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l1.INTRODUCCTION.
Los cereales constituyen una parte importante en la

dieta humana, y el trigo (triticum aestivum L.), en

particular, es uno de los cultivos importantes en todo el
mundo. Afio con afio se ha observado inestabilidad en los
rendimientos del trigo (Stubbs et al., 1986), causada por
enfermedades. Estas enfermedades pueden ser ocasionadas por
hongos, bacterias, virus, micoplasmas, artrapodos Yy
nenétodos.

El suelo juega un papel importante como refugio de muchos
patégenos que dafian al cultivo de trigo a nivel radical y
aéreo, y algunos sobreviven en los residuos de materia
organica formando estructuras de resistencia. Se han
reportado numerosas especies de hongos fitopatbgenos gque
sobreviven en el suelo y son diseminados por el agua de
lluvia o el viento e invaden al cultivo.

El trigo constituye un elemento importante en la economia
y en la dieta de México. La produccién durante 1987 y 1988
fué de 4,189,972 y 3,452,414 toneladas respectivamente. Los
datos estadisticos sobre las importaciones de este grano
(INEGI, 1989) hacen concluir la necesidad de incorporar
nuevas zonas para el cultivo de este cereal.

Algunos municipios del Estado de México poseen
caracteristicas climfticas adecuadas para la produccidén de
trigo, con rendimientos estimados en 5-6 t/ha (Bell,1988).

8in embargo, se ha observado en algunas localidades 1la
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presencia de enfermedades gue ' pueden limitar los
rendimientos o las posibilidades de expansidn del cultivo.
Hasta ahora no se han realizado trabajos para identificar
los agentes causales de esas enfermedades, de aqui el

interés en el presente trabajo que tiene como objetivos:

conocer a través de muestras directas de raices de trigo y
suelo, la micoflora fitopatSgena presente en cuatro
localidades del Estado de México, asi como el conocimiento
de los medios de cultivo m&s adecuados para su aislamiento y

purificacidn.



2. ANTECEDENTES

2.1 CICLO DEL CULTIVO
El desarrollo del trigo comprende varias etapas que se

mencionan a continuacién:

GERMINACION: En esta etapa la semilla absorbe de 30 a 40 por
ciento de su peso en agua; ademis reguiere de buena
aereacién y una temperatura 6ptima de 20 a 250 C. El1
material y la energia necesarios para el crecimiento del
embrién, provienen de las reservas acumuladas en el escutelo

y el endospermo.

EMERGENCIA: El coleSptilo normalmente emerge siete dias des-
pués de la siembra. El coleSptilo es un tubo transliicido,
que protege la primera hoja al romper la superficie del
suelo. A partir de este momento, se inicia la fotosintesis,
y la planta no depende mis de las reservas existentes en ei

grano.

MACOLLAJE: Durante ésta etapa, se incrementa el nimero de '
tallos, hojas y raices. Una vez emergidas las tres primeras
hojas, con la cuarta hoja nace el primer macollo, y con 1la
aparicién de la gquinta hoja viene el segundo macollof Este

proceso dura de treinta a cuarenta dias (INTA,1981). El



niimero de macollos es muy variable y depende de la variedad

y de las condiciones ambientales durante este periodo.

ALARGAMIENTO DE TALLOS: A partir del macollamiento los
tallos crecen muy répido. Las necesidades de nutrientes,
entre otros gas carbfnico, agua, nitrégeno y £6sforo se

incrementan.

ESPIGAZON Y FLORACION: Al aparecer las espigas y alcanzar
las plantas su altura mfxima, el desarrollo vegetativo se ha
completado y comienza la floracién. Los productos del
proceso de fotosintesis de la planta ge encausan hacia la
espiga. Las reservas acumuladas en los tallos y hoias, sobre
todo las ubicadas en las partes mas bajas, se movilizan
también hacia la espiga. En esta fase de la floracién, el
trigo resulta mas susceptible a los factores limitantes del
ambiente que actiian disminuyendo sobre todo el nimero de
.gtanos por espiga. Algunos de estos factores son
temperaturas extremas, exceso o0 deficit de agua vy

deficiencia de minerales.

LLENADO Y MADUREZ DEL GRANO: La duracién del periodo com-
prendido entre la floracién y la maduréz fisioldgica del
grano depende principalmente de la variedad. No obstante,
puede acortarse o alargarse como respuesta a las condiciones
ambientales. El nitrdgeno, el fdosforo y otros nutrientes

necesarios para el crecimiento del grano son absorbidos en
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su mayor parte durante &sta fare (TNTA,1981), Durante el
llenado de grano, las aristas de la espiga asi como 1la hoja
bandera juegan un papel importante, en la fotosintesis y la
transpiracidn., Se estima que un 12 por ciento del peso seco
del grano proviene de la actividad asimiladora de las
aristas (INTA,1981). La mayor exposicidn de la hoja bandera
8 la radiacién solar determina que este Srgano contribuya

con un 25 por ciento del peso seco del grano,

2.2 ENFERMEDADES DE TRIGO

El trigo est8 expuesto durante su desarrollo a un
sinnimero de organismos que pueden afectar el funcionamiento
y el desarrollo normal de la planta. Algunos de estos
organismos son causantes de enfermedades que producen en
Gltima instancia pérdidas en el rendimiento de 1a cosecha
{Stubbs ,et al.,1986).

’ Aungue todas las plantas cultivadas estén sujetas al
at;que de fitopatégenos, la gravedad del dafio dependerd del
estado de desarrollo del cultivo, de 1a abundancia Y
virulencia de los patdgenos presentes, y de culin favorable
sea el ambiente.

£l suelo es un elemento importante en la diseminacién de

muchos patSgenos que atacan a las plantas a nivel aéreo Yy
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radical; un ejemplo claro es el de Tilletia caries (D.C)

Tul., en el norte de Estados Unidos, donde Purdy>y Kendrick
(1963), al estudiag los factores del ambiente que favorecen
la persistencia del patégeno en el suelo, concluyeron que
las plantas de trigo son susceptibles a la infeccién por
T. caries a temperaturas de 15—200 C y que las esporas
pueden germinar en el suelo a estas temperaturas y alta

humedad.

Otros hongos fitopatSgenos que habitan en suelo son los

pertenecientes al género Helminthosporium que incluye muchos

patégenos importantes de los cereales distribuidos
ampliamente en todo el mundo. Sus diferentes especies causan
varios tipos de - lesiones foliares, tales como tizones,
rayados, manchas y decoloraciones. Algunos de ellos causan
tizén o marchitez de pléntulas, pudricién de la rafz, dafio a
nudos y tallos (Stubbs et al., 1986).

Andersen (1952) estudié el comportamiento de H. sativum
Pamel, King & Bakke en trigo, y observd que la germinacién
de los conidios y el crecimiento 6ptimo del micelio tenia
lugar a 28° C; a esta temperatura y en condiciones de alta
humedad, el proceso de infeccién se cumplié en wunaxn 12

horas.

Henry, (in Tijerina 1963), buscé correlacionar la flora

microbiana del suelo con el daiio causado por H. sativum en
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trigo, y demostrd que la micoflora natural del guelo ejerce
una accién marcada sobre el crecimiento de H. sativum en el
suelo, de tal manera que el hongo puede esporular
abundantemente en suelos estériles, y en menor grado en

suelos no estériles.

Las diferentes especies de Fusarium provocan dos
enfermedades comunes en trigo: la pudricién de la raiz y la
rofia o tizén de la espiga. La mayoria de estas especies
habitan en el suelo. La rofia es reconocida porque las
espiguillas se necrosan prematuramente, y a medida que
madura el cultivo se acumulan masas de conidios de color
rosado pllido a naranja en la base de las espiguillas, Las
espiguillas enfermas producen granos chupados y no viables

(Jones y Clifford, 1983).

Cook (1968), observdé pérdidas hasta del 50 por ciento de
la poblacién a causa de Fusarium en cultivos de trigo de
primavera, ocurriendo también pérdidas en cebada y avena.
Los sintomas incluyeron pudricién de la corona, répida
maduracidén de 1la parte alta de la planta y coloracién
rosada en la hoja envainante de la espiga. M&s del 90 por

ciento de los aislamientos correspondié a la especie F.

graminearum Schwabe.

Cook (1980) analizdé la problemdtica que existe en el

control de los fitopatdgenos de cereales que habitan en el
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suelo, y concluyS que el control quimico no es viable porqde
iwplica un gastoc no redituable, por lo cial sugiere el uso
de pr&cticas culturales, asi como la seleccién de variedades

resistentes.

Otro género importante de hongos fitopatSgenos es
Gaeumannomyces que causa pudriciones en raices de trigo y
otros cereales. Generalmente es més destructivo en cultivos
de invierno, aunque también lo es en los de primavera. Puede
presentarse desde la etapa de pléntula en adelante, aunque
los sintomas son observados con mayor frecuencia después de
la emergencia de las espigas. Las plantas enfermas tienen
pudriciones de color café obscuro a negros, en las raices y

partes basales de los tallos (Zillinsky, 1984).

Rhizoctonia causa también una marcada disminucifn del
crecimiento de las piintulas de trigo. Las lesiones son
elipticas, de color café claro con margenes café oscuros en

las vainas foliares inferiores (Stubbs et al., 1986).

Waller et al (1986) observaron que las infecciones por R.
solani Kuhn resultaban en manchones de tamafios variados. Las
plantas que crecieron en estos manchones estaban severamente
daffadas a nivel de raices seminales y presentaban
coloraciones café en la corona. Al realizar pruebas de

patogenicidad con aislamientos de R. solani en el



!nvernadero; observaron que las plantas no espigafon,

caracteristica que se observé también en los canpbs dafiados,

Sterne y Jones (1978) observaron lesiones en los tallos
de cultivos de trigo, causadas por R. solani en cinco
localidades de Arkansas. Estos autores observaron que 1la
penetracidn de la hifa se extendia intra y extracelularmente.

dentro del tejido epidermal y cortical del tallo.



-10-

3 MATERIALES Y METODOS

3.1.1 CARACTERISTICAS DE LAS LOCALIDDES Y DE LOS LOTES
EXPERIMENTALES

El trabajo se realizé durante el ciclo primavera-verano
de 1988 en cuatro localidades del Estado de BMéxico,
pertenecientes a 1la regién II& Texcoco (Regionalizacién
adoptada por INEGI, 1986)(Fig.l). Las localidades fueron
elegidas por el equipo de produccién del CIMMYT, para
realizar ensayos comparativos de fertilizacién, de
herbicidas, de produccién y de variedades. Cada uno de estos
ensayos contempll tres repeticiones con sus lotes testigos
correspondientes.

La eleccién de estas localidades, se justificS debido a
que la institucién lleva a cabo un programa de investigacién
para conocer los requerimientos Optimos para el cultivo de
trigo, tales como seleccién de variedades para obtener los
més altos rendimientos por su mejor adaptacién, aplicacién
de niveles de fertilizacién y herbicidas adecuados segiin los
requerimientos de cada localidad. El1 presente trabajo formé
parte de esta investigacién para dectar los problemas
sanitarios potenciales del cultivo.

Las localidades estudiadas pertenecen a los municipios de
Juchitepec [Santa Rosa (=R) y Juchitepec (=J)], Ozumba (=0)

y Temamatla (=T}.
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La localidad denominada Juchitepec estf a una altura de
2540 msnm, los suelos tiene wun pH de 5.8 y una textura
arcillosa; la de Ozumba est& a 2400 msnm, sus suelos tienen
un pH de 6.2 y una textura arcillo-arenosa; la de Sta Rosa
estd a 2860 msnm, sus suelos tienen un pH de 5.8 y una
textura limo-arcillosa; la de Temamatla est&d a 2280 msnm,
los suelos tienen un pH de 6.8 y una textura arcillo-
arenosa.

La siembra ge llevé a cabo durante el mes de junio,

cuando las condiciones de humedad fueron Sptimas.

3.1.2 TOMA DE MUESTRAS DE SUELO

) La superficie muestreada en cada localidad fué de 2,600
mz. con _excepcién de Ozumba en donde se muestrearon
1,600m%,1a colectada del suelo se realizd durante el mes de
mayo de 1988, antes de la preparcién de los terrenos y de la
siembra del trigo.

Para cada una de las localidades, se tomaron tres mues-
tras correspondientes al perfil 0-15 cm. y otras tres
correspondientes al perfil 15-30 cm. con un peso individual
aproximado de 500 g. Esta toma se realizé dividiendo el
terreno en tres porciones paralelas, de cada una de las

cuales se tomdé una muestra para cada uno de los perfiles.

Cada muestra fué formada a partir de veinte submuestras



-13-

tomadas con una barrens de metal de 3 cm., de difmetro,
cubriendo todo el terreno. Las muestras se célocaron en
bolsas de polietileno, las cuales se etiquetaron y guafdaton
a8 una temperatura de 40 C hasta su procesamiento, siguiendo

la técnica propuesta por Samaniego (1987).

3.1.3 TOMA DE MUESTRAS DE RAlZ

‘Las muestras se tomaron de los lotes testigo en cinco
estadios del cultivo de los noventa propuestos por Zadoks
‘(rig.Z), que se consideraron criticos para aislar patSgenos
e identificar sintomas de enfermedades.

La primera muestra se colecté cuando mas del 80 por
ciento de la poblacién habia emergido (estado 12), tom&ndose
al azar tres muestras, cada una formada por diez ejemplares.

Las muestras se tomaron evitando dafiar las rajices.

La segunda colecta se llevé a cabo cuando las plantas
estaban en el estado de macollamiento (estado 21 al 31), de
plantas aparentementg sanas o con algin sintoma dc
enfermedad, como por ejemplo menor tamafio respecto al resto

de la poblacidén o amarillamiento foliar.
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Flge 2. Daseripciones de los estadios prjncipsles y secundsrios del erecimiento en la escals de Zadoks, de scustdo con
1s modificacion ds Tottman ¥y Makepesce {1679).
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obtenida de Eyal et al. 1987)
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La tercera colecta ge realizd cuando mas del 80 por
ciento de la poblacidén alcanzd la etapa de e;pigamiento
(estado 59 al 69), y las muestras fueron tomadas de plantas
sanas o que presentaron cintomas indicativos de la presencia
de patégenos.

La cuarta y quinta colectas se realizaron pasada la
floracién cuando el grano empezaba a formarse y madurar
(estado 71 al 79). La realizacién de dos muestreos en esta
etapa se justif1c§ debido a que este periodo es més
prolongado que 1los anteriores y el ataque por algunos
fitopatSgenos del suelo se manifiesta y puede ser aéreclado

con mayor claridad (Jones y Clifford,1983).

Las muestras fueron colectadas en bolsas de papel y
guardadas a una temperatura de a® C hasta su procesamiento,
que se llevé a cabo durante la misma semana en que se

colectaron las muestras.
3.2 DESCRIPCION DEL TRABAJO DE LABORATORIO
3.2.1 AISLAMIENTO DE LA MICOFLORA DEL SUELO.
Para el aislamiento de la micoflora del suelo, se nti-
1izaron tres medios de cultivo; Agar—Agua (AA)(Ldpez,1984),

Agar-Glucosa-Rosa de Bengala-Estreptomicina (GRBS)

(Echegaray,1966), y Agar jugo V8 (V8)(Lbpez,1984).
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De cada muestra de svelo se tomaron 10 g y me suspen-
dieron en 100 ml de agua destilada este:il? De esta
suspensifn se realizaron tres diluciones: 1,100, 1/5000 y
1,10000, bajo condiciones estériles (Echegaray,1966).Cada
dilucién se sembré en tres cajas de petri de 10 cm de
difmetro para cada uno de los tres medios, colocando 1 ml de
la diluecién correspondiente, y agregando 10 ml de medio de

cultivo previamente esterilizado y f£rio (40-45o

C). Las
cajas se homogeneizaron con movimientos de rotacién y los
cultivos fueron incubados a una temperatura de 280 (o}

{Echegaray,1966).

3.2.2 AISLAMIENTO DE LA MICOFLORA DE RAIZ

Las raices se lavaron con agua corriente durante cuatro
horas o mas para quitar el exceso de suelo, y posteriormente
se pasaron por una solucién de hipoclorito de sodio (NacClo)
al uno por ciento ‘durante un minuto en condiciones
estériles. Trozos de 5mm de longitud tomados de raices
lesionadas o aparentemente sanas, se sembraron en cajas de
petri con medio de Papa-Dextrosa-Agar (PDA)(Lb6pez, 1984),
Glucosa-Asparagina-Agar (GAsp){Weste, 1963), y Harina d=
Maiz-Agar (HMA) (Gilchrist, 1989)*; otras se colocaron en
cimaras  hdmedas. Las muestras fueron incubadas a

0

temperaturas de 28 C, Las colonias fungosas que
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aparecieron fueron aisladas en los medios en que fueron
aislados.

* Gilchrist, L., 1989, CIMMYT. Comunicacién personal.

3.2.3 PURIFICACION E IDENTIFICACION DE CEPAS.

La purificacién se realizé a través de resiembras
continuas en los medios en que habian aparecido, y cuando se
presentaron contaminaciones por bacterias se empled AA con
estreptomicina. Finalmente las cepas fueron transferidas a
tubos con PDA o HMA inclinado. Los tubos fueron conservados
a una temperatura de 40 C hasta la determinacién de 1los
cultivos. La determinacién se realizdé con base en
caracteristicas tanto macroscdpicas de la cepa como
microscépicas. Las claves que ayudaron a este propésito
fueron las de von Arx (1981), Barnett y Hunter (1972),
Barron (1972), Booth (1971), Booth (1977), Domsh (1972),
Gerlach y Niremberg (1982) y Nelson et al. (1983). Una vez
que los cultivos estaban determinados a nivel de género se
transfirieron a medios de cultivo selectivos para determinar

a especie, segin se indica en seguida:
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GENERO MEDIO
Bipolaris AA LSpez
HMA ~—cemcmceeem *Gilchrist
PDA Lépez
V8 ~vemcrmcmea *Gilchrist
Fusarium AA L6pez
HMA -~--eremeeeea *Gilchrist
PDA Booth
Pythium . -= AR Frezzi
HMA Frezzi
G 1% Frezzi
vs Lépez
Gaeumannomyces- HMA *Gilchrist
- GAsp ~--- Weste y Thrower
PDA --——=cm—mm e Lépez
Rhizoctonia AA - Domch
PDA Domch
VB ————emmmm—emee Lépez

* Gilchrist, L. 1989. CIMMYT.

Comunicacibn personal.

AUTOR

(1984)
(1989)
(1584)
(1989)

(1984)
(1989)
(1971)

(1956)
(1956)
(1956)
(1984)

(1989)
(1963)
(1984)

(1972)
(1972)
(1984)
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3.2.4 PRUEBA DE PATOGENICIDAD

Se procediéd a realizar una prueba para observar la
accién de los organismos aislados tanto en suelo como en la
raiz y para los cuales existen antecedentes en la literatura
de ser especies fitopatfgenas de cereales. Se colocaron
cuatro semillas de trigo de la variedad Opata-85 previamente
desinfectadas en NaClOo al cinco por ciento en. cultivos
jévenes de los diferentes hongos. Los medios de cultivo y
las temperaturas de incubacién se seleccionaron segin las
preferencias de cada patdgeno. Los lotes testigo se
prepararon de la misma manera que los experimentales pero

sin el patégeno correspondiente.
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4 RESULTADOS Y DISCUSION

A partir de suelo se obtuvieron 200 aislamientos
{Cuadro 1 y 2), de entre los cuales se confirmd la presencia
de tres especies fitopatdgenas distribuidas de diferente
manera en tres de las cuatro localidades. Las especies
fitopatSgenas aisladas de suelo son: en Santa Rosa Fusarium

equiseti y Bipolaris sorokiniana, en Ozumba B. sorokinjana y

en Temamatla B. spiciferum
De la raiz se obtuvieron 150 aislamientos (Cuadro 1 y 2),
confirmando la presencia de siete especies fitopatSgenas:

B. sorokiniana, B. spiciferum, F. equiseti, F. graminearum,

Gaeumannomyces graminis, Pythium torulosum y Rhizoctonia

soclani, de las cuales seis se encuentran en Ozumba, seis en
Santa Rosa, cuatro en Juchitepec y tres en Temamatla.
Las caracteristicas que permitieron determinar a especie

se muestran a continuacién.

4.1 DESCRIPCION DE ESPECIES FITOPATOGENAS

Pythium torulosum Coker y Patterson.

MICELIO: Cenocitico, muy ramificado, de 2.3-4.2 pm de
didmetro, ramificacidén uniforme; la hifa principal es mas

gruesa que las que se ramifican; apresorios presentes en
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cultivos 3jovenes; el crecimiento en medics con agar es
répido. )

En AA el micelio es m&s ramificado que en otros medios de
cultivo, el crecimiento es postrado sin crecimiento aereo,
En HMA el micelio es ramificado, postrado con escaso
crecimiento aereo; hay formacién de oogonios y al
transferirse en agua se observan los esporangios. En V8 el
micelio es abundante, las colonias tienen aspecto algodonoso
(rig.3), la formacién de oogonios es abundante, y 1la
formacién de esporangios es escasa. En Glucosa al 1 por
ciento (G 1%) el micelio es abundante, postrado, formandose
sobre el medio de cultivo una capa gruesa con escaso micelio
aereo (Fig.4), con gran cantidad de oogonios y sobre todo
con esporangios.

ZOOSPORANGIOS: Lobulados, agregados de apariencia torulosa
(Fig.5). Cuando la colonia ha crecido en HMA, V8 o G1% y si
se transfiere al agua, se forman abundantes zoosporangios
después de 12 hs. Los cultivos que crecen en AA al
transferirse en agua forman escasos zoosporangios.

OOGONIOS: Esféricos, lisos, plerdticos y aplerSticos, ter-
minales y ocasionalmente intercalares, con difmetro de
12;9-16.38‘pm. Oospora esférica, de color amarillo limén Yy
va-cuclada a la madurez (Fig.6).

ANTERIDIOS: De uno a dos por oogonio, los hay monoclinos y
diclinos; 1la célula anteridial es claviforme curvada

(Fig.7).



-22-

Las caracteristicas presentadas anter!ormonge son las
descrita por Frezzi (1956). Las caracteristicas mencionadas
por Frezzi difieren levemente de las observadas en este
estudio, seglin Fregzzi: a) no hay formacién de apresorios en
ninguno de los medios de cultivo empleados, sin embargo
ahora fueron observados en mayor o menor cantidad en los
distintos medios wutilizados; b) menciona que s6lo hay
formacidén de zoosporangios en medio de AA, sin embargo ahora
se observé en todos los medios de cultivo utilizados; E)
observd que las oosporas son plerdticas y que los anteridios
son monoclinos, sin embargo también fueron observadas
oosporas aplerSticas con anteridios diclinos, 1lo gque
coincide con lo sefialado por Hendrix y Papa (1974).

La especie fué aislada de Ozumba a partir de raiz,
presentande una ligera coloracién amarilla en corona y raiz.
La localidad present$ una pendiente adecuada que impidié el
estancamiento del agua, razén por la cual posibemente la

especie no causd dafios mayores.

Gaeumannomyces graminis (Sacc) v. Arx & Olivier

MICELIO: Septado, de color hialino olivaceo cuando joven,
oscureciéndose con la edad hasta 1llegar a negro. El
crecimiento es lento en medio de cultivo con agar. A 200 ¢
en PDA se necesitan dos semanas para cubrir la caja de petri

de 10 cm de difmetro y en HMA y GAsp basta una semana. El
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‘crecimiento es postrado con escaso crecimiento aereo
(Flg.8). ‘
PERITECIOS: La formacién de peritecios se obtuvo solamente
en HMA, Weste y Thrower (1963) reporta GAsp. como un medio
adecuado para la formacién de peritecios, sin embargo en
este estudio unicamente se observd micelio. Los peritecios
aparecieron en cultivos de cuatro semanas y maduraron dos
semanas mas tarde. Se caracterizaron por ser café oscuros y
redondos u ovoides (Fig.9).

ASCAS Y ASCOSPORAS: Las ascas son cilindricas y elongadas,
rectas o curvadas (Fig.10). Las ascosporas estfn arregladas
en forma paralela, son hialinas, delgadas, curvas, con 3 a 5
septas (Fig.1l1l) y miden de 47-96 x 3 pm.

Las caracteristicas observadas son las descritas por
Asher y Shipton (1981) y Nilsson (1969) para la especie.

El aislamiento de la especie fué de raiz de las
localidades de Juchitepec y Santa Rosa a partir del estado
59, inicialmente sin manifestacién a nivel aereo y con una
ligera coloracién café a nivel radical, sin embargo en el
esfado 79 1a apreciacifén fué a nivel aereo con la formacién
de espigas blancas y a nivel radical por el ennegrecimiento

de estas (Fig. 29).
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Rhizoctonia solani Kuhn.

MICELIO: En medio de cultivo V8 y PDA se forma una capa de
micelio aereo reticulada y flocosa (Fig.12), en AR el
crecimiento es lento con escaso crecimiento adreo, compuesta
por hifas gruesas de 5-6 pm de difmetro, al microscopio se
obsgtvan células que se ramifican en &ngulo recto (Fig.13 y
14). El micelio es hialino cuando joven, y al madurar se
torna café& oscuro y d& lugar a la formacién de elclérocios.
ESCLEROCIOS: Los esclerocios son de forma y tamafio
variables; est&n formados por un conjunto de células cortas
de pared gruesa (Fig.15). La formacién de esclerocios se
observé en cultivos de dos semanas.

Las caracteristicas presentadas anteriormente, coinciden
con lo sefialado por Domsch (1972) para esta especie.

La formacidén de esclerocios es abundante en V8 y AA. En
V8 se forman sobre el medio de cultivo y en AR se forman
inmersos en el medio; en PDA unicamente se observa micelio
abundante.

Los aislamientos fueron de.Ozumba y Santa Rosa a partir
de raiz en el estado 59, present6 una ligera coloracién de

amarillo a café en la corona.
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Bipolaris sorokiniana (Sacc.) Shoemaker.

=Helminthosporium sativum Pammel, King & Bakke.

MICELIO: septado, de color verde olovaceo a café, en HMA,
POA y V8 el crecimiento de las colonias es répido, con
abundante micelio aereo, cuando joven el micelio es hialino
y después de cuatro dias se cambia de olicaceo a café
negrusco (Fig.16). En AA el crecimiento es lento con escaso
micelio aereo.

CONIDIOFORO: se desarrollan individualmente, de rectos a
€lexuosos, largos y no ramificados y algunas veces
geniculados.

CONIDIOS: van de rectos a ligeramente curvos, fusiformes a
elipsoides; tienen paredes lisas y - son de color café
olivéceo {Fig.17). Los conidios miden de 43-80 pm., tienen
de 5 a 9 septos, y se desarrollan a partir de poros; al
desprenderse dejan una cicatriz basal prominente. La
formacién de conidios es abundante en todos los medios de
cultivo empleados.

La germinacién de los conidios es a partir de células
terminales (Fig.18), caracteristica que lo coloca dentro del
género Bipolaris Shoemaker.

Los aislamientos de suelo fueron de Ozumba y Santa Rosa y
de raiz en todas las localidades. La apreciacibn clara en
las raices fué a partir del estado 21 por presentar lesiones

de color café muy intenso en raices y corona (Fig. 28).
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Bipolaris spiciferum Shoemaker, Bainier & Nicot.

ZHelminthosporium spiciferum (Bainier) Nicot.

MICELIO: septado, de color olivaceo a café oscuro en HMA,
PDA Y V8 el cultivo es aterciopelada, su crecimiento es
lento, y se necesitan diez dias para cubrir una’caja de
petri de 10 cm de difmetro a 20o C. En AA se presenta con
escaso micelio y crecimiento lento

CONIDIOFORO= son solitarios y raramente forman grupos
(rig.19); son flexuosos, cortos, muy geniculados con
cicatrices bien definidas (Fig.20), de colbr café
amarillento a café oscuro.

CONIDIOS: son rectos, con extremos redondeados en sﬁ
mayoria, miden de 21-38 x 7-11.pﬁ y son de color café dorado
(Fig.21). La germinacién de las conidias es a través de
células terminales (Fig.22), caracteristica que lo coloca en
el género Bipolaris Shoemaker.

Las caracteristicas anteriores coinciden con lo sefialado
por Ellis (1972) y Zzillinsky (1984) para esta especie.

El medio de AA fue el mejor para apreciar la formacién de
conidios. En los medios de PDA y VB se observé crecimiento
abundante de micelio y la formacién de conidias fue lenta
después de dos semanas.

La especie se aisldé de suelo de Temamatla y de raiz de

Ozumba y Santa Rosa en los estados 71 y 79. Ain cuando
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estuvo presente en guelo en la primera localidad no se
aprecid en raiz en ninguna etapa, En las dos {ltimas
localidades se aislé de los dos dltimos estados lo cual

indica que penetrS después de otras especies.

Fusarium equiseti (Corda) Sacc.

MICELIO: septado, de color hialino, la colonia se inicia
blanca y flocosa, después de diez dias cambia a color crema
y finalmente adquiere una coloracién rosada (Fig.23). En AA
y CMA forma escaso micelio aereo, con gran cantidad de
cinidios, en PDA el micelio es abundante de aspecto
algodonoso y pocos conidios.
CONIDIOS: El cultivo produce macroconidios que se
desarrollan esparcidas, primero en simples fialides vy
después en conidiéforos. Presentan una célula basal y una
célula apical atenuada y curva (Fig.24). Las conidios miden
de 28-55 x 4 pm y tienen de 3-7 septas (Fig.25).
CLAMIDOSPORAS: Las clamidosporas son intercalares,
terminales, solitarias o en cadena. Estas caracteristicas
concuerdan con lo sefialado por Booth (1971 y 1977) para esta
especie,

En Temamatla la especie fué aislada a partir de suelo y
en raiz en casi todos los estados de desarrollo del cultivo.
En las otras localiades la especie se aisld de raiz en los

Gltimos estados de desarrollo del cultivo (Fig.30).
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Fusarium graminearum Schwabe.

MICELIO: el nlceliol es septado, £flocoso, abundante, de
ligera coloracion amarilla cuando joven, y con el Eiemﬁo
adquiere una coloracion rosada (Fig.26). En HMA y PDA se
desarrollan rapidamente alcanzando un difmetro de 7-8 cm en
cinco dias a 28-30o C. En AA el micelio es escaso con
abundante formacién de macroconidios. »
CONIDIOS: 8610 forma macroconidios que miden de 30-45 x 2.5-
4 pm, son curvadas o rectas, (Fig. 27), y comunmente tienen
de 4-6 septas. Las caracteristicas anteriores concuerdan con
lo sefialado por Booth (1971 y 1977) para esta especie.

Es recomendable sembrar Fusarium graminearum en HMA,

para caracterizar la cepa, debido a la abundante formacién
de macroconidias; también el medio de AA es muy eficiente
para caracterizar pues permite la formacién abundante de
macroconidias y clamidosporas.

La especie fué aislada de raiz de todas las etapas de
desarrollo y todas las localidades, apreciando en las raices

y corona coloracifn rosada a partir del estado 69 (rig. 30).
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Fig. 3 Cultivo puro de Fig. 4 Cultivo puro de P,
Pythjum torulosum en V8. torulosum en G 1%,

Fig. 5 Zoosporangios de Fig. 6 Oospora de P.

torulosum. torulosum.

3 &

Fig. 8 Cultivo puro de
de P. torulosum. Gaeumannomyces graminis
en HMA.
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fig. 9 Peritecio de G.
graminis,

Fig. 11 Ascosporas de G.
graminis.

Fig. 13 Micelio de R.
solani.

Fig. 10 Asca de G.
graninis.

Fig. 12 Cultivo puro de
Rhizoctonia sclani en V8.

Fig. 14 Micelio de R.
solani.
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P -
Fig. 15 Células esclerosadas Fig. 16 Cultivo puro de
de R. solani. Bipolaris en V8.

Fig. 17 Conidios y conidié- Fig. 18 Germinacién de B.
foro de B. sorokiniana. sorokiniana.

FPig. 19 Conidios y conidié- Fig. 20 Conidiéforo de B.
foros de B. spiciferum. spiciferum.
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Fig. 21 Conidios de B. Fig. 22 Germinacién de B.

spiciferum. spiciferum.

;{3

G
Fig. 23 Cultivo puro de Fig. 24 Conidio de F.
Fusarium equiseti en PDA. equiseti.

Fig. 25 Conidios de F. Fig. 26 Cultivo puro de
equiseti. ’ F. graminearum en PDA.
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Fig. 27 Conldios de F. Fig 28 Pudriclbn ocnslo-

graminearum.” nada por B. sorokiniana.

Fiit 29 Pudricidén ocasio- Fig. 36 Pudricién ocasio-
nada por G. graminis. nada por Fusarium.

Fig. 31 Prueba de patoge-
nicidad, de derecha a iz-
quierda R. solani, G. gﬁ_
minis, B, sorokin iana,
spiclferum, P. torulosum,
F. gramf‘éarum, F.equiseti
y testigo.
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Fig. 32 Campo de cultivo de trigo
con formacién de espigas blancas.
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4.2 DISTRIBUCION DE ESPECIES FITOPATOGENAS.

Las especies fitopatSgenas de mfs amplia distribucién es
B. sorikiniana, F. equiseti y F. graminearum, ya que la
primera se aislaron a patrir de suelo en Ozumba y Santa
Rosa, y a partir de las raices en todas las localidades, la
segunda se aigslo de suelo en Temamatla y de raiz en todas
las localidades, y la tercera se aislé de raiz en todas las
localidades. La especie con la distribucién m&s estrecha es
P. torulosum, pues s6lo se aislé de las raices en Ozumba,
posiblemente por 1las caracteristicas topogr&ficas que
presenta la localidas que no permite la retencidn del agua.
Los resultados también muestran gue el nimero de especies
fitopatSgenas aisladas del suelo fué menor que el de las
aisladas de raiz., Esto es debido probablemente a que las
especies sapréfitas habitantes del ﬁuelo crecen mas répido
en medio de cultivo que las patSgenas, y las enmascaran. En
el caso de aislamientos de raiz, las especies sapréfitas son
menos frecuentes, ya que solo han penetrado a los tejidos de
la raiz aquellos organismos patégenos y es més fdacil su
desarrollo en medio de cultivo. .
Las localidades Santa Rosa y Juchitepec, asi como
localidades vecinas, presentaron condiciones favorables para
el crecimiento de todas las especies fitopatdgenas

encontradas en el estudio. Estas condiciones incluyen suelos
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sueltns y alcalinos, alta humedad, y temperaturas no
mayores de 250 C. La menor humedad y mayor temperatura de
las localidades de Ozumba y Temamatla, favorecen a F.

graminearum y F. equiseti, aunque es posible la presencia de

especies de Bipolaris.

G. graminis es exigente en nitrégeno para su mejor
desarrollo. La expresién es mis marcada de la etapa de
espigamiento en adelante porque en este periodo el cultivo
de trigo requiere de Co,, agua, Ny PO, y el dafio a las
raices por el hongo interfiere con la absorcién y transporte
de estos nutrientes. La presencia de este patSgeno pudo
observarse facilmente debido a la aparicién de espigas
blancas en el campo antes de la maduréz del cultivo (Fig.
32); las raices se encontraron ennegrecidas (Frig. 29), con
formacién de peritecios.

La formacidn de espigas blancas en las localidades de
Juchitepec y Santa Rosa, no correspondi§ exclusivamente a la
presencia de G. graminis, sino también de B. sorokiniana
(Fig 28), F. graminearum y F. equiseti (Fig.30). Por lo
tanto, la coloracién blanca de las espigas indica el daflo
severo que tienen las raices y es necesario la observacién
de estas para conocer el o los organismos causales.

Las especies fitopatSgenas encontradas en la raiz fueron
aisladas en distintos estadios de desarrollo de la planta,
lo cual sugiere que hay _ciertas caracteristicas en la
planta y en el ambiente que favorecen la penetracidén a la

raiz. Estas caracteristicas hacen que algunas especies
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puedan aislarse en estado de pléntula, de macollamiento o en
estadios posteriores (Cuadro No 1) '

P. torulosum un patdgeno importante, porque generalmente
ataca en estado de pléntula bajo condiciones de temperaturas
alrededor de 20 C y alta humedad, llegando a causar muerte
de pléntulas y aniquilar el cultivo. En la localidad Ozumba
no se presentaron las condiciones que favorecieran su miximo
desarrollo, estuvo presente y pudo aislarse pero no llegd a

afectar al cultivo drasticamente.

De los tres medios de cultivo empleados para suelo, GRBS
resulto ser el mejor para los aislamientos, ya que eliminéd
totalmente el crecimiento bacteriano y permitié el
desarrollo axénico de las colonias fungosas. Este medio
permitié aislar las especies fitopatégenas de F. equiseti,

B. sorokiniana y B. spiciferum. y algunos hongos sapréfitos.

El medio de cultivo V8 por ser tan rico en nutrientes,
permitié el crecimiento de bacterias (aiin con la adicién de
estreptomicina), Yy de numerosas especies fungosas
saprSfitas, pero también permitid aislar las mismas especies
fitopatigenas que el medio de GRBS. El medio AA no fué tan
satisfactorio como los anteriores, debido a que el
crecimiento de los cultivos fué excesivamente lento y nn
permitid un crecimiento adecuado para distinguir las
diferentes especies. '

Los medios mas adecuados para el aislamiento de rai:z

fueron HMA y PDA pues permitieron aislar todas las especies
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fitopatfgenas., El1 medio de GAsp no resultd tanlespecifico
para aislar Gaeumannomyces como efa de esperarse segin las
referencias bibliogréficas. La camara hiimeda unicamente

funcioné para aislar Bipolaris y Fusarium. Para suprimir la

presencia de bacterias en los aislamiento de raiz fué
necesario el uso de estreptomicina o &cido lé&:tico. ** fue
Gtil para facilitar la purificacién y espocui=cic- de .\s

cepas.

Los objetivos del presente estudio se han cump’ -,
dejando abierto nuevos trabajos de 1n§estig ~ioan
relacionados con el manejo de los cultivos y de los bh.. ijos
fitopatégenos encontrados, teniendo como alternativa el

control biolégico.
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Temamatla

Cuadro 1 Distribucidn espacio-temporal de hongos
fitopat6genos aislados de suelo y de raiz
de trigo, durante el ciclo Primavera-Verano
1988 en cuatro localidades del Estado de Méx.
Suelo Raiz
Localidades Estadios
12 21-31 59-69 71 79
Juchitepec * * LI
F. graminearum Ozumba * * *
Santa Rosa . *
Temamatla * *
Suelo Raiz
Localidades Estadios
12 21-31 59-69 71 79
Juchitepec *  »
F. equiseti Ozumba LA
: Santa Rosa LA
Temamatla * * * [3 *
Suelo Raiz
Localidades Estadios
12 21-31 59-69 71 79
Juchitepec . *
G. graminis Ozumba
. Lo Santa Rosa * L
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Suelo Raiz
Localidades Estadios

12 21-31 59-69 71 79

Juchitepec *
B._sorokiniana Ozumba * * LI
Santa Rosa * L] * *
Temamatla * " * *
Suelo Raiz
Localidades Estadios

12 21-31 59-69 71 719

Juchitepec .

B. spiciferum Ozumba L
Santa Rosa *
Temammatla hd

Suelo Raiz
Localidades Estadios

12 21-31 59-69 71 79

Juchitepec

P. torulosum Ozumba *
Santa Rosa
Temamatla

Suelo Raiz
Localidades Estadios

12 21-31 59-69 71 79

: Juchitec
R. solani Ozumba LA
T Santa Rosa *
Tamamatla

Ver Esacala de Zadoks (Fig. 2)
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4.3. PRUEBA DE PATOGENICIDAD

Las cajas inoculadas con B. sorokiniana y B. spiciferum.
Después del quinto dia se aprecid en las pléntulas una
ligera coloracion café en la corona y las raices; después de
10 dias las manchas se tornaron a café muy intenso y el
patSgeno invadiS§ completamente la raiz (rig 31) a todas las
plantas. F. graminearum invadié més zapidanohte la raiz que
F. equiseti a los cinco diag, y a los diez dias las raices
tornaron de color rosa.

Bajo inoculacién con P. torulosum la raiz tomé
inicialmente una coloracién ligeramente amarilla y después
de siete dias un amarillo muy intenso.

R. solani invadié la planta durante los primeros cinco
dfas y después de ocho dias se inicid en la raiz la
formaci6én de esclerocios de color café.

La influencia de G. graminis indujo en la raiz una
coloracién de color café que después de diez dias se tornd
negrusca; a partir de este momento dié inicio a la formacién
de peritecios, no s8lo a nivel radical, sino también en la

corona y hojas envainantes inferiores.
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$ CONCLUSIONES

1. Los resultados indican la presencia de siete especies
ungosas fitopat6genas importantes en las localidades
estudiadas. Es posible pensar que en un tiempo no muy lejano
lleguen a causar pérdidas en 1los rendimientos de los
cultivos de trigo, si no se estudian y aplican las medidas

necesarias en el sistema de produccién.

2. Los medios de cultivo recomendados para el aislamiento
de hongos fitopatSgenos presentes en el suelo son Agar-
glucosa-rosa de bengala-estreptomicina (GRBS) y Agar-jugo de
verduras V8 (Vv8).

3. Para el aislamiento de la micoflora fitopatSgena de
raiz, se recomienda usar los medios de harina de maiz-agar

(HMA) y papa-dextrosa-agar {(PDA).

4. El medio de agar-agua (AA) permitié purificar e

identificar satisfactoriamente la mayoria de las especies.

5. Es recomendable conservar las especies en medios
especificos adecuados, para que el organismo no pierda

viabilidad y patogenicidad.
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7 APENDICE
A continuacién se describen los medios de cultivo
empleados en el aislamiento, purificacidn y conservacién de
cepas, y se enumeran otras especies fungosas identificadas

(sin antecedentes como patSgenos de trigo).

7.1 MED1OS PARA AISLAMIENTOS DE SUELO

Agar Agua (AA).

Se pesar 20 g de agar y se afora con agua destilada a un
litro, posteriormente se esteriliza durante 20 minutos a 15

1b de presién.

Glucosa Rosa de Bengala Estreptomicina (GRBS).

Glucosa . —~—-=—==uo 10 g
Peptona ----~w-w-- 5g¢g
KH PO, —~--oo—e—oee 1g
MgS0, —=e-cmeemwe—- 0.5 g
Agar ----—--—--eee 20 g
Estreptomicina---~- 0.1 g

Rosa de Bengala --33 mg
Se mezclan los ingredientes excepto estreptomicina, se
afora con agua destilada a un litro y se esteriliza a 15 1b

de presifn durante 20 minutos. Momentos antes de servir a
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las cajas petri cuvando el medio no esta a mas de 400 C se

agrega la estreptomicina en condiciones estériles.

Jugo V-8 Agar (v8).

Jugo V-8 300 m1
CaCO4 4.5 g
Agar 20 g

Se mezcla el CaC0y con el jugo V-8 y se afora a un litro con
agua destilada, finalmente se esteriliza derante 20 minutos

a 15 1b de presién,

7.2 MEDIOS PARA AISLAMIENTOS DE RAIZ.

Papa Dextrosa Agar (PDA) y

Harina de Maiz Agar (HMA).
Para 1la preparacién de estos medios se usan
presentaciones deshidratadas, producidas por la casa Merck y
Difco Laboratories. En este caso se hidrata el compuesto

seglin las indicaciones del fabricante

ESTA TESIS W0 e
SUR DE 1A mateny
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Glucosa Asparagina (GAsp).

T KH POy —owemmmeeoe 0.5 ¢
R HPO, —~---w--me 0.6 g
Mg50, ----------- 0.5 g
NaCl, ~--sc-ocmome 0.1g
CaCly -—-~-cmomoes 0.1 g
Asparaging ~~weeo-o~ 2 g
Glucosa ~—--ccecaaa 10 g
Agar ~---esmsccoe- 20 g

Se mezclan las substancias anteriores, se afora a un
litro con agua destilada y se esteriliza a 15 1b durante 20

minutos.

Glucosa al 1% (G 1%)

Agar ~——-—emmeee—e 20 g
Papa ----s-oooooe 250 g
Glucosa -~----cuoe 10 g

Se cuecen las papas en agua destilada durante 15 minutoes.
Posteriormente se filtra y se agrega la glucosa y el agar,
-para aforar & un litro. Homogeneizada la mezcla se

esteriliza a 15 1b durante 20 minutos.
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Después de esterilizados los mediogs de cultive y con una
tenmperatura no mayor de 40o C, momentos antes de servirlos

en las cajas petri se agrega el antibidtico.

Cémara Humeda (CH)

Se coloca papel filtro humedecido dentro de cajas de
petri de 10 cm de difmetro. Se envuelven las cajas con
papel aluminio y se esterilizan durante 20 minutos a 15 ;b
‘de presién. .

7.3 TECNICAS ESPECIALES DE CONSERVACION

Los medios empleados para la conservacién de las cepas,
son aquellos donde su crecimiento es mejor, sin embargo la
literatura sefiala otros para que la cepa no pierda

viabilidad ni virulencia y a continuacién se seflalan:
1. En Grane

Granos de trigo remojados em agua durante 24 hs. se
colocan en tubos de ensaye aproximadamente hasta la mitad
de 1la capacidad del recipiente, los tubos tapados se
esterilizan a 15 lb. de presién durante 2 hs. Una vez frios
se inoculan los tubos con el patSgeno y se incuban hasta
cuando la cepa invade la mayor parte de los granos. Entoncoes
se guardan a una temperatura de 50 € (de esta manera se

conservan todas las especies excepto Pythium)
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2. En Agua

Se cortan hojas de pléntulas de trigo en trozos de 2 cm.
de largo y se secan al aire. En cada tubo de ensaye
secolocan cinco trozos de hojas y se agregan 6 ml. de agua,
los tubos se tapan y se esterilizan a 15 1lb. de presién
durante 20 minutos. Una vez frios se inoculan con Pythium y
se incuban a 20° C durante cuatro dias; finalmente se
conservan a 50 c.

Dra. Gilchrist, L., Comunucacién personal, CIMMYT, 1989)
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7.4 OTRAS ESPECIES IDENTIFICADAS

Cuadro No 2. Otras especies identificadas de
aislamientos de raiz y de suelo de cuatro
localidades del Edo. de México.

ESPECIES ' Suelo Raiz

Alternaria sp Nees ,~-~——--cceeccem-

Asperqgillus sp Link

gﬁbefogﬁoma 8p Cooke-——cemceccamn-
Epicoccum nigtum Link ~=e-w-
Fusarium mon orme Sheldom
F. oxysporum Schlecht J; T ——weew J, T
F. s0lani (Mart.) Sacc.--=c-cmmconea- 0, 3, Ty R —==cene J, T
seotrichum sp. Link T

Gliocladium sp Corda T

Gliomastix sp Gueguen J, T

Penicillium sp Link 0o, J, T, R

Periconia sp Bon R m—mmrmmm—— R

Blosporium sp Bubak and Serebrianikov T

Stigmel T

LA & R

[a sp Lev
Stemphylium sp wWallr T
?rIch*erna viride Perg -~-cvccccean- o, J, T, R
Trichothecium roseum Link ----ccvew- R
VerticiIlium sp Nees J

J= Juchitepec
O= Ozumba

R= Santa Rosa
T= Temamatla
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