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SANIDAD DE SEMILLA COMERCIAL DE Bouteloua curtipendula (Mixch.) Torr.

Alicia Z&rate Ramos, M. en C.
Colegio de Postgraduados, 2019

RESUMEN

La condicion sanitaria de las semillas influye directamente los pardmetros de calidad. Las semillas
son el principal medio de diseminacion, del indculo primario de patdgenos a nuevas areas agricolas
y ganaderas. En el presente trabajo se identificaron hongos patdgenos asociados a semilla comercial
de Bouteloua curtipendula (Mixch.) Torr.: NdeM-La Zarca, NdeM-303, NdeM-5, NdeM-Zenith y
NdeM-La resolana; cosechadas en otofio 2017 en el Valle del Mezquital, Hidalgo. Los aislamientos
fungicos se obtuvieron de tres tipos de propagulo: espiguillas (cariopside + bracteas accesorias;
M), caridpside con lemas (M.) y cariopside limpios (Ms). Se obtuvieron 51 aislamientos que se
identificaron cultural, morfolégica y molecularmente. Adicionalmente, se realizaron pruebas de
sensibilidad con siete fungicidas comerciales: Captan, Mancozeb, Benomilo, Procloraz,
Tiabendazol, Tiofanato metilico y Bacillus subtilis a diferentes concentraciones contra tres

aislamientos que presentaron mayor velocidad de crecimiento.

En la caracterizacion morfologica y molecular de los aislados se identifico a Alternaria
alternata y Alternaria tenuissima en 67 % de las muestras, Fusarium srcipi y Fusarium incarnatum
en el 24 % y Bipolaris cynodontis en el 9 %; a la fecha ninguna de estas especies ha sido reportada
en México, para B. curtipendula. Se conoce que estas especies son causantes de enfermedades en
forrajes y gramineas; con capacidad de formar complejos entre si aumentando el potencial de dafio.
También producen toxinas que enferman al ganado. En la prueba de sensibilidad a fungicidas: la
comparacion de medias estimé que Bacillus subtilis present6 efectividad del 97 %, Tiofanato 96

%, Procloraz 94 %, Captan 93 %, Mancozeb 92 %, los fungicidas de menor efectividad fueron



Benomilo 46 % y Tiabendazol 37% para inhibir el crecimiento micelial de Alternaria alternata,
Bipolaris cynodontis y Fusarium incarnatum. La dosis efectiva (DEso) que inhibe el del 50 %
crecimiento micelial del hongo fue; Captan de 16.48 a 66.15 mg L™, Mancozeb de 4.4 a 36 mg L
! Benomilo de 14.13 a >100 mg L, Procloraz de 0.004-0.018 mg L, Tiabendazol de 2.66 a >5
mg L, Tiofanato metilico de 0.27 a 0.77 mg L y Bacillus subtilis de 0.00014 a 0.00022 mg L.

Palabras claves: Alternaria alternata, Bipolaris cynodontis, Fusarium incarnatum, Identificacion,
fungicidas.
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ABSTRACT
The sanitary condition of the seeds directly influences the quality parameters. Seeds are the main
means of dissemination, of the primary inoculum of pathogens and new agricultural and livestock
areas. In the present work, pathogenic fungi associated with commercial seed of Bouteloua
curtipendula (Mixch.) Torr. were identified: NdeM-La Zarca, NdeM-303, NdeM-5, NdeM-Zenith
and NdeM-La resolana; harvested in autumn 2017 in the Mezquital Valle, Hidalgo. The fungal
isolates were obtained from three types of propagules: spikelets (karyotid + accessory bracts; M1),
karyotid with slogans (M2) and clean karyotid (M3). 51 isolates were obtained that were identified
culturally, morphologically and molecularly. In addition, these are sensitivity tests with seven
commercial fungicides: Captan, Mancozeb, Benomilo, Procloraz, Thiabendazole, Methyl
Thiophanate and Bacillus subtilis at different differences against three isolates that have a higher

growth rate.

In the morphological and molecular characterization of the signs, Alternaria alternata and
Alternaria tenuissima were identified in 67% of the samples, Fusarium srcipi and Fusarium
incarnatum in 24% and Bipolaris cynodontis in 9%; to date none of these species has been reported
in Mexico, for B. curtipendula. It is known that these species are causing diseases in forages and
grasses; with the ability to complex each other, the potential for harm. We also produce toxins that
make cattle sick. In the fungicide sensitivity test: the comparison of estimated means that Bacillus
subtilis showed the evolution of 97 %, Thiophanate 96 %, Prochloraz 94 %, Captan 93 %,

Mancozeb 92 %, the fungicides with the lowest effectiveness were Benomilo 46 % and

Vi



Thiabendazole 37 % to inhibit the mycelial growth of Alternaria alternata, Bipolaris cynodontis
and Fusarium incarnatum. The effective dose (IC50) that inhibits the 50% fungal mycelial growth
was; Captan from 16.48 to 66.15 mg L-1, Mancozeb from 4.4 to 36 mg L-1, Benomyl from 14.13
to> 100 mg L-1, Prochloraz from 0.004-0.018 mg L-1, Thiabendazole from 2.66 to> 5 mg L- 1,

Methyl thiophanate 0.27 to 0.77 mg L-1 and Bacillus subtilis 0.00014 to 0.00022 mg L-1.

Key words: Alternaria alternata, Bipolaris cynodontis, Fusarium incarnatum, morphological
identifiction, sensitivity test.
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INTRODUCCION GENERAL

El 65% de los pastizales nativos de la regidn centro y norte de México presentan erosion y
desaparicion de especies forrajeras de importancia ganadera (Gauthier et al., 2003), debido al
sobrepastoreo y la invasion de especies exdticas (Valerio et al.,2005). La reproduccion y
establecimiento de praderas con especies forrajeras nativas, aseguran la alimentacion del ganado

en épocas criticas (Do Valle, 2001), asi como la diversidad de flora y fauna.

El pasto Banderita Bouteloua curtipendula (Michx.) Torr., es una especie de regiones aridas
y semiaridas, presente en planicies y lomerios rocosos, se adapta a diversos suelos y adversas
condiciones climaticas, tiene resistencia a sequia (Willard y Schuster,1971). Su distribucion en
América abarca del centro-norte de México hasta Canada (Rzedowki y Rzedowki 2001). Es una
planta C4 perenne, amacollada y se reproduce apomicticamente, su centro de origen ésta en México

(Quero et al., 2010).

La altura de planta varia de 50 a 80 cm de altura, produce de 30-50 espigas de 1 a 2 cm de
largo, pendulosas y arregladas en un solo lado del raquis, de 15 a 25 cm de largo; de 5 a 8 espiguillas
de 6 a 10 mm de largo, lemma fértil acutada, mucronulada y lébulos intermedios subacutados
(Gould y Kapadia, 1964). Las anteras son fertiles, de color rojo brillante y estigmas de color blanco
y plumosos. El periodo de floracion, condicionado por la humedad, ocurre de verano a otofio. Cada
lemma fértil tiene un solo grano. El sistema radical tiene raices fibrosas y rizomas cortos. Esta
especie se encuentra en praderas de montafia y pastizales abiertos (Chadwick, 2003). Tiene
potencial productivo, alta digestibilidad (Morales et al., 2008, Quero et al., 2017; Quero et al.,

2018) tolera frio e inundaciones moderadas.



El establecimiento de praderas y pastizales requiere preparacién adecuada del suelo y
semillas de buena calidad. Un lote de semilla comercial debe cumplir cuatro aspectos de calidad;
genética, fisica, fisioldgica y sanitaria. En México, se observado que semillas importadas y
nacionales no cubren los requisitos de calidad que garanticen el establecimiento de praderas y

pastizales (Quero et al., 2014).

La utilizacién de semilla sana, es el principal recurso para limitar la introduccion de
patdgenos en nuevas areas, evitando el establecimiento temprano de las enfermedades y apoyando
el buen desarrollo del cultivo. Los patdgenos se asocian a la semilla como una oportunidad de
sobrevivencia. EI 90 % de los cultivos pueden sufrir enfermedades causadas por patdgenos
transmitidos por semilla (Neergaad, 1977), de aqui la importancia de su control. Los patégenos
establecen dos tipos de relacion con la semilla: infeccion o infestacion (contaminacion). Infeccion
implica que el patdgeno se localiza internamente, es decir, en tejidos y obteniendo nutrientes de la
semilla. Infestacion; quiere decir, que esta asociado de forma pasiva, como contaminacion en la
superficie de la semilla, sin establecer relacion nutricional o bien, en restos de cosecha mezclados
con la semilla. (Sanchez y Trapero, 2003). Los principales patogenos transmitidos por semilla
incluyen a los hongos; quienes parasitan partes esenciales para la produccion de una nueva planta;
0 como contaminacion, con esporas y micelio, contenidos en restos del cultivo o particulas del
suelo. (Arriagada, 2012). La inspeccion de semillas es una accién preliminar para verificar el estado
sanitario de la misma, que permite identificar y localizar condiciones fisicas y patdgeno e
implementar un método de control o tratamiento efectivo contra los patdgenos. El tratamiento de
semillas con fungicidas; esta enfocado en proteger y erradicar hongos que la deterioran y atacan en

etapas tempranas del cultivo, cuando la planta es mas vulnerable (Hopkins, 2016).



OBJETIVOS GENERALES
Evaluar la calidad fitosanitaria de cinco variedades comerciales de Bouteloua curtipendula:
NDM-La Zarca, NDM-303, NDM-5, NDM-Zenith, NDM-La resolana, provenientes de
Hidalgo.
Determinar la(s) especie(s) de patdgenos asociados a la semilla comercial de cinco
variedades de Bouteloua curtipendula mediante identificacion morfologia y molecular.
Determinar la sensibilidad de los patdgenos a fungicidas comerciales utilizados para el

tratamiento de semillas.

OBJETIVOS PARTICULARES

Identificar patdgenos presentes en el cariopside y bracteas accesorias, mediante
caracteristicas morfoldgicas, culturales y morfometricas de cultivos monosporicos aislados
de las cinco variedades de pasto Banderita.

Identificar mediante analisis molecular y filogenético los patdgenos aislados.

Estimar valores de sensibilidad de los aislados obtenidos de semilla comercial con los
fungicidas comerciales Captan, Mancozeb, Benomilo, Procloraz, Tiofanato metilico y

Bacillus subtillis.
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CAPITULO I. CARACTERIZACION DE HONGOS ASOCIADOS EN SEMILLA
COMERCIAL DE GENOTIPOS DE Bouteloua curtipendula
1.1 RESUMEN
Una de las principales formas de diseminacion de patdgenos es a través de la semilla. Con el
objetivo de determinar los patégenos asociados a propagulo de cinco variedades (NDM-La Zarca,
NDM-303, NDM-5, NDM-Zenith, NDM-La resolana) del pasto Banderita (Bouteloua
curtipendula) se analizaron tres tipos de propagulo: espiguillas (cariopside + bracteas accesorias;
M), cariopside con lemas (M) y caridpside limpios (Ms) proveniente del Valle del Mezquital,
Hidalgo, cosechada en otofio 2017. Para inducir el crecimiento de los hongos las espiguillas (M1
fueron sembradas en camara de humedad, mientras que Mz y Mz en medio de cultivo PDA,
posteriormente los crecimientos se aislaron en medios especificos para su identificacion. Los
aislados obtenidos fueron identificados por caracteristicas de desarrollo del cultivo, morfoldgicas
y moleculares. Se observo a Alternaria alternata y Alternaria tenuissima en 67 % de las muestras,
Fusarium srcipi y Fusarium incarnatum en el 24 % y Bipolaris cynodontis en el 9 %. A la fecha

ninguna de estas especies ha sido reportada en México para esta especie de pasto.

Palabras clave: Bouteloua curtipendula, patégenos de la semilla, sanidad de semilla.



PHYTOPATHOGENIC FUNGUS ON SEED DIAGNOSIS OF FIVE NATIVE TO

MEXICO GENOTYPES OF SIDEOATS GRAMA Bouteloua curtipendula

1.2 ABSTRACT
Plant seeds represent an important source for pathogen dissemination. In order to determine
associated pathogens to propagules of five varieties of sideoats gramma (Bouteloua curtipendula):
NdeM-La Zarca, NdeM-303, NdeM-5, NdeM-Zenith, NdeM-La resolana, three different
propagules were analyzed for each, as these were available from commercial seed production
fields: spikelets (caryopsis + accessory bracts; M1), caryopsis with lemma (M2) and pure caryopsis
(M3), produced at the Valle del Mezquital, Hidalgo, during 2017. In order to promote fungus
growth, spikelets (M1) were sown within a humidity chamber; while M2 and M3z, were sown on
PDA culture media; growth material was later sown on specific media for identification. Isolated
results were identified through culture traits, morphology and molecular markers. Alternaria
alternata y A. tenuissima was observed for 67 % of the samples, Fusarium scirpi and F.
incarnatum, at 24 %, and Bipolaris cynodontis, in 9 %. To date, none of these pathogenic species
have been reported in Mexico for commercial seed of B. curtipendula. These findings open a wide

spectrum for sanitary management of produced seed for this plant species.

Key words: Bouteloua curtipendula, sideoats gramma seed, seed pathogens, sanitary seed quality



1.3 INTRODUCCION

Aunque existen otros tipos de propagulo asexuales, las semillas son el vehiculo (sexual y
asexual) por excelencia para la propagacion vegetal en cultivos. Como portadoras de caracteristicas
genéticas, agronomicas y morfolégicas, pueden también transportar organismos patdégenos, ya que
ofrecen condiciones favorables para la sobrevivencia del embridn (Arriagada, 2012). El efecto
negativo de la asociacion patégeno-semilla puede limitar la disponibilidad de plantas, materia
prima, alimentos y afectar seriamente tanto la salud humana como la animal (Ridao, 2003). La
inspeccion y analisis de semilla permite la deteccion oportuna de patdgenos asociados y con ello,
la oportunidad de tomar medidas de manejo. De los patdgenos asociados a semillas forrajeras; los
hongos, poseen la mayor importancia, porque ademas de afectar el rendimiento (“damping off”,
achaparramiento, pudriciones y marchitez), y provocar alteraciones en parametros de calidad de la
cosecha: lignificacion de tallos, menor digestibilidad del forraje y, contenido de aminoacidos libres
en raiz y hojas de las plantas afectadas, micotoxinas causantes de enfermedades en humanos y
ganado, entre otras. La fitosanidad junto con otras variables (viabilidad, germinacion, pureza y
vigor) determina la calidad de un lote de semilla. La mayor parte de la literatura especializada
indica que hongos como: Alternaria, Aspergillus, Botrytis, Cladosporium, Curvularia,
Doratomyces, Fusarium, Helminthosporium, Macrophomina, Nigrospora, Penicillium,
Chaetomium, Pestalotia y Rhizopus, son géneros asociados a semilla en campo y almacenamiento

(Lezcano et al., 2007).

En Meéxico cerca del 90 % de las semillas forrajeras son importadas (Ramos y Espinoza,
1999; Quero et al., 2017). La necesidad de recursos genéticos forrajeros nacionales que garanticen
calidad, alta persistencia y adaptacién a condiciones regionales especificas (Morales y Melgoza,

2010) hace necesarios estudios de calidad de las semillas que se producen en el pais. El pasto



Banderita Bouteloua curtipendula (Michx.) Torr., es una especie nativa de gran preferencia para
ganado, alto contenido nutricional y ampliamente utilizado en resiembras (Morales et al., 2009) de
praderas y pastizales de zonas aridas y semiaridas. El objetivo del presente trabajo fue identificar
y caracterizar hongos patdgenos asociados a semilla de pasto Banderita B. curtipendula, producida

comercialmente en el Valle del Mezquital, Hidalgo.

1.4 MATERIALES Y METODOS
La semilla provieno de parcelas para la produccion comercial, localizadas en Valle del

Mezquital, Hidalgo y cosechada en otofio de 2017. Este valle se localiza a 2000 msnm delimitado
por sierras al norte y noreste, que impiden el paso de masas de aire hUmedo provenientes del Golfo
de México. EIl clima es seco con lluvias en verano clasificado como tipo BSkwg y BShwg.
Precipitacion anual < 600 mm. Temperatura minima de -10 °C en invierno y maxima de 39.5 °C
en verano. Las muestras evaluadas son de cinco materiales genéticos (ecotipos y variedades) de
pasto Banderita disponibles para investigacion en el area de Forrajes del Programa de Ganaderia:

1) “NdeM-La Zarca”, 2) “NdeM-303", 3) “NdeM-5, 4) “NdeM-Zenith”, 5) “NdeM-La Resolana”.

1.4.1 Aislamiento y purificacion de los hongos.

El trabajo fue realizado en el area de Fitosanidad-Fitopatologia del Colegio de
Postgraduados Campus Montecillo-Texcoco, Estado de México. Las muestras se separaron en tres
tipos de propagulo: Mi-espiguillas (bracteas accesorias + cariopsides), Mz-cariopsides con lemas
y Mz-cariopsides limpios (sin bracteas accesorias). De cada variedad se tomaron 60 espiguillas, 60
cariopsides con lemas 60 cariopsides limpios. Los aislamientos se obtuvieron: Mi-espiguilla sin
desinfestar por el método de papel secante y congelacion (Warham et al., 1998). M.-caridpsides

con lemas y Ms-caridpsides limpios, ambos tipos, fueron desinfestados en solucion de hipoclorito



de sodio a 1.5 % por dos minutos y se enjuagaron tres ocasiones con agua destilada estéril, se
secaron con papel absorbente estéril y se procedié a sembrar cinco semillas por caja Petri en medio
de cultivo PDA (Papa-dextrosa-Agar) (Crous et al., 2009) marca Bioxon®. Las cajas se incubaron
a 24 £ 2 °C por ocho dias o hasta el desarrollo de estructuras. Posteriormente se verifico la
aparicion de microorganismos fungosos y se realizaron los sub-cultivos necesarios en medio de
cultivo PDA, con el fin de iniciar el proceso de purificacion con la técnica de punta de hifa y
monosporicos (Gilchrist et al., 2005). Para calcular la frecuencia de aislamiento por género y tipo
de muestra se utilizdé la siguiente ecuacion: Frecuencia (%) = (No. de aislados del genero

identificado / total de aislados analizados por tipo de muestra) *100 (Mariscal et al., 2017).

1.4.2 Identificacion morfologica

Los aislamientos del género Alternaria se sembraron en cajas Petri con medio de cultivo
PDA, V8 (Agar-jugo de verduras®) y PCA (Papa-Zanahoria-Agar); los de Fusarium en PDA, CLA
(Agar-clavel) y SNA (Spezieller Néhrstoffarmer-Agar); y Bipolaris en PDA. Las cajas se
incubaron a una temperatura de 24 + 2 °C con 12 horas luz/oscuridad. La identificacion
morfoldgica se realizd con base a color de la colonia, forma y tamafio de conidioforos y conidios.
Para estas dos ultimas se llevaron a cabo preparaciones semipermanentes en glicerol al 50 %. El
tamafo de muestras para las mediciones fue de 50 ejemplares (Crous et al., 2009), que fueron
documentadas con ayuda de microscopio compuesto con camara Motic Images Plus 2.0, (Software
Motic 580 ver.5.0.) y microscopio marca Carl Zeiss ® Imager D2 con cadmara (Axioncam503 color;
la identificacion se hizo basados en las claves taxondmicas de Warham et al., (1998), Barnett y

Hunter (1972), Gilchrist et al., (2005), Leslie y Summerell (2006) y Manamgoda et al., (2014).



1.4.3 Identificacion molecular

Para confirmar la identificacion morfoldgica se realizé la extraccion de ADN por el método
de la Fosfatasa Alcalina (AP) (Sambrook y Russell, 2012), las muestras obtenidas se enviaron a
Macrogen® (Corea) para su purificacion y amplificar el genoma por PCR, con iniciadores
universales 1TS4 (5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3") de los genes ribosomales (White et al.,
1990) para Alternaria y Bipolaris; y para Fusarium con el iniciador ITS4 y la amplificacion parcial
del gen factor de elongacion 1-a (EF1-a), con el primer EF1-983F (5"- GCYCCYGGHCAYCG
TGAYTTYAT-3"). Las secuencias se editaron y alinearon manualmente mediante el Software
BioEdit 7.2.5 (Hall, 1999), y se comparados individualmente en la base de datos del Banco de
Genes del National Center for Biotecnology (NCBI) USA, mediante el programa BLAST (Basic
Local Alignment Search Tool) con los parametros preestablecidos. Para el alineamiento y analisis
filogenético de secuencias multiples se utilizd el software Molecular Evolutionary Genetics
Analysis (MEGA 7); y las secuencias de referencia reportadas por Woudenberg et al., (2013) para
el género Alternaria, O"'Donnell et al., (2009) para el género Fusarium y Manamgoda et al., (2014)
para el género Bipolaris. Todas las secuencias fueron alineadas con el algoritmo CLUSTAL-W, y
se analizaron con el método Neighbor-joining (NJ) (Saitou y Nei, 1987). Se utilizaron 1000 réplicas
de valores soporte (Bootstrap) para obtener un arbol consenso con una regla de mayoria del 70 %

(Tamura et al., 2004). Se utilizo6 al basidiomiceto Phakopsora vitis como nodo raiz externo al

grupo.



1.5 RESULTADOS Y DISCUSION
1.5.1 Incidencia

Los géneros Alternaria, Bipolaris y Fusarium fueron los principales patdgenos aislados de
la semilla del pasto Banderita y se presentaron con porcentajes de incidencia variados dependiendo

del tipo de muestra y variedad.

El género Alternaria con 67 % fue el de mayor nimero de aislados en las cinco variedades
y los tres tipos de muestra, con excepcién de la M3 (cariépside limpios) de la variedad NDM-5
donde no se aislo. E este genero que posee tan amplia distribucion y presencia en el ambiente puede
infestar a las semillas antes y después de la cosecha (Pavén et al., 2012) y esta constituido por
especies saprofitas y patdgenas. El género Fusarium con 24 %, estuvo presente en las cinco
variedades siendo en las M2 y M3, donde se aislo con mayor frecuencia; lo cual, puede deberse al
ciclo de Fusarium ya que, en zonas con baja humedad la infeccion la causa, casi de manera
exclusiva el inoculo presente en el suelo, invadiendo y penetrando la base de los tallos y raices
(Cook, 2010) llegando infectar asi toda la planta. EI género Bipolaris con 9 % fue el de menor
namero de aislados en las cinco variedades, siendo en la M3 de la variedad NdeM-La Zarca donde

presentd mayor frecuencia (Figura 1.1).

Los géneros Alternaria, Bipolaris y Fusarium estan asociados con enfermedades de hoja,
tallo y raiz en gramineas, asi como con la produccion de micotoxinas con efectos negativos en la
salud animal (Sainz et al.,2012). Enfermedades como Damping-off y Punta negra del grano pueden

ser causadas por el complejo Alternaria spp.; Fuarium spp.; Bipolaris spp.; (Rodriguez et al., 2009)
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Figura 1.1. Frecuencia de Alternaria, Bipolaris y Fusarium aislados de cinco variedades
comerciales de pasto Banderita (Bouteloua curtipendula) a partir de espiguillas (M1), caridpsides

con lemas (M2) y cariopsides limpios (M3).

1.5.2 Identificacién morfoldgica

Se obtuvieron 51 aislamientos de los tres tipos de muestra (M1, M2, M3) del cual se
identificaron 16 morfoespecies: Alternaria spp., (11) dividido en dos grupos A-cf (9) y A-cl (2),
Bipolaris B-o0s (1), Fusarium spp., (4) dividido en F1(2) y F2 (2). Siguiendo las claves taxonémicas

para cada género, se identificaron cinco especies.



1) Alternaria cl: la colonia present6 coloracion gris en PCA, conidios obclavados,
muriformes con ornamentacion rugosa-punteada, septacion transversal de 1-6 y longitudinal de O-
3, tamafio de conidios de 15-34 x 6.3-13.5 ym, conidiofords primarios de 12-46 x 3.8-5.4 ym. La
catenulacion puede poseer de 5-15 conidios, presenta ramificacion secundaria, correspondiendo
estas caracteristicas a la especie de Alternaria tenuissima de acuerdo con las claves Simmons
(1995) (Figura 1.2). 2) Alternaria F: present6 una colonia grisaceo-olivo en PCA, presenta conidios
obclavados, muriformes con ornamentacion rugosa-punteada, septacion transversal de 1-6 y
longitudinal de 0-3, tamafio variable de conidios de 10.5-42 x 6.4-12.7 um, conidiofords primarios
de 34.1-44.8 x 3.1-4.6 um. La catenulacion puede poseer de 5-10 conidios presenta abundante
ramificacion secundaria, correspondiendo estas caracteristicas a la especie de Alternaria alternata
de acuerdo con las claves Simmons (1995) (Figura 1.2). Las esporas sobreviven sobre la semilla o
el micelio dentro de esta, la alta humedad y temperaturas de 20-25 °C favorecen su desarrollo. A.
alternata ha sido aislada de semillas de trigo (Bautista et al., 2011) y Leucaena (Lezcano et al.,
2010), causa tizén foliar en avena (Garcia et al., 2013) pudriciones en frutales (Mariscal et al.,
2017; Ruiz et al, 2017) y hortalizas (Fraire et al., 2010). A. tenuissinna presente en cultivos de trigo
(Perello et al., 2015). Estas especies producen micotoxinas que pueden estar presentes en productos
como harinas, concentrados y alimentos procesados, afectando seriamente la salud humana y
animal (Pavon et al., 2012). 3) Bipolaris-os: presentd, en PDA, coloracion olivo-oscura con micelio
aéreo, conidioforos individuales sin ramificacion de 43-160 x 4-6 um septado y geniculado en la
parte superior, de color marron; conidios de 21.5-49 x 10.5-15.8 pym lisos ligeramente curvado,
cilindrico, de color marrén de 2-6 septos caracteristicas que corresponden a Bipolaris cynodontis
Marignoni, descritas por Manamgoda et al., (2014) (Figura 1.2). Esta especie fue reportada por
primera vez en Cynodon dactylon en 1909 y es considerada como patdgeno saprofito secundario,

puede invadir amplia gama de hospedantes dentro de las gramineas (Poaceae). Es considerada de



baja importancia econémica, reportado como patdgeno en varias especies de pastos (Gonzalez et
al., 2006), en Chloris gayana (Rodriguez, 2011) y Cynodon. dactylon (Hagan, 2005) induce

manchas foliares.

Figura 1.2. Aislamientos obtenidos de semilla comercial de pasto Banderita. Morfologia de
aislados. A-C) Alternaria tenuissima, A) Colonia en PCA, B) Conidios, C) Cadena de conidios. D-
F) Alternaria alternata, D) Colonia en PCA, E) Conidios, F) Cadena de conidios. G-I) Bipolaris
cyndontis, G) Colonia en PDA, H) Conidios, 1) Conidiéforo. Fotografias tomadas con microscopia

de contraste con objetivo (40x).

4) Fusarium 1: la colonia presentd una coloracion beige con micelio blanco que se tornd

marron al envejecer y, similarmente, formacion de masas de esporas. Los esporodoquios color



salmén-naranja. Macroconidios delgados y curva dorsiventral de 26-38.5 x 3-4.9 um con 5-6
septos, célula apical ahusada, célula basal en forma de pie. Microconidios elipsoidales de 8.9-17.5
x 2.5-4.2 um 0-3 septos. Polifialides cortas caracteristicas correspondientes a Fusarium scirpi,
descritas por Leslie & Sumerell, (2006) (Figura 1.3). Esta especie es comun en regiones templadas,
pero también en areas aridas y semiaridas (Burgess et al., 1992) en pastizales y tierras de cultivo.
Se considera patdgeno secundario, pero puede causar pudriciones en raices de leguminosas. 5)
Fusarium 2: present6 coloracion naranja palido a salmoén, abundante micelio algodonoso.
Macroconidios semirectos y ligeramente curvados de 27-36 x 3-4.5 um con 3-5 septos, célula basal
en forma de pie, célula apical afilada y curva. Presenta abundantes mesoconidios de 1-3 septos.
Estas caracteristicas coinciden con Fusarium incarnatun (Roberge) Sacc, descritas por Leslie &
Sumerell, (2006) (Figura 1.3). Presente en suelo y en amplia gama de ambientes tropical-desérticos,
considerados de baja importancia economica. Asociado a semillas del mijo perla (Wilson, 2002),
soya (Chiotta et al., 2015) y sorgo. Especies pertenecientes al complejo incarnatum-equiseti

asociado a enfermedades en gramineas y la produccion de micotoxinas (Salvat et al., 2013).



Figura 1. 3 Aislamientos obtenidos de semilla del pasto Banderita procedente del Valle del
Mezquital, Hidalgo. Morfologia de aislados. A-C) Fusarium scirpi, A) Colonia en PDA, B)
Macroconidios, C) Esporodoquio. D-F) Fusarium incarnatum, D) Colonia en PDA, E) Micro y

Mesoconidios, F) Fialides. Fotografias tomadas con microscopia de contraste con objetivo (40Xx).

1.5.3 Identificacion y filogenia molecular

Las secuencias de ADN obtenidas de los aislamientos tuvieron porcentaje de cobertura e
identidad > 99 % para distintas especies de cada uno de los géneros (Alternaria, Bipolaris y
Fusarium) lo cual confirmo la identificacion previa del género basada en caracteres morfoldgicos.
Para determinar la identidad de cada aislamiento, se realizo filogenia molecular (Figura 1.4). Las
secuencias correspondientes al género Alternaria, se agruparon en el clado que comprende a diez
especies que conforman el complejo Alternata de acuerdo con Woudenberg et al., (2013); existe
escasa variacion molecular y para determinar los morfotipos especificos es necesario secuenciar
tres 0 mas genes (Woudenberg et al., 2015). Sin embargo, por la morfologia presentada se

corroboro que A-cf es Alternaria alternata y A-cl es Alternaria tenuissima. La secuenciacion de



Bipolaris-os se alineo con el clado que comprende a Bipolaris coffeana y Bipolaris cynodontis de
acuerdo Manamgoda et al., (2014), ambas especies estan filogenéticamente relacionadas. Segln
con la morfologia presentada se tom6 como Bipolaris cynodontis Manamgoda et al., (2014). Las
secuencias del género Fusarium se alinearon dentro del complejo incarnatum-equiseti que incluye
a cuatro especies: Fusarium incarnatum, F. equiseti, F. lacertarum y F. scirpi. La region ITS del
rDNA y EF1 no present6 suficiente polimorfismo para separar entre estas cuatro especies
filogenéticamente relacionadas, lo cual es acorde a lo reportado por O’Donnell et al., (2009). De
acuerdo con la morfologia presentada se identificé a F1 como Fusarium scirpi y F2 como Fusarium

incarnatum.
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Figura 1. 4. Analisis filogenético de los aislados de Alternaria, Bipolaris y Fusarium de la semilla

del pasto Banderita procedentes del Valle del Mezquital, Hidalgo.



1.6 CONCLUSIONES
Las semillas evaluadas tienen baja calidad fitosanitaria, se encontrd a Alternaria spp. con
un 67 %, Fusarium spp. con 24 %, y para Bipolaris spp. con 9 % de las cinco variedades y los tres
tipos de propégulo. Las especies Alternaria alternata, A. tenuissinna, Fusarium incarnatum, F.
scirpi y Bipolaris cynodontis fueron identificados por caracterizacion morfologica, molecular y
filogenia, como los principales hongos asociados en semilla comercial del pasto Banderita

(Bouteloua curtipendula) proveniente del Valle del Mezquital, Hidalgo.
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CAPITULO II. PRUEBAS DE SENSIBLIDAD CON FUNGICIDAS COMERCIALES
CONTRA PATOGENOS AISLADOS DE LA SEMILLAS DE PASTO BANDERITA

2.1 RESUMEN

La introduccién de hongos patdgeno a nuevas areas de cultivo, ocurre principalmente a través de
semillas, bulbos, tubérculos, esquejes, asi como caridpsides en el caso del pasto Banderita. Estos
patdgenos pueden causar dafios a la misma semilla o limitar el desarrollo del cultivo. Se ha probado
que el tratamiento de semillas con fungicidas controla y disminuye el dafio causado por hongos.
En el mercado, existen diversos fungicidas comerciales autorizados para el tratamiento de semillas
con amplio espectro de accion o dirigidos un grupo especificos de hongos. En el presente trabajo
se evaluaron siete fungicidas comerciales con accion preventiva-contacto y curativa-sistémica. Los
fungicidas incluyeron Captan, Mancozeb, Benomilo, Procloraz, Tiabendazol, Tiofanato metilico y
Bacillus subtilis, a diferentes concentraciones, contra Alternaria alternata, Bipolaris cynodontis,
Fusarium incarnatum, aislados previamente de semilla comercial de pasto Banderita. Bouteloua
curtipendula. La prueba de sensibilidad a fungicidas in vitro se desarroll6 mediante la técnica de
envenenamiento del medio de cultivo. La dosis efectiva del 50 % (DEso) se estimd mediante
andlisis de regresion no lineal en el programa Graphad Prism 8.2, en relacion al porcentaje de
inhibicion del crecimiento micelial. La comparacion de medias estimo que Bacillus subtilis
presento efectividad del 97 %, Tiofanato 96 %, Procloraz 94 %, Captan 93 %, Mancozeb 92 %, los
fungicidas de menor efectividad fueron Benomilo 46 % y Tiabendazol 37%.

Palabras claves: Bouteloua curtipendula, tratamiento bioldgico, tratamiento quimico, Bacillus
subtillis, DEsqo.



CHAPTER II. SENSITIVITY TESTS WITH COMMERCIAL FUNGICIDES AGAINST

ISOLATED PATHOGENS FROM BANDERITA SEEDS

2.2 ABSTRACT

The introduction of pathogenic fungi to new cultivation areas occurs mainly through seeds, such
as bulbs, tubers, cuttings, as well as caryopsis in the case of sideoats grama grass. These pathogens
can cause damage both to the seed or limit crop development. It has been proven that fungicide
seed treatment controls and decreases fungal damage. In the market, severa authorized commercial
fungicides do exist for the treatment of seeds with a broad spectrum of action or directed a specific
group of fungi. In this work, seven commercial fungicides were evaluated with preventive-contact
and curative-systemic action. The fungicides included Captan, Mancozeb, Benomilo, Procloraz,
Thiabendazole, Methyl Thiophanate and Bacillus subtilis at different concentrations. These were
selected against Alternaria alternata, Bipolaris cynodontis, Fusarium incarnatum, pathogens
isolated from commercial seed of sideoats grama grass. The fungicide sensitivity test was
performed unde in vitro conditions through the culture medium poisoning technique. The 50%
effective dose (IC50) was estimated by nonlinear regression analysis in the Graphad Prism 8.2
program of the percentage of mycelial growth inhibition. The comparison of means estimated that
Bacillus subtilis showed effectiveness of 97 %, Thiophanate 96 %, Procloraz 94 %, Captan 93 %,
Mancozeb 92 %. Fungicides with lowe effectiveness included Benomilo 46 % and Thiabendazole
37%. Preventive treatments are available to support sanitary quality and seedling growth for
commercial seed of sideoats grama.

Keys words: Bouteluoa curtipendula, biological treatment, chemical treatment, Bacillus subtillis,

ICso.



2.3 INTRODUCCION

Las enfermedades en las plantas a menudo producen impacto econémico significativo en el
rendimiento y calidad del desarrollo del cultivo y del producto esperado (pradera, forrajes, granos
y semillas), de aqui la importancia del manejo de enfermedades como componente esencial en la
produccion. En un sentido general, existen tres razones principales por las cuales se utilizan los
fungicidas: a) Controlar enfermedades al establecimiento y desarrollo de cultivos. b) Incrementar
la productividad y reducir dafios al cultivo. c) Mejorar el periodo de almacenamiento, calidad de
plantas y productos cosechados. Las mayores pérdidas por enfermedades ocurren después de la

cosecha, durante el almacenamiento del grano para consumo o semilla para siembras futuras.

La resistencia a fungicidas es un caracter heredable y estable que da como resultado una
reduccion en la sensibilidad al fungicida por parte de un hongo en particular. Esta capacidad se
obtiene a través de un proceso evolutivo. Los fungicidas con un solo sitio de accion presentan alto
riesgo para el desarrollo de resistencia si se les compara con los fungicidas de multiples sitios de
accion. La mayoria desarrollados a la fecha, tinen un solo modo de accion porque este se asocia
con bajo potencial de impacto negativo al ambiente, incluido aquellos organismos para los cuales

no esta dirigido la accion del fungicida (McGrath, 2004).

Los tratamientos de semillas han demostrado ser un método préactico para controlar
patdgenos causantes de enfermedades; sin embargo, un fungicida no ofrece la solucién a todo tipo
de problemas. Por ejemplo, este puede resultar poco efectivo por no ser el ideal, estar dirigido al
problema equivocado, o por aplicacion incorrecta del tratamiento; lo cual, genera costos en tiempo
y dinero. El tratamiento puede ser efectivo, pero tal vez sea mas costoso que las utilidades obtenidas

(Hopkis, 2016).



Los fungicidas para el tratamiento de semillas pueden ser bioldgicos o quimicos divididos
en: preventivos (contacto) o de erradicacion (sistémico), lo anterior es importante similarmente,
considerando que los patdgenos se asocian externa (acompafiando o en su superficie) e
internamente (incluidos en sus tejidos) con las semillas. Fungicidas bioldgicos; basados en el
antagonismo que los microorganismos puedan presentar entre si, su modo de accion es preventivo,
protegiendo a semillas sanas contra patdgenos del suelo. En casos de semillas infectadas el control
de patogenos es dificil. El control biolégico de patdgenos transmitidos por semilla utiliza
principalmente tres mecanismos: eliminacion por competencia, produccion de antibioticos e
induccion o promocion de resistencia al patégeno. Microorganismos factibles para el tratamiento
a semillas incluyen a Trichoderma sp., Bacillus subtillis y Streptomyces griseoviridis reportados

como efectivos en el control de Alternaria, Fusarium y Phomosis.

Tratamientos quimicos. Contituyen un método seguro, efectivo y econémico debido a que
el ingrediente activo generlmnte, se aplica en dosis pequefias comparado con la aplicacion al
cultivo en crecimiento, produciendo menor impacto ecolégico. A demas, pueden ser efectivos
contra avanzados grados de infeccion, debido a la accion sistémica de algunos fungicidas. El
tratamiento debe efectuarse conociendo previamente a los patdgenos involucrados y su localizacion
en la semilla. Fungicidas quimicos preventivos o de contacto: su efecto es fungistatico, ya que
protegen a los tejidos vegetales inhibiendo la germinacion de las esporas del patdgeno y, por lo
tanto, el subsecuente desarrollo de la enfermedad. Su accion se limita a areas tratadas, es decir, no
tiene movilidad a otras zonas. Algunos fungicidas comerciales de contacto, usados en el
tratamiento a semillas incluyen a: Zineb, Maneb, Mancozeb, Thiram, Captan, Folpet, Quintozano

y Clorotalonil



Los fungicidas sistémicos son moviles debido a sus caracteristicas quimicas que le permiten
penetrar los tejidos de la semilla y actuar selectivamente contra ciertos patdgenos sin causar
fitotoxicidad; sin embargo, la selectividad es su desventaja comparado con el amplio espectro de
accion de los fungicidas de contacto. Ejemplo de fungicidas sistémicos para el tratamiento de
semillas incluyen actualmente a Procloraz, Tebuconazole, Benomilo, Carbendazin, Tiabendazol,
Metalaxil y Propamocarb, que han probado su efectividad contra patdgenos Ascomicetes,
Deuteromicetes y Oomicetes en semilla de varias especies (Arriagada, 2012). Conocer la
sensibilidad o resistencia del patdgeno frente a un fungicida es vital para determinar el tipo de
fungicida y concentracion que debera usarse en el tratamiento de la semilla. La sensibilidad puede
determinarse por varios métodos, siendo el mas usado el método de envenenamiento del medio de
cultivo bajo condiciones de laboratorio. El objetivo de esta prueba es determinar el efecto in vitro
de seis fungicidas quimicos: Mancozeb, Captan, Benomilo, Procloraz, Tiabendazol y Tiofanato
metilico y el fungicida bilogico Bacillus subtilis contra los patdgenos Alternaia alternata, Bipolaris
cynodontis y Fusarium incarnatum aislados de semilla comercial del pasto Banderita Bouteloua
curtipendula.

2.4 MATERIALES Y METODOS

2.4.1 Aislados utilizados

Para esta prueba se emplearon colonias de Alternaria alternata, Bipolaris cynodontis y
Fusarium incarnatum especies aisladas de semilla comercial de Bouteloua curtipendula (Mixch.)
Torr., proveniente del Valle del Mezquital, Hidalgo, cosechada durante el otofio 2017. Los
patdgenos predominantes es esta especie fueron identificados tanto morfoldégica como
molecularmente, por secuenciacion de ITS. Las colonias fueron incubadas en medio de cultivo

PDA (papa-dextrosa-agar) por ocho dias a una temperatura de 28 °C + 2.



2.4.2 Fungicidas

Se evaluaron siete productos comerciales: fungicidas de contacto (Captan y Mancozeb),
fungicidas sistémicos: Benomilo, Procloraz, Tiabendazol y Tiofanato metilico y un fungicida
biolégico: Bacillus subtilis. Las concentraciones finales de los fungicidas fueron calculadas
basados en la concentracion del ingrediente activo de cada producto y el volumen total a preparar
de medio PDA.

Cuadro 2. 1. Fungicidas y concentracion del ingrediente activo para prueba de sensibilidad

Fungicida Ingrediente Activo Concentraciéon ( mg L™?)
Captan 50 WP®  Captan 0.1,0.5, 1, 5, 10, 100, 200
Manzate 200® Mancozeb 1, 150, 250, 300
Promyl 50 PH®  Benomilo 1,5, 10, 100
Sportak® 45 CE  Procloraz 0.001,0.01,0.1,1
Tecto 60® Tiabendazol 0.1,05,1,5
Prontius® Tiofanato metilico 0.01,0.05,0.1,0.5,1, 5, 10
Serenade Soil®  Bacillus subtillis 0.005, 0.01, 0.05, 1

2.4.3 Preparacion del medio de cultivo con fungicidas

Método de envenenamiento del cultivo. Se utilizd medio de cultivo PDA ®Bioxon
preparado en matraces de 250 ml y esterilizado a 15 psi durante 15 minutos. Posteriormente, los
fungicidas fueron adicionados cuando la temperatura del medio esterilizado bajé a 50 °C, para no
afectar la composicion del producto (Cuadro 2.1) y el tratamiento testigo fue constituido por la
nula aplicacion de fungicida. Posteriormente, el medio fue vaciado en cajas Petri de 15 x 90 mm

dejandose en oscuridad y bajo condiciones estériles de laboratorio; después de 24 horas las cajas



fueron etiquetadas e inoculadas colocando en el centro un disco (cortado con sacabocado), de 5

mm de didmetro de, PDA con micelio del hongo respectivo.

2.4.4 Andlisis de datos para la prueba de sensibilidad

La efectividad de los fungicidas se evalu6 mediante un disefio Completamente al Azar con
tres repeticiones por concentracion. El didmetro de la colonia fue medido en dos sentidos
perpendiculares cada 48 horas hasta que el testigo llend el medio de la caja Petri. EI porcentaje de
inhibicién del crecimiento micelial se evalué con la formula: (@ Testigo - @Tratamiento / gTestigo)

*100. Con los datos obtenidos se realiz un analisis de varianza previa transformacion de los datos
con la funcion arcoseno y = asin /% y la comparacion de medias se realiz con la prueba de

Tukey p< 0.05 usando el programa estadistico R. La DEs (dosis efectiva que inhibe el 50% del
crecimiento micelial) se obtuvo al transformar previamente con funcion logaritmica cada
concentracion [log(x)] y sometidos al analisis de regresion no lineal contra el porcentaje de

inhibicion del crecimiento micelial (y), empleando el programa Graphad Prism 8.2.

2.5 RESULTADOS Y DISCUSION
Tanto la sensibilidad de Alternaria alternata, Bipolaris cynodontis y Fusarium incarnatum
a Mancozeb, Captan, Benomilo, Procloraz, Tiabendazol, Tiofanato metilico y Bacillus subtilis
(Cuadro 2.2; Cuadro 2.3), como el célculo de la dosis efectiva que inhibe el 50 % del crecimiento

micelial del hongo (DExo), fueron determinadas en el presente experimento.(Cuadro 2.4.)



2.5.1. Respuesta a Captéan

Alternaria alternata: la DEso fue 61.90 mg L. El crecimiento micelial se inhibi6 en 83 %
con la maxima concentracion evaluada (200 mg L™). Bipolaris cynodontis: la DEso fue 37.44 mg
L?, la inhibicion al 100 % del crecimiento micelial fue a partir de 100 mg L. Fusarium
incarnatum: la DEso fue 16.48 mg L y la concentracion maxima evaluada (200 mg L) inhibi6
97 %. Comparando con lo reportado por Parveen et al. (2013), quienes con una concentracién de
200 mg L sefialan inhibiciones de 36 % del crecimiento micelial de A. alternata, aislada de peras
con sintomas de pudricion. En el presente trabajo se registrd mayor efectividad contra Alternaria;
la cual en promedio inhibi6 el 93 % del crecimiento micelial de los tres aislados. Captan es un
fungicida preventivo — curativo con amplio espectro de control a patdgenos por su modo accién
multisitio, interfiere el mecanismo de respiracion celular inhibiendo la germinacién de esporas, lo
que dificulta el crecimiento y desarrollo micelial y se puede traslocar hacia tejidos a partir de

tratamientos a semillas o al suelo.

2.5.2 Respuesta a Mancozeb

Alternaria alternata: dosis efectiva 50 % (DEso) 4.40 mg L, inhibicién en 85 % del
crecimiento micelial. De acuerdo con Malandrakis et al. (2015), los valores obtenidos se encuentran
dentro del rango reportado CEso de 2.34 a >100 mg L* para diversos aislados de A. alternata
obtenidos de frutos de tomate. Bipolaris cynodontis: DEso 9.50 mg L™, inhibicion al 100 % a partir
de 150 mg L. Arshad et al. (2013) reportaron que una dosis de 50 ppm inhibié el 53 % del
crecimiento micelial de Bipolaris oryzae aislada de hojas de arroz. Fusarium incarnatum: DEso
36.03 mg L e inhibicién en 93 %. Mancozeb tuvo una efectividad promedio del 93 %, su
mecanismo de toxicidad radica en modificar e inactivar proteinas sensibles a redox como la

transcripcion, traduccion, estrés oxidativo del DNA y otros procesos metabolicos resultando en



citotoxicidad, este modo de accion es conocido como multisitio que no genera resistencia en los

patdégenos (Roede and Miller, 2014).

2.5.3 Respuesta a Benomilo

Alternaria alternata: DEso fue mayor a 100 mg L, supera la maxima concentracion
evaluada y que solo inhibi6 el 10.7 % del crecimiento micelial. Bipolaris cynodontis: DEsq mayor
a 100 mg L™, esta concentracion solo inhibio el 27 % del crecimiento micelial. Fusarium
incarnatum: la DEso 14.50 mg L™, el crecimiento micelial fue inhibido al 100 % con la maxima
concentracion evaluada resultando ser efectivo. Benomilo es efectivo para controlar a F. icarnatum
pero no para Alternaria y Bipolaris. La baja efectividad también fue reportada por Herrera et al.
(2011) quienes utilizando una dosis de 500 mg L*, sefialan que inhibié sélo en 35.63 % el
crecimiento de A. alternata aislada de Thevetia peruviana; similarmente, Cristobal et al. (2013)
con una dosis de 450 ppm la cual inhibié 45 % del crecimiento de Alternaria spp., aislada de

cultivos tropicales.

2.5.4 Respuesta a Procloraz

Alternaria alternata: DEso fue 0.014 mg L, el crecimiento micelial de A. alternata se
inhibio al 100 % con 1 mg L™, resultados comparados con Vasilescu et al. (2004) quienes reportan
CEso 0.09-0.59 mg L! para A. alternata aislada de semillas de rabano. Cristdbal et al. (2013),
reportan inhibicion del 75-95 % de Alternaria sp. usando 700 ppm. Bipolaris cynodontis: DEso
0.018 mg L e inhibicion al 100 %. Fusarium incarnatum: DEso 0.004 mg L™ y el crecimiento
micelial se inhibi6 al 100 % resultados similares reportan Romero et al. (2015), DLso de 0.0042
mg L para Fusarium solani. Procloraz presento una efectividad promedio del 94 %, este fungicida

pertenece al grupo quimico de los Imidazoles, es de accidn preventiva, translaminar, sistémica y



curativa. Actta inhibiendo la biosintesis del Ergosterol, componente de la membrana celular

fungica relacionado con el crecimiento y division celular (Tapia, 2005).

2.5.5 Respuesta al Tiabendazol

Alternaria alternata: la DEsp mayor a 5 mg L™ superando la méxima concentracion
evaluada que solo inhibi6 el 7.2 % del crecimiento micelial. Bipolaris cynodontis: la DEso mayor
a5 mg L, solo logrd inhibir el 4.5% del crecimiento micelial. Resultados obtenidos por Herrera
et al. (2011), con dosis de 600 mg L™, sélo inhibi6 el 36.61 % del crecimiento micelial de A.
alternata aislada de Thevetia peruviana. Cristobal et al. (2013) utilizaron una dosis de 500 ppm y
reportan inhibicion del 33 % de Alternaria sp. Fusarium incarnatum: DEsy 2.66 mg L™ e
inhibicion al 100 % con la méaxima concentracion evaluada. Resultados similares obtiene
Merlington (2014) que reporta CEsp < 5 mg L™ para aislados de Fusarium incarnatum-equiseti
obtenidos de tubérculos de papa. Tiabendazol resulto efectivo solo para controlar el crecimiento de
Fusarium, pero no para Alternaria y Bipolaris, este mismo efecto se observo con Benomilo, debido
a que pertenecen al mismo grupo quimico de los bezimidazoles y comparte similitud en el modo

de accion.

2.5.6 Respuesta al Tiofanato metilico

Alternaria alternata: DEsp 0.77 mg L. La maxima concentracion evaluada (10 mg L)
inhibi6 al 100 % el crecimiento micelial. B. cynodontis: DEsy 0.49 mg L7, inhibicion del
crecimiento micelial al 100 %. F. incarnatum: DEso 0.28 mg L. Tiofanato metilico presento alta
efectividad (96 %) de control contra los tres aislados. Es un fungicida sistémico (movimiento en la

planta a través del xilema), preventivo: causa anormalidades en la germinacion de esporas,



interfiere en la mitosis y la sintesis del DNA de las células fngicas. EIl tratamiento a semillas
controla patdgenos de la raiz como Rhizoctonia y Fusarium spp.

2.5.7 Respuesta a Bacillus subtilis

La minima concentracion evaluada (0.005 mg L) inhibe mas del 90 % del crecimiento
micelial de los tres hongos. Alternaria alternata: DEso 0.00015 mg L, a partir 0.05 mg L? se
inhibi6 el crecimiento micelial en 93 % el cual representd el mayor efecto control alcanzado.
Bipolaris cynodontis: DEso 0.00023 mg L e inhibicion al 100 %. Fusarium incarnatum: DEsg
0.00014 mg L™ e inhibicién al 100 % a partir de 0.01 mg L. Romero et al. (2015) obtuvieron
datos similares con concentracién de 0.01 mg L™ en Fusarium solani, aislado de frutos de chayote.
Song et al. (2014), reportan el control efectivo del 70 % de F. incarnatum causante de la pudricion
de raiz del Giseng, usando Bacillus subtilis a concentracion de 1 x 10® UFC. Se ha demostrado que
B. subtilis libera numerosos compuestos antifliingicos pertenecientes los Lipopéptidos (Bottero et al.,
2017), con capacidad de inhibir el crecimiento de pat6genos. Estos compuestos tienen multiples
mecanismos de accion alterando procesos celulares como la homeostasis intracelular de calcio,

metabolismo energético y procesamiento del RNA (Villareal et al., 2018).

Cuadro 2. 2. Efectividad de los fungicidas, prueba in vitro de sensibilidad de Alternaria alternata,
Bipolaris cynodontis y Fusarium incarnatum aislados de semilla comercial de pasto Banderita

Bouteloua curtipendula.

Concentracion % de Inhibicion
Fungicida mg L* A. alternata B. cynodontis F. incarnatum
Captan 0.1 0.00 0.00 2.30
0.5 0.00 0.43 6.40
1 3.57 7.23 8.60
5 7.40 17.57 10.03
10 8.00 19.73 51.53
100 77.00 100 89.53

200 83.33 100 97.77



Mancozeb 1 14.33 7.93 1.67

150 84.50 100 84.3

250 84.53 100 91.67

300 85.00 100 93.00

Benomilo 1 2.20 21.50 5.03
5 5.50 19.50 25.00

10 7.70 18.37 46.30

100 10.76 27.67 100

Procloraz 0.001 6.63 24.67 22.47
0.01 37.63 41.47 67.87

0.1 56.27 80.00 78.37

1 84.10 100 100

Tiabendazol 0.1 0.00 0.00 0.00
0.5 0.00 0.00 1.43

1 1.50 1.23 53.07

5 7.17 4.47 100

Tiofanato metilico 0.01 0.00 0.00 9.93
0.05 0.00 4.20 15.13

0.1 0.00 7.90 29.83

0.5 40.23 - 50.17

1 52.53 76.13 62.50

5 57.47 - 65.00

10 100 100 88.53

Bacillus subtillis 0.005 90.23 94.67 96.90
0.01 92.03 100 100

0.05 93.00 100 100

1 93.00 100 100

Cuadro 2. 3 Comparacion de medias de la maxima efectividad por fungicida en la inhibicion del
crecimiento micelial de Alternaria alternata, Bipolaris cynodontis y Fusarium incarnatum aislados

de semilla comercial de pasto Banderita Bouteloua curtipendula

Inhibicion

Captan Mancozeb Benomilo  Procloraz Tiabendazol Tiofanato M.

A. alternata 83.33c 85.00c 10.76e 84.10c 1.17ef 100a
B. cynodontis 100a 100a 27.37d 100a 4.47f 100a
F. incarnatum 97.76a 93.00b 100a 100a 100a 90.33b

*Medias con la misma literal son estadisticamente iguales.



Cuadro 2. 4. Dosis que inhibe el 50 % del crecimiento micelial
DEso mg L+t

Fungicida  A.alternata  B. cynodontis F. incarnatum

Captan 61.90 37.44 16.48
Mancozeb 4.40 9.50 36.00
Benomilo >100 >100 14.50
Procloraz 0.014 0.018 0.004
Tiabendazol >5.00 >5.00 2.66
Tiofanato M. 0.77 0.49 0.28
Bacillus 0.00015 0.00023 0.00014

En la Figura 2.1 se representa el comportamiento dosis-respuesta, obtenida de cada concentracion
del fungicida y el porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial del hongo. Las concentraciones

evaluadas (eje de las “x”) estan representadas por su analogo logaritmico, dando como resultado la

linea sigmoidea en las gréaficas (Fig 2.1).

Mancozeb Benomilo
100 100
5 R
= =
= 50 = 50
E E

EEL

e R

&
2 4 1 1 2 3 2o 1

log (concentracion) log (concentracion)



Bacillus subtillis Procloraz

100 - 100}
= 5 7
E E ] T 1
£ 50 E 504 _
= = ]
0 1 ! ! ! 0 : % T T 1
-4 -2 0 -5 4 3 2 1 0
log (concentracion) log (concentracion)
Tiabendazol Captsin
100 100
= -
= £ T2
= = h
z z
= = 50
; 5[]'3- E
— = —_i_l | L . S 1 T T 1
3 2 1 0 1 -3 -2 -1 1 2 3

log (concentracion) log (concentracion)

Tiofanato metilico

100
- - A. alternata

B. cynodontis

F. incarnatum 1

Yadnhibicion
h
(]
—I-I-I-I-I-I-I-I-I-I-I-I-" F LY I-I-I-I*I-I-I-l

log (concentracion)

Figura 2. 1 Graficas dosis - inhibicion de los fungicidas contra Alternaria alternata, Bipolaris

cynododntis y Fusarium incarnatum aislados de semilla comercial del pasto Banderita. Graficas

obtenidas con el programa Graphad Prism 8.2.

Los resultados muestran la efectividad de los fungicidas evaluados para controlar a los tres

tipos de hogos, con excepcion de benomilo y tiabendazol. La combinacion de fungicidas contacto



+ sistémico es una practica comdn que complementan el tratamiento asegurando la proteccion de

la semilla y su germinacion suprimiendo la accion de hongos patdgenos (Arriagada, 2012).

2.6 CONCLUSIONES
Los valores obtenidos para DEsp de Alternaria alternata, Bipolaris cynodontis y Fusarium
incarnatum variaron dependiendo del hongo y el fungicida; por lo tanto, se recomienda usar la

DEso con mayor concentracion del fungicida, para asegurar efectividad al 50 %.

Los fungicidas de contacto Captan y Mancozeb; y los fungicidas sistémicos Procloraz y
Tiofanato metilico son efectivos para el control de Alternaria alternata, Bipolaris cynodontis y
Fusarium incarnatum. Los fungicidas sistémicos inhiben el crecimiento micelial a partir de bajas

concentraciones; lo anterior, en compasion con aquellas alcanzadas por Captan y Mancozeb.

No es recomendable el uso de Benomilo y Tiabendazol debido a la baja efectividad
presentada.

El fungicida biologico Bacillus subtilis fue el de mayor efectividad, inhibiendo en 90% a
partir de la minima concentracion evaluada, siendo una alternativa viable para el tratamiento de

semillas por su potencial para controlar patdgenos.
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CONCLUSIONES GENERALES

Se determind que las semillas evaluadas tienen baja calidad fitosanitaria. De los
aislamientos obtenidos el 67 % correspondié al género Alternaria, 24% a Fusarium y 9% a
Bipolaris. Alternariay Bipolaris presentaron mayor incidencia en brcteas accesorias, y Fusarium
en cariopsides.

Los patdgenos identificados cultural y morfolégicamente corresponden a Alternaria
alternata, A. tenuissinna, Fusarium incarnatum, F. scirpi y Bipolaris cynodontis como los
principales hongos asociados en semilla comercial del pasto Banderita (Bouteloua curtipendula)
proveniente del Valle del Mezquital, Hidalgo. El analisis molecular y filogenético confirman la
identificacion morfologica.

La prueba de sensibilidad a fungicidas mostré que los aislados de Alternaria alternata,
Bipolaris cynodontis y Fusarium incarnatum asociadas a semillas del pasto Banderita son sensibles
Captan, Mancozeb, Procloraz, Tiofanato metilico y Bacillus susbtilis; sin embargo, A. alternata y
B. cynodontis presentaron resistencia a Benomilo y Tiabendazol.

Valores calculados para la dosis efectiva que inhibe el 50% del crecimiento micelial (DEso):
Captan 16.48 a 61.90 mg L, Mancozeb 4.4 a 36.0 mg L™, Procloraz 0.004 a 0.018 mg L*,
Tiofanato metilico 0.28 a 0.77 mg L™, Bacillus susbtilis 0.00014 a 0.00022 mg L™, Benomilo 14.13
a>100 mg L y Tiabendazol 2.66 a > 100 mg L.

Los fungicidas Captan, Mancozeb, Procloraz, Tiofanato metilico y Bacillus susbtilis son
efectivos para el control Alternaria alternata, Bipolaris cynodontis y Fusarium incarnatum ya que
inhibieron el crecimiento micelial en mas del 90 %. No es recomendable el uso de benomilo y

tiabendazol debido a la baja efectividad presentada.
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