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RESUMEN

En el afio 2012 se colectaron plantas de trigo de la variedad Cortazar S94, en la
localidad de Tepetate de Negrete municipio de Pénjamo, Guanajuato, con la
finalidad de identificar el o los agentes causales de la espiga blanca y la pudricién
de raiz de trigo. Se utilizaron varios métodos de identificacion como
caracterizacion morfologica, microscopia electronica, PCR, y se realizaron los
Postulados de Koch. De acuerdo con la caracterizacion morfoldgica se logré aislar
hongos presentes en la raiz de trigo como Fusarium graminearum y F.
proliferatum, sembrados en medio de cultivo PDA y A.A., teniendo incidencias de
40% y 65% respectivamente. Dado lo anterior se infiere que la Fusariosis de la
espiga y de la raiz de trigo esta siendo causada por las especies F. proliferatum y
F. graminearum. Se realizaron inoculaciones a semillas de trigo de 28 variedades
susceptibles a la fusariosis para observar necrosamiento de raiz y a partir de ese
sintoma reaislar el patdbgeno y comprobar los agentes causales de la pudricion de
raiz de trigo y espiga blanca. Se realizaron montajes para observar las estructuras
reproductivas de las especies de Fusarium, con mayor incidencia, al microscopio
electrénico de barrido y asi poder tomar mediciones de conidios en sus fialides.
Las secuencias de ADN de las muestras amplificadas por PCR de los cultivos
monosporicos dieron un 99% de coincidencias para F. proliferatum y con esto
ultimo se pudo comprobar que esta especie es la que se encuentra con mayor
incidencia en la zona de Pénjamo, Guanajuato y causa los sintomas de espiga

blanca y pudricion de raiz en trigo.



Fusarium SPECIES CAUSE OF WHITE TASSEL AND WHEAT ROOT ROTTING
(Triticum aestivum L.) IN THE BAJIO MEXICO.

SUMMARY

In 2012 wheat plants of Cortazar S94 variety were collected in Tepetate de
Negrete, Guanajuato, with the objective of identify the causal agent (s) of the white
tassel and the wheat root rotting. Different identifying methods were utilized, like
morphologic characterization, electronic microscopy, PCR, and the Koch
postulated were realized. Throughout the morphologic characterization it was
successful isolated the fungus into the wheat roots like Fusarium graminearum and
F. poliferatum, fungus were seed in a culture PDA and AA, it has incidences of
40% and 65%, respectively. Due the preceding results we can infer that the
fusariosis on the tassel and root is caused by the species F. proliferatum and F.
graminearum. It was realized inoculations on28 varieties of wheat seeds
susceptible to the Fusariosis to observe wheat necrosis and starting from this
symptom re-isolated the pathogen and prove the cause agents of root rotting and
white tassel. It was realized assemblies to observe on electronic microscope the
reproductive structures of Fusarium species with larger incidence, and then to take
measures of conidians on its phialides. The sequences of the DNA amplified by
PCR from samples of mono-spores casted out a 99% of similarity to F. proliferatum
and with this final result it could prove, this specie is most finding in the zone of
Penjamo, Guajanuato and it is cause of the symptoms of white tassel and root

rotting wheat.



AGRADECIMIENTOS

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia por el apoyo econémico durante

mis estudios de Maestria.

Al Dr. Gerardo Leyva Mir por haberme permitido realizar la presente
investigacién bajo su valiosa direccién y asesoramiento, por el apoyo, interés y
amistad mostrada durante los dos afios de la Maestria, por todos los consejos
ofrecidos dentro y fuera de las responsabilidades académicas y su disponibilidad

para lograr la finalizacion de este trabajo.

Al Dr. Omar Alvarado Goémez por brindarme y ofrecerme sus amplios

conocimientos y aportaciones para la realizacion de esta investigacion.

Al Dr. Mateo Vargas Hernandez por las asesorias brindadas durante el

experimento de esta tesis.

Al Dr. Héctor Eduardo Villasefior Mir por la disponibilidad de resolver duda vy el

material proporcionado para la realizacion de este trabajo de investigacion.

A la M.C. Bertha Tlapal Bolafios por su disponibilidad de atenderme en las
dudas y el apoyo ofrecido para la realizacion de este trabajo, aclaracién de dudas,

compartir informacion y su amplia experiencia y amistad.

A la Biol. Greta Hanako Rosas Saito Por la disponibilidad en la realizacion de
pruebas asi como al Laboratorio de Microscopia Electronica del Colegio de

Posgraduados por la disponibilidad y conocimientos en el tema.

A la Sra. Mariana y el Sr. Juan del Laboratorio de Micologia del Departamento

de Parasitologia Agricola.

A todos los profesores de Maestria en Proteccion Vegetal que durante estos dos
afios compartieron sus experiencias y conocimientos para formarme como

profesionista.



DEDICATORIAS

A mi madre la Sra. Manuela Portillo Gil por todo el gran esfuerzo y apoyo que me
ha brindado no solo en estos dos afios si no a lo largo de mi vida, que fue mi pilar
de desarrollo, mi motivacion de ser algo mas y seguir prepardndome
profesionalmente y personalmente, por eso y mil cosas mas Muchas gracias

Mama.

A mi tia Francisca Portillo Gil que ha sido la tia mas cercana y a la que quiero
mas, y ha sabido apoyarme moralmente, por su carifio, su forma de tratarme.

Gracias tia.

A mi novia Luz del Carmen Catalan Espinosa por su paciencia en estos dos
afnos lejos de ella y por su apoyo y motivacion para concluir esta parte de mi vida,
y asi poder brindarle lo mejor que se merece, dado que es una gran persona y

forma parte importante en mi vida y lo seguira siendo.

A mis tios Margarita, Elia, Rodolfo y Loreto por sus palabras de &nimo y apoyo

hacia la nueva meta que me propuse.

Por ultimo dedicar a mis primos Viridiana, Nadia, Jhair, Edwing, Noel, Juan
Carlos y Ana Paola que en todo momento y a su forma de ser me dieron aliento y

animo para terminar mis estudios de maestria.

Vi



CONTENIDO

RESUMEN GENERAL ...t I
SUMMARY GENERAL.....oiiii e \Y
AGRADECIMIENTOS ... e eenn \Y,
DEDICATORIAS .t e e e e e et e e eaeaa s Vi
CONTENIDO ...t e Vi
LISTA DE CUADROS ...ttt e e e e e IX
LISTADE GRAFICAS ... IX
LISTA DE FIGURAS ... et X
INTRODUCCION GENERAL ..ot 1

CAPITULO I. ETIOLOGIA DE LA ESPIGA BLANCA Y PUDRICION DE RAIzZ DE

TRIGO (Triticum aestivum L.) EN EL BAJIO MEXICO ......ccocooveeeieeeeeeeeeeeee 20
RESUMEN ..ottt ieieee ettt e et e et s e s st e e es et e st er e s etene e eteeneaareens 20
SUMMARY ..ottt ettt sttt st et et en et et et et te et een et te e 21
INTRODUGCCION .....coovivieieeeeeeeeeeeeeeees e etees ettt st n e en e enseene e, 22
(@] =0 = 11V 1R 29
HIPOTESIS ..ottt ettt ettt e et e et eaeere e e eaeaaeenes 29
MATERIALES Y METODOS .......ooviuiiiteeeeieteeeeteee ettt aeen e 30
RESULTADOS......oovoieeeeeetee ettt e s st tees et st es s s saese e neeesenntees 36
B E U] [ N R 48
CONCLUSION ...ttt ettt ettt re e ete e 50

Vil



BIBLIOGRAFIA ..ottt 51

CAPITULO II. IDENTIFICACION DE ESPECIES DE Fusarium spp POR
MICROSCOPIA ELECTRONICA Y PCR EN TRIGO (Triticum aestivum L.) EN EL

BAJIO MEXICO ..ottt ettt ve e 58
RESUMEN ......ooiitiieieiteeetee ettt ee et e et e et es et et e s et es e s saene e eteeneeanenns 58
SUMMARY ...ttt ettt ettt ettt ettt ae st e et en et e e 58
INTRODUCCION .....ouieiiiite ettt ettt ettt te e eae e teeaeaneennas 59
(@] =0 = 11V 1R 62
HIPOTESIS ..ottt ettt ettt es et et r e s e aene e nterneaaeees 62
MATERIALES Y METODOS .......oivieiiitee ettt st en e sasen e 63
RESULTADOS. ..ottt e ettt en et n st ee e s s aeneeenaeesennaees 67
DISCUSION ...ttt ettt et e te et eeae et eeeaeeae s 73
CONCLUSION ..ottt ettt ettt ve e eae e 75
BIBLIOGRAFIA ...ttt 76
CONCLUSIONES GENERALES.......coevitieieteeeeeee e 80
BIBLIOGRAFIA CITADA EN INTRODUCCION GENERAL ........c.cccoveveveeveieerenannns 81
ANEXOS ..ottt ettt ettt ettt e ettt e e ee s en et n et n e, 91

viii



LISTA DE CUADROS
CAPITULO I

Cuadro 1 Primers utilizados para la amplificacion del ADN aislado a partir de

micelio de Fusarium spp. 65

LISTA DE GRAFICAS
CAPITULO |

Gréfica 1 Comparaciéon multiple de medias por el método de Tukey, con nivel
de significancia al 5% para la variable porcentaje de necrosis en raiz
con inoculacion de Fusarium spp. 43
Grafica 2 Comparacion multiple de medias por el método de Tukey, con nivel
de significancia al 5% para la variable porcentaje de germinacién con
inoculacién de Fusarium spp. 44
Grafica 3 Comparacién multiple de medias por el método de Tukey, con nivel
de significancia al 5% para la variable longitud de raiz con
inoculacion de Fusarium spp. 45
Gréfica 4 Comparaciéon multiple de medias por el método de Tukey, con nivel
de significancia al 5% para la variable follaje con inoculacion de
Fusarium spp. 46
Gréfica 5 Comparacion multiple de medias por el método de Tukey, con nivel
de significancia al 5% con inoculacién y sin inoculacion (testigo) para
las variables porcentaje de necrosis en raiz, porcentaje de

germinacion, longitud de raiz y longitud de follaje. a7



LISTA DE FIGURAS

CAPITULO |
Figura 1 Siembra en camara humeda para la formacion de fialides 32
Figura 2 Preparacion de la solucion del inoculo 34
Figura 3 Inoculacién a la semilla de 28 variedades de trigo 35

Figura 4 a) Siembra de las semillas previamente inoculadas; b) Variedades con

cuatro repeticiones y su testigo 35

Figura 5 Coloraciones y tipo de colonia fungal; a) F. graminearum en PDA; b) F.
graminearum en pulpa de papa; c) F. proliferatum en PDA, d) F. proliferatum en

pulpa de papa 37
Figura 6 a) Macroconidios de F. graminearum; b) Esporodoquio 38

Figura 7 a) Microconidios de F. proliferatum; b) Macroconidios; c¢) Microconidios

en cadena; d) Polifialides 39

Figura 8 a) Semillas no germinadas con pudricidn; b) Semillas con la prescencia

de micelio en la testa 40

Figura 9 a) Plantula deforme; b) Plantula con micelio en la semilla; c,d)

Comparacion testigo y repeticiones (Tlaxcala y Batan) 41

Figura 10 Preparaciones de los reaislamientos de la pudricion de raiz de trigo; a)
F. graminearum; b) F. proliferatum 42



CAPITULO I

Figura 11 Micrografias de Macroconidios pertenecientes a F. proliferatum, las
micrografias fueron tomadas a un aumento de a) 3,500 X y b) 3,000
X. La morfologia de los macroconidios coincide con lo que Leslie y
Summerell (2006) mencionan para la especie en cuestion,
macroconidios de 3-5 septas, célula apical curvada; y las medidas
tomadas entran dentro del rango que el autor describe. 68
Figura 12 Micrografias de a) Pseudoclamidospora y b) Polifialides;
pertenecientes a F. proliferatum, las micrografias fueron tomadas a
un aumento de 6,000 X y 2,500 X respectivamente. Leslie y
Summerell mencionan que F. proliferatum no forma clamidosporas
verdaderas, es por eso que para este caso se les denomina
Pseudoclamidosporas, y a diferencia de F. verticillioides, esta
especie F. proliferatum, forma polifialides. 68
Figura 13 Micrografias de Microconidios pertenecientes a F. proliferatum, las
micrografias fueron tomadas a un aumento de a) 3,000 X y b) 5,000
X, en esta Ultima se muestra la comparacion de dos Macroconidios
vs dos Microconidios. Los Microconidios son en forma de tabique de
paredes delgadas y las medidas tomadas entran dentro del rango
que Leslie y Summerell mencionan en el 2006. 69
Figura 14 Electroforesis en gel de agarosa con los productos obtenidos de la
amplificacion por PCR con los primers ITS1/ITS4 de 6 aislados de
Fusarium spp. (1-6). La flecha sefala los productos obtenidos de
532-553 pb aproximadamente. M marcador de peso molecular
ladder-100 (Axygen). 70
Figura 15 Electroforesis en gel de agarosa con los productos obtenidos de la
amplificacion por PCR con los primers EF-1/EF-2 de 3 aislados de
Fusarium spp (1-3). La flecha sefiala los productos obtenidos de 700
pb aproximadamente. M marcador de peso molecular ladder-100
(Axygen). 71

Xi



Figura 16 Electroforesis en gel de agarosa con los productos obtenidos de la
amplificacion por PCR con los primers PRO-1/PRO-2 de 6 aislados
de Fusarium spp. (1-6). La flecha sefiala los productos obtenidos de
585 pb. M marcador de peso molecular ladder-100 (Axygen). 72

Figura 17 Electroforesis en gel de agarosa con los productos obtenidos de la
amplificacion por PCR con los primers ITS-1/prolTS-R de 6 aislados
de Fusarium spp, (1-6). La flecha sefiala los productos obtenidos de
390 pb. M marcador de peso molecular ladder-100 (Axygen). 72

Figura 18 Electroforesis en gel de agarosa con los productos obtenidos de la
amplificacion por PCR con los primers CL1/CL2A de 6 aislados de
Fusarium spp (1-6). La flecha sefiala los productos obtenidos de 751-

755 pb. M marcador de peso molecular ladder-100 (Axygen). 72

Xii



INTRODUCCION GENERAL

La crisis de alimentos recurrentes, los precios volatiles de los energéticos, el
agotamiento de los recursos naturales, el cambio climatico y la amenaza de estilos
de vida de millones de personas en pobreza, y contabilizando, de los 5 alimentos
de la humanidad, el trigo ocupa el segundo lugar, solo el arroz le gana por su
fuente de calorias y contenido de proteinas usado en paises en vias de desarrollo.
El trigo proporciona 21% de las calorias alimenticias y el 20% de la proteina a
mas de 4, 500 millones de personas en 94 paises en desarrollo (Braun et al.,
2010).

El trigo se cultiva en aproximadamente 215 millones de hectareas en todo el
mundo, desde el Ecuador hasta latitudes de 60 °N y 44 °S y en altitudes que van
desde el nivel del mar hasta mas de 3, 000 m. aproximadamente 630 millones de
toneladas son producidas anualmente, la mitad de ellas en paises en desarrollo.
La demanda de trigo en los paises en desarrollo se prevé que aumente un 60% en
el afio 2050; al mismo tiempo, el cambio climatico inducido por el aumento en la
temperatura se espera que reduzca su producciéon en los paises en desarrollo en
un 29% (Rosegrant et al., 1995).

El cultivo de trigo en México es importante para el desarrollo socioeconémico del
pais, ya que es una de las fuentes mas importantes de nutrientes en la dieta del
mexicano, sobre todo para las poblaciones rurales y urbanas de escasos recursos,
y porque tanto su cultivo como su procesamiento y Su consumo generan una
importante derrama econdmica y un gran namero de empleos en varios sectores y

actividades de la cadena del Sistema Producto Trigo (Pefia et al., 2008).

Desafortunadamente, en Meéxico la produccion de trigo comenzd a disminuir
gradualmente desde finales de la década de 1990, a tal punto que en la actualidad
la industria molinera tiene que importar mas del 50% (mas de 3 millones de
toneladas) del trigo harinero que consume (Pefia et al.,, 2008). Esta es una
situacidon preocupante, ya que ha mermado la disponibilidad de trigo (y otros
cereales) y su precio en el mercado internacional sigue elevandose, sobre todo



debido a la mayor demanda de granos basicos por parte de paises en pleno
desarrollo (como la India y China); incrementos en la produccion de maiz para la
produccion de biocombustibles en EEUU; incrementos en el precio de los insumos
del agro (energéticos, fertilizantes y otros); y cambios climaticos (mas calor y
menos agua, entre otros) (Pefia et al., 2008). En conjunto, estos factores han
afectado negativamente la produccion de cereales y la reserva mundial de los
mismos. La problematica del abasto de productos basicos representa una gran
amenaza para la seguridad alimentaria de varios paises. Dado lo anterior, es
fundamental que en México se impulse la produccion de trigo, teniendo en cuenta
gue la economia de mercado exige que los nacionales de trigo satisfagan al
mismo tiempo las necesidades de rentabilidad del productor y de calidad en el

mercado. (Pefia et al., 2008)

Las principales zonas productoras de trigo en México se encuentran en el Bajio y
Noroeste del pais. Existen en México seis zonas importantes en la produccion de
trigo: la Noroeste, que abarca los estados de Sonora, Sinaloa y Baja California
Norte y Baja California Sur; la del Bajio, que comprende Querétaro, Guanajuato,
Jalisco y Michoacan; la de la Laguna, que incluye parte de Durango y Coahuila; la
Norte que agrupa Chihuahua, Coahuila, Nuevo Ledn y Tamaulipas; la Zona Centro
o Valles altos que incluye los estados de México, Puebla, Hidalgo y Tlaxcala.
(Vargas, 2006).

En México el rendimiento promedio es de 5.2 toneladas por hectarea. El cultivo se
realiza en la mayor de los estados de la Republica Mexicana, de los cuales
sobresalen Sonora, Guanajuato y Baja California por su alta participacion de las
superficies de riego que se destinan a este cultivo y el nivel de produccién que
alcanzan. (SIACON, 2010).

La zona de los Valles Altos de México comprende a los estados de Tlaxcala,
Hidalgo, Puebla y México; en este ultimo el trigo se cultiva de manera temporal en
los distritos de Texcoco, Jilotepec, Zumpango, Atlacomulco y Toluca

principalmente (Hernandez, 1992).



Histéricamente el estado de Guanajuato ha jugado un papel clave en la
produccion de trigo; en el Bajio surge y se desarrolla a partir de la colonizacion,
conforme se establece y crece la poblacion espafiola. La sustitucion de la
ganaderia por los cereales cobra un auge en la region entre los afios de 1742 y
1792, en forma paralela al incremento de la poblacién que en ese periodo rebasa
el 250% (INIA, 1980).

El trigo cultivado de riego por superficie sembrada es el cultivo mas importante
durante el ciclo otofio invierno en el Bajio. EI promedio de siembra de trigo en el
estado de Guanajuato es de 101 000 ha, con un rendimiento de 6 t ha™ (SIACON,
2006).

Las variedades que ocupan mayor superficie en el estado de Guanajuato, de
acuerdo a la semilla certificada producida son Barcenas S2002 con 29%, Cortazar
S94 con 22% y Saturno S86 con 11%. Sin embargo, cerca de 50% de la superficie
de trigo en Guanajuato se siembra con semillas criollas de la cual se desconoce la
proporcién que ocupa cada variedad (Solis et al., 2008).

Los principales municipios productores de trigo en el Bajio son: Salamanca,
Pénjamo, Valle de Santiago, Irapuato, Abasolo, Jaral del Progreso, Villagran,
Cortazar, Huarimaro, Leén, Pueblo Nuevo, Cueramaro, Silao, Romita, Manuel
Doblado, San Francisco del Rincén, Purisima del Rincon y Apaseo el Grande
(INIA, 1980).

El programa de mejoramiento genético de trigo del Instituto Nacional de
Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP) en el estado de
Guanajuato tiene entre sus objetivos generar genotipos de los diferentes grupos
de calidad con mayor potencial de rendimiento que las variedades comerciales de
la regidn, resistentes a royas y de alta calidad industrial. Como resultado de los
trabajos de investigacion del INIFAP en 2002 se liberd la variedad Barcenas
S2002 (Solis et al., 2003); los altos rendimientos que se obtienen con esta
variedad ha propiciado la reduccion de la superficie sembrada con la variedad
Salamanca S75 y la ampliacién del mosaico de variedades de trigo para la region



y con ello la disminucion de las probabilidades de una epidemia que pudiera

causar graves dafos economicos a los productores del Bajio. (Solis et al., 2003).

Entre los factores que contribuyen a la obtencion de altos rendimientos de grano
en trigo, el control de enfermedades ocupa un lugar importante como
complemento a los demas elementos de produccién como son: fecha optima de
siembra, buena preparaciéon del suelo, uso de variedades mejoradas
recomendadas para la zona, buena fertilizacion, riegos oportunos, combate de
plagas y malas hierbas, etc. Algunas veces a pesar de aplicarse las mejores
practicas y técnicas recomendadas, los rendimientos son afectados cuando se
presentan condiciones climatolégicas adversas para un buen desarrollo de la
planta, tales como, heladas tardias, temperaturas excesivas, granizos, etc.
(Hernandez, 1992).

La importancia del ciclo Otofo-Invierno de temporal se debe a las condiciones
climatolégicas que prevalecen en esa época del afio, como mayor humedad vy
temperaturas mas templadas, condiciones basicas para el adecuado desarrollo del
cultivo asi como de patdgenos potenciales. Los hongos son los patdgenos mas
importantes de las plantas y también en cuanto a patégenos transportados en
semillas. Son facilmente transportados por diversos factores incluyendo la accion
del hombre a través de transacciones comerciales con semillas infectadas y el

movimiento de semillas en los programas de investigacion. (Moreno, 1996).

El 90% de los cultivos dedicados a la alimentacion humana y animal requieren el
uso de semillas. Por otra parte, se sefiala que alrededor de 12% del potencial de
la produccién agricola se pierde debido a las enfermedades. No se tienen datos de
las pérdidas causadas por hongos en las semillas en campo pero se considera
gue del total, es un alto porcentaje. Se ha demostrado que pequefias diferencias
en el contenido de humedad de las semillas, del orden de 0.3 — 0.5%, tienen un

marcado efecto en el desarrollo de hongos. (Moreno, 1996).

Los dafios que causan los hongos a los granos dependen en gran medida a la
severidad del ataque y del hongo que se trate. Si la infeccibn es muy severa



practicamente puede destruir el grano, como frecuentemente sucede con las
pudriciones por especies de Fusarium, si la infeccion no es severa, el hongo
permanece en la semilla sin afectarla aparentemente, y ésta es la forma en la que
un hongo es transmitido por semilla de un ciclo agricola a otro (Vargas, 2006;
Moreno, 1996)

La rofia (tizbn de la espiga, moho rosa, espiga blanca) se expresa en la muerte
prematura de las espiguillas. La enfermedad es especialmente importante en
lugares humedos. La esterilidad de flores y el deficiente llenado de la semilla
resultan en la reduccion de cosechas. El hongo causal perteneciente al género
Fusarium spp, es un parasito facultativo no especifico, que puede infectar varias
partes de la planta, por lo que el tizon de la espiga puede coincidir con infecciones
de la raiz o de la hoja, o estar asociado con otros organismos que atizonan
espigas. Estos hongos tienen requerimientos nutrimentales simples y son

saprofitos omnipresentes (SARH, 1992).

La fusariosis de la espiga puede causar la putrefaccion de la raiz y del tallo,
causando reducciones severas de la produccion de la cosecha, a menudo entre 10
y 40%. Ademas varias especies de Fusarium son capaces de producir micotoxinas
gue pueden ser formadas en la precosecha de las plantas infectadas que todavia
estan de pie en los campos o en el grano almacenado (Castafieda, 2006).

Las micotoxinas son metabolitos producidos por los hongos, las cuales son téxicas
cuando son consumidos por el hombre o por los animales. Estas se forman en los
granos de trigo infectados. Para ser producidas, el hongo requiere humedad
suficiente y temperatura adecuada para el crecimiento en los sustratos. La mayor
acumulacion de micotoxinas ocurre en granos humedos durante el transporte y
almacenamiento. Micotoxicosis es el nombre dado a las enfermedades causadas
en los animales que consumen granos infectados. Los efectos en el organismo
animal son variables, desde la pérdida de apetito, rechazo al alimento, disminucién
de la eficacia alimentaria hasta la muerte. Las principales toxinas producidas por
Fusarium graminearum son Zearalenona, Deoxinivalenol, Nivalenol, Fusarenona-

X, Toxina T2y otros Tricétesenos (Gonzéalez y Pioli, 2001).
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La enfermedad causada por la fusariosis se encuentra ampliamente distribuida y
ataca a la gran mayoria de los cereales y pastos en climas templados.
Basicamente produce necrosis en la raiz del trigo y ataca también la parte inferior
del tallo del trigo en invierno, sobre todo en areas donde se cultiva intensiva y
continuamente los cereales. Las pérdidas en estas areas intensivas con gran
incidencia de la enfermedad puede llegar a ser de hasta el 50% (Agrios, 2006).
Con frecuencia, la presencia de la fusariosis del trigo se da a principios de la
estacion de crecimiento por la aparicion de areas de plantulas amarillentas, poco
desarrolladas (achaparradas) y plantas de aspecto desagradable que tendran

pocas espigas (Agrios, 2006).

Los sintomas se manifiestan mejor en espigas inmaduras que emergen con una o
mas espiguillas o toda la espiguilla blanqueada. Si el raquis se infecta, todos los
tejidos arriba del punto de infeccion se blanquean. Puntos obscuros pequefios
(peritecas), micelio superficial (rosa o amarillo) y masas de esporas se pueden ver,
sobre todo en la base de las espiguillas. Las espiguillas blanqueadas
generalmente son estériles o tienen granos parcialmente llenados. Los granos que
apenas empiezan a formarse al momento del ataque pueden ser destruidos
completamente. Si la infeccion ocurre al final del estadio de leche o al principio de
la masa, los granos resultan considerablemente arrugados (SARH, 1992).

En el caso de la raiz las lesiones se observan de color café obscuro a negro,
desarrollandose sobre las plantulas a nivel del suelo extendiéndose a la base de
las hojas inferiores; las plantulas pueden marchitarse o achaparrarse o morir antes
de emerger, o0 si emergen retardan su crecimiento. Las coronas de las plantulas
son infectadas por el hongo a nivel de la superficie del suelo o inmediatamente
debajo de ésta y muestran un coloracién café rojiza que se extiende hasta el
sistema radicular de la planta. Con la sobrevivencia en invierno de las plantas de
trigo y de cebada, la fusariosis disminuye de manera considerable, en ocasiones
hasta 10% a 30% en trigo y de un 20% a un 60% en cebada (Agrios, 2006)

Las plantas infectadas se arrancan facilmente del suelo debido a que gran parte
de su sistema radicular ha sido destruido por el hongo y las pocas raices que le

6



guedan son pequefias, de color café o negro y quebradizas; esta pudricion suele
extenderse desde la corona y la base del tallo y de las hojas inferiores (Agrios,
2006)

Fusarium es un género que involucra muchas especies y formas especiales. Es
responsable de marchitamientos en hortalizas, plantas ornamentas, cultivos
importantes como el platano, algodon, tabaco, etc.; ademas causa canceres de
tallo, pudriciones basales y de raiz (Vargas, 2006).

La fusariosis o rofia de la espiga de trigo ataca la planta a partir de la emision de la
espiga, aunque la floracion es el estado mas susceptible. En México, la especie
causal que predomina 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 (Gilchrist-Saavedra et al., 2005). De las
cuales Fusarium graminearum, F. culmorum, F. equisetii, F. verticillioides y F.
proliferatum son las que tienen mayor incidencia en los municipios productores del
Bajio de Guanajuato (CESAVEG, 2013).

Fusarium graminearum Schwabe es una especie que esta presente en todo el
mundo, causa enfermedades como pudricion de la raiz, pudricion de la corona y
rofia. Son especialmente severas en los cultivos de trigo en China, sur de Brasil,
Argentina y Europa occidental. Su desarrollo se favorece en areas con inviernos
suaves y veranos humedos y calientes (Zillinsky, 1984; Vargas, 2006). Ocasiono
considerables pérdidas de rendimiento de trigo a causa de esterilidad de las

florecillas y del llenado deficiente de los granos (Vargas, 2006).

Sus caracteristicas en medio de cultivo PDA, son que sus colonias crecen
rapidamente y producen cantidades relativamente grandes de micelio denso que
varian de blanco a naranja pdlido a amarillo. Los esporodoquios se producen

lentamente después de los 30 dias (Leslie y Summerell, 2006)

Los macroconidios raramente estdn inmersos en un esporodoquio; si estan
presentes son uniformes en tamano y forma, delgados y de paredes gruesas con

una longitud 25-50x3-4um, la célula apical es moderadamente curvada y
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puntiaguda y en la célula basal bien desarrollada la forma del pie. Esta especie
genera de 5 - 6 septas las cuales son bien diferenciadas. Hay ausencia de
microconidios y presencia de clamidosporas de rapida formacién (Leslie y
Summerell, 2006).

Durante muchos afios Fusarium graminearum se dividié en dos taxones conocidos
como Grupo 1 y Grupo 2. Morfoldgicamente es muy dificil diferenciar los dos
grupos, pero estos tienen diferencias ecoldgicas y patolégicas muy importantes.
Aoki 'y O'Donnell describieron la poblacibn del Grupo 1 como F.
pseudograminearum con la poblacion del Grupo 2 reteniendo el nombre original F.
graminearum y asociado a su teleomorfo G. zeae. Desde una perspectiva practica
la forma mas facil de distinguir las dos especies es la formacion de peritecios. F.
graminearum es homotalico y la mayoria de las cepas produciran peritecios en
casi cualquier medio de cultivo. F. pseudograminearum es heterotalico y sus
esporas purificadas en medios de cultivo no pueden formar peritecios (Leslie y
Summerell, 2006).

Carter et al. (2002) identificaron tres grupos diferentes, denominados "A", "B"y "C"
de Europa, Nepal y Estados Unidos, y Desjardins et al. (2004) identificaron tres
grupos de Nepal, pero ain no se conoce como estos grupos se relacionan con los
linajes descritos por O'Donnell. O'Donnell et al. (1998) y Ward et al. (2000)
identificaron nueve linajes filogenéticos de F. graminearum que pueden ser
resueltos por una secuenciacion de los genes seleccionados (Leslie y Summerell,
2006).

Los cultivos de F. graminearum se pueden confundir facilmente con F.
pseudograminearum, F. crookwellense y F. culmorum y las especies de la seccion
Sporotrichiella, por ejemplo, F. sporotrichioides, F. tricinctum, F. y F. poae
chlamydosporum. Las diferencias morfoldégicas son en los macroconidios que
permiten la diferenciacién de F. graminearum de F. culmorum y F. crookwellense.
La ausencia de las microconidios que distingue a los aislamientos de F.

graminearum de los aislamientos de los miembros de la Seccién Sporotrichiella



que forman colonias en PDA similares a los de F. graminearum (Leslie y
Summerell, 2006).

La mayoria de los aislamientos forman peritecios abundantemente en la
naturaleza y la liberacién de ascosporas que causan enfermedades en las partes
aéreas de las plantas como la Fusariosis de la espiga (rofia) en trigo (Gilbert et
al., 2004; Goswami et al., 2004), en cebada (Mathre, 1997), en avena (Tekauz et
al., 2004), en arroz (Nyvall et al., 1999), tallo y pudricién de la mazorca del maiz
(White, 1999), el moho del grano de sorgo (Menkir et al., 1996).

La temperatura Optima para la formacién de peritecios es 29 °C, mas alta que la
temperatura maxima 26 °C a la que se liberan las ascosporas (Tschanz et al.,
1976). Las ascosporas y los macroconidios puede iniciar eficazmente la infeccion
en las plantas, pero la germinacion de ascosporas y macroconidios depende de la
humedad ya que las ascosporas son capaces de germinar a una humedad relativa

mas baja que los macroconidios (Leslie y Summerell, 2006).

Lineas de trigo y cebada también varian en su sensibilidad a F. graminearum, pero
las cepas no siempre pueden ser diferenciados en funcién de su agresividad hacia
trigo (Xue et al., 2004). La produccion tricotecena es un caracter importante para
la virulencia y para la propagacién del hongo dentro de una cabeza de trigo

infectado (Langevin et al., 2004).

Los sintomas se observan primero como un blanqueado prematuro, la infeccion
del raquis puede causar que la espiga entera se blanquee desde el punto de
infeccidn, que puede progresar hacia el pedunculo. Da lugar a micelio rosado o

anaranjado y esporodoquios (Vargas, 2006).

Fusarium culmorum (W.G. Smith) Saccardo es una especie que se encuentra
ampliamente distribuida y parece que sobrevive a mayores extremos tanto de
sequias como de heladas que F. graminearum. Los mismos sintomas son
producidos por ambas especies. Este patdgeno ataca a la raiz de los cereales
cultivados en el noroeste de los Estados Unidos de América, Europa Occidental y

algunas areas altas de los subtrépicos (Zillinsky, 1984; Vargas, 2006).
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F. culmorum crece rapidamente en medio de cultivo PDA produciendo abundantes
esporodoquios en una gran masa de esporas (1 a 2 cm de diametro), que
inicialmente es de color naranja pélido, pero se vuelve marron a marrdn oscuro
con el paso de los dias. Anillos de masas de esporas se pueden formar de
algunos aislamientos bajo condiciones alternas de luz y temperatura. La mayoria
de las cepas forman pigmentos rojos en medios de cultivo de Agar, pero algunos
pueden tener micelio color marrén olivo y pigmento marrén en el agar (Leslie y
Summerell, 2006).

Los esporodoquios son de naranja a color marrén y relativamente comunes, los
macroconidios son robustos, relativamente cortos con paredes gruesas, la parte
mas amplia es en el punto medio del macroconidio. Su lado dorsal es algo curvada
y la parte ventral es casi recta, muy amplia con relacién a su longitud, la célula
apical es redondeada y la célula basal ligeramente puntiaguda y sin una clara
forma del pie, genera de 3 a 4 septas, miden de 30-60um x 4-7um. Genera
abundantes esporodoquios y en estos los macroconidios generalmente son
uniformes en forma y tamafo. No se forman microconidios pero si clamidosporas
gue se forman en relativa rapidez de 3-5 semanas en medios de cultivo CLA

(Leslie y Summerell, 2006).

F. culmorum se puede confundir con F. sambucinum o F. crookwellense, aunque
haya sido aislado de hospedantes y regiones climaticas similares. La célula apical
de F. culmorum por lo general es redondeada, pero en algunos aislamientos es
ligeramente papilada, y es aqui cuando puede dar lugar a la confusién de F.
sambucinum. La tasa de crecimiento relativamente rapida de F. culmorum lo

distingue de F. sambucinum, que crece lentamente (Leslie y Summerell, 2006).

F. culmorum se distingue de F. crookwellense por la forma de los macroconidios.
Los macroconidios de F. crookwellense son mas largos, tienen una forma de pie
distinta en las células basales, y la célula apical es estrecha mientras que los
macroconidios de F. culmorum son cortos, y la célula basal tiene ausencia de la
forma de pie o es amorfa de este. Filogenéticamente, F. culmorum estd mas

estrechamente relacionado con F. graminearum y F. crookwellense (Mule et al.,
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2004). El estado sexual del F. culmorum probablemente es heterotélico (Kerényi &
Hornok, 2002). Ademas de diferencias basadas en ADN, estas especies también

se pueden distinguir por sus perfiles de metabolitos secundarios (Thrane, 1990).

F. culmorum es mas comun en las regiones de zonas templadas, y con frecuencia
se asocia a la pudricién del pie en cereales y enfermedades de la espiga, sobre
todo en las partes frias de Europa. Interacciones entre F. culmorum y El Virus del
Enanismo Amarillo de la cebada puede intensificar los sintomas de la enfermedad
(Koch y Huth, 1997). Las plantas con presencia de la enfermedad en la espiga
generan granos infectados, pero estos granos enfermos no son responsables de la
transmision de la enfermedad en condiciones de campo (Gilbert et al., 2003). La
importancia de este hongo como una causante de la fusariosis de la espiga de
trigo puede estar disminuyendo, sin embargo, F. graminearum se esta convirtiendo
en la causa mas comun observada de esta enfermedad (Waalwijk et al., 2003).
Aunque F. culmorum es un patdgeno del suelo puede dispersarse por salpique a
las partes aéreas de las plantas de trigo y cebada, donde puede causar sintomas
de tizdn de la espiga y colonizar el grano ampliamente (Jackowiak et al., 2005).

Aunque no hay ningun estado sexual conocido de F. culmorum, andlisis
poblacionales sugieren que la recombinacion es parte importante del ciclo de vida
de este hongo (Toth et al., 2004). Hoy en dia se encuentran primers y protocolos
disponibles para su uso en analisis de poblaciones de este hongo para detectar F.

culmorum a través de ensayos de PCR en tiempo real (Waalwijk et al., 2004).

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).

Las caracteristicas morfolégicas en medio PDA son micelio abundante que
inicialmente es de color blanco, pero se convierte en marron con el paso del
tiempo, se pueden formar esporodoquios en una masa de esporas central, pero
puede no ser obvio puesto que pueden ser oscurecidos por el micelio. Las masas
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de espora puede ser de color naranja palido a marron oscuro y zonificaciones
anulares pueden desarrollarse en respuesta a un ciclo de luz-oscuridad (Leslie y
Summerell, 2006).

Esta especie forma un pigmento marron palido a marrén oscuro en contacto con
medios de cultivo de Agar. Manchas de color marron oscuro o manchas de

pigmento por lo general se forman en el agar (Leslie y Summerell, 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 50-100pm x 3.5-6.0um. Esta especie

genera abundantes esporodoquios (Leslie y Summerell, 2006).

F. equiseti no forma microconidios. Nelson et al. (1983) sefial6 que algunos
aislamientos de F. equiseti producen microconidios pero estos autores también
incluyeron F. scirpi en su definicion de F. equiseti. Existe abundancia de
clamidosporas y velocidad en su formacion generalmente de 2-6 semanas en
medios de cultivo CLA, localizadas en hifas aéreas e hifas en el agar, las cuales
pueden estar en cadenas o individuales con pigmentos marrones y paredes

gruesas verrugosas con el tiempo (Leslie y Summerell, 2006).

F. equiseti se puede confundir con otras especies de Fusarium. Nelson et al.
(1983) incluyo F. scirpi en su descripcion de F. equiseti, con Burgess et al. F.
equiseti se confunde mas facilmente con F. compactum (cepas pigmentadas de
color marrén), y F. semitectum, con F. scirpi. F. compactum vy F. equiseti se
distinguen en la tasa de crecimiento en PDA. F. scirpi produce abundantes
microconidios en polifialides mientras que F. equiseti no produce microconidios. F.
semitectum produce abundantes macroconidios en forma de huso en polifialides

gue nunca se ven en cultivos de F. equiseti. Algunos aislamientos producen
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mucho macroconidios con una célula apical filamentosa o en forma de latigo y
pueden parecerse al macroconidios formado por F. longipes. Los cultivos de F.
longipes en medios PDA producen pigmento rojo. Mientras que los cultivos de F.
equiseti en PDA producen pigmento marron. F. equiseti puede ser una especie
compleja pero se necesitan datos moleculares para probar posibilidades rigurosas

(Leslie y Summerell, 2006).

F. equiseti 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 asociacién de un hongo
micorriza con la raiz. F. equiseti es especialmente comun en las zonas mas secas,
por ejemplo, Bahrain (Mandeel, 1996) o Israel (Joffe y Palti, 1977), aunque
también puede ser encontrado en suelos cerca del Circulo Polar Artico
(Kommedahl et al., 1988). Esta especie es un colonizador comln de senescentes
o tejido vegetal dafiado. No es inusual aislar a F. equiseti de material de trigo
enfermo, sin embargo, los registros de F. equiseti como un patdogeno deben ser

tratados con precaucién (Leslie y Summerell, 2006).

Fusarium verticillioides (Saccardo) Nirenberg es un patdogeno asociado a maiz y
trigo, se encuentra en el suelo colonizando y es de distribucion cosmopolita; las
caracteristicas en medio PDA son micelio blanco con pigmentos violetas conforme
pasa el tiempo; en el caso de medio de cultivo Agar la pigmentacion varia desde
nula a grisacea o incluso de naranja a violeta obscuro. Forma esclerocios azul-
negro que se pueden desarrollar en algunos aislamientos pero no es razon cual

para determinar a la especie (Leslie y Summerell, 2006).

Los esporodoquios pueden ser de coloracion marron o de color naranja y estar
aisladas como una masa de micelio y conidios. Los macroconidios son largos y
esbeltos ligeramente falcados o rectos de paredes delgadas, tipicos del complejo
de especies G. fujikuroi. La célula apical es curva y a menudo terminado en un
punto, la morfologia de la célula basal es entallada o en forma de pie, forman de 3-
5 septas, pero su abundancia varia segun el aislamiento (Leslie y Summerell,
2006). Estos miden de 29.2 — 31 um x 2.9 — 3.7 um (Morales et al., 2006).
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Los microconidios son ovales y aplanados y generalmente no tienen septas (Leslie
y Summerell, 2006). Miden de 11.8 — 12 um x 1.5 — 2.5 um (Morales et al., 2006).

Se producen cadenas de microconidios en monofialides (Morales et al., 2006) que
en ocasiones se forman en parejas como apariencia de oreja de conejo, con
abundante micelio aéreo y sin produccion de clamidosporas aunque en algunos
casos se pueden formar células hinchadas en las hifas que facilmente pueden ser
confundidas con clamidosporas y que algunos autores denominan

pseudoclamidosporas (Leslie y Summerell, 2006).

Ha habido una gran controversia respecto a la denominacion de este taxon dado
gue algunos taxénomos lo llaman F. moniliforme y otros F. verticillioides. El
nombre de F. verticillioides tiene prioridad y es ahora generalmente aceptado y es

el nombre que se debe utilizar para esta especie (Seifert et al., 2003).

F. verticillioides es morfolégicamente idéntica a las cepas de F. thapsinum que no
producen el diagndstico del pigmento amarillo. F. verticillioides es también similar
a F. proliferatum, pero esta ultima especie se distingue por su capacidad para
formar cadenas de microconidios de polifialides. Las cadenas de microconidios
producidos por F. proliferatum por lo general son mas cortos que los de F.
verticillioides y F. thapsinum. F. verticillioides y F. thapsinum pueden ser
facilmente diferenciados unicamente por el uso de pruebas moleculares (Leslie y
Summerell. 2006).

F. verticillioides es también muy similar a F. andiyazi, pero ésta no forma
pseudoclamidosporas. F. verticillioides produce células hinchadas que se

confunden facilmente con pseudoclamidosporas (Leslie y Summerell, 2006).

F. verticillioides es similar en algunos aspectos a F. nygamai que forma
microconidios en cadenas cortas en monofialides (Burgess y Trimbol,. 1986). F.
nygamai, sin embargo, forma abundantes macroconidios en esporodoquios Yy
clamidosporas en las hifas aéreas en aislamientos de tiempo sembradas en
medios de cultivo. Las cepas que son morfologicamente similares y

filogenéticamente relacionadas con F. verticillioides han sido aislados de platano,
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pero estas cepas no forman fumonisinas (Moretti et al., 2004). Ya sea que estas
cepas representan una subpoblacion aislada de F. verticillioides o estan en su

lugar endémico y una nueva especie queda por determinar (Hirata et al., 2001).

Las conidios se producen en los fidlides a través de un proceso enteroblastico en
el que la pared interior del conidio y la fialide son continuas y asi se afiadan capas
exteriores. Este proceso reduce la cantidad de material disponible para bloguear la
aberturas de las fialides y puede ser una de las razones por las que las cadenas
de F. verticillioides son tan largas. La forma y el espesor de la cadena formada por
la fialide durante la produccion de conidios puede ser til para los propdsitos
taxonémicos, pero este rasgo es dificil de usar y no ha sido ampliamente

examinado ni evaluado (Tiedt y Jooste, 1988).

F. verticillioides se distribuye ampliamente por todo el mundo, y es particularmente
asociado con maiz donde puede causar la pudricion del tallo y la pudricion de la
mazorca que dan lugar a pérdidas significativas de rendimiento y reducciones de
la calidad del grano. La gravedad de la enfermedad se ve afectada por la forma y

por el momento de la inoculacién (Leslie y Summerell. 2006).

Bacon y Nelson (1994) citan una prueba de patogenicidad para plantulas, ya que
este hongo puede también causar la putrefaccion de semillas de granos infestados
cuando se plantan. F. verticillioides pueden entrar sistémicamente en las plantas
de maiz a partir de la semilla y a través heridas en la plantas. Aunado a esto el
estrés hidrico aumenta la cantidad de la pudricion del tallo y se solucionar, al
menos en parte, por el riego (Leslie y Summerell, 2006). F. verticillioides puede
causar pudricién de la raiz y la disminucion de crecimiento de la raiz en plantulas

de maiz y trigo (Soonthornpoct et al., 2000).

El hongo suele aparecer en los granos de maiz y trigo cuando se acercan a la
madurez fisiologica y sigue aumentando hasta el final de la temporada de
crecimiento (Young y Kucharek, 1977). El efecto de la transmision por semilla de

F. verticillioides en la germinacion y el rendimiento es un tema de debate, pero
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parece depender en gran medida de las condiciones bajo las cuales se produce la

germinacion y el crecimiento posterior (Leslie y Summerell, 2006).

El hongo se encuentra como un enddfito en variedades de trigo y maiz, donde
puede tener funcion de proteccidén hacia otros hongos (Wicklow et al., 1988). La
proporcion de infeccion asintomatica en los granos de maiz y trigo pueden
depender del genotipo del huésped. F. verticillioides se adapta bien a la dispersién
del aire y el viento y puede infectar el grano del huésped a través de las sedas de
la mazorca o a través de heridas creadas por las larvas de Lepidopteros (Sobek y
Munkvold, 1999). F. verticillioides persiste en residuos de cosecha o en la
superficie del suelo o en el mismo suelo después de la incorporacion mecanica y
puede sobrevivir por hasta 630 dias con condiciones idoneas de campo y un
maximo de 900 dias en un lugar fresco y seco (Liddell y Burgess, 1985). La
reduccion de la labranza aumenta la cantidad del in6culo de F. verticillioides
disponible para la siguiente temporada. Tanto el hongo Trichoderma y la bacteria
Pseudomonas tienen potencial para servir como agentes de control biologico de F.

verticillioides (Bacon et al., 2001).

Fusarium proliferatum (Matsushima) Nirenberg es una especie que esta distribuida
en todo el mundo y ataca un gran numero de plantas agricolas y no agricolas,
pero es importante en cereales como trigo, maiz y sorgo. Su fase sexual
pertenece a la especie G. intermedia (Kuhlman) Samuels, Nirenberg y Seifert

(Leslie y Summerell, 2006).

Las caracteristicas morfolégicas en medio de cultivo PDA demuestran abundante
micelio aéreo inicialmente de color blanco que con el paso del tiempo llega a ser
color purpura-violeta. Los esporodoquios pueden estar presentes como masas
discretas en la colonia fungal. En medio de cultivo Agar se producen pigmentos
violetas, los esclerocios de color azul o negro se pueden desarrollar en algunos
aislamientos pero estos no son indicativos de diagnéstico (Leslie y Summerell,
2006).
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Los esporodoquios son producidos con frecuencia o en su defecto pueden ser
dificiles de encontrar son de color palido a un naranja tenue, los macroconidios
son alargados de paredes delgadas y son tipicos del complejo de especies de G.
fujikuroi. La célula apical es curvada y la célula basal estd mal desarrollada
generando de 3-5 septas, los macroconidios varian de un medio de cultivo a otro,
es por eso que para la localizacion de estas estructuras es necesaria la busqueda
en medios de cultivos frescos y que no hayan sido propagados para su
conservacion. Los macroconidios miden de 24.23 — 32.60 pm x 1.96 — 2.44 ym
(Leslie y Summerell, 2006).

En el caso de los microconidios tienen forma de tabique con la base aplanada, y
no tienen septas, en algunos aislamientos se pueden encontrar microconidios
piriformes pero estos son raros (Leslie y Summerell, 2006). Estos microconidios se
encuentran en cadena pero generalmente mas cortos que los producidos por F.
verticillioides, pero al contrario de estos, aqui se encuentran en polifialides, ya que
esta caracteristica es base para la distincion entre estas dos especies, los
mlcroconidios tienen medidas que van de 4.44 — 12.9 um x 1.44 — 2.55 um (Leslie
y Summerell, 2006).

F. proliferatum fue descrito por primera vez como Cephalosporium por Matsushima
en 1971 vy se describia en las especies de Fusarium por Nirenberg en 1976.
Debido al trabajo de Nirenberg la mayoria de los aislamientos de F. proliferatum
probablemente habrian sido identificados como F. moniliforme, y gran parte de la
investigacion sobre F. proliferatum hubiera sido anexada y ser inseparable de la
de F. moniliforme (Leslie y Summerell, 2006).

F proliferatum es mas probable que se confunda con F. fujikuroi, F. oxysporum, F.
thapsinum y F. verticillioides. Morfologicamente F. proliferatum y F. fujikuroi no se
pueden diferenciar eficazmente en la morfologia dado que son especies
hermanas. Por lo general, pero no siempre, se pueden diferenciar mediante el uso

de pruebas de apareamiento o secuencias de ADN (Leslie et al., 2004).
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Cultivos de F. proliferatum y F. oxysporum a menudo parecen similares, pero
estas especies se distinguen facilmente por la presencia de las microconidias en
cadenas para F. proliferatum y la presencia de clamidosporas y microconidios en
falsas cabezas de F. oxysporum. F. proliferatum puede ser diferenciada de la F.
thapsinum y F. verticillioides por la presencia de polifialides y cadenas mas cortas

de los microconidios (Leslie y Summerell, 2006).

Las diferencias morfolégicas entre F. proliferatum, F. subglutinans y F.
verticillioides se puede realizar en el método de Culturing on minimal médium
reportado por Clear y Patrick en 1992, el cual menciona utilizar sacarosa al 20%
en lugar de 3% y en el caso de CLA utilizar 4-8 g / | KCl y con esto puede ser (til
para la identificacion de F. proliferatum (Fisher et al., 1983).

Se ha informado de un crecimiento micelial maximo de F. proliferatum a una
temperatura de 25 °C y un potencial osmatico de -1,0 MPa (Nelson et al., 1990).
Antioxidantes comercialmente disponibles pueden ser utilizados para tratar el
crecimiento del grano y respecto a F. proliferatum reducir la cantidad de
fumonisinas producidas in situ. Los conidios germinan de manera optima a 30 °C
(Marin, et al., 1996).

F. proliferatum puede persistir en los rastrojos de tallos de maiz y trigo, ya sea en
la superficie del suelo o enterradas en un campo durante al menos 21 meses
(Cotten y Munkvold, 1998). La inyeccién de una suspension de esporas a través
de hojas de maiz en la fase de cogollo se puede utilizar para diferenciar lineas de
maiz que son resistentes / susceptibles a la pudricién de la mazorca por Fusarium
(Clements et al., 2003).

F. proliferatum se ha colectado de numerosos entornos en todo el mundo. Es uno
de los causantes de la pudricién de tallo de trigo y la pudricién de la mazorca del
maiz (White, 1999); mdltiples cepas que son genéticamente distintas de F.
proliferatum se puede colectar de una sola planta de maiz (Kedera et al., 1994). El
maiz hibrido "BT", que es menos susceptible al barrenador europeo del maiz

Ostrinia nubialis, tuvo un menor nivel de infeccion con F. proliferatum que los
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comparables sin el transgén (Munkvold et al., 1997). F. proliferatum puede ser
endofitico en el trigo (Bishop, 2002), y altera la respuesta de defensa en las
plantas (Bishop et al., 2002).
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CAPITULO I. ETIOLOGIA DE LA ESPIGA BLANCA Y PUDRICION DE RAiZ DE
TRIGO (Triticum aestivum L.) EN EL BAJIO, MEXICO

Hans Errol Vega-Portillo!, Gerardo Leyva-Mirt, Mateo Vargas-Hernandez?, Omar
G. Alvarado-Gémez? Héctor Eduardo Villasefior-Mir®
Proteccion Vegetal, Universidad Autébnoma Chapingo. 2 Universidad Auténoma de

Nuevo Ledn ° INIFAP-CEVAMEX.
RESUMEN

En el afio 2012 se colectaron plantas de trigo de la variedad Cortazar S94, en la
localidad de Tepetate de Negrete, municipio de Pénjamo, Guanajuato, con la
finalidad de identificar el o los agentes causales de la espiga blanca y la pudricién
de raiz de trigo. Se realizaron analisis del sitio de muestreo y métodos de
identificacidbn como caracterizacion morfoldgica y postulados de Koch. Mediante la
caracterizacion morfolégica se logré aislar hongos presentes en la raiz de trigo
como Fusarium graminearum y F. proliferatum sembrados en medio de cultivo
PDA y A.A., teniendo incidencias de 40% y 65% respectivamente. Dado lo anterior
se infiere que la fusariosis de la espiga y de la raiz de trigo esta siendo causada
por las especies de mayor presencia que son F. proliferatum y F. graminearum. Se
realizaron inoculaciones a semillas de trigo de 28 variedades susceptibles a la
fusariosis para observar necrosamiento de raiz y a partir de ese sintoma poder
reaislar el patdbgeno y comprobar los agentes causales de la pudricion de raiz de
trigo y espiga blanca. Las incidencias del 4to postulado de Koch de 40% y 85%
para F. graminearum y F. proliferatum respectivamente, con esto Ultimo se
comprobd que estas especies son las que se encuentran con mayor incidencia en
la zona de Pénjamo Guanajuato y causan los sintomas de espiga blanca y

pudricion de raiz en trigo.
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SUMMARY

In 2012 wheat plants of Cortazar S94 variety were collected in Tepetate de
Negrete, Guanajuato, with the objective of identify the causal agent (s) of the white
tassel and the wheat root rotting. Different identifying methods were realized, like
morphologic characterization, Koch postulated, electronic microscopy and PCR.
Throughout the morphologic characterization it was successful isolated the fungus
into the wheat roots like Fusarium graminearum and F. poliferatum, fungus were
seed in a culture PDA and AA, it has incidences of 40% and 65% respectively. Due
the preceding results, the fusariosis on the tassel and root is caused by the species
with more presence; they are F. proliferatum and F. graminearum. It was realized
inoculations on28 varieties of wheat seeds susceptible to the fusariosis to observe
wheat necrosis and starting from this symptom re-isolated the pathogen and prove
the cause agents of root rotting and white tassel. The incidences 4° Koch
Postulated of 40% and 85% for F. graminearum and F. proliferatum respectively,
with this final result it could prove, this specie is most finding in the zone of
Penjamo, Guanajuato and it is cause of the symptoms of white tassel and root

rotting wheat.
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INTRODUCCION

Fusarium es un género que involucra muchas especies y formas especiales. Es
responsable de marchitamientos en hortalizas, plantas ornamentales, cultivos
importantes como el platano, algodén, tabaco, etc.; ademas causa canceres de

tallo, pudriciones basales y de raiz (Vargas et al., 2006).

La fusariosis o rofia de la espiga de trigo ataca la planta a partir de la emision de la
espiga, aunque la floracion es el estado mas susceptible. En México, la especie
causal que predomina es Fusarium graminearum, pero también estan presentes F.
culmorum, F. nivale, F. equisetii, F. avenaceum, F. verticillioides, F. proliferatum,
F. decemlullare, F. solani y F, oxysporum (Gilchrist et al., 2005). De las cuales F.
graminearum, F. culmorum, F. equisetii, F. verticillioides y F. proliferatum son las
gue tienen mayor incidencia en los municipios productores del Bajio de
Guanajuato (CESAVEG, 2013).

F. graminearum Schwabe es una especie que esta presente en todo el mundo,
causa enfermedades como pudricion de la raiz, pudricion de la corona y rofia. Son
especialmente serias en los cultivos de trigo en China, sur de Brasil, Argentina y
Europa occidental. Su desarrollo se favorece en areas con inviernos suaves y

veranos humedos y calientes (Zillinsky, 1984; Vargas, 2006).

Los macroconidios de esta especie, son uniformes en tamafo, forma, delgados y
de paredes gruesas con una longitud 25-50 x 3-4um; la célula basal esta bien
desarrollada en forma de pie y la célula apical es moderadamente curvada y
puntiaguda. Esta especie genera de 5 - 6 septas las cuales son bien diferenciadas.
Hay ausencia de microconidios y presencia de clamidosporas de rapida formacion

(Leslie y Summerell, 2006).

Los peritecios de F. graminearum se desarrollan de manera Optima a 29 °C, esta
temperatura es mas alta que la temperatura maxima 26 °C a la que se liberan las
ascosporas (Tschanz et al., 1976). La infeccion en las plantas puede ser iniciada
por las ascosporas y los macroconidios, pero la germinacién de ascosporas y

macroconidios depende de la humedad ya que las ascosporas son capaces de

22



germinar a una humedad relativa mas baja que los macroconidios (Leslie y
Summerell, 2006).

F. culmorum (W.G. Smith) Saccardo es una especie que Sse encuentra
ampliamente distribuida y parece que sobrevive a mayores valores tanto de
sequias como de heladas que F. graminearum. Los mismos sintomas son
producidos por ambas especies. Este patdgeno ataca a la raiz de los cereales
cultivados en el noroeste de los Estados Unidos de América, Europa Occidental y

algunas areas altas de los subtrépicos (Zillinsky, 1984; Vargas, 2006).

Los esporodoquios son de naranja a color marrén y relativamente comunes, los
macroconidios son robustos, relativamente cortos con paredes gruesas, la parte
mas amplia es en el punto medio del macroconidio. Su lado dorsal es algo curvada
y la parte ventral es casi recta, muy amplia con relacién a su longitud, la célula
apical es redondeada y la célula basal ligeramente puntiaguda y sin una clara
forma del pie, genera de 3 a 4 septas, miden de 30-60 pum por 4-7 pm. Genera
abundantes esporodoquios y en estos los macroconidios generalmente son
uniformes en forma y tamafo. No se forman microconidios pero si clamidosporas
gue se forman en relativa rapidez de 3-5 semanas en medios de cultivo CLA

(Leslie y Summerell, 2006).

F. culmorum es mas comun en las regiones de zonas templadas, y con frecuencia
se asocia a la pudricién del pie en cereales y enfermedades de la espiga, sobre
todo en las partes frias de Europa. Interacciones entre F. culmorum y El Virus del
Enanismo Amarillo de la cebada puede intensificar los sintomas de la enfermedad
(Koch et al., 1997).

F. equiseti (Corda) Saccardo es una especie que se presenta frecuentemente
como un hongo del suelo, constituyendo una alta proporcion de la microflora en
algunas areas. Sin embargo, no se considera como un patdégeno 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
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identificaciéon 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).

F. equiseti 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 asociacién de un hongo
micorrizico con la raiz. F. equiseti es especialmente comun 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
enfermo, sin embargo, los registros de F. equiseti como un patdogeno deben ser

tratados con precaucion (Leslie y Summerell, 2006).

F. verticillioides (Saccardo) Nirenberg es un patégeno asociado a maiz y trigo, se
encuentra en el suelo colonizando y es de distribucion cosmopolita, las
caracteristicas en medio PDA son micelio blanco con pigmentos violetas conforme
pasa el tiempo, en el caso de medio de cultivo Agar la pigmentacion varia desde
nula a grisacea o incluso de naranja a violeta obscuro. Forma esclerocios azul-
negro que se pueden desarrollar en algunos aislamientos pero no es razon cual

para determinar a la especie (Leslie y Summerell, 2006).

Los esporodoquios pueden ser de coloracibn marron o de color naranja y estar
aisladas como una masa de micelio y conidios. Los macroconidios son largos y
esbeltos ligeramente falcados o rectos de paredes delgadas, tipicos del complejo
de especies G. fujikuroi. La célula apical es curva y a menudo terminado en un
punto, la morfologia de la célula basal es entallada o en forma de pie, forman de 3-
5 septas, pero su abundancia varia segun el aislamiento (Leslie y Summerell,

2006). Estos miden de 29.2 — 31 pm x 2.9 — 3.7 um. Los microconidios son ovales
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y aplanados y generalmente no tienen septas (Leslie y Summerell, 2006). Miden
de 11.8 — 12 um x 1.5 — 2.5 um (Morales et al., 2006).

Se producen cadenas de microconidios en monofialides (Morales et al., 2006) que
en ocasiones se forman en parejas como apariencia de oreja de conejo, con
abundante micelio aéreo y sin produccion de clamidosporas aunque en algunos
casos se pueden formar células hinchadas en las hifas que facilmente pueden ser
confundidas con clamidosporas y que algunos autores denominan

pseudoclamidosporas (Leslie y Summerell, 2006)

F. verticillioides se distribuye ampliamente por todo el mundo, y es particularmente
asociado con maiz donde puede causar la pudricion del tallo y la pudricion de la
mazorca que dan lugar a pérdidas significativas de rendimiento y reducciones de
la calidad del grano. La gravedad de la enfermedad se ve afectada por la forma de

inoculacion y por tanto el momento de la inoculacion (Leslie y Summerell, 2006)

F. proliferatum (Matsushima) Nirenberg es una especie que esta distribuida en
todo el mundo y ataca un gran namero de plantas agricolas y no agricolas, pero es
importante en cereales como trigo, maiz y sorgo. Su fase sexual pertenece a la
especie G. intermedia (Kuhlman) Samuels, Nirenberg & Seifert (Leslie y
Summerell, 2006)

Las caracteristicas morfolégicas en medio de cultivo PDA demuestran abundante
micelio aéreo inicialmente de color blanco que con el paso del tiempo llega a ser
color purpura-violeta. Los esporodoquios pueden estar presentes como masas
discretas en la colonia fungal. En medio de cultivo Agar se producen pigmentos
violetas, los esclerocios de color azul o negro se pueden desarrollar en algunos
aislamientos pero estos no son indicativos de diagnostico (Leslie y Summerell,
2006).

Los esporodoquios son producidos con frecuencia o en su defecto pueden ser
dificiles de encontrar son de color pdalido a un naranja tenue, los macroconidios
son alargados de paredes delgadas y son tipicos del complejo de especies de G.

fujikuroi. La célula apical es curvada y la célula basal estd mal desarrollada
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generando de 3-5 septas, los macroconidios varian de un medio de cultivo a otro,
es por eso que para la localizacion de estas estructuras es necesaria la busqueda
en medios de cultivos frescos y que no hayan sido propagados para su
conservacion. Los macroconidios miden de 24.23 — 32.60 pm x 1.96 — 2.44 ym

(Leslie y Summerell, 2006).

En el caso de los microconidios tienen forma de tabique con la base aplanada, y
no tienen septas, en algunos aislamientos se pueden encontrar microconidios
piriformes pero estos son raros (Leslie y Summerell. 2006). Estos microconidios se
encuentran en cadena pero generalmente mas cortos que los producidos por F.
verticillioides, pero al contrario de estos, aqui se encuentran en polifialides, ya que
esta caracteristica es base para la distincion entre estas dos especies, los
microconidios tienen medidas que van de 4.44 - 12.9 um x 1.44 - 2.55 um (Leslie y
Summerell, 2006).

F. proliferatum fue descrito por primera vez como Cephalosporium por Matsushima
en 1971 vy se describia en las especies de Fusarium por Nirenberg en 1976.
Debido al trabajo de Nirenberg la mayoria de los aislamientos de F. proliferatum
probablemente habrian sido identificados como F. moniliforme, y gran parte de la
investigacion sobre F. proliferatum hubiera sido anexada y ser inseparable de la
de F. moniliforme (Leslie y Summerell, 2006).

F. proliferatum es mas probable que se confunda con F. fujikuroi, F. oxysporum, F.
thapsinum y F. verticillioides. Morfolégicamente F. proliferatum y F. fujikuroi no se
pueden diferenciar eficazmente en la morfologia dado que son especies
hermanas. Por lo general, pero no siempre, se pueden diferenciar mediante el uso

de pruebas de apareamiento o Secuencias de ADN (Leslie et al., 2004).

Cultivos de F. proliferatum y F. oxysporum a menudo parecen similares, pero
estas especies se distinguen facilmente por la presencia de los microconidios en
cadenas para F. proliferatum y la presencia de clamidosporas y microconidios en

falsas cabezas de F. oxysporum. F. proliferatum puede ser diferenciada de F.
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thapsinum y F. verticillioides por la presencia de polifialides y cadenas mas cortas

de los microconidios (Leslie y Summerell, 2006).

Las diferencias morfoloégicas entre F. proliferatum, F. subglutinans y F.
verticillioides se puede realizar en el método de Culturing on minimal médium
reportado por Clear y Patrick 1992, el cual menciona utilizar sacarosa al 20% en
lugar de 3% y en el caso de CLA utilizar 4-8 g / | KCl y con esto puede ser util para
la identificacion de F. proliferatum (Fisher et al., 1983).

Se ha informado de un crecimiento micelial maximo de F. proliferatum a una
temperatura de 25 °C y un potencial osmaético de -1.0 MPa (Nelson et al., 1990).
Antioxidantes comercialmente disponibles pueden ser utilizados para forzar el
crecimiento del grano y respecto a F. proliferatum reducir la cantidad de
fumonisinas producidas in situ. Los conidios germinan de manera 6ptima a 30 °C
(Marin et al., 1996).

F. proliferatum puede persistir en los rastrojos de tallos de maiz y trigo, ya sea en
la superficie del suelo o enterradas en un campo durante al menos 21 meses
(Cotten et al., 1998). La inyeccion de una suspension de esporas a través de hojas
de maiz en la fase de cogollo se puede utilizar para diferenciar lineas de maiz que
son resistentes/susceptibles a la pudricion de la mazorca por Fusarium (Clements
et al., 2003).

F. proliferatum se ha colectado de numerosos entornos en todo el mundo. Es uno
de los causantes de la pudricidn de tallo de trigo y la pudriciéon de la mazorca del
maiz (White, 1999), mdltiples cepas que son genéticamente distintas de F.
proliferatum se puede colectar de una sola planta de maiz (Kedera et al., 1994). El
maiz hibrido "BT", que es menos susceptible al barrenador europeo del maiz
Ostrinia nubialis, tuvo un menor nivel de infeccion con F. proliferatum que los
comparables sin el transgén (Munkvold et al., 1997). F. proliferatum puede ser
endofitico en el trigo, y altera la respuesta de defensa en las plantas (Bishop,
2002).
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Debido a la importancia que tienen estas especies de hongos mencionadas en
trigo, y siendo este un alimento de gran importancia en el mundo, como fuente de
carbohidratos, proteinas, vitaminas y minerales, (SARH, 1992), y que ademas en
México es uno de los cultivos basicos mas importantes y ocupa el cuarto lugar en
superficie sembrada y el tercero en volumen de produccion (Hernandez, 1992), es
necesario tener un diagnostico certero de la o las especies que ocasionen los

problemas de espiga blanca y necrosis de raiz en trigo en el Bajio.

Los dafios que causan los hongos a los granos dependen en gran medida a la
severidad del ataque y del hongo que se trate. Si la infeccidbn es muy severa
practicamente puede destruir el grano, como frecuentemente sucede con las
pudriciones por especies de Fusarium, si la infeccibn no es severa el hongo
permanece en la semilla sin afectarla aparentemente, y ésta es la forma en la que
un hongo es transmitido por semilla de un ciclo agricola a otro (Vargas, 2006;
Moreno, 1996).

La rofia (tizon de la espiga, moho rosa, espiga blanca) se expresa en la muerte
prematura o tizon de las espiguillas. La enfermedad es especialmente importante
en lugares humedos. La esterilidad de flores y el deficiente llenado de la semilla
resultan en la reduccién de cosechas. El hongo causal perteneciente al género
Fusarium spp, es un parasito facultativo no especifico, que puede infectar varias
partes de la planta, por lo que el tizon de la espiga puede coincidir con infecciones
de la raiz o de la hoja, o estar asociado con otros organismos que atizonan
espigas. Estos hongos tienen requerimientos nutrimentales simples y son

saprofitos omnipresentes (SARH, 1992).
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OBJETIVOS

Identificar la o las especies del género Fusarium spp. involucrados en la
pudricion de raiz y espiga blanca del trigo.
Evaluar el efecto de la inoculacion con patdgenos del género Fusarium

spp., en 28 diferentes variedades de trigo.

HIPOTESIS

Las especies Fusarium graminearum, F. culmorum, F. equisetii, F.
verticillioides y F. proliferatum, son las que mayor incidencia tienen en el
area de Pénjamo, Guanajuato, por lo que se considera que alguna de estas
especies esta causando los sintomas de espiga blanca y pudricion de raiz

en trigo.

La inoculacidon con patégenos del género Fusarium, sobre las 28
variedades de trigo afectan algunas caracteristicas como porcentaje de
germinacion, porcentaje de necrosis en raiz, longitud de raiz y longitud de
follaje.

Las variedades empleadas presentan una susceptibilidad o tolerancia

especifica diferente a la inoculacion de patégenos del genero Fusarium spp.
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MATERIALES Y METODOS

Sitio de muestreo

La localidad de Tepetate de Negrete esta situada en el Municipio de Pénjamo en
el Estado de Guanajuato, México. Tiene 298 habitantes, esta localidad se

encuentra a 1700 metros de altitud.

En la regidn el clima es templado, la temperatura méaxima es de 34°C, la minima
de 4.6°C y la media anual de 20.2°C. y la precipitacién pluvial es de 670 mm

anuales.

En el afio 2012 se recolectaron plantas de trigo de la variedad Cortazar S96 con

sintomas de espiga blanca y pudricion de raiz en la localidad mencionada.

Aislamiento

Las plantas colectadas en el 2012 en el sitio de muestreo con sintomas de espiga
blanca y pudricion de raiz, se lavaron con agua corriente para facilitar la
evaluacion de las lesiones de la raiz y asi poder eliminar el exceso de suelo; una
vez limpias las raices se cortaron fragmentos de 0.5 cm, se desinfestaron con
hipoclorito de sodio al 1.5% durante tres minutos, se les dio un triple lavado con
agua destilada estéril bajo condiciones asépticas y en presencia de un mechero de
Bunsen (Schaad et al., 2002).

Preparacion de PDA

Se realiz6 la preparacion de medios de cultivo PDA, utilizando 200 gramos de
papa, 20 gramos de dextrosa y 15 gramos de agar; la papa se cocin6 en una olla
de presién a 15 Ib por 15 minutos y el jugo resultante se mezcld con la dextrosa y
el agar y se afor6 a un litro (Marin et al., 1996).

30



Una vez desinfestados los fragmentos de raiz se colocaron en cajas Petri con
medio de cultivo papa dextrosa agar (PDA) con 50 mgL™' de sulfato de
estreptomicina (SIGMA), para evitar el crecimiento de bacterias. Las cajas fueron
monitoreadas cada 24 horas para observar el tipo de crecimiento micelial a una

temperatura de 28 °C bajo condiciones de luz. (Marin et al., 1996).
Purificacion

Las cajas con micelio de buen crecimiento fueron utilizadas para ser transferidas a
nuevas cajas de PDA con el propésito de incrementar y purificar al patégeno. Para
este mismo fin, se tomaron bajo el microscopio estereoscépico, trocitos de agar
gue contenian micelio en punta de hifa, para ser transferido a una nueva caja Petri

con PDA y asi obtener una cepa pura. (Hernandez, 1992)
Identificacién morfoldgica

Del aislamiento purificado en el punto anterior, se realizaron transferencias y se
tomaron cajas que contenian micelio del mismo color y del mismo habito de
crecimiento; observando asi dos tipos de crecimiento, los cuales se identificaron
morfologicamente asi como la identificacion de la segunda cepa se realiz6
mediante técnicas moleculares (PCR), indicadas en el capitulo 2. De acuerdo a
esto, de ambas cepas se hicieron preparaciones semipermanentes para observar
sus caracteristicas al microscopio compuesto. Estas preparaciones fueron
realizadas colocando una gota de lactofenol en el portaobjetos y posteriormente se
colocé un pedacito de PDA, sobreponerle un cubreobjetos, se pasé por el
mechero para eliminar las burbujas y asi poder observar al microscopio

compuesto las caracteristicas que Leslie y Summerell, (2006) reportan.
Formacion de fialides

Se realizaron montajes en una cadmara humeda mediante un trocito de medio de
cultivo PDA con micelio, colocado en un portaobjetos y su posterior cubreobjetos y

colocados en una caja Petri con sanitas humedas, esto con la finalidad de
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observar las fialides de los hongos y asi poder tener una identificacidbn mas certera
(Figura 1).

Para observar las coloraciones de las cepas se prepararon tubos de ensaye con
medio de cultivo pulpa de papa, los cuales son colocados de manera inclinada
para inducir una superficie donde el hongo pueda crecer y provocar una coloracion

en la parte inferior del tubo de ensaye (Hernandez, 1992)

Figura 1.- Siembra en cadmara humeda para la formacion de fialides.

Pruebas de patogenicidad

Cuando un patdgeno se encuentra en una planta enferma, puede ser facilmente
identificado utilizando manuales especializados; en caso de que se tenga la
certeza de que el patdgeno es la causa de la enfermedad, podra considerarse
entonces que ha concluido el diagnéstico. Sin embargo, en caso de que sea
probable que el patdgeno represente la causa de la enfermedad, pero que no
existan registros anteriores que apoyen a esa suposicion, tendran que
considerarse los siguientes puntos para comprobar la hipétesis de que el patégeno
es la causa de esa enfermedad (Agrios, 2006).
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1.- El patégeno debe encontrarse asociado con la enfermedad en todas las

plantas enfermas que se examinen.

2.- El patégeno debe aislarse y desarrollarse en un cultivo puro en medios
nutritivos y se deben describir sus caracteristicas (parasito no obligado), o
bien debe permitirse que se desarrolle sobre una planta hospedante
susceptible (parasito obligado) y registrar su presencia y los efectos que

produzca.

3.- El patégeno que se desarrolle en un cultivo puro debe ser inoculado en
plantas sanas de la misma variedad o especie en que aparecid la
enfermedad y debe producir la misma enfermedad en las plantas

inoculadas.

4.- El patogeno debe aislarse una vez mas en un cultivo puro y sus
caracteristicas deben corresponder a las anotadas en el segundo punto
(Agrios, 2006).

Preparacion del in6culo

Para tal efecto, en el presente estudio se usaron en la preparacion del inéculo
cultivos monospoéricos, conservados en medio de cultivo bajo en nutrientes para

evitar la pérdida de patogenicidad.

Los cultivos monosporicos fueron desarrollados a través de punta de hifa; se
sembré el hongo en la caja petri dejandolo desarrollar hasta que tuvo un
crecimiento de 5-6 dias y se observo al microscopio compuesto una hifa que se
encontro solitaria y se corto; esta punta cortada se sembrd en nuevas cajas petri
con PDA (Carfiedo et al., 2004).

El inéculo de las dos cepas se incrementé en cajas Petri con medio de cultivo
Agua Agar, esto porque en el suelo las dos cepas se encuentran de forma natural

(Monreal, 1988; Vargas, 2006). Se prepar6 una solucién con el crecimiento
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micelial de 20 cajas Petri por litro de agua (10 cajas por cepa) para lograr una
concentracion de 10° conidios/ mL; se adicion6 el medio de cultivo con el micelio
de las cajas a 600 mL de agua Destilada y se licud, posteriormente se agregaron
4mL de Tween 20 (Figura 2).

Figura 2.- Preparacion de la Solucién para el inéculo.

Inoculacion de variedades para los Postulados de Koch

El procedimiento para la inoculacion fue la seleccion de 28 variedades de semillas
de Trigo utilizadas en Pénjamo, Guanajuato, las cuales fueron proporcionadas por
el INIFAP-CEVAMEX; (Anexo 1) una cantidad de 80 semillas de cada variedad
fueron colocadas en 28 cajas Petri desechables, y se les adicion6 la solucion de
inoculacion preparada por un lapso de 24 horas para la infeccion de las semillas

por el patégeno (Figura 3).
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Figura 3.- Inoculacién a la semilla de 28 variedades de trigo.

Una vez transcurrido este tiempo las semillas fueron colocadas en macetas de
plastico con suelo esterilizado y humedecido previamente, transfiriendo 5 semillas
por maceta y utilizando 4 repeticiones y un testigo sin inocular por cada una de las

28 variedades.

Las macetas fueron colocadas en el invernadero a una humedad relativa del 100%
y a una temperatura media de 22° con ayuda de un humificador por un lapso de 8
dias para observar micelio en plantulas y pudricion de semillas. Con este
procedimiento se produjeron sintomas iniciales, por consiguiente se obtuvieron

nuevas muestras para aislar posteriormente el patégeno (Figura 4).

Figura 4.- a) Siembra de las semillas previamente inoculadas, b) Variedades con

4 repeticiones y su testigo.
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Anédlisis estadistico

El andlisis estadistico de los Postulados de Koch fue realizado mediante el
software Statistical Analisis System (SAS Institute 1999), empleando el modelo
lineal general por medio del procedimiento PROC GLM, para el analisis de
varianza (ANOVA), para las variables porcentaje de germinacion, porcentaje de

necrosis en raiz, longitud de follaje y longitud de raiz.

Los andlisis estadisticos fueron realizados para diferentes situaciones: ANOVA’s
individuales por variedad, ANOVA’s individuales por inoculacion, y ANOVA’'s
combinados a través de variedades.

Este estudio se complementé con comparaciones mdultiples de medias por el

método de Tukey con un nivel de significancia del 5%.

RESULTADOS

Aislamiento y Purificacion

El crecimiento micelial se registré a los 15 dias posteriores a la siembra en medio
de cultivo PDA (Leslie y Summerell, 2006), donde se pudieron observar dos tipos
de cepas, una con incidencia del 40% y la otra con un 65% del total de las cajas
petri sembradas. La primera cepa registré coloraciones blanco amarillentas y la
segunda registro colores purpura violetas en medios de cultivo PDA y pulpa de
papa, (Leslie y Summerell, 2006), en todos los aislamientos se obtuvieron colonias
de este tipo, por lo que se puede acertar que una o las dos cepas son las
causantes de los sintomas de espiga blanca y pudricién de raiz de trigo (Figura 5)
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Identificacion del agente causal por caracteristicas morfolégicas

F. graminearum Schwabe presentd coloraciones en medio de cultivo PDA en
tonos de blancos a amarillentos, con abundante micelio, los macroconidios
tuvieron medidas de entre 22-48 x 2.5-4.2um, alargados y uniformes con paredes
gruesas, la célula apical es moderadamente curvada y puntiaguda y en la célula
basal bien desarrollada la forma del pie, con 5 — 6 septas las cuales son bien
diferenciadas. Hay ausencia de microconidios y presencia de clamidosporas de

rapida formacion. (Leslie y Summerell. 2006) (Figura 6).

Figura 5: Coloraciones y tipo de colonia fungal; a) F. gr;i'rhihé-rﬁr'ﬁ“en P‘DA; b) F.
graminearum en pulpa de papa; c) F. proliferatum en PDA; d) F. proliferatum en

pulpa de papa.
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Figura 6.- a) Macroconidios de F. graminearum, b) Esporodoquio

F. proliferatum (Matsushima) Nirenberg. Las caracteristicas en medio de cultivo
PDA demostraron abundante micelio, en un inicio fue de color blanco y con el
paso de los dias llegd a ser color purpura. Los esporodoquios son producidos con
frecuencia o en su defecto pueden ser dificiles de encontrar son de color palido a
un naranja tenue, los macroconidios son alargados de paredes delgadas, la célula
apical es curvada y la célula basal estd mal desarrollada generando de 3 - 5
septas, los macroconidios varian de un medio de cultivo a otro, es por eso que
para la localizacidén de estas estructuras es necesaria la busqueda en medios de
cultivos frescos y que no hayan sido propagados para su conservacion. En los
macroconidios se observaron medidas de 24 — 33 pym x 2 — 2.3 um. (Leslie y
Summerell, 2006).

En el caso de los microconidios tienen forma de tabique con la base aplanada y no
tienen septas (Leslie y Summerell, 2006). Estos microconidios se encuentran en
cadena pero generalmente mas cortos que los producidos por F. verticillioides,
pero al contrario de estos, aqui se encuentran en polifialides, ya que esta
caracteristica es base para la distincion entre estas dos especies, los

macroconidios tienen medidas que van de 4.6 — 12 um x 1.60 - 2.5 um (Figura 7).
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Figura 7.- a) Microconidios de F. proliferatum, b) Macroconidios, c) Microconidios

en Cadena, d) Polifialides.

Postulados de Koch

Los sintomas que se tomaron en cuenta para la obtencion del material enfermo
fueron: plantas con espigas blancas y necrosis en raiz (Vargas, 2006; Moreno,
1996). Debido a que F. proliferatum y F. graminearum se encuentran con otro
complejo de patdgenos en el suelo (Vargas, 2006), se inocularon las dos cepas en

las semillas de trigo a una concentracién de 10° conidios por mL.
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Se procedio a retirar la plantula del suelo con cuidado de no lastimar la raiz y se
lavéd con agua corriente para eliminar el exceso de tierra; esto se realiz6 con el fin
de evaluar porcentaje de germinacion, porcentaje de necrosis (0% al 100%),
longitud de follaje y longitud de raiz de cada una de las repeticiones de las 28
variedades.

Los sintomas iniciales a los 5 dias de evaluacion en condiciones de 100 % de
humedad relativa fue la ausencia de germinacién de plantulas de ciertas
repeticiones de las 28 variedades de trigo, al desenterrar la semilla que no habia
germinado se pudo observar pudricion de la semillas y la presencia de micelio

blanco en la testa de la semilla. (Figura 8).

Otros sintomas fueron observados a los 10 dias de la germinacién, y se
produjeron plantulas de trigo de porte pequefio y raiz de menor tamafio respecto al
testigo. (Figura 9) (Castarieda, 2006).

Los datos tomados de necrosis, germinacion, longitud de follaje y raiz se
analizaron con el paquete estadistico SAS para el andlisis de la varianza y las

pruebas de comparaciones mdultiples de medias por el método de Tukey con un

nivel de significancia de 5%.

Figura 8.- a) Semillas no germinadas con pudricién, b) Semillas con la presencia
de micelio en la testa.
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Figura 9.- a) Plantula deforme; b) Plantula con micelio en la semilla; c) y d)
Comparacion testigo y repeticiones (Tlaxcala F2000 y Batan F96).

De las semillas y plantulas con sintomas mas notorios se hizo el re-aislamiento
para cumplir con el cuarto postulado de Koch. Se realizé el mismo procedimiento
citado por Schaad et al., (2002) y se obtuvieron colonias fungales en medio de
cultivo PDA similares a las obtenidas de las muestras de la localidad Tepetate de
Negrete. Las incidencias fueron registradas al décimo dia para observar el
porcentaje de colonias por especie, se registraron un total de 40% para F.

graminearum y 85% para F. proliferatum (Figura 10).
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Figura 10: Preparaciones de los reaislamientos de la pudricion de raiz de trigo; a)

F. graminearum; b) F. proliferatum.
Analisis estadistico

Los resultados de los postulados de Koch fueron estudiados mediante el software
Statistical Analisis System (SAS Institute 1999), empleando el modelo lineal

general por medio del Procedimiento PROC GLM.

Este estudio se complementd con pruebas de comparaciones multiples de medias

por el método de Tukey con un nivel de significancia del 5%.

El analisis fue realizado utilizando el modelo lineal correspondiente a disefio
bloques completos al azar, donde se utilizaron 28 variedades (tratamientos), se
evaluaron 4 variables que son: germinacion, porcentaje de necrosis en raiz,

longitud de raiz y longitud de follaje, con 4 repeticiones y un testigo absoluto.

La obtencion de los datos para los analisis estadistico, para evaluar germinacion
fueron tomados a los 5 dias después de sembrar las semillas de las 28 variedades
en el invernadero, y las variables de necrosis de raiz, longitud de raiz y longitud de
follaje fueron tomados a los 12 dias después de la germinacion de las plantulas,
en los dos casos, la toma de datos se dio bajo el invernadero a unas condiciones
de 100% de humedad relativa y 22 °C con ayuda del humificador.
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Los resultados fueron los siguientes:
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Gréfica 1: Comparacién multiple de medias por el método de Tukey, con nivel de
significancia al 5% para la variable porcentaje de necrosis en raiz con inoculacion

de Fusarium spp.

En cuanto a la variable estudiada de necrosis de raiz, el analisis de las 28
variedades, demostré que las mejores variedades son Galvez M87, Castrejon F97,
Salamanca S86 y Maya S2007, obtuvieron las menores medias en cuanto a
necrosis de raiz en las plantas de trigo, esto significa que estas variedades son las
gue presentan un nivel mas alto de tolerancia hacia la inoculacion de Fusarium, y
en caso contrario las variedades Monarca F2007, Chicalote FT, Altiplano F2007 y
Batan F96 que presentaron un nivel mas alto de necrosis en la raiz, son las mas

susceptibles hacia la inoculacion del patégeno.

Esto lo podemos corroborar mediante la agrupacion Tukey con un nivel de

significancia del 5%, para esta variable de necrosis de raiz con inoculacién.
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Gréfica 2: Comparacién multiple de medias por el método de Tukey, con nivel de
significancia al 5% para la variable porcentaje de germinacion con inoculaciéon de

Fusarium spp.

En el caso de la variable germinacion, muchas de las variedades obtuvieron 100%
de germinacién; tales como Gélvez M 87, Salamanca S86, Kronstad F2004,
Cortazar S94, Don Carlos RT, Palmerin F2004, Tacupeto F2001, Santa Lucia,
Torocahui S2004, Eneida F94 y Tlaxcala F2000, aunque en la gréafica solo se
mencionan 4, es para puntualizar que estos datos se dieron por que el
experimento se desarrollé en condiciones de invernadero, con niveles de 100% de
humedad relativa y temperaturas de 22 °C, que son condiciones idoneas para la
germinacion, las cuales fueron constantes durante todo el experimento,
asegurando asi la expresion de los sintomas y signos de interés, que son necrosis
de raiz y micelio del hongo Fusarium. Para el caso de las variedades que no
tuvieron un alto porcentaje de germinacion como lo fueron Monarca F2007,
Chicalote FT, Altiplano F2007 y Rebeca F2000, si tuvieron un efecto directo de la
inoculacion, por lo que son mas susceptibles al hongo en condiciones de

invernadero y por consecuente en condiciones de campo.
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Grafica 3: Comparaciéon multiple de medias por el método de Tukey, con nivel de

significancia al 5% para la variable longitud de raiz con inoculacion de Fusarium

spp.

Con respecto a la variable longitud de raiz, las variedades que obtuvieron un valor
menor a consecuencia de la inoculacion del patégeno Fusarium, y por
consiguiente una necrosis en su raiz y asi tener una raiz mas fragil y pequefia,
fueron Monarca F2007, B&atdn F96, Nahuatl F2000 y Rebeca F2000,
considerandose las mas susceptibles al ataque de Fusarium.

Las Variedades Gaélvez M87, Castrejon F97, Tlaxcala F2000 y Maya S2007
mostraron mayor tolerancia a la inoculacion del patdégeno, teniendo asi una
longitud de raiz mayor a las demas, y esto se puede comprobar en la gréfica 1,
donde las variedades Galvez M87, Castrejdon F97 y Maya S2007 obtuvieron

menores porcentajes de necrosis en raiz.

45




25

AB A
o ABC ABC
15 -
P UK UK
10 K
5

0 T
MONARCA CHICALOTE ALTIPLANO BATANF96 TLAXCALA MAYAS CASTREJON  GALVEZ
F 2007 RB FT F2007 T T F2000T 2007 RB F97RB M87 T

Grafica 4. Comparacién multiple de medias por el método de Tukey, con nivel de
significancia al 5% para la variable longitud de follaje con inoculacion de Fusarium

Spp.

La ultima variable analizada fue longitud de follaje, la cual genero resultados muy
similares, donde se puede observar que las variedades que obtuvieron una menor
longitud de follaje fueron Monarca F2007, Chicalote FT, Altiplano F2007 y Batan
F96, siendo estas variedades susceptibles al ataque del hongo Fusarium, y a
consecuencia del ataque en la raiz desarrollaron una longitud del follaje menor
gue las demas, y con respecto a las Variedades Géalvez M87, Castrejon F97,
Tlaxcala F2000 y Maya S2007 mostraron la longitud de follaje mas grande, para
verificar esto, las gréficas 1 y 3 indican una coincidencia en las mejores
variedades para estas 4, por lo que podemos deducir que estas variedades
pueden tener el nivel més alto de tolerancia al ataque en la raiz y expresion de
necrosis por parte del complejo Fusarium en condiciones de invernadero y en
campo donde se presenten las condiciones climaticas aptas para el desarrollo del

hongo.
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Gréfica 5: Comparacién multiple de medias por el método de Tukey, con nivel de
significancia al 5% con inoculacion y sin inoculacion (testigo), para las variables
porcentaje de necrosis en raiz, porcentaje de germinacion, longitud de raiz y

longitud de follaje.

La grafica muestra unos resultados comparados con el andlisis de las variedades
gue fueron inoculadas respecto a su testigo, las agrupaciones Tukey entre cada
variable indican que existe diferencia significativa con inoculacién y sin
inoculacién, esto es, que para la variable necrosis el testigo obtuvo una media de
cero y con inoculacion fue un porcentaje del 18.09%; en germinacion, la media sin
inoculacidon para esta variable fue del 100% y con inoculacion fue un 85%; en
longitud de raiz la media sin inoculacion obtuvo un resultado de 14.05% mayor
respecto a la media de 6.68% que corresponde a las variedades inoculadas. Por
ultimo la variable longitud de follaje sin inoculacién obtuvo una media de 20.82%
en comparacion con un 15.05% de las plantas que obtuvieron una inoculacion de

Fusarium.
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DISCUSION.

Los patdgenos aislados e identificados en laboratorio concuerdan con los
reportados en algunos trabajos de trigo realizados por Hernandez (1992) y
Contreras (1999). Las especies de hongos fitopatdgenos encontrados en la raiz
necrosada de trigo de la variedad Cortazar S94 procedente de Tepetate de
Negrete, Pénjamo Gto. fueron: F. graminearum y F. proliferatum con incidencias
bajo condiciones de laboratorio de 40% y 65% respectivamente, las cuales
corresponden con algunas de las mencionadas por Zillinsky (1984), Presscot
(1986) y Wiese (1987), ademas de que constituyen el grupo de hongos que atacan
al cultivo de trigo y demés cereales de grano pequefio, en la corona del tallo y
como causales de la pudricion de raiz y espiga blanca ademas que pueden

transmitirse de un ciclo a otro por medio de la semilla y residuos vegetales.

Los patogenos que fueron aislados en laboratorio concuerdan con la morfologia
descrita por Leslie y Summerell (2006) en cuanto a todas las caracteristicas
morfologicas de tamafio de macroconidios, fialides, coloraciones de las cepas en
medio de cultivos especificos, y tipo de micelio, asi como la formacion de sus
estructuras reproductivas en similitud con lo mencionado por los autores para F.

graminearum y F. proliferatum (Leslie y Summerell 2006).

Los re-aislamientos resultantes de los postulados de Koch corresponden a las
mismas cepas y las mismas especies identificadas morfol6gicamente que fueron
aisladas en el primer postulado (Agrios, 2006), por lo que la necrosis, pudricion de
raiz y micelio observado en condiciones de invernadero inoculadas en 28
variedades fueron las correspondientes al complejo de F. graminearum y F.

proliferatum, (Hernandez, 1992; Contreras, 1999; Leslie y Summerell, 2006).

Estas dos cepas fueron inoculadas en las variedades de trigo debido a que estas
dos especies se encuentran como habitantes del suelo del cultivo de trigo, junto
con otro complejo de patdgenos del genero Fusarium que pueden causar los

sintomas de necrosis y espiga blanca del trigo (Vargas, 2006).
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Todas las variedades son susceptibles al ataque de estos patdgenos, esto se
puede observar en la comparacion multiple de medias por el método de Tukey, en
el caso del porcentaje de germinacién hubo variedades que tuvieron 100% de
germinacion aunque fueron inoculadas, pero esto fue a causa de que el
experimento se desarrollé en condiciones de invernadero con humedades relativas
del 100%, lo que ayuda a la planta tener condiciones de humedad idoneas para
germinar, y esto se realiz6 con la finalidad de poder observar sintomas y signos de
la enfermedad (Hampton, 1980).

Para tener un mayor entendimiento de las variedades mas susceptibles y las mas
tolerantes, se realiz6 un conjunto de las 4 variables estudiadas, con el fin de
puntualizar las variedades que presentan mas susceptibilidad o mas tolerancia de
dos 0 mas variables, y con lo cual se puede obtener una conclusion mas certera
de las variedades que se pueden utilizar para el manejo de Fusarium spp
(Villasefior, 2000).

Hubo diferencias significativas con la comparacion mdultiple de medias entre las
variedades analizando las cuatro variables estudiadas, es asi que para el caso de
las variables analizadas, las variedades mas susceptibles fueron Monarca F2007,
Chicalote FT, Batan F96, Rebeca F2000 y Altiplano F2007. De estas 5 variedades,
Monarca F2007 y Batan F96, fueron las que presentaron mas susceptibilidad tanto

a necrosis como a germinacion (Villasefior, 2000).

De las 28 variedades inoculadas las que presentaron un grado de tolerancia mas
alto en base a la comparacion multiple de medias por el método de Tukey fueron
Salamanca S86, Castrejon F97, Galvez M87, Tlaxcala F2000 y Maya S2007, de
estas 5 variedades, Castrejon F97 y Galvez M87 fueron las que mostraron un nivel
mas alto de tolerancia hacia el conjunto de las 4 variables estudiadas (Villasefior
1989, Villasefior 1998, Villasefior 2000).

Respecto al testigo hubo diferencias entre los tratamiento con inoculacion y sin

inoculacién de Fusarium, por lo que se asume que las medias resultantes para las
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4 variables analizadas son diferentes del testigo y que si hubo un efecto debido a

la inoculacién del patdégeno (Grafica 5) (Villasefior, 2000).
CONCLUSION.

Las especies F. graminearum, F. culmorum, F. equisetii, F. verticillioides y F.
proliferatum, son las que mayor incidencia tienen en el &area de Pénjamo
Guanajuato, por lo que se pudo identificar que F. graminearum y F. proliferatum se

encuentran causando la pudricién de raiz y espiga blanca de trigo.

Estos patdgenos se encuentran habitando el suelo agricola de cultivos
cerealicolas como trigo, por lo que no necesariamente estas dos especies puedan
causar los sintomas de espiga blanca y necrosis, mas sin embargo dependiendo
de la zona en la que se encuentre el cultivo podemos encontrar alguna especie de
manera predominante. Tal fue el caso de estudio donde la especie predominante
en incidencia y Postulados de Koch fue Fusarium proliferatum, por lo que se

concluye que es la especie que causa los sintomas de mayor importancia.

Se pudo comparar el efecto de la inoculacion de las 28 variedades donde se
asumia que estas variedades tendrian algun tipo de susceptibilidad o tolerancia
especifica diferente hacia la inoculaciéon de patdégenos del genero Fusarium. Se
pudo observar que las variedades que mas toleran al patégeno son Castrejon F97
y Gélvez M87, y caso contrario Monarca F2007 y Batan F96 fueron las mas
susceptibles al analizarlas en sus cuatro variables. Estos analisis pueden variar
bajo condiciones reales en campo, ya que fueron realizados bajo condiciones
controladas de invernadero con humedades relativas del 100%, lo que puede
influir para un buen desarrollo de las plantulas ya que no se encuentran bajo
estrés hidrico, pero es la forma de aumentar la aparicion de sintomas y signos del

patdgeno.
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RESUMEN

En el afio 2012 se colectaron plantas de trigo de la variedad Cortazar S94, en la
localidad de Tepetate de Negrete municipio de Pénjamo, Guanajuato, con la
finalidad de identificar el o los agentes causales de la espiga blanca y la pudricién
de raiz de trigo. Se realizaron montajes para observar las estructuras
reproductivas de las especies de Fusarium al microscopio electrénico de barrido y
tomar mediciones de conidios y conidiéforos en sus fialides. También se
amplificaron por PCR y se secuenciaron la region intergénica (ITS) y los genes del
factor de elongacion y la calmodulina. Las secuencias de ADN del gen
calmodulina de las muestras amplificadas por PCR de cultivos monosporicos
dieron un 99% de similitud con F. proliferatum y con esto se comprobé que esta
especie es la que se encuentra con mayor incidencia en la zona de Pénjamo,

Guanajuato, causando los sintomas de espiga blanca y pudricion de raiz en trigo.
SUMMARY

In 2012 wheat plants of Cortazar S94 variety were collected in Tepetate de
Negrete, Penjamo Guanajuato, with the finality to identify the cause(s) agents of
the white tassel and the wheat root rotting. It was realized assemblies to observe
on electronic microscope the reproductive structures of Fusarium species with
larger incidence, and then to take measures of conidians on its phialides. It was too
amplified by PCR the ITS region and the genes of the elongation factor and
calmodulin, both were sequenced. The sequences of the calmodulin gene

amplified by PCR from mono-spores casted out a 99% of similarity to F.
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proliferatum and with this result it could prove, this specie is most finding in the
zone of Penjamo, Guanajuato and it is cause of the symptoms of white tassel and

root rotting wheat.

INTRODUCCION

El género Fusarium tiene una distribucion mundial y muchas de sus especies son
fitopatdégenos que infectan a una amplia gama de plantas de cultivo, incluyendo los
cereales tales como el maiz, trigo, avena y cebada. La contaminacién por
Fusarium es un problema agricola importante, ya que puede reducir la calidad y el
rendimiento, pero mas importante aun, muchas especies del género producen
micotoxinas responsables de enfermedades graves en los seres humanos y

animales (Nicolaisen et al., 2008).

La fusariosis de la espiga en los cereales de grano pequefio, de la mazorca de
maiz y de la pudricion del tallo es causada por varias especies de Fusarium. Las
especies de Fusarium que se encuentran principalmente en asociacion en la
fusariosis de la espiga en los cereales de grano pequefio son F. graminearum (G.
zeae), F. avenaceum y F. culmorum (Bottalico y Perrone, 2002), sin embargo F.
poae, F. tricinctum, F. sporotrichioides, F. equiseti y F. langsethiae también son

comunmente encontrados (Kosiak et al., 2003; Bottalico y Perrone, 2002).

F. verticillioides (G. moniliformis) y F. proliferatum (G. intermedia) también provoca
pudriciones de tallo y raiz (Bottalico, 1998; Leslie et al., 1990; Nelson et al., 1981).
Estos patdgenos pueden ser muy agresivos en climas templados. La infeccion se
puede propagar por el suelo y las semillas que portan el indculo, pero por lo
general la invasién del patégeno se da a través del micelio o de los granos
dafiados por insectos (Munkvold, 2003). La pudricion de la mazorca no solo
reduce la cantidad de granos, sino también su calidad, ya que ambos patdégenos
producen micotoxinas (Bottalico et al., 1989; Moretti et al., 1995). La disponibilidad

de métodos para identificar taxon6micamente estos patégenos de importancia es
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un elemento esencial y un requisito para este proposito y consecuencias de las

micotoxinas.

Tanto F. verticillioides como F. proliferatum pertenecen al complejo de especies
G. fujikuroi, en el que al menos existen once poblaciones de apareamiento
diferentes, es decir, especies bioldgicas. (Leslie y Summerell 2006). Entre el
complejo de especies de G. fujikuroi que son patdgenas para el maiz, F.
verticillioides y F. proliferatum se distinguen por sus cadenas de microconidios (no
formado por F. subglutinans), y ademas en la presencia de polifi