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Fuentes de resistencia a la fusariosis de la espiga por Fusarium graminearum Schwabe
y produccion de deoxinivalenol en cebada maltera (Hordeum vulgare L.)
Mirna Bobadilla Meléndez, Dra.
Colegio de Postgraduados, 2018

RESUMEN

La fusariosis de la espiga por Fusarium graminearum Schwabe (teleomorfo Gibberella zeae
(Schweimitz) es una enfermedad devastadora de la cebada a nivel internacional. La enfermedad
afecta no solo el rendimiento sino también la calidad del grano por la producciéon de
deoxinivalenol (DON), compuesto toxico del grupo de los tricotecenos, que dafia la salud de
personas y animales que consumen granos contaminados. Entre las medidas de control se
encuentra el uso de variedades resistentes por lo que este trabajo tuvo como objetivo general
evaluar la resistencia a la fusariosis y a la acumulacion de DON en 131 lineas avanzadas de
cebada maltera seleccionadas por su tolerancia a roya lineal amarilla, roya de la hoja, mancha
reticulada, tizon foliar y escaldadura de la hoja, del programa de Cebada del INIFAP-
CEVAMEX. Durante tres afios las lineas 30, 47, 65 y 123, asi como las lineas 73, 91 y 96, de
seis y dos hileras de grano, respectivamente, registraron sintomas muy bajos de fusariosis en
respuesta a la inoculacion con F. graminearum en pruebas en invernadero. Aunque la severidad
de la enfermedad no se relaciond (r = 0.5682) con la acumulacion de DON, estas lineas
registraron muy baja o nula produccion de toxina cuando se analizaron con la prueba
RIDASCREEN® FAST DON de ELISA. La informacion generada en este estudio es relevante
ya que indica que estas lineas resistentes a la enfermedad y a la acumulacién de DON tienen
potencial para utilizarse como fuentes de resistencia en un programa de cruzamientos en cebada

maltera que incluya en el conjunto de enfermedades a la fusariosis de la espiga.

Palabras clave: Fusarium graminearum, Hordeum vulgare, resistencia, Deoxinivalenol.




Resistance sources to Fusarium head blight by Fusarium graminearum Schwabe and

deoxynivalenol production in malting barley advanced lines (Hordeum vulgare L.)
Mirna Bobadilla Meléndez, Dra.
Colegio de Postgraduados, 2018

ABSTRACT
Fusarium head blight (FHB) caused by Fusarium graminearum Schwabe (telomorph

Gibberella zeae (Schweimitz)) is a devastating disease in many barley production areas
throughout the world. This disease affects not only the yield but also the quality of the grain
due to the production of deoxynivalenol (DON), a toxic compound of the trichothecene
group, that is harmful to human and animals that consume contaminated grain with the
fungus. The use of resistant varieties, among others control measures, is very important, so
this work had as a general objective to evaluate the resistance to FHB and the accumulation
of DON in 131 malting barley advanced lines, selected for their tolerance to yellow rust, leaf
rust, net blotch, leaf blight and leaf scald, of the INIFAP-CEVAMEX barley program. For
three years the advanced lines 30, 47, 65 and 123, as well as lines 73, 91 and 96, six and two
rows lines, respectively, registered very low symptoms of FHB in response to inoculation
with F. graminearum in greenhouse tests. Although the severity of the disease was not related
(r = 0.5682) to the accumulation of DON, these lines registered very low or no toxin
production when analyzed with the RIDASCREEN® FAST DON ELISA test. The
information generated in this study is relevant since it indicates that these resistant lines to
FHB and DON accumulation have the potential to be considered as sources of resistance to

FHB in a crossbreeding program in malting barley.

Key words: Fusarium graminearum, Hordeum vulgare, resistance, Deoxynivalenol
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Grupos representativos organizados por color de micelio y centro de la
colonia de cepas caracteristicas de F. graminearum. Grupo I, con color
palido solo en el centro de la colonia, el resto hialino; Grupo Il, con color
tenue tanto en el centro como en el resto de la colonia; Grupo 11, con color
toda la colonia pero mas intenso en el centro de la colonia; y, Grupo 1V,
con color intenso toda la colonia A) Con color rojizo: cepas CULR30 (21),
SL10R10 (12), SL3R22 (1|3) y SL3R24 (15) de 15 dias de crecimiento en
medio AHC. B) Con color naranja: cepas CU1R30 (21), SL10R10 (12),
NAB8R20 (6) y NA5R20 (5) de 7 dias de crecimiento en PDA

Grupo |. Caracteristicas de centro color naranja palido de colonia de cepa
CU1R30 (21) de F. graminearum de 7 dias de crecimiento en PDA. Abajo
en horizontal se presentan las caracteristicas morfoldgicas de fialide (fi) y
macroconidio (ma), de la cepa 21 de 15 dias de crecimiento en AHC, al
microscopio compuesto (10 x y 40x).

Grupo Il. Caracteristicas de centro color naranja tenue de colonia de cepas
NA9R10 (7), SL10R10 (12) y CU6R30 (22) de F. graminearum de 7 dias
en PDA. Abajo en horizontal se presentan las caracteristicas morfolégicas
de macroconidio (ma), clamidosporas (cl), fialide (fi) y esporodoquio (es),
de dichas cepas de 15 dias de crecimiento en AHC, al microscopio
compuesto (40X).

Grupo Ill. Caracteristicas de color naranja de la colonia, color intenso en
el centro. Cepas NA8R20 (6), SL3R21 (11), SLR22 (13) y SL3R23 (14)
de F. graminearum de 7 dias de crecimiento en PDA. Abajo en horizontal
se presentan las caracteristicas morfoldgicas de macroconidio (ma),
clamidosporas (cl), fidlide (fi) y esporodoquio (es), de dichas cepas de 15
dias de crecimiento en AHC, al microscopio compuesto (40X).

Grupo V. Caracteristicas de color naranja intenso de micelio y centro de
la colonia. Cepas NA5R20 (5) y SL3R24 (15) de F. graminearum de 7 dias
de crecimiento en PDA. Abajo en horizontal se presentan las caracteristicas
morfol6gicas de macroconidio (ma), clamidosporas y (cl), fidlide (fi) de
dichas cepas de 15 dias de crecimiento en AHC, al microscopio compuesto
(40X).

Productos de amplificacion con el iniciador FG16N. A) Productos
obtenidos en septiembre de 2016 para cepa 1, 2 y 3 de Hidalgo; dela4 ala
10 de Tlaxcala.; de la 11 a la 19 del Estado de México; de la 20 a la 25 de
Puebla.; y de la 26 a la 33 de Guanajuato. Los productos de 34 y 35
corresponden a las cepas 10 y 18. B) Productos obtenidos en noviembre de
2016 para las cepas indicadas anteriormente y para las cepas 34 de Jalisco,
35y 36 de Hidalgo, 37 y 38 de Tamaulipas y 39 de México. Los productos
40y 41 corresponden a dos cepas aisladas de espigas de cebada inoculadas
en invernadero (primavera 2016) con coctel de cuatro cepas de F.
graminearum proporcionadas por CIMMYT. += Control positivo (material
de cepas de F. graminearum proporcionadas por CIMMYT). - = Control
negativo (agua). Marcador molecular (M.M.) @X174.

Diagrama de carga para la placa ELISA RIDASCREEN® FAST DON con
los estdndares marcados en los pozos de Al a E1 y las soluciones de las
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muestras en los pozos de F1 a F5, primera repeticion; y de G5 a G9, para
la segunda.

Productos de amplificacién con el iniciador ToxP. A) Productos obtenidos
en septiembre de 2016 para las cepas 1, 2 y 3 de Hidalgo; de la 4 a la 10 de
Tlaxcala.; de la 11 ala 19 del Estado de México; de la 20 a la 25 de Puebla.;
y de la 26 a la 33 de Guanajuato. Los productos de 34 y 35 corresponden
también a las cepas 10 y 18. B) Productos obtenidos en noviembre de 2016
para las cepas indicadas anteriormente y para las cepas 34 de Jalisco, 35 y
36 de Hidalgo, 37 y 38 de Tamaulipas y 39 de México. Los productos 40
y 41 corresponden a dos cepas aisladas de espigas inoculadas en
invernadero (primavera 2016) con coctel de cuatro cepas de F.
graminearum proporcionadas por CIMMYT. += Control positivo (material
de cepas de F. graminearum proporcionadas por CIMMYT). - = Control
negativo (agua). Marcador molecular (M.M.) @X174.

Cultivo de cebada maltera cultivada en campo. A) En etapa de llenado de
grano en Almoloya. B) En etapa de grano masoso con sintomas de la
fusariosis de la espiga en Almoloya, Hidalgo.

Plantas de cebada maltera en invernadero A) Plantas en etapa de floracion
con malla sombra. B) Plantas después de la inoculacidn con cepas de
Fusarium graminearum cubiertas con bolsa de pléastico.

Cuantificacion de granos totales por espiga y granos con sintoma de
fusariosis. A) Espiga de seis hileras de granos y B) espiga de dos hileras de
granos.

Espigas de cebada maltera, cosechadas de plantas inoculadas en
invernadero, estacion invierno-primavera 2017. Las espigas se depositaron
en una bolsa de papel con perforaciones para su almacenamiento. El
asterisco indica la bolsa con nimero de linea y repeticion (R1).

Espigas de cebada maltera, cosechadas de plantas inoculadas en
invernadero durante la estacion invierno-primavera 2017. Las plantas se
inocularon con suspension de cepas CU1R30, SL3R23, SL3R24, SL10R10
y CU6R30 de F. graminearum. A) Espiga sin sintomas; B) espiga
considerada como resistente; C) moderadamente resistente; y D)
susceptible. La flecha indica el sintoma de la enfermedad en espiguilla.
Espigas de cebada maltera, cosechadas de plantas inoculadas en
invernadero durante la estacion invierno-primavera 2017. Las plantas se
inocularon con suspension de cepas CU1R30, SL3R23, SL3R24, SL10R10
y CU6R30 de F. graminearum. A) Espigas de linea 86, sin sintomas; B)
espigas de linea 63 clasificada como R; C) espigas de linea 76 clasificada
como MR; D) espigas de linea 33 clasificada como S. La flecha indica el
sintoma de la enfermedad en grano.

Espigas de variedades testigo de cebada maltera cosechadas de plantas
inoculadas en invernadero durante la estacion invierno-primavera 2017 e
inoculadas con suspension de cepas CULR30, SL3R23, SL3R24, SL10R10
y CUBR30 de F. graminearum. A) Espigas de la variedad resistente Seebe;
B) de Shemai, moderadamente resistente; y C) Kasota susceptibles. La
flecha indica el sintoma de la enfermedad en grano.

Correlacion de severidad de la enfermedad y acumulacion de DON en
semilla de espigas inoculadas por aspersién con mezcla de cepas de F.
graminearum, en invernadero en 2017. Los valores son promedio de dos
repeticiones y los nimeros dentro de la figura indican la linea.
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INTRODUCCION GENERAL

En México la produccion de cebada en 2017 fue de 982,074 toneladas, cultivadas en una
superficie de aproximadamente 364, 453 ha, establecidas en condiciones de temporal y riego.
El rendimiento bajo estas condiciones es diferente; mientras que con riego es de 5 a 6 ton/ha,
en temporal es de solo 1.5 a 2 ton/ha (SIAP, 2017). Sin embargo, en la region de Valles Altos,
situada en la Meseta Central, esta Gltima forma de produccion es la que prevalece durante el
ciclo primavera-verano; en contraste, en la region del Bajio, el sistema de produccion es de
riego durante el ciclo otofio-invierno (Zamora, et al., 2008). La produccion de grano obtenida
se destina principalmente a la industria maltera para la elaboracion de cerveza y en menor
cantidad a la industria de alimentos balanceados para la elaboracion de alimentos para ganado
(Windels, 2000).

En las zonas productoras de México, el cultivo de cebada maltera se ve afectado por diversas
enfermedades, entre ellas, la fusariosis de la espiga (Gilchrist-Saavedra, 2000; Zamora et al.,
2008) la cual es una enfermedad devastadora de importancia econémica. Esta enfermedad
también conocida como rofia de la espiga, tizon de la espiga, tizon de la cabeza de la cebada
o Fusarium head blight (FHB, por sus siglas en inglés) es ocasionada por diversas especies
del género Fusarium. Actualmente se han identificado alrededor de 20 especies relacionadas
con esta enfermedad; por ejemplo, en trigo proveniente de diferentes ambientes
agroecolégicos de México, se ha registrado a: F. avenaceum, F. culmorum, F. equiseti, F.
graminearum, F. boothii, F. cerealis, F. meridionale, F. sambucinum y F. poae (Ireta y
Gilchrist, 1994; Cerén-Bustamante et al., 2018). Sin embargo, F. graminearum Schwabe
(Teleomorfo Gibberella zeae (Schweinitz) se considera como la especie predominante
asociada a la fusariosis de la espiga (Mert-Tlrk et al., 2014). Ireta y Gilchrist (1994) y

Gilchrist-Saavedra (2000) reportaron la presencia de la fusariosis de la espiga en regiones de




Valles Altos de los estados de Jalisco, Michoacan, Mexico, Tlaxcala e Hidalgo, donde se
cultiva trigo, cebada y triticale, bajo condiciones de temporal asi como en la region del Bajio
en Guanajuato. En 1994 Ireta y Gilchrist reportaron que el area total afectada por la fusariosis
de la espiga fue de aproximadamente 170,000 ha.

F. graminearum es una especie que se caracteriza por tener aislamientos con diferente grado
de patogenicidad la cual se ha relacionado con la capacidad de producir micotoxinas
principalmente del grupo de los tricétesenos. Las micotoxinas son metabolitos secundarios,
de bajo peso molecular, relacionadas con la capacidad del hongo de infectar, colonizar e
inducir sintomas en su hospedante (Gunupuru et al., 2017). Entre las micotoxinas destaca el
deoxinivalenol (DON) que dafia la salud de personas y animales que consumen granos o
productos de cebada maltera contaminados con repercusiones en los sectores agropecuario,
alimenticio e industrial (Gilchrist-Saavedra, 2000). Cabe sefialar que la micotoxina DON es
producida por las diferentes especies de Fusarium que ocasionan la fusariosis de la espiga
como F. graminearum y F. culmorun (Chrpova et al., 2011). Esta micotoxina es soluble en
agua y termoestable, resiste temperaturas de hasta 180 °C (Méndez-Albores y Moreno-
Martinez, 2009).

En el cultivo de cebada la fusariosis se presenta principalmente en regiones con clima calido
y lluvias frecuentes durante la etapa de emision de espiga y hasta la madurez fisiolégica. En
estas regiones, la enfermedad se ve favorecida cuando las temperaturas se encuentran entre
25 a 30°C, y estan acompariadas de alta humedad relativa, mayor o igual a 90 % (Bondalapati
et al., 2012). El alto contenido de rocio también favorece el desarrollo de la enfermedad
ocasionando rapido marchitamiento de las espigas en variedades con potencial de alto
rendimiento con impacto considerable en la produccién (McMullen et al., 1997). Por otra

parte, cambios en el manejo agronémico como la labranza de conservacion favorecen el




incremento del nivel de inoculo en el suelo (Miller et al., 1998). Numerosos reportes
publicados sobre la enfermedad (Khatibi et al., 2012; Berger et al., 2014; Gunupuru et al.,
2017) y el hongo (Malihipour et al., 2012; Mert-Turk et al., 2014; Bozac et al., 2016),
sugieren que la fusariosis es de interés actual para la comunidad cientifica por los riesgos que
representa el cambio climatico para el desarrollo de la enfermedad en regiones donde ésta se
encuentra ausente por no tener las condiciones favorables.

Entre las medidas de control de la fusariosis de la espiga se encuentra el uso de variedades
resistentes por lo que este trabajo tuvo como objetivo general evaluar la resistencia a esta
enfermedad y a laacumulacion de DON en 131 lineas avanzadas de cebada maltera seleccionadas
por su tolerancia a roya lineal amarilla, roya de la hoja, mancha reticulada, tizon foliar y
escaldadura de la hoja, del programa de Cebada del Instituto Nacional de Investigaciones
Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP) Campo Experimental Valle de Meéxico
(CEVAMEX) asi como contar con una coleccion de aislamientos de F. graminearum aislados
de variedades de cebada maltera, cultivadas en diferentes regiones geogréficas de México,
para seleccionar los de mayor virulencia por su capacidad de producir micotoxina DON y
poderlos utilizar en la identificacion de las lineas avanzadas con resistencia a la fusariosis de

la espiga del programa de cruzamientos del INIFAP-CEVAMEX.




CAPITULO 1. AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE Fusarium graminearum
DE SEMILLA DE CEBADA MALTERA DE DIFERENTES REGIONES

GEOGRAFICAS DE MEXICO

RESUMEN

De 257 muestras de semilla de cebada maltera, colectadas en 19 municipios del pais, y
analizadas por la prueba de papel secante y congelacion, se obtuvieron 39 aislamientos
identificados morfolégicamente como Fusarium graminearum Schwabe: 10 del Estado de
México, ocho de Guanajuato, siete de Tlaxcala, seis de Puebla, cinco de Hidalgo, dos de
Tamaulipas, y uno de Jalisco. De semilla proveniente de Baja California y Michoacan no se
aislo al hongo. Las colonias de estas cepas se encontraron de color naranja en papa dextrosa
agar (PDA) y rojizo en agar-hoja de clavel. De acuerdo a la intensidad del naranja las cepas
se organizaron en grupos. Grupo |, naranja palido solo en el centro de la colonia, el resto
hialino; Grupo 1l, naranja tenue tanto en el centro como en el resto de la colonia; Grupo IlI,
naranja toda la colonia pero con centro naranja-cobrizo; y, Grupo IV, naranja-cobrizo toda
la colonia. Las cepas mantuvieron su posicién en el grupo cuando se agruparon de acuerdo
al color rojizo. Con excepcion de la cepa CENS3, todas las cepas amplificaron por PCR una
banda de 280 pb con el iniciador FG16N, especifico para F. graminearum. La no
amplificacion con el material de CEN3 indica que esta cepa pudiera corresponder a otra
especie de Fusarium relacionada como lo es F. culmorum o F. crookwellense, tambien
reportadas como patdgenas de cereales. La deteccion de F. graminearum en semilla colectada
en las principales zonas productoras de cebada maltera en México representa un riesgo en la
produccion y calidad de este cultivo.

Palabras clave: Fusarium graminearum, semilla de cebada maltera, iniciador FG16N




ISOLATION AND IDENTIFICATION OF Fusarium graminearum FROM
MALTERE BARLEY SEED OF DIFFERENT GEOGRAPHICAL REGIONS OF

MEXICO

ABSTRACT
Thirty-nine isolates out of 257 barley seed samples, collected in 19 producing municipalities
of the country, and analyzed by the freezing blotter test, were morphologically identified as
Fusarium graminearum Schwabe: 10 from the State of Mexico, eight from Guanajuato,
seven from Tlaxcala, six from Puebla, five from Hidalgo, two from Tamaulipas, and one
from Jalisco. The fungus was not isolated from seed originated in Baja California and in
Michoacan. The strains were characterized by producing orange colonies on potato dextrose
agar (PDA) and reddish on leaf-agar carnation. According to the intensity of the orange, the
strains were organized in groups. Group |, pale orange only in the center of the colony, the
rest hyaline; Group Il, faint orange both in the center and in the rest of the colony; Group I,
orange all the colony but with orange-copper center; and, Group IV, orange-copper
throughout the colony. These strains maintained their position in the group when they were
grouped according to the reddish color. With the exception of one strain (CEN3), all strains
amplified by PCR a 280 bp band with the FG16N primer, specific for F. graminearum. The
non-amplification with the CEN3 material indicates that this strain could correspond to
another species of Fusarium related to F. graminearum such as F. culmorum or F.
crookwellense, also reported as pathogenic of cereals.

Key words: Fusarium graminearum, malting barley seed, primer FG16N




INTRODUCCION

Fusariosis de la espiga en cebada y trigo

La fusariosis de la espiga es una enfermedad devastadora de importancia econdémica en
cereales de grano pequefio como cebada (Hordeum vulgare L.), trigo (Triticum aestivum L.),
avena (Avena sativa L) y triticale (Triticosecale Wittm). Esta enfermedad, también conocida
como rofia de la espiga, tizon de la espiga, tizén de la cabeza de la cebada o Fusarium head
blight (FHB, por sus siglas en inglés), es ocasionada por diversas especies del género
Fusarium. Actualmente se han identificado alrededor de 20 especies relacionadas con esta
enfermedad, en los cultivos anteriormente indicados, entre las que destacan por su frecuencia
e importancia F. culmorum (Chrpova, et al. 2011, Spanic et al., 2018), F. equiseti, F.
avenaceum, F. sporotrichioides y F. graminearum (Salas et al., 1999).

En semilla de trigo proveniente de diferentes ambientes agroecol6gicos de México se ha
encontrado también que es un complejo de especies de Fusarium las responsables de la
fusariosis. Entre estas especies destacan: F. avenaceum, F. culmorum, F. equiseti, F.
graminearum, F. boothii, F. ceralis, F. meridionale, F. sambucinum y F. poae, (Ireta y
Gilchrist, 1994; Cerén-Bustamante et al., 2018). Sin embargo, F. graminearum Schwabe
(Teleomorfo Gibberella zeae (Schweinitz) se considera como la especie predominante
asociada a la fusariosis de la espiga (Mert-Turk et al., 2014).

El desarrollo de la fusariosis en las principales zonas de produccion de cebada se ha
relacionado con la implementacion de la labranza minima (retencion de residuos de cosecha)
(Miller et al., 1998). Ireta y Gilchrist (1994) y Gilchrist-Saavedra (2000) reportaron la
presencia de la fusariosis de la espiga en México, en regiones de Valles Altos, Jalisco,

Michoacan, México, Tlaxcala e Hidalgo, donde se cultiva trigo, cebada y triticale bajo




condiciones de temporal; y en la region del Bajio en Guanajuato, donde ocasionalmente se
siembran estos cultivos con riego durante el verano. En 1994 Ireta y Gilchrist reportaron que
el area afectada total por la fusariosis de la espiga era de aproximadamente 170,000 ha. En
las bases de datos consultadas durante este estudio no se encontré méas informacion sobre la
enfermedad, especificamente atacando cebada maltera ni sobre el area actual afectada o de

desarrollo de epifitias en ese cultivo.

Variabilidad patogénica entre aislamientos de F. graminearum

F. graminearum es una especie que se caracteriza por tener aislamientos con diferente grado
de patogenicidad a diversas especies y cultivares de cereales. El grado de patogenicidad de
los aislamientos se ha relacionado con su capacidad de producir micotoxinas principalmente
las del grupo de los tricétesenos. Entre éstas destaca el deoxinivalenol (DON), toxina que
dafa la salud de animales y personas que consumen granos o productos de cebada maltera
contaminados con repercusiones en los sectores agropecuario, alimenticio e industrial
(Gilchrist-Saavedra, 2000). Esta micotoxina se considera un factor de virulencia asociado
con la capacidad de causar infeccion por el hongo (Malihipour et al., 2012; De la Torre-
Hernandez, et al., 2014).

En México es necesario generar informacion sobre las principales especies causantes de la
fusariosis de la espiga en cebada y contar con una coleccion de cepas de F. graminearum,
aisladas de las nuevas variedades de cebada maltera que se estan cultivando en las diferentes
regiones geograficas de México. Lo anterior es relevante para identificar fuentes de
resistencia en el programa de cruzamientos de cebada maltera del INIPAP-CEVAMEX a la

fusariosis de la espiga. De la coleccion generada se seleccionaran al menos cinco cepas de




aquellas con mayor capacidad de producir la micotoxina DON para pruebas de resistencia en

invernadero.

OBJETIVO
Aislar e identificar cepas de Fusarium graminearum de semilla de cebada maltera procedente

de diferentes regiones agroecologicas de México.

HIPOTESIS
Existe diversidad genética entre las cepas de F. graminearun, aisladas de semilla de cebada

maltera, procedente de las diferentes regiones productoras de cebada en México.

MATERIALES Y METODOS

La semilla fue proporcionada por el Instituto Nacional de Investigaciones Forestales
Agricolas y Pecuarias (INIFAP) cuyo personal se encarg6 de la colecta de espigas. La colecta
se hizo en diferentes regiones agroecoldgicas correspondientes a nueve estados de la
Republica Mexicana (Cuadro 1.1). En total se procesaron 257 muestras de 22 variedades y
lineas de cebada maltera. El aislamiento por la prueba de papel secante y congelacion e
identificacion taxondmica de cepas de F. graminearum, se estableci6 en el Laboratorio de
Enfermedades en Postcosecha, del Posgrado de Fitosanidad-Fitopatologia, del Colegio de
Posgraduados, Campus Montecillo, en Montecillo, Estado de México. Mientras que la
identificacion molecular mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, por sus

siglas en inglés) de las cepas de F. graminearum se llevo a cabo en el Laboratorio de




Fitopatologia de Trigo, del Centro Internacional de Mejoramiento de Maiz y Trigo

(CIMMYT), EIl Batan, Texcoco, México.

Material bioldgico

Inicialmente se partié de una coleccidn de 25 cepas de F. graminearum, aisladas de semilla
de 16 lineas Elite de cebada maltera (Hordeum vulgare L.), cultivadas en el ciclo agricola
primavera-verano 2014, en condiciones de temporal, en Valles Altos de la mesa central de
México (Cuadro 1. 1) (Ramirez, 2017). Sin embargo, con la finalidad de incrementar el
namero de cepas de la coleccion se establecid una nueva colecta de espigas, durante el ciclo
agricola otofio-invierno 2014-2015, en Celaya y Guanajuato, y 2015-2016, en las regiones
productoras de Baja California, Jalisco, Michoacan, Guanajuato y Tamaulipas, con
condiciones de riego, y nuevamente en los estados de Hidalgo (Cuautepec de Hinojosa) y
Estado de México (Santa Lucia) donde el cultivo estuvo bajo condiciones de temporal
(Cuadro 1. 1). En esta nueva colecta se procuré colectar espigas con manchado de grano.

La identificacion taxondmica de las cepas fue de acuerdo al Manual de Laboratorio del
CIMMYT (Warham et al., 1997) y al manual The Fusarium Laboratory Manual (Leslie y
Summerell, 2006). Para la esporulacion las cepas se sembraron en medio de cultivo de agar
agua con hojas de clavel. Se registraron las caracteristicas morfoldgicas de los macroconidios
(tamafio, forma y rasgos de la célula apical y célula pie) y de las clamidosporas, si presentes,
en preparaciones microscopicas semi-permanentes, asi como el color de la colonia en cultivo

de papa-dextroxa-agar (PDA, BD BIOXON®) y AHC (Anexo 1).




Cuadro 1. 1. Estados y Municipios en donde se colectaron muestras de espigas de cebada

maltera para aislar cepas de F. graminearum, durante los ciclos agricolas de 2014 a 2016.

No. de Ciclo
Estado Municipio . Variedad y linea
muestras agricola
BC Mexicali 19 O-l Esperanza, Armida, Alina,
2015-2016 Esmeralda, Adabella y Lineas
experimentales
Guanajuato 10f 136 O-l Adabella, Esperanza, Armida,
2014-2015 Alina, Esmeralda, Maravilla y
2015-2016  lineas experimentales M-179, M-
185, M-10542, F6 6HC 6731, F6
6HC 6867
Hidalgo Almoloya 16 P-V Lineas Elite
Cuautepec 3 2014, 2015 Esmeralda
Jalisco Tepatitlan de 12 O-l Esmeralda, Esperanza, Blanca
Morelos 2015-2016
Michoacan  Venustiano 8 O-I Esperanza, Alina
Carranza 2015-2016
México Santa Lucia 16 P-v Lineas Elite
1 2014, 2015 Linea experimental
Puebla Cuyuaco 16 P-v Lineas Elite
2014
Tamaulipas  Rio Bravo 14 o-l Lineas experimentales
2015-2016
Tlaxcala Nanacamilpa 16 P-V Lineas Elite
2014

BC = Baja California

fCortazar, Jaral del Progreso, Valle de Santiago, Salamanca, Celaya, Juventino Rosas, Villagran, Irapuato,

Abasolo y Pueblo Nuevo. O-1= otofio-invierno. P-V= primavera-verano

——
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Aislamiento por la prueba de papel secante y congelacion

Para la deteccion y aislamiento de F. graminearum de semilla de cebada se establecio la
prueba de papel secante y congelacion de acuerdo a las indicaciones del Manual de
Laboratorio “Ensayos para la semilla de maiz y trigo” del CIMMYT (Warham et al., 1997).
De cada linea y variedad de cebada se tomd una submuestra de 240 semillas la cual se
distribuyé en sublotes (repeticiones) de 80 semillas cada uno. Cada repeticion se sometio a
un tratamiento previo con hipoclorito de sodio (ReasolMR) al 5% por 1 minuto, en agitacion,
y a dos enjuagues con agua destilada estéril. Después de la desinfeccion, las semillas se
colocaron en una caja transparente con tapa (30x23x10 cm), sobre papel filtro y sanitas
humedecidas con agua destilada estéril, de acuerdo a un patron de columnas (10) e hileras
(8) utilizando para esto una placa de acrilico con perforaciones. Una vez colocada la semilla,
la placa se retir0 y la caja se cerrd y sello con plastico adherible para mantener la humedad.
Las cajas con las semillas de todos los materiales se incubaron a temperatura ambiente del
laboratorio por 48 h; después a -20 °C por 48 h; y finalmente, a temperatura ambiente por
siete dias para favorecer el desarrollo fangico.

Para la deteccion de Fusarium las colonias fungicas, desarrolladas sobre la semilla, se
examinaron con una lupa y microscopios compuesto (Olympus, modelo CHK) vy
estereoscopico (Velab, modelo VE-S4). La identificacion de las cepas de Fusarium fue con
el Manual de Laboratorio del CIMMYT (Warham et al., 1997), y del Manual The Fusarium
Laboratory Manual (Leslie y Summerell 2006) de acuerdo a las caracteristicas de los
macroconidios. La purificacion de 39 cepas, identificadas morfolégicamente como F.
graminearum, se hizo por cultivo monospérico (Leslie y Summerell, 2006), y el
almacenamiento en aceite mineral (Mier et al., 2002) y en papel filtro Whatman #1 (Fong et

al., 2000). A cada una de las 39 cepas de F. graminearum se le asignd una clave la cual se
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genero tomando como referencia la localidad de procedencia de la semilla, el nUmero de la
lineay la repeticion de donde fue aislada dicha cepa. De esta manera las cepas se almacenaron
para estudios futuros de: confirmacion molecular de especie y quimiotipo, analisis de

produccién de toxina deoxinivalenol (DON) y prueba de seleccidn de material resistente.

Caracterizacion molecular

Se confirmd molecularmente la identidad de las 39 cepas, aisladas de semilla de cebada
maltera e identificadas morfolégicamente como F. graminearum, mediante la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés).

Inicialmente esta prueba se establecié en septiembre de 2016 con el iniciador especie-
especifico FG16N (Nicholson et al., 1998) y con material genético de cultivos monosporicos
de 33 cepas: 25 aisladas de lineas élite de Almoloya, Hidalgo (AL, tres cepas), Nanacamilpa,
Tlaxcala (NA, siete cepas), Santa Lucia, México (SL, nueve cepas) y Cuyuaco, Puebla (CU,
seis cepas); asi como, ocho cepas de las variedades y lineas experimentales de Celaya,
Guanajuato (CEE).

Con la finalidad de confirmar los resultados obtenidos, la prueba de PCR se repitio en
noviembre de 2016 y se establecio con el material de las 33 cepas indicadas anteriormente,
ademas de material de las seis cepas restantes obtenidas de las variedades y lineas
experimentales de los estados de Hidalgo (HGO, dos cepas), México (SL, una cepa) Jalisco
(JA, una cepa) y Tamaulipas (TAMPS, 2 cepas). Asi mismo se incluyé material obtenido de
dos cepas de F. graminearum aisladas de espigas de cebada maltera con sintoma de
fusariosis. Dichas espigas se obtuvieron de plantas de las 131 lineas de cebada maltera
inoculadas con un coctel de cuatro cepas de F. graminearum (aisladas de trigo y

proporcionadas por CIMMYT) en invernadero durante la primavera de 2016.
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Crecimiento de las cepas y obtencion de micelio

El crecimiento micelial de las cepas se llevo a cabo en medio de cultivo liquido con extracto
de levadura (BD BBL®) y sacarosa (BD Bioxon®). En un matraz de 250 mL con 50 mL de
medio estéril, se agregaron cuatro discos de crecimiento micelial, de la cepa correspondiente
de 15 dias de crecimiento en PDA. Los matraces con el medio inoculado se taparon con
algodon y aluminio y se mantuvieron en agitacion (Eberbach Corporation Ann Arbor,
Michigan. 115 Volts.) por 5 dias a temperatura ambiente (x 25 °C) del laboratorio. Después
de la incubacién, se filtr6 el medio con crecimiento del hongo a través de papel filtro
Whatman No. 4, el cual se colocd sobre un embudo Buchner de porcelana montado en un
matraz kitasato, conectado a una bomba de vacio (GE, modelo 5KH33DN16GX). El
crecimiento micelial, se colectd con una espéatula y se colocé en tubos Eppendorf (2 mL) los
cuales se cubrieron con papel aluminio al que se le hicieron pequefias perforaciones. Los
tubos se colocaron en un ultracongelador (Revco, modelo ULT1786-3-138) por 2 h y
posteriormente se mantuvieron en un liofilizador (Virtis® BenchTop™ Serie“K”) por 5 dias

para su secado.

Extraccion de ADN

La extraccion del ADN (&cido desoxirribonucleico) del micelio liofilizado de cada una de las
cepas se hizo por el método CETAB (Hexadecyl Trimethyl Ammonium Bromide), de
acuerdo al protocolo “Maize seeds sampling and DNA extraction” del Joint Research Centre
of the European Commision (2007) (Anexo 2). Para la extraccion de ADN, en un tubo
Eppendorf (2 mL) con dos balines de acero (4 mm de diametro) se colocd un poco de micelio
seco de la cepa correspondiente. El tubo cerrado se coloco en un molino (GenoGrinder 2010,

Zymo Research) y la masa micelial se molio por 3 min para obtener un polvo fino.
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Posteriormente se pesaron 100 mg de la muestra obtenida para ser sometida al protocolo de
extraccion de ADN como se describe en el Anexo 2.

Previo al establecimiento de la prueba de PCR se estimo la concentracion del ADN de cada
una de las 39 cepas en un espectrofotometro NanoDrop ND-1000. Una vez conocida la
concentracion se ajusto la suspension con agua para obtener una concentracion final de 5 a
50 ng L. Muestras de 100 pL con dicha concentracion de ADN se guardaron en Tubos
Eppendorf® en refrigeracidn para utilizarse en la confirmacion de la especie con el iniciador

FG16N y del quimiotipo con el iniciador ToxP (Anexo 3).

Amplificacion por PCR

La identidad de las 39 cepas, identificadas morfologicamente como F. graminearum, se
confirmd por la prueba de PCR con el par de iniciadores especie-especifico FG16N Forward
(F) (5-ACA GAT GAC AAG ATT CAG GCA CA-3") y FG16N Revese (R) (5-TTC TTT
GAC ATC TGT TCA ACC CA-3") (Nicholson et al., 1998) con una banda esperada de 280
pares de bases (bp por sus siglas en ingles). Cada reaccion de PCR fue de un volumen final
de 12 pL con la formulacién descrita en el Cuadro 1.2. La reaccién de PCR se efectud en un
termociclador Eppendorf Mastercycler Gradiente Thermal Cycler con el programa indicado

en el Cuadro 1.3.
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Cuadro 1.2. Reactivos empleados en el establecimiento de la reaccion de PCR para la

identificacion de las cepas de F. graminearum, aisladas de semilla de cebada maltera.

Reactivo Concentracion Cantidad (pL)
RedTag® ReadyMix® 2X 6.0
FG16N F 500 nM 0.6
FG16N R 500 nM 0.6
Agua grado molecular 3.8
DNA 5-50 ng pL 1.0

Electroforesis

Los productos de PCR se analizaron por electroforesis en gel de agarosa al 2 %, se tifié con
EnviroSafe DNA stain y se visualiz6 en un fotodocumentador UVP. Como referencia, en el
gel se incluyé el marcador de peso molecular para fragmentos de ADN @X174

(PhiX174)/Hae 111 (de Fermentas y BioLabs, respectivamente). Anexo 4

Cuadro 1.3. Condiciones establecidas para la reaccion de PCR con el iniciador FG16N.

Condicion Temperatura (°C) Tiempo
Desnaturalizacion inicial 95 10 min
40 ciclos:
Desnaturalizacion 95 30 seg
Alineacion 60 60 seg
Extensién 72 72 seg
Extension final 72 10 min
Conservacion DNA 4
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Secuenciacion

Considerando, en general, la amplificacién con el par de iniciadores FG16N y la produccion
de toxina DON, el producto de PCR de 20 cepas de F. graminearum, indicadas en el Cuadro
1.4, se envid a secuenciar en una direccion (de 5'a 3") a la empresa Macrogen CIA

(http://dna.macrogen), Korea. Las secuencias se compararon utilizando NCBI BLAST

(http://blast.nchi.nlm.nih.gov/Blast.cqi).

Cuadro 1.4. Cepas enviadas a Macrogen para su secuenciacion con el iniciador FG16N.

No. cepa Clave de cepa Origen
Localidad Estado
AL6R32 Almoloya Hidalgo
NA5R20 Nanacamilpa Tlaxcala
10 NA16R20 Nanacamilpa Tlaxcala
12 SL10R10 Santa Lucia México
14 SL3R23 Santa Lucia México
15 SL3R24 Santa Lucia México
16 SL6R10 Santa Lucia México
17 SL8R10 Santa Lucia México
19 SL5R30 Santa Lucia México
20 CUOR10 Cuyoaco Puebla
21 CU1R30 Cuyoaco Puebla
22 CUG6R30 Cuyoaco Puebla
24 CU9R11E Cuyoaco Puebla
27 CEN2 Celaya Guanajuato
30 CENS8 Celaya Guanajuato
32 CEE1 Celaya Guanajuato
34 JAl Tepatitlan Jalisco
36 HGO2 Cuautepec Hidalgo
37 TAMPS1 Rio Bravo Tamaulipas
38 TAMPS?2 Rio Bravo Tamaulipas

——

16

'


http://dna.macrogen/
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

RESULTADOS Y DISCUSION

Aislamientos de Fusarium graminearum

De 257 muestras de semilla de cebada maltera, colectadas en 19 municipios productores del
pais, y analizadas por la prueba de papel secante y congelacion, se obtuvieron en total 39
aislamientos que se identificaron morfologicamente como F. graminearum: 10 del Estado de
México, ocho de Guanajuato, siete de Tlaxcala, seis de Puebla, cinco de Hidalgo, dos de
Tamaulipas, y una de Jalisco (Cuadro 1.5). De las muestras provenientes de Baja California
y Michoacan no se aislaron cepas de F. graminearum. Con excepcion de Michoacan, los
resultados anteriores confirman lo reportado por Iretay Gilchrist (1994) y Gilchrist-Saavedra
(2000) sobre la presencia de F. graminearum en esas regiones donde se cultiva cebada bajo
condiciones de temporal. En este estudio no se aislé F. graminearum de las ocho muestras
de semilla colectada en el Municipio de Venustiano Carranza, Mich, ciclo O-1, 2015-2016.
Posiblemente en esta region la incidencia es baja o bien las condiciones ambientales no
fueron favorables para el desarrollo de la fusariosis.

En el Cuadro 1.6 se muestran las dimensiones promedio de los macroconidios y formacion
de clamidosporas de las cepas identificadas morfolégicamente como F. graminearum. En
general las cepas presentaron macroconidios delgados, de paredes gruesas con una longitud
que varié entre 52 a 64 micras de largo y de 5 a 6 micras de ancho. La presencia de
clamidosporas se observo solo en el 20 % de las cepas: en dos de Tlaxcala (clave NA), en
cuatro del Estado de México (clave SL), y en una de Tamaulipas (clave TA).

La formacion de clamidosporas se registro principalmente en las hifas de manera individual,
en pares y en cadena, pero también se encontraron formandose en los conidios. Leslie y

Summerell (2006) indican que la velocidad de produccion de clamidosporas por F.
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graminearum es variable y que la ausencia de estas no es de importancia en el diagndstico

del hongo.

Cuadro 1.5. Cepas de F. graminearum aisladas de semilla de cebada maltera colectada en

diferentes regiones durante los ciclos primavera-verano 2014 y otofio-invierno 2015-2016.

Estado Municipio No. de cepas Clave de cepas

Guanajuato Celaya 8 CEN1, CEN2, CEN3, CEN4, CENS,
CEN9, CEE1y CEFS31

Hidalgo Almoloya 3 AL5R10, AL6R23 y AL9R32

Cuautepec 2 HGO1, HGO2

Jalisco Tepatitlan 1 JAL

México Santa Lucia 10 SL3R21, SL10R10, SL3R22, SL3R23,
SL3R24, SL6R10, SL8R10, SL4R10,
SL5R30y SL1

Puebla Cuyuaco 6 CUOR10, CU1R30, CUG6R30,
CU13R10, CU9R11E y CUBR36E

Tamaulipas Rio Bravo 2 TAMPS1y TAMPS2

Tlaxcala Nanacamilpa 7 NAORZ20, NA5R20, NAS8RZ20,

NA9R10, NA11R30, NA16R10 vy
NA16R20

Las cepas de F. graminearum se caracterizaron por producir colonias color naranja cuando

se crecieron en papa dextrosa agar (PDA). Sin embargo entre las cepas se observaron

diferencias en la intensidad del color naranja de las colonias en PDA; estas diferencias fueron

independientes del origen (localidad) de la semilla de donde fue aislada la cepa.

——
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Cuadro 1.6. Tamafio de macroconidios y presencia de clamidosporas en cepas de F.

graminearum.

NUmero Macroconidio (um) Clamidosporas
Clave de cepa Largo Ancho P
1. AL5R10 60 6 Ausentes
2. ALB6R32 60 6 Ausentes
3. AL9R32 58 6 Ausentes
4, NAOR20 58 6 Ausentes
5. NA5R20 53 5 Individuales
6. NA8R20 60 5 En cadena
7. NA9R10 55 5 Ausentes
8. NA11R30 59 5 Ausentes
9. NA16R10 52 5 Ausentes
10. NA16R20 59 5 Ausentes
11. SL3R21 60 5 Individuales
12. SL10R10 58 5 En cadena e individuales
13. SL3R22 62 5 En pares y en conidios
14. SL.3R23 62 5 Ausentes
15. SL3R24 62 5 En cadena
16. SL6R10 59 5 Ausentes
17. SL8R10 64 5 Ausentes
18. SL4R10 55 5 Ausentes
19. SL5R30 58 5 Ausentes
20. CUOR10 52 5 Ausentes
21. CU1R30 53 5 Ausentes
22. CUBR30 56 5 Ausentes
23. CU13R10 54 5 Ausentes
24. CU9R11E 59 5 Ausentes
25. CUBR36E 64 5 Ausentes
26. CEN1 58 6 Ausentes
27. CEN2 57 5 Ausentes
28. CEN3 54 5 Ausentes
29. CEN4 57 5 Ausentes
30. CEN8 52 5 Ausentes
31. CEN9 55 5 Ausentes
32. CEE1 55 5 Ausentes
33. CEFS31 60 5 Ausentes
34.JA1 53 5 Ausentes
35. HGO1 62 5 Ausentes
36. HGO2 56 5 Ausentes
37. TAMPS1 61 5 En conidios
38. TAMPS2 62 5 Ausentes
39.SL1 57 5 Ausentes
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En la Figura 1.1 se presentan los cuatro grupos representativos en los que se agruparon
algunas de las cepas seleccionadas: Grupo I, con color naranja palido solo en el centro de la
colonia, el resto hialino (cepa CU1R30); Grupo 11, con color naranja tenue tanto en el centro
como en el resto de la colonia (cepas NA9R10, SL10R10 y CU6R30); Grupo Ill, con color
naranja toda la colonia pero con centro naranja-cobrizo (cepas NA8R20, SL3R21, SLR22 y
SL3R23);y, Grupo IV, con color naranja-cobrizo toda la colonia (cepas NA5R20 y SL3R24).
Cuando las cepas se crecieron en el medio agar, hoja de clavel (AHC), el micelio se encontrd
también con color pero en este caso se observo rojizo y con variacion en su intensidad
dependiendo de la cepa. Al organizarse por el color rojizo las cepas mantuvieron su posicion
en el grupo al que se les habia asignado con el color naranja en PDA (Figura 1.1).

Se observo que la esporulacion de las cepas en AHC fue mayor que la registrada en PDA;
solamente en AHC, las cepas registraron formacidn de esporodoquios, los cuales presentaron

macroconidios de forma y tamafio similar (Figuras 1.2).
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Figura 1.1. Grupos representativos organizados por color de micelio y del centro de la
colonia de cepas representativas de F. graminearum. Grupo |, con color palido solo en el
centro de la colonia, el resto hialino; Grupo 11, con color tenue tanto en el centro como en el
resto de la colonia; Grupo Ill, con color toda la colonia pero més intenso en el centro de la
colonia; y, Grupo 1V, con color intenso toda la colonia A) Con color rojizo: cepas CUIR30
(21), SL10R10 (12), SL3R22 (1|3) y SL3R24 (15) de 15 dias de crecimiento en medio AHC.
B) Con color naranja: cepas CUI1R30 (21), SLIOR10 (12), NA8R20 (6) y NA5SR20 (5) de 7

dias de crecimiento en PDA.
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20 um

Figura 1.2. Grupo I. Caracteristicas de centro color naranja palido de colonia de cepa
CUIR30 (21) de F. graminearum de 7 dias de crecimiento en PDA. Abajo en horizontal se
presentan las caracteristicas morfologicas de fialide (fi) y macroconidio (ma), de la cepa 21

de 15 dias de crecimiento en AHC, al microscopio compuesto (10 x y 40x).
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Figura 1.3.Grupo Il. Caracteristicas de centro color naranja tenue de colonia de cepas NA9R10 (7),
SL10R10 (12) y CUBR30 (22) de F. graminearum de 7 dias en PDA. Abajo en horizontal se presentan
las caracteristicas morfoldgicas de macroconidio (ma), clamidosporas (cl), fialide (fi) y esporodoquio

(es), de dichas cepas de 15 dias de crecimiento en AHC, al microscopio compuesto (40X).
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Figura 1.4. Grupo lll. Caracteristicas de color naranja de la colonia, color intenso en el centro. Cepas
NA8R20 (6), SL3R21 (11), SLR22 (13) y SL3R23 (14) de F. graminearum de 7 dias de crecimiento
en PDA. Abajo en horizontal se presentan las caracteristicas morfol6gicas de macroconidio (ma),
clamidosporas (cl), fialide (fi) y esporodoquio (es), de dichas cepas de 15 dias de crecimiento en

AHC, al microscopio compuesto (40X).
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Figura 1.5. Grupo IV. Caracteristicas de color naranja intenso de micelio y centro de la
colonia. Cepas NASR20 (5) y SL3R24 (15) de F. graminearum de 7 dias de crecimiento en
PDA. Abajo en horizontal se presentan las caracteristicas morfoldgicas de macroconidio
(ma), clamidosporas y (cl), fidlide (fi) de dichas cepas de 15 dias de crecimiento en AHC, al

microscopio compuesto (40X).

Caracterizacion Molecular

De 33 cepas identificadas morfol6gicamente como F. graminearum, 22 se confirmaron como
tal por PCR con el iniciador especifico FG16N (Nicholson et al., 1998) (Cuadro 1.7). Estos
resultados indican que las ocho cepas restantes (33 %) no corresponden a esta especie de
Fusarium. Para confirmar dichos resultados, se establecié nuevamente la prueba con material
genético de las 33 cepas anteriores mas el material de las cepas JAL (34), HGO (35 y 36),

TAMPS (37 y 38) y SL1 (39), bajo las mismas condiciones. En este caso nuevamente ocho
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cepas no registraron amplificacion aunque estas fueron diferentes a las que no amplificaron
en la primera reaccion. Es decir se registrd nuevamente un 33 % de cepas sin confirmar
(Cuadro 1.7). Sin embargo, las cepas que no se confirmaron fueron diferentes a las de la
primera reaccion de PCR que se establecio. Por lo anterior, estos resultados indican que la
no visualizacion de la banda esperada (280 pb) para dichas cepas pudiera estar mas bien
relacionada con una baja concentracion del material amplificado (Nicholson et al., 1998;
Bertechini et al., 2012). Con excepcion de la cepa CEN3 (28), las 38 cepas se confirman en
este estudio como F. graminearum. La consistencia del resultado de no amplificacién con el
material de la cepa 28 indica que esta cepa pudiera corresponder a otra especie de Fusarium
relacionada con F. graminearum como lo es F. culmorum o F. crookwellense, especies

también reportadas como patdgenas de cereales (Miller et al., 1991). (Cuadro 1.7).

En la Figura 1.6 se muestran los productos amplificados con el iniciador especie-especifico

FG16N; y en la Figura 2.2, los obtenidos con el iniciador ToxP para la toxina DON.
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Cuadro 1.7. Numero de cepa, clave y resultado de amplificacion por PCR con el iniciador

FG16N de material genético de las cepas de F. graminearum.

FG16N F/R
No. Cepa Clave cepa -
Sep-16F Nov -16*
1 AL5R10 + -
2 AL6R32 + +
3 AL9R32 - +
4 NAOR20 - +
5 NA5R20 + +
6 NA8R20 + -
7 NA9R10 + -
8 NA11R30 + -
9 NA16R10 + -
10 NA16R20 - +
11 SL3R21 + -
12 SL10R10 - +
13 SL3R22 + +
14 SL3R23 + +
15 SL3R24 + +
16 SL6R10 + +
17 SL8R10 + +
18 SL4R10 + -
19 SL5R30 + +
20 CUOR10 - +
21 CU1R30 + +
22 CU6R30 + +
23 CU13R10 - +
24 CU9R11E + +
25 CUBR36E - +
26 CEN1 + -
27 CEN2 - +
28 CEN3 - -
29 CEN4 - +
30 CENS + +
31 CEN9 - +
32 CEE1l + +
33 CEFS31 + -
34 JAl -
35 HGO1 -
36 HGO2 +
37 TAMPS1 +
38 TAMPS2 +
39 SL1 +

+ = Amplificacion de banda esperada. - = sin amplificacion de banda.
t1= Fechas en las que se establecié la prueba: septiembre y noviembre de 2016.

27

——
| —



.9 1011 12 13714 1516 1718 19' 20 -
V \ U G = e w8

Sl z‘x 23 24 25 26 27 28 29 30 31 .32 33 34 3
Sy (=) ( - (=) = ) (=) |

7,
J =) (A (=) = = | |

M.M. M.M.

B : ‘ ST RGN0 1112 13, .14" 15 16 17 A819 20 -

] = = - - ‘-',. - -
’ -

+ + 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 3536 37 38 39 40 41 -

» " ~ .
j " Pvoeoes ® weee  cveeve-
“280pb ’

N 3

Figura 1.6 Productos de amplificacion con el iniciador FG16N. A) Productos obtenidos en
septiembre de 2016: columnas 1, 2 y 3 para cepas de Hidalgo; de la 4 a la 10 para las de
Tlaxcala.; de la 11 a la 19 para las del Estado de México; de la 20 a la 25 de Puebla.; y de la
26 a la 33 de Guanajuato. Los productos de 34 y 35 corresponden a las cepas 10 y 18. B)
Productos obtenidos en noviembre de 2016 para las cepas indicadas anteriormente y para las
cepas: 34 de Jalisco, 35 y 36 de Hidalgo, 37 y 38 de Tamaulipas y 39 de México. Los
productos 40 y 41 corresponden a dos cepas aisladas de espigas de cebada inoculadas en
invernadero (primavera 2016) con coctel de cuatro cepas de F. graminearum proporcionadas
por CIMMYT. + = Control positivo (material de cepas de F. graminearum proporcionadas
por CIMMYT). - = Control negativo (agua). Marcador molecular (M.M.) @X174.




Cuadro 1.8. Comparacion de la secuencia de 20 cepas de F. graminearum en la base de datos

del Gene Bank.
No. de Clave de Identidad
Cepa cepa (%) Gene
2 AL6R32 98 Fusarium graminearum chromosome 1, complete genome
5 NA5R20 98 Fusarium graminearum chromosome 1, complete genome
10 NA16R20 97 Fusarium graminearum chromosome 1, complete genome
12 SL10R10 96 Fusarium graminearum chromosome 1, complete genome
14 SL3R23 98 Fusarium graminearum chromosome 1, complete genome
15 SL3R24 98 Fusarium graminearum chromosome 1, complete genome
16 SL6R10 98 Fusarium graminearum chromosome 1, complete genome
17 SL8R10 98 Fusarium graminearum chromosome 1, complete genome
19 SL5R30 98 Fusarium graminearum chromosome 1, complete genome
20 CUOR10 98 Fusarium graminearum chromosome 1, complete genome
21 CU1R30 97 Fusarium graminearum chromosome 1, complete genome
22 CUBR30 98 Fusarium graminearum chromosome 1, complete genome
24 CU9R11E 97 Fusarium graminearum chromosome 1, complete genome
27 CEN2 98 Fusarium graminearum chromosome 1, complete genome
30 CENS 99 Fusarium graminearum chromosome 1, complete genome
32 CEE1 99 Fusarium graminearum chromosome 1, complete genome
34 JAL 98 Fusarium graminearum chromosome 1, complete genome
36 HGO2 98 Fusarium graminearum chromosome 1, complete genome
37 TAMPS1 98 Fusarium graminearum chromosome 1, complete genome
38 TAMPS2 97 Fusarium graminearum chromosome 1, complete genome
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CONCLUSIONES

- Fusarium graminearum se encontrd presente en las principales regiones productoras de
cebada maltera de Valles Altos y Bajio.

- Se encontrd diversidad entre las cepas aisladas del hongo; diversidad que se manifestd por
las diferencias del color naranja por el crecimiento del hongo en PDA.

- De 39 cepas identificadas morfolégicamente como F. graminearum, 38 se confirmaron
como tal por PCR con el iniciador especifico FG16N; la cepa CEN3 (28), no confirmada con

este iniciador, pudiera corresponde a otra especie de Fusarium.

En este estudio se confirma la hipdtesis de que existe diversidad entre los aislamientos de F.

graminearun, obtenidos de semilla de cebada maltera colectada en diferentes regiones

productoras de México.
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CAPITULO II. DETECCION Y CUANTIFICACION DE LOS NIVELES DE
DEOXINIVALENOL PRODUCIDOS POR CEPAS DE F graminearum AISLADAS

DE CEBADA MALTERA

RESUMEN

Con la finalidad de generar informacién sobre el quimiotipo de F. graminearum presente en
las principales regiones productoras de cebada maltera en México, se caracterizaron 33
aislamientos de acuerdo a su capacidad de producir deoxinivalenol (DON). Los aislamientos
se aislaron de semilla de cebada maltera, infectada naturalmente, colectada durante los ciclos
primavera-verano 2014 y otofio-invierno 2014-2015 y 2015-2016, en: Hidalgo (cinco cepas),
Tlaxcala (siete cepas), Edo de México (10 cepas), Puebla (seis cepas) y Guanajuato (ocho
cepas). Las cepas se diferenciaron por su capacidad de producir DON cuando se analizaron
por la prueba ELISA RIDASCREEN®FAST DON. Las cepas SL3R23, del Estado de
México, y CULR30, de Puebla, destacaron por su alta produccion de DON con 9.2 y 16.9
ppm, respectivamente. El resto de las cepas registro, en promedio, los valores siguientes: 24
cepas, 0 - < 1 ppm; y siete cepas, entre 1 y 5 ppm. El quimiotipo se evalu6 considerando la
amplificacion con el iniciador ToxP (banda esperada 300 pb) por PCR. El analisis de
resultados indicé variacion entre las cepas de una misma localidad y entre localidades. Cuatro
de siete cepas de Tlaxcala resultaron DON positivas; similarmente, seis de 10 cepas del Edo
de México y dos de seis cepas de Puebla, fueron DON positivas. Ninguna cepa de Hidalgo
ni de Guanajuato resulto positiva al fragmento del quimiotipo DON. La presencia de cepas
de F. graminearum, quimiotipo DON, representa un riesgo potencial para la produccion de
grano de cebada maltera.

Palabras clave: Fusarium graminearum, deoxinivalenol, ELISA, iniciador ToxP
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DETECTION AND QUANTIFICATION OF THE LEVELS OF
DEOXYNIVALENOL PRODUCED BY CEPAS DE F. graminearum ISOLATED

FROM MALTING BARLEY

ABSTRACT

In order to generate information on the chemotype of F. graminearum present in the main
producing regions of malting barley in Mexico, 33 isolates were characterized according to
their capacity to produce deoxynivalenol (DON). Isolates were isolated from malting barley
naturally infected seed, collected during the spring-summer 2014 and fall-winter 2014-2015
and 2015-2016 cycles in: Hidalgo (five strains), Tlaxcala (seven strains), Edo de México (
10 strains), Puebla (six strains) and Guanajuato (eight strains). The strains were differentiated
by their ability to produce DON when analyzed with the RIDASCREEN®FAST DON
ELISA test. Strains SL3R23, from the State of Mexico, and CU1R30, from Puebla, stood out
for their high production of DON with 9.2 and 16.9 ppm, respectively. The rest of the strains
registered, on average, the following values: 24 strains, 0 - < 1 ppm; and seven strains,
between 1 and 5 ppm. The chemotype was evaluated considering the amplification with the
ToxP primer (expected band 300 bp) by PCR. The analysis of results indicated variation
between the strains of the same locality and between localities. Four of seven strains of
Tlaxcala were DON positive; similarly, six of 10 strains of the Edo of Mexico and two of six
strains of Puebla were DON positive. No strain from Hidalgo or Guanajuato was positive for
the fragment of the DON chemotype. The presence of strains of F. graminearum, DON
chemotype, represents a potential risk for the production of malting barley grain.

Key words: Fusarium graminearum, deoxynivalenol, ELISA, primer ToxP
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INTRODUCCION

Micotoxinas producidas por F. graminearum

Las especies del género Fusarium se caracterizan por producir diversas toxinas. Las toxinas
son metabolitos secundarios, de bajo peso molecular, relacionadas con la capacidad del
hongo de infectar, colonizar e inducir sintomas en su hospedante (Gunupuru et al., 2017).
Entre las toxinas producidas por Fusarium relacionadas con la virulencia del hongo destacan,
por su importancia sanitaria, el deoxinivalenol (DON), y el nivalenol (NIV) y sus derivados,
pertenecientes al grupo de los tricotecenos (Logrieco et al., 2002). Estas micotoxinas también
se han reportado como fuertes inhibidores de la sintesis de proteinas de las células
eucaridticas (McLaughlin et al., 1977).

La identificacion del quimiotipo de los aislamientos de F. graminearum es de importancia
en la clasificacién de los mismos por representar un riesgo potencial para la produccion de
granos en la industria de los alimentos. En el Cuadro 2.1 se ilustran los principales

quimiotipos de F. graminearum reportados en la literatura.

Deoxinivalenol como factor de virulencia

Estudios llevados a cabo por Bai et al., (2001) con la cepa GZT4 de F. graminearum, no
productora de DON, y obtenida por mutacion del gen Tri5 (sintasa trichodieno) de la cepa
GZ3639, mostraron que DON juega un papel importante en la dispersion de la fusariosis en
la espiga de trigo y en consecuencia en la virulencia del hongo. En contraste Mesterhazy
(2002) reporta que DON es un factor de agresividad y que el nivel de produccion de esta

toxina esta relacionado con la resistencia del hospedante.
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Cuadro 2. 1. Quimotipos de F. graminearum’ reportados de acuerdo a la literatura.

Origen de cepa Quimiotipo Referencia
China, IA-3-acetil DON Miller et al., 1991
México 'y Norte IB- 15-acetil DON Miller et al., 1991
América
China DON Lietal., 2005

NIV
México 15-acetil-DON Malihipour et al., 2012
Turquia 15-acetil-DON Mert-Turk et. al., 2014
Canada 3-acetil-DON van der Lee et al., 2015
Uruguay 15-acetil-DON
México 15-acetil-DON Cerdn-Bustamante et
al., 2018
Rumania DON Bozac et al., 2016
15-Acetil DON
NIV
NIV-DON

" Tratese de F. graminearum en sensu stricto o sensu lato.

Por su parte Malihipour et al., (2012) reportaron diferencias en la agresividad de aislamientos
de F. graminearum sensu stricto del clan de F. graminearum y F. crookwellense. Estos
investigadores observaron que los aislamientos correspondientes al tipo 15-ADON
(deoxinivaleno, 15-acetil) del quimiotipo DON de F. graminearum fueron mas agresivos que
los del quimiotipo productor de NIV de F. crookwellense e indicaron que la severidad de la
fusariosis de la espiga en cultivares y lineas de trigo fue mayor cuando las plantas se

inocularon con los aislamientos productores de 15-ADON. Similarmente, Mert-Tirk et al.
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(2014), en un estudio llevado a cabo en condiciones de campo con plantas del cultivar de
trigo Gomen, susceptible a la fusariosis, registraron alto indice de severidad de la enfermedad
(P=0.05) cuando inocularon las plantas con 17 aislamientos de F. graminerun del tipo 15-
ADON. Aungue estos investigadores encontraron diferencias en agresividad entre
aislamientos, agresividad, estimada como severidad de la enfermedad o peso de mil granos.
Para cumplir con los objetivos de este estudio se tomara lo indicado por Bos y Parleviet
(1995) respecto a que el término virulencia es el que esta relacionado con la capacidad
relativa de un patogeno para causar sintomas en su hospedante.

Cabe sefialar que el deoxinivalenol (DON) es una micotoxina producida no solo por F.
graminearum sino también por algunas otras especies de Fusarium como F. culmorun
(Chrpova et al., 2011). La micotoxina DON es soluble en agua y termoestable. Méndez-
Albores y Moreno-Martinez (2009) reportaron que DON resiste temperaturas de hasta 180
°C.

Actualmente se carece de informacion basica relevante sobre el o los quimiotipos de los
aislamientos de F. graminearum presentes en las principales regiones productoras de cebada
maltera en México. Si presentes, se desconoce su quimiotipo y los niveles de produccién.
Contar con dicha informacion no solo es relevante para caracterizar los aislamientos de una
region dada, en términos de su virulencia y de su potencial patogénico, sino también, para
estudios de seleccion de aquellos aislamientos de F. graminearum con mayor capacidad de
produccion de micotoxina. Contar con aislamientos de mayor virulencia facilitara la
identificacion de fuentes de resistencia a la fusariosis de la espiga, en las lineas avanzadas de
cebada maltera, del programa de cruzamientos para mejoramiento de lineas del Instituto

Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP-CEVAMEX).
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OBJETIVO
Caracterizar 39 aislamientos de F. graminearum, aislados de semilla de cebada maltera,
cosechada en diferentes estados de la Republica Mexicana, de acuerdo a su capacidad de
producir la micotoxina deoxinivalenol (DON) por la prueba de ELISA

RIDASCREEN®FAST DON, y de amplificar el fragmento del quimiotipo (DON) por PCR.

HIPOTESIS
Todos los aislamientos de F. graminearum corresponden al quimiotipo DON vy tienen la

misma capacidad de producir deoxinivalenol in vitro.

MATERIALES Y METODOS

El andlisis de la produccién de la micotoxina deoxinivalenol (DON) por la prueba de ELISA
RIDASCREEN®FAST DON vy la identificacion molecular del quimiotipo DON por la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés) se llevo a cabo en el
Laboratorio de Fitopatologia de Trigo, del Centro Internacional de Mejoramiento de Maiz y

Trigo (CIMMYT), El Batan, Texcoco, México.

Cepas de Fusarium graminearum

Se evaluaron 33 cepas monosporicas de F. graminearum de 15 dias de edad cultivadas en
medio de papa-dextrosa agar (PDA, BD BIOXON®). Estas cepas se aislaron de semilla de
cebada maltera cosechada en los ciclos de primavera-verano 2014 y otofio-invierno 2014-
2015 y 2015-2016 en los estados siguientes: tres de Hidalgo; siete de Tlaxcala; nueve del

Estado de México; seis de Puebla; y, ocho de Guanajuato (Cuadro 2.2). Después de su
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aislamiento y purificacion las cepas se conservaron en aceite mineral (Mier et al., 2002) y en

papel filtro Whatman #1 (Fong et al., 2000).

Establecimiento de la prueba ELISA RIDAS SCREEN® FAST DON

La prueba RIDASCREEN® FAST DON (inmunoensayo enzimatico (ELISA)) se establecid
con muestras de harina (2 g) obtenidas de grano de arroz (SOS® Arroz Sushi, super extra)
colonizado con el hongo, con placas, reactivos y protocolo, con algunas modificaciones, de

RIDASCREEN® FAST DON.

Preparacion de muestra.- En un matraz de 250 mL se colocaron 30 g de arroz grueso con 15
mL de agua destilada; después de 2 h, se esteriliz6 a 121 °C por 20 min. Discos de agar (4
mm) con crecimiento del hongo (cepa) se depositaron sobre el arroz y se incub6 por 11 dias
a 24 °C, alternando 12 h luz blanca/luz amarilla (lampara Philips 17W/Osram 75W) con 12
h de oscuridad. Transcurrida la incubacién, los granos con crecimiento del hongo se vaciaron
en tubos para centrifuga de 50 mL con fondo cénico (SARSTEDT) con tapas rosca
perforadas y se mantuvieron a -80 °C por 2 h. Inmediatamente después se colocaron en un
liofilizador (VirTis, benchtop K, Modelo 2KBTXL) por 4 dia. Los granos infectados y
deshidratados se molieron por 40 s en un molino Iwatani 200W (AC 100 V, 50-60 HZ

Pushon. Japdn) para obtener muestras homogéneas de harina contaminada.
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Cuadro 2.2. Relacion de cepas de F. graminearum aisladas de semilla de cebada maltera

colectadas de diferentes regiones productoras, durante los ciclos agricolas de 2014 a 2016.

No.Cepa  Clave de cepa Localidad Estado
1 AL5R10 Almoloya Hidalgo
2 AL6R32 Almoloya Hidalgo
3 AL9R32 Almoloya Hidalgo
4 NAOR20 Nanacamilpa Tlaxcala
5 NA5R20 Nanacamilpa Tlaxcala
6 NA8R20 Nanacamilpa Tlaxcala
7 NA9R10 Nanacamilpa Tlaxcala
8 NA11R30 Nanacamilpa Tlaxcala
9 NA16R10 Nanacamilpa Tlaxcala
10 NA16R20 Nanacamilpa Tlaxcala
11 SL3R21 Santa Lucia México
12 SL10R10 Santa Lucia México
13 SL3R22 Santa Lucia México
14 SL3R23 Santa Lucia México
15 SL3R24 Santa Lucia México
16 SL6R10 Santa Lucia México
17 SL8R10 Santa Lucia México
18 SL4R10 Santa Lucia México
19 SL5R30 Santa Lucia México
20 CUOR10 Cuyoaco Puebla
21 CU1R30 Cuyoaco Puebla
22 CUG6R30 Cuyoaco Puebla
23 CU13R10 Cuyoaco Puebla
24 CU9R11E Cuyoaco Puebla
25 CUBR36E Cuyoaco Puebla
26 CEN1 Celaya Guanajuato
27 CEN2 Celaya Guanajuato
28 CEN3 Celaya Guanajuato
29 CEN4 Celaya Guanajuato
30 CEN8 Celaya Guanajuato
31 CEN9 Celaya Guanajuato
32 CEE1l Celaya Guanajuato
33 CEFS31 Celaya Guanajuato
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Extraccion.- A un tubo para centrifuga de 50 mL con fondo conico (SARSTEDT) con 2 g de
harina se le agregaron 40 mL de agua destilada y se agité vigorosamente por 3 min en un
agitador. De la suspension obtenida, se tomo6 un mL, se depositd en un tubo Eppendorf® y
se centrifugd a 13,000 rpm (MIKRO 220R Centrifuge) por 15 min para recuperar el
sobrenadante (200 pL).

El sobrenadante acuoso (solucion) de cada muestra (200 L) se depositd en una placa de
ELISA de acuerdo al diagrama de carga que se establecerd en la placa ELISA
RIDASCREEN® FAST DON respetando los pocillos Al, Bl, C1, D1 y E1 para los
estandares 0, 0.222, 0.666, 2 y 6 ppm de deoxinivalenol, respectivamente (Figura 2.1). La
placa se cubrié con papel aluminio y se mantuvo en refrigeracion a 5 °C en cdmara hiumeda
previo a la carga de las soluciones de las muestras en la placa ELISA RIDASCREEN® FAST

DON.

Preparacion de la placa ELISA RIDASCREEN® FAST DON

Previo a la preparacion de la placa con los anticuerpos de captura, los reactivos y la placa se
sacaron del refrigerador y se mantuvieron a temperatura ambiente del laboratorio por
aproximadamente 2 h. Durante ese tiempo se prepard el amortiguador de fosfatos 10 mM
para el lavado de la placa, se prendio el equipo del lector de placas y se colocaron los
accesorios requeridos en la mesa de trabajo: micropipetas monocanal y micropipeta
multicanal de volumen variable (20-200 pL y 200-1000 pL), cronémetro, cuatro
contenedores o charolas para el conjugado deoxinivalenol-peroxidasa (DON-E), anticuerpo

anti-deoxinivalenol, substrato cromégeno y solucion stop.
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En la Figura 2.1 se muestra el diagrama de carga preestablecido de la placa ELISA
RIDASCREEN® FAST DON. En general se sigui6 el procedimiento de carga del manual
del kit con ajustes en el paso 4 sobre incubacion y en el 6 de lavado.

1. Se agregaron 50 pL de cada uno de los estandares iniciando con el estandar 0 (SI)
seguido de los estandares 0.222 (S2), 0.666 (S3) y 2 (S4), y finalizando con el estandar 6
(S5) ppm de deoxinivalenol con la micropipeta monocanal.

2. Se agregaron 50 pL de cada una de las muestras de las soluciones. Estas se
depositaron por duplicado: para la repeticion 1, a partir del pocillo F1 al F5; y del pocillo G5
al G9 para la repeticion 2.

3. Se adicionaron 50 pL del conjugado deoxinivalenol-enzima (tapén rojo) a los pocillos
correspondientes. Se utilizo la micropipeta multicanal y las mismas puntas para colocar el
conjugado evitando tocar la solucién de los estandares y las muestras. La placa se agito
levemente sobre la mesa.

4. Se depositaron 50 uL de anticuerpo anti-deoxinivalenol (tapdn negro) a cada pozo,
se mezclo e incubo en oscuridad (modificacién a protocolo que no lo indica) a temperatura
ambiente por 5 min.

5. Se vacio el contenido de la placa y golpe6 fuertemente (tres veces seguidas) el marco
portapozos sobre varias hojas de papel absorbente limpio.

6. Se lavé la placa vertiendo 300 uL del amortiguador de lavado por pozo con una
micropipeta multicanal (Thermo Scientific). Entre cada lavado la placa se sacudio con fuerza
sobre papel absorbente para eliminar restos de liquidos y burbujas. Este paso se repitio tres

veces mas (el protocolo indica solo dos veces).
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7. En el intervalo de los 3 min siguientes se agregaron 100 pL de substrato/cromogeno
(tap6n marron) a cada pozo, se mezcld el contenido, agitando suavemente la placa sobre la
mesa, y se incubd en oscuridad a temperatura ambiente.

8. Transcurridos los 3 min, inmediatamente se depositaron 100 pL de la solucion stop
(tap6n amarillo) a cada pocillo, mezclando suavemente el contenido de la placa, y se midié
la absorcién a 450 nm en un lector de placas de ELISA (LABOMED INC. EMR-500). Este
ultimo paso se hizo durante los siguientes 10 min.

9. Para la evaluacion y andlisis de los resultados se utilizo el programa RIDAWIN.EXE

Ver. 1.77.

B S2 5 13 21 29 4 12 20 28

C S3 6 14 22 30 5 13 21 29

D S4 7 15 23 31 6 14 22 30

E S5 8 16 24 32 7 15 23 31

F 1 9 17 25 33 8 16 24 32

G 2 10 18 26 1 9 17 25 33

H 3 11 19 27 2 10 18 26

Figura 2.1. Diagrama de carga para la placa ELISA RIDASCREEN® FAST DON con los estandares
marcados en los pozos de Al a E1 y las soluciones de las muestras en los pozos de F1 a F5, primera

repeticion; y de G5 a G9, para la segunda.
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PCR para confirmacion de quimiotipo DON

Con la finalidad de identificar molecularmente el quimiotipo de deoxinivalenol (DON) entre
las 33 cepas, se establecid una reaccion de PCR con material genético de cultivos
monosporicos y con el par de iniciadores ToxP1 (5-GCCGTGGGGRTAAAAGTCAAA-3")
y ToxP2 (5'-TGACAAGTCCGGTCGCACTAGCA-3") los cuales amplifican una banda
esperada de 300 pb (Li et al., 2005).

Para la amplificacion se tomaron muestras de suspensiones de DNA de cada una de las cepas
mantenidas en tubos Eppendorf® en refrigeracion. La concentracion de las muestras se
encontrd en el intervalo de 5 a 50 ng uL* de ADN. Cada reaccién de PCR tuvo un volumen
final de 12 puL con la formulacion descrita en el Cuadro 2.3. Las condiciones establecidas

para la reaccién fueron las que se describen en el Cuadro 2.4.

Electroforesis

Los productos de PCR se analizaron por electroforesis en gel de agarosa al 2 %, se tifid con
EnviroSafe DNA stain, y se visualizé en un fotodocumentador UVP. Como referencia para
ubicar el producto esperado de 300 pb en el gel se incluyo el marcador molecular @X174
(PhiX174) /Hae 11l (Fermentas y BioLabs, respectivamente). Los productos se visualizaron

en un fotodocumentador UVP.
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Cuadro 2.3. Reactivos empleados para la reaccion de PCR en la identificacion de las cepas

de F. graminearum productoras de toxina DON.

Reactivo Concentracion Cantidad (pL)
RedTag® ReadyMix® 2X 6.0
ToxP1 F 500 nM 0.6
Tox P2R 500 nM 0.6
Agua 3.8
DNA 5-50 ng pL 1.0

Cuadro 2.4. Condiciones establecidas para la reaccion de PCR con el iniciador ToxP.

Condicion Temperatura (°C) Tiempo
Desnaturalizacion inicial 95 10 min
40 ciclos:
Desnaturalizacion 95 30 seg
Alineacion 65 60 seg
Extensién 72 72 seg
Extension final 72 10 min
Conservacion DNA 4

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados obtenidos del anélisis de la produccion de la micotoxina deoxinivalenol
(DON), por la prueba de ELISA RIDASCREEN®FAST DON, y de la identificacion
molecular del quimiotipo DON por la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, por sus
siglas en inglés), con las 33 cepas de F. graminearum, aisladas de semilla de cebada maltera,

durante los ciclos de 2014 a 2016, se presentan a continuacion.
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Produccion de deoxinivalenol (DON).

La evaluacién y el analisis de los resultados con el software RIDA®SOFT Win mostrd
diferencias en la capacidad de las 33 cepas de F. graminearum para producir la toxina DON.
Solamente las cepas numero 5, 6 y 7 (clave NA), 11, 12, 13, 14 y 15 (clave SL), 21 y 22
(clave CU) resultaron positivas a la produccion de DON con niveles de 1 a 17 pp (Cuadro

2.5).

El nivel de las 24 cepas (73 %) restantes se encontr6 por debajo de los limites de deteccion
(0.2 ppm/Kg) y cuantificacion (0.36 ppm/Kg) para avena. De entre las cepas destacan por su
capacidad de produccion la cepa 14 (SL3R23) con 9.2 ppm y la 21 (CU1R30) con 17 ppm,
aisladas de semilla cultivada en el Estado de México y Puebla, respectivamente (Cuadro 2.5).
Estos resultados indican que la mayoria de los aislamientos que se encuentran en los estados
de la region de Valles Altos son no productoras o de muy baja produccion de toxina DON.

Considerando la falta de informacidn en la literatura sobre alguna escala de clasificacion de
cepas de Fusarium de acuerdo a su nivel de produccién de toxina, con fines practicos y de
seleccidn, en este estudio se elaboro la siguiente escala cualitativa para clasificar a las cepas:
No productoras (0 - < 1 ppm), 24 cepas; de muy baja produccion (1-5 ppm), siete cepas; de
baja produccion (de 6 a 10 ppm) una cepa; y de mediana produccion (11-17 ppm), una cepa.
Al hacer los analisis estadisticos se encontré diferencia altamente significativa (p<0.01) entre
las cepas pero no entre localidades; y al hacer la comparacion de medias por el método de

Tukey (o = 0.05), se detectaron tres grupos como se indica en el Cuadro 2.6.
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Cuadro 2.5. Niveles en ppm de DON producidos por las cepas de F. graminearum, aisladas

de la region de Valles Altos de 2014 a 2016.

No. Cepaf R1}* R2 Media No. Cepa RI R2 Media
1 ALSR1I0 o0 01 0.05¥ 18 SL4RIO0 0.0 0.0 0.02
2 AL6R32 00 00 0.02 19 SLSR30 0.0 0.2 0.13

3 AL9R3Z 00 00 002 20 CUORI0 oo 0.0 0.00
4 NAOR20 o0 00 002 21 CUIR30 113 226 16.95
5 NASR20 15 17 160 22 CUBR30 35 3.6 3.60
6 NA8R20 24 27 255 23 CUI3R10 0.0 0.2 0.11

7 NASRIO 29 28 2.85 24 CUSRIIE 0o 0.0 0.02

g NAILIR30 0o 01 006 25 CUBR3GE (o 0.0 0.03
9 NAIGRI0O 00 00 004 26 CENI1 0.0 0.0 0.02
10 NAIGR20 01 00 005 27 CEN2 0.0 0.0 0.00
11 SL3R21 23 22 225 28 CEN3 0.0 0.0 0.05
12 SLIORI0O 35 33 340 29 CEN4 0.2 0.0 0.12
13 SL3R22 10 09 093 30 CENS 0.0 0.0 0.01
14 SL3R23 99 85 920 31 CEN9 0.0 0.0 0.04
15 SL3R24 58 41 495 32 CEE1 0.1 0.0 0.07
16 SL6R1I0 00 00 001 33 CEFS31 0.1 0.0 0.04

17 SL8R10 oo 0.0 0.00

fCepas de: Hidalgo (AL), Tlaxcala (NA), México (SL) y Puebla (CU). RI, R2= repeticion
*Limite deteccidon= 0.2 ppm/Kg; limite cuantificacion= 0.36 ppm/Kg para avena.
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Identificacion molecular del quimiotipo DON por PCR

De 39 cepas analizadas, 17 cepas (44 %) amplificaron la banda esperada de 300 pb con el
iniciador ToxP (Cuadro 2.7). El nimero de cepas que amplificaron para DON por localidad
es: 4 de 7 cepas de Tlaxcala (cepas clave NA), 6 de 10 del Estado de México (cepas clave
SL), 2 de 6 de Puebla (cepas clave CU), 2 de 5 de Hidalgo (claves HGO, AL), 1 de Jalisco
(JA) y 2 de Tamaulipas (TAMPS). Estos resultados indican que dichas cepas corresponden
al quimiotipo deoxinivalenol (DON) (Li et al., 2005) (Cuadro 2.7). También indican que hay
variacion en el genotipo para la producciéon de DON entre las cepas de una misma localidad
y entre localidades (Cuadro 2.7, Figura 2.2). Entre las cepas (56%) que no amplificaron dicha
banda se encuentra la cepa 28 (CEN3), la cual tampoco amplifico con el iniciador FGN16
para la confirmacion de la especie. Confirmando con esto que la cepa CEN3 pudiera
corresponder a una especie diferente a F. graminearum.

En contraste ninguna cepa de Guanajuato (cepas clave CE) amplificé dicha banda. Es posible
que las cepas que no amplificaron la banda de 300 pb puedan corresponder a cualquiera de
los quimiotipos de nivalenol (NIV), 3-acetildeoxinivalenol (3-AcDON) o 15-
acetildeoxinivalenol (15-AcDON) (Bozac et al. 2016).

Por su capacidad de producir los mayores niveles de DON, las cepas de F. graminearum:
CU1R30, SL3R23, SL3R24, SL10R10 y CU6R30, aisladas de semilla de cebada maltera, se
seleccionaron para formar la mezcla de cinco cepas a utilizarse en la prueba de identificacion
de fuentes de resistencia a la fusariosis en las lineas avanzadas de cebada maltera del
programa del INIFAP, en condiciones de invernadero, durante el ciclo invierno-primavera

2017 (ver capitulo V).
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Cuadro 2.6. Comparacion de valores medios de los niveles DON producidos por las cepas
de F. graminearum aisladas de semilla de cebada maltera.

Nivel de Nivel de

Cepa produccion Cepa produccién
(ppm) (ppm)
CU1R30 17.0a* NA16R20 0.1c
SL3R23 9.2b AL6R32 0.0c
SL3R24 5.0bc CUBR36E 0.0c
CU6R30 3.6bc NAOR20 0.0c
SL10R10 3.4bc NA16R10 0.0c
NA9R10 2.9c CEN1 0.0c
NA8R20 2.6¢ CEN3 0.0c
SL3R21 2.3c AL9R32 0.0c
NA5R20 1.6¢c CEN8 0.0c
SL3R22 1.0c CEN9 0.0c
CEN4 0.1c CUOR10 0.0c
CU13R10 0.1c CU9R11E 0.0c
SL5R30 0.1c SL4R10 0.0c
CEE1 0.1c CEN2 0.0c
AL5R10 0.1c SL6R10 0.0c
NA11R30 0.1c SL8R10 0.0c
CEFS31 0.1c

“Medias por columna con la misma letra no son estadisticamente diferentes. Tukey (a = 0.05).
*Limite deteccidon= 0.2 ppm/Kg; limite cuantificacion= 0.36 ppm/Kg para avena.

Por su capacidad de producir los mayores niveles de DON, las cepas de F. graminearum:
CU1R30, SL3R23, SL3R24, SL10R10 y CU6R30, aisladas de semilla de cebada maltera, se
seleccionaron para formar la mezcla de cinco cepas a utilizarse en la prueba de identificacién
de fuentes de resistencia a la fusariosis en las lineas avanzadas de cebada maltera del
programa del INIFAP, en condiciones de invernadero, durante el ciclo invierno-primavera

2017 (ver capitulo 1V).
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Cuadro 2.7. Caracterizacion de cepas de F. graminearum de acuerdo a la amplificacion del

fragmento del quimiotipo deoxinivalenol (DON) y produccion de DON in vitro.

o.c o ToxP Contenido
0. Cepa ave cepa sep-16 nov-16 DON (ppm)
1 AL5R10 - - 0.1
2 AL6R32 - ) 0
3 AL9R32 - - 0
4 NAOR20 - - 0
5 NA5R20 + * L6
6 NASR20 + * 2.6
7 NA9R10 + * 2.9
8 NA11R30 - * 0.1
9 NA16R10 - - 0
10 NA16R20 - - 0.1
11 SL3R21 + * 23
12 SL10R10 + * 34
13 SL3R22 + * !
14 SL3R23 + * 92
15 SL3R24 + * >
16 SL6R10 - - 0
17 SL8R10 - - 0
18 SL4R10 - - 0
19 SL5R30 - - 0.1
20 CUOR10 - - 0
21 CU1R30 + * 17
22 CUBR30 + * 36
23 CU13R10 - - 0.1
24 CU9R11E - ) 0
25 CUSR36E - - 0
26 CEN1 - ) 0
27 CEN2 - ) 0
28 CENS3 - ) 0
29 CEN4 - ) 0.1
30 CENS - - 0
31 CEN9 - i 0
32 CEE1 - ) 0.1
33 CEFS31 - - 0.1
34 AL * nd
35 HGO1 * nd
36 HGO2 * nd
37 TAMPS1 * nd
38 TAMPS2 * nd
39 sL1 * nd

+ = Amplificacién de banda esperada (300 pb). - = sin amplificacion de banda.
11= Fechas en las que se establecid la prueba: septiembre y noviembre de 2016.
nd= no se determind
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* 300 pb
Figura 2.2. Productos de amplificacion con el iniciador ToxP. A) Productos obtenidos en septiembre
de 2016 para las cepas 1, 2 y 3 de Hidalgo; de la 4 a la 10 de Tlaxcala.; de la 11 a la 19 del Estado de
México; de la 20 a la 25 de Puebla.; y de la 26 a la 33 de Guanajuato. Los productos de 34 y 35
corresponden tambien a las cepas 10 y 18. B) Productos obtenidos en noviembre de 2016 para las
cepas indicadas anteriormente y para las cepas 34 de Jalisco, 35 y 36 de Hidalgo, 37 y 38 de
Tamaulipas y 39 de México. Los productos 40 y 41 corresponden a dos cepas aisladas de espigas
inoculadas en invernadero (primavera 2016) con coctel de cuatro cepas de F. graminearum
proporcionadas por CIMMYT. += Control positivo (material de cepas de F. graminearum
proporcionadas por CIMMYT). - = Control negativo (agua). Marcador molecular (M.M.) @X174.




CONCLUSIONES

- Se caracterizaron 39 aislamientos de F. graminearum, aislados de semilla de cebada
maltera, cosechada en Almoloya y Cuautepec, Hgo, Nanacamilpa, Tlax., Santa Lucia Edo.
de México, Cuyuaco, Pue., Celaya, Gto., Tepatitlan de Morelos, Jal. y Rio Bravo, Tam., de
acuerdo a su capacidad de producir la micotoxina DON por la prueba de ELISA
RIDASCREEN®FAST DON, y de amplificar el fragmento del quimiotipo DON con el
iniciador ToxP por PCR.

- Del total de cepas de F. graminearum, 17 se identificaron como quimiotipo DON; las cepas
restantes, pudieran ser no productoras o corresponder a otro quimiotipo.

- Se encontraron diferencias en la capacidad de las cepas de producir DON in vitro. Las cepas
CU1R30, CU6R30 de Cuyuaco, Pue., y SL3R23 y SL3R24 y SL10R10 de Santa Lucia, Edo.
de México, registraron la mas alta produccion (entre 3 'y 17 ppm/Kg).

- Con excepcion de la cepa NA11R30, la amplificacion del quimiotipo DON se correlaciond
positivamente con la produccion de DON. La cepa NA11R30 identificada como quimiotipo

DON fue no productora de DON in vitro.

Por lo anterior en este estudio se rechaza la hipétesis de que “todos los aislamientos de F.

graminearum corresponden al quimiotipo DON Yy tienen la misma capacidad de producir

deoxinivalenol in vitro”.
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CAPITULO III. EVALUACION DE LA RESISTENCIA EN LINEAS AVANZADAS

DE CEBADA MALTERA DEL INIFAP A LA FUSARIOSIS DE LA ESPIGA

RESUMEN

La fusariosis de la espiga por Fusarium graminearum es una importante enfermedad que
afecta el rendimiento y la calidad sanitaria del grano de cebada. Entre las medidas de control
se encuentra el uso de variedades resistentes por lo que este trabajo tuvo como objetivos
evaluar la resistencia a la fusariosis en 131 lineas avanzadas de cebada maltera seleccionadas
por su tolerancia a roya lineal amarilla, roya de la hoja, mancha reticulada, tizén foliar y
escaldadura de la hoja, del programa de Cebada del INIFAP-CEVAMEX. Durante cuatro
afios las lineas avanzadas 30, 63, 65, 109, 123y 124, y las lineas 73 y 91, de seis y dos hileras de
grano, respectivamente, registraron sintomas muy bajos de fusariosis cuando se inocularon
con F. graminearum; asimismo, estas lineas presentaron resistencia tipo I y tipo 11 a la enfermedad
cuando se inocularon por aspersion y puncion, respectivamente. La informacién anterior es
relevante ya que indica que estas lineas son resistentes a la enfermedad y tienen potencial
para utilizarse como fuentes de resistencia en un programa de cruzamientos en cebada
maltera que incluya en el conjunto de enfermedades a la fusariosis de la espiga.

Palabras clave: F. graminearum, Hordeum vulgare, resistencia, FHB
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EVALUATION OF THE RESISTANCE IN ADVANCED LINES OF MALTING

BARLEY OF INIFAP TO FUSARIUM HEAD BLIGHT

ABSTRACT

Fusarium head blight caused by Fusarium graminearum is an important disease that affects
the yield and phytosanitary quality of barley grain. Among the control measures is the use of
resistant varieties, so this work had as objectives to evaluate the resistance to fusariosis in
131 advanced malting barley lines selected for their tolerance to yellow rust, leaf rust,
reticulated spot, blight foliar and scald of the leaf, of the program of Barley of the INIFAP-
CEVAMEX. For four years, the advanced lines 30, 63, 65, 109, 123 and 124, and lines 73
and 91, of six and two rows of grain, respectively, registered very low symptoms of fusariosis
when inoculated with F. graminearum; likewise, these lines showed type | and type I
resistance to the disease when they were inoculated by spraying and puncture, respectively.
The above information is relevant because it indicates that these lines are resistant to the
disease and have the potential to be used as sources of resistance in a crossbreeding program
in malting barley that includes to Fusarium head blight additionally to other diseases.

Key words: F. graminearum, Hordeum vulgare, resistance, FHB severity.
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INTRODUCCION

Cultivo de cebada
A nivel mundial la cebada ocupa el cuarto lugar en la produccion de cereales. El principal
pais productor de grano de cebada maltera es la Federacion de Rusia que aportd
aproximadamente 18 millones de toneladas, seguido de Alemania con 10.7 millones de
toneladas. Aunque México no aparece entre los principales paises productores a nivel
internacional, la produccion de este cultivo es significativa a nivel nacional. En 2017 se
sembraron alrededor de 364, 453 ha, con una produccion de 982,074 toneladas. Esta
produccidén anual, de temporal y riego, representa el 5% de la produccién registrada en Rusia.
Bajo condiciones de riego el rendimiento nacional es de 5 a 6 ton/ha, mientras que en
temporal es de 1.5 a 2 ton/ha (SIAP, 2017).

En México el cultivo de la cebada maltera se desarrolla principalmente en los Valles Altos
de la Meseta Central, que comprende los estados de Hidalgo, Puebla, Tlaxcala y México
(Zamora, et al., 2008), en donde se concentra la mayor superficie de siembra, bajo el régimen
de temporal, en el ciclo primavera-verano. La region del Bajio, que comprende los estados
de Aguascalientes, Guanajuato, Michoacan, Querétaro, San Luis Potosi y Jalisco, también
destaca por su aportacién en la produccion de este cereal. Particularmente Guanajuato aporta
la mayor superficie sembrada bajo el régimen de riego durante el ciclo otofio-invierno. La
produccion de cebada maltera se destina principalmente a la industria maltera para la
elaboracion de cerveza y en menor cantidad a la industria de alimentos balanceados, para la
elaboracion de alimentos para el ganado (Windels, 200).

En las Gltimas dos décadas este cultivo ha registrado fluctuacion en cuanto a la superficie

cosechada y produccion debido a diversos factores entre los que destacan la incidencia de
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enfermedades. La Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura
(FAO, 2017) reportd que en 1990 se registro una superficie cosechada de 73.7 millones de
hectareas y una produccion de 178 millones de ton; sin embargo, esta institucién indico que
para 2010 la superficie cosechada disminuyo 35.6% Yy la produccion 30.8%. Situacion que
continud para 2016 en el que se cosecharon 46.9 millones de hectareas con una produccion
de 141.3 millones de ton. A pesar de estas fluctuaciones a través del tiempo, el rendimiento
de este cultivo se incrementd durante el periodo de 1990 a 2016. En este periodo el

rendimiento promedio por hectarea paso de 2 a 3 ton/ha.

Importancia econémica de la fusariosis en cebada

En las zonas productoras de México, el cultivo de cebada maltera se ve afectado por diversas
enfermedades entre las que destacan por su incidencia: roya lineal amarilla (Puccinia
striiformis f. sp. hordei West), roya de la hoja (P. hordei Otth), mancha reticulada
(Drechslera teres (Sacc.) Shoem), tizén foliar (Bipolaris sorokiniana (Sacc.) Shoemaker) y
escaldadura de la hoja (Rhyncosporium secalis (Oud) J.J. Davis). Sin embargo, la enfermedad
conocida como la fusariosis de la espiga, ocasionada por un complejo de especies de
Fusarium (Gilchrist-Saavedra, 2000; Zamora et al., 2008), se ha presentado en las principales
zonas productoras de este cultivo a nivel internacional ocasionando cuantiosas pérdidas
directas e indirectas (Windels, 2000).

En Estados Unidos, durante el periodo de 1993 a 1998, la fusariosis ocasiond pérdidas
economicas estimadas en 406 millones de ddlares en el cultivo de cebada, en los estados de
Dakota del Norte, Minnesota y Dakota del Sur (Windels, 2000). Por su parte, Nganje et al.,
(2004) reportaron que durante el periodo de 1998 a 2000, ésta enfermedad ocasion0 pérdidas

econdmica directas de 136.4 millones de dolares por reduccion del rendimiento, calidad de
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malteo y uso forrajero; y, de 420 millones de ddlares por pérdidas indirectas. Asi mismo,
estos autores indicaron que la disminucion estimada del rendimiento durante ese periodo fue
de 931 mil toneladas. McMullen, et al (1997) sefialaron que los productores de cebada se
enfrentaron a problemas de comercializacién y exportacion de su producto por esta
enfermedad. En tanto que Windels (2000) indico que los problemas con fusariosis obligo a
los productores, los cientificos y las autoridades del sector a tomar medidas para contrarrestar
los efectos econdémicos ocasionados por esta enfermedad con la generacion de informacion

sobre manejo y liberacion de variedades resistentes.

Sintomas de la fusariosis en cebada

Los sintomas de fusariosis de la espiga por especies de Fusariun son caracteristicos en
cultivos de grano pequefio, se desarrollan en el tejido de las espigas y estan marcados por una
necrosis prematura (Boddu et al., 2006). Los sintomas se manifiestan como cambios en la
coloracion, llenado y textura de grano. Se encuentran pequefias diferencias en cuanto a la
coloracion del grano de trigo y de cebada. Mientras que en trigo las espigas con fusariosis se
tornan de color blanco en cebada cambian a café marrén. En ambos cultivos con el tiempo
los granos se marchitan, se deforman, y adquieren un aspecto arrugado. En algunos casos se
observa coloracion rosa o naranja por la esporulacion del hongo en el grano (McMullen, et

al 1997; McMullen et al., 2012).

Epidemiologia de la fusariosis de la espiga en cebada
La fusariosis es una enfermedad devastadora en regiones con clima calido y lluvias frecuentes
durante la etapa de emision de espiga y hasta la madurez fisioldgica en el cultivo de cebada.

En zonas con clima calido, la enfermedad se ve favorecida cuando las temperaturas son altas,
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entre 25 a 30°C, acompafadas de alta humedad relativa, mayor o igual a 90 %, durante el
periodo de emision de espiga (Bondalapati et al., 2012). El alto contenido de rocio también
favorece el desarrollo de la enfermedad ocasionando rapido marchitamiento de las espigas
en variedades con potencial de alto rendimiento con impacto considerable en la produccién
(McMullen et al., 1997). Por otra parte, cambios en el manejo agronémico como la labranza
de conservacion se ha visto (Miller et al., 1998) que favorece el incremento del nivel de
indculo en el suelo.

De la literatura consultada no se encontraron referencias reportadas durante la Ultima década
sobre el desarrollo de epidemias por la fusariosis de la espiga en cebada, a nivel internacional
y nacional. Sin embargo, los numerosos reportes publicados sobre la enfermedad (Khatibi et
al., 2012; Berger et al., 2014; Gunupuru et al., 2017) y el hongo (Malihipour et al., 2012;
Mert-Tirk et al., 2014; Bozac et al., 2016) en esta etapa, sugieren que la fusariosis sigue
siendo de interés para la comunidad cientifica, posiblemente por los riesgos que representa

el cambio climatico para el desarrollo de la enfermedad.

Programa de cruzas para el mejoramiento de cebada del INIFAP

El Programa de Cebada del Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y
Pecuarias (INIFAP) del Campo Experimental Valle de México (CEVAMEX) tiene trabajos
de cruzas para el mejoramiento de cebada maltera contando actualmente con 131 lineas
avanzadas con tolerancia a roya lineal amarilla, a roya de la hoja, mancha reticulada, tizon
foliar y escaldadura de la hoja, enfermedades consideradas como las mas frecuentes en las
zonas productoras de los Valles Altos de Mexico (Gilchrist-Saavedra, 2000; Zamora et al.,
2008). Es importante mencionar que algunas lineas avanzadas de cebada tienen como

progenitores a Gobernadora, Chevron y a C114064, los cuales se utilizan como fuentes de
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resistencia por desarrollar bajos niveles de fusariosis de la espiga (Zhu et al., 1999;
McCallum et al., 2004; Marchand et al., 2008). El tema de resistencia genética de las
variedades de cebada maltera generadas por el INIFAP a la fusariosis de la espiga ha sido
poco explorado. Por lo anterior la generacion de informacion es relevante para utilizarse
como punto de partida en un programa de cruzamientos de cebada maltera en el que se

incluya, en el conjunto de enfermedades, a la fusariosis de la espiga.

OBJETIVO
Identificar fuentes de resistencia a la fusariosis de la espiga en lineas avanzadas de cebada

maltera del programa del INIFAP-CEVAMEX, en condiciones de campo e invernadero.

HIPOTESIS
En el programa de cruzamientos de cebada maltera del INIFAP-CEVAMEX se tienen lineas

resistentes a la fusariosis de la espiga.

MATERIALES Y METODOS

Para la identificacion de fuentes de resistencia a la fusariosis de la espiga en 131 lineas

avanzadas de cebada maltera, del programa del INIFAP-CEVAMEX, se establecié una

prueba en campo, durante el ciclo primavera-verano 2014; y tres en invernadero, durante el

ciclo invierno-primavera en los afios 2015, 2016 y 2017.
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Evaluacion en Campo

En el ciclo agricola primavera-verano 2014 en condiciones de temporal se sembraron de
manera mecanica las 131 lineas avanzadas de cebada maltera en regiones de Almoloya,
Hidalgo; Nanacamilpa, Tlaxcala; Cuyuaco, Puebla; y Santa Lucia, Texcoco, México. Estas
regiones se encuentran en el area geografica conocida como Valles Altos, la cual se
caracteriza por presentar condiciones climaticas favorables para la siembra de trigo y cebada
asi como para el desarrollo de la enfermedad. En forma natural en los campos de cultivo de
estas regiones se ha registrado un alto nivel de indculo de las diferentes especies de Fusarium
causantes de la fusariosis de la espiga, (Gilchrist-Saavedra, 2000) (Figura 3.1).

En el Cuadro 3.1 se indican las localidades asi como las condiciones agroclimaticas donde
se cultivaron las lineas de cebada maltera en campo.

Para la siembra las lineas se organizaron en sublotes denominados: 01 (25 lineas), 02 (30
lineas), 02A (30 lineas), 03 (30 lineas) y Elite (16 lineas), en base a los ciclos de seleccion
que tienen los materiales. La siembra se establecidé en un disefio experimental de latices
regulares, uno para cada sublote, donde la parcela experimental const6 de cuatro surcos de 3
m de largo con una distancia entre surco de 0.30 m. La densidad de siembra fue de 100 Kg
semilla hat, que es la recomendada para la siembra en temporal en Valles Altos, con una
fertilizacion de 46 — 46 - 20 (Cuadro 3.2).

Para estimar la resistencia de las lineas a la infeccién natural de la fusariosis en campo se
evalud la incidencia y severidad de la enfermedad con la escala propuesta por Chrpova, et al.
(2011) con nueve niveles donde: 1< 5%, 2=5-17%, 3=18-30%, 4=31-43%, 5=44-56%,

6=57-69%, 7=70-82%, 8=83-95% y 9>95%.
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Cuadro 3.1. Valores promedio de temperatura y humedad relativat de las regiones donde se

cultivaron las lineas de cebada maltera, registradas en 2014.

Localidad Condicién

Santa Lucia, Texcoco, Estado de México Altitud: 2280 msnm
Clima: Templado semi-seco
Temperatura: 15.9 °C
Precipitacion: 550-600 mm

Nanacamilpa, Tlaxcala Altitud: 2600 msnm
Clima: Templado- subhimedo
Temperatura: 13.0 °C
Precipitacion: 500-550 mm

Almoloya, Hidalgo Altitud: 2520 msnm
Clima: Templado- subhiimedo
Temperatura: 11 °C
Precipitacion: 500-550 mm

Cuyoaco, Puebla Altitud: 2900 msnm
Clima: Templado- subhimedo
Temperatura: 12 °C
Precipitacion: 550-600 mm

TRed de estaciones agroclimaticas del INIFAP.

Las 131 lineas de cebada se establecieron en: Almoloya, el 5 de junio; en Cuyoaco, el 12 de

junio; en Nanacamilpa, el 18 de junio; en Santa Lucia, el 26 de junio de 2014.
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Cuadro 3.2. Lineas avanzadas de cebada maltera, disefio experimental latices regulares y

arreglo estadistico, establecidas en el ciclo agricola P-V 2014.

Sublotes # de lineas Repeticiones Arreglo
Elite 16 4 4x4
01 25 3 5x5
02A 30 3 5x6
02 30 3 5x6
03 30 3 5x6
Total 131

Figura 3.1. Cultivo de cebada maltera cultivada en campo. A) En etapa de llenado de grano en

Almoloya. B) En etapa de grano masoso con sintomas de la fusariosis de la espiga en Almoloya,

Hidalgo.
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Evaluacion en invernadero

Esta prueba se establecio en las instalaciones del Colegio de Postgraduados, Campus
Montecillo, Estado de México, en un invernadero de 437.5 m? (12.5 x 35 m) construido con
plastico transparente y piso de tierra, durante las estaciones de invierno-primavera 2015,

2016y 2017.

Estacion invierno-primavera 2015

Establecimiento de plantas

Se establecieron dos lotes con semilla de las 131 lineas de cebada maltera de los ciclos de
seleccion 01, 02, 02A, 03 y Elite. EI primer lote se establecio el 19 de febrero y el segundo,
el 26 de febrero de 2015, respectivamente. Como testigo se incluyeron plantas de las
variedades “Seebe”, “CDC Copeland” (resistentes), Xena, AC Ranger (moderadamente
resistentes), Kasota y AC Lacombe (susceptibles) proporcionadas por CIMMYT. Los lotes
se establecieron en macetas de plastico (25 x 25 cm) con sustrato peat moss (Promix®). Cada
linea y el testigo se sembraron por separado (10 semillas por maceta), el riego se dio por
gravedad con agua de pozo, al inicio del cultivo se dieron tres riegos por semana, después de
la etapa de floracidn, los riegos se dieron diario. Para la fertilizacidn se aplicé la formula 100-
46-30, estimando la pérdida de fertilizante por lixiviacion debido a la frecuencia de los
riegos, la cual se sustituyd con triple 16, 18-46-00 y urea (Yara®). La primera fertilizacion
se realizo a los ocho dias después de la siembra. Las unidades de fosforo y potasio se
aplicaron en su totalidad en la primer fertilizacion, el nitrégeno se dividié en dos partes; se

aplico el 50 % en la primer fertilizacion y el otro 50 % a los 45 dias.
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Preparacion de indculo 2015

Como inodculo se utilizd una cepa monospédrica de F. graminearum aislada de trigo con
capacidad de producir toxina deoxinivalenol (DON), registrada con la clave CIMFU 1189
colectada en Toluca, Estado de México, en el ciclo agricola primavera-verano 2014, con un
nivel de produccién de DON de 14.5 ppm. Esta cepa fue proporcionada y caracterizada por
personal del Laboratorio de Fitopatologia, del Centro Internacional de Mejoramiento de Maiz
y Trigo (CIMMYT).

Para la preparacion de in6culo se colocaron cinco fragmentos (de un mm) de cultivo de PDA
con crecimiento micelial en matraces con 200 mL de medio de frijol chino estéril. Después
de la inoculacién, los matraces se colocaron en agitacion (Agitador Lab-Line®) con luz
blanca continua (lampara Fulgore®, 250 V, 32 W) a temperatura ambiente por 15 dias.
Trascurrido el tiempo de incubacion se filtré el medio a través de una gasa estéril para retirar
el crecimiento micelial y estimar la produccion de macroconidios mediante el contaje directo
en un hematocitometro para microscopio compuesto, después de este proceso, el volumen
inicial fue de 124 mL. Se hicieron seis conteos, se obtuvo la media, y se multiplicé por la

constante 2000 del hematocitdmetro para obtener la concentracion de esporas por mililitro.

Numero macroconidios/mL= Suma de 5 cuadrados principales (CP) X 2000

Por ejemplo, para calcular el nimero producido por la cepa CIMFU 1189 se tiene:

NUmero de macroconidios/mL= (22+25+27+24+20) x 20000 = 236, 000

Por otra parte, para preparar la suspension a una concentracion de 100, 000
macroconidios/mL a partir de la suspension inicial se aplico la siguiente ecuacion (Gilchrist-

Saavedra et al, 2005):
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CiVi = CfVf
Donde:
Ci = Concentracion inicial = 236, 000 macroconidios
Vi = Volumen inicial = 124 mL
Cf = Concentracion final deseada = 100, 000 macroconidios/mL

Vf = Volumen final, desconocido

. Macroconidios por mL x Volumen total original (mL)
Volumen final =

Macroconidios por mL deseado

! 236,000 macrononidios por mL x 124 mL)
Volumen final =

100, 000 macroconidios por mL

Volumen final =292 mL
Por lo tanto, se tiene que aforar con 168 mL de agua para alcanzar el volumen final de 292
mL con concentracion de 100, 000 macroconidos.

Después de su preparacion la suspension se mantuvo en refrigeracion a 4°C, por siete dias.

Inoculacion de plantas

En la etapa de grano lechoso, las espigas se inocularon por aspersion con una suspension de
esporas (100 mil macroconidios por mL) de la cepa CIMFU 1189 de F. graminearum.
Inmediatamente después de la inoculacién, las espigas se cubrieron con una bolsa de plastico
transparente, previamente asperjada con agua, por 48 h para generar un ambiente de alta

humedad relativa y favorecer la infeccion. A los 21 dias después de la inoculacion se evalud
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la severidad de la enfermedad, contando el nimero de granos por espiga y el nimero de

granos con sintomas.

Estacion invierno-primavera 2016

Establecimiento de plantas

El experimento se establecio el 27 de enero de 2016, con las 131 lineas de cebada maltera
del INIFAP-CEVAMEX. Como variedades testigo se incluyeron plantas de la variedad
“Gobernadora” y “Shenmai 1”, proporcionadas por el INIFAP, las cuales tienen cierta
resistencia a la fusariosis de la espiga (McCallum et al., 2004); y plantas de las variedades,
“Seebe”, “CDC Copeland” (resistentes), Xena, AC Ranger (moderadamente resistentes),
Kasota y AC Lacombe (susceptibles), proporcionadas por CIMMYT (Anexo 5).

Todas las plantas de las lineas avanzadas, asi como las de los testigos se establecieron en
bolsas negras de plastico de 25 x 25 cm con sustrato peat moss (Promix®) previamente
esterilizado con vapor. Para esto el sustrato se humedeci6 con agua de la llave, se colocé en
costales de plastico y se esterilizo por 4 h. Después de la esterilizacion el sustrato se deposito
sobre una superficie limpia durante 5 dias para airearse a temperatura ambiente. De cada
linea y testigo se colocaron 10 semillas por bolsa; cada linea y testigo consté de un duplicado.
El riego se dio por gravedad con agua de pozo, cada tercer dia. La fertilizacion nitrogenada
se dividio en dos fracciones, la primera se aplicd cuando las plantas tuvieron alrededor de 10
cm de altura, junto con las unidades de fosforo y potasio, aplicando la formula 100-60-30,
con los productos triple 16, 18-46-00 y urea (Yara®); la segunda fraccion de nitrégeno se

aplico a los 45 dias.
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Cepas y preparacion de inoculo

El in6culo fue producido y proporcionado por el Laboratorio de Fitopatologia de Trigo del
CIMMYT, que correspondio a una mezcla de cuatro cepas de F. graminearum aisladas de
trigo, cultivado en el ciclo agricola primavera-verano 2015 en Toluca Estado de México,
seleccionadas por su alta produccién de micotoxina deoxinivalenol considerada como factor
de virulencia. Las cepas estan registradas como CIMFU 1308, CIMFU 1310, CIMFU 1312
y CIMFU 1313 con una concentracion de DON de 18.10, 17.05, 18.75 y 16.13 ppm
respectivamente. La produccion del indculo se realizé en medio de frijol chino con agitacion.

Se ajusto a una concentracion de 70,000 conidios mL™,

Inoculacion de plantas

Cuando las plantas iniciaron la etapa de floracion se coloco, con una jeringa hipodérmica,
una gota de 10 pL de una suspensidn de macroconidios en la espiguilla central, en una seccion
previamente marcada (Engle et al., 2003). Se inocularon alrededor de 10 espigas por linea 'y
duplicado. Inmediatamente después de la inoculacion, las espigas se cubrieron con una bolsa
de plastico transparente por 48 h para generar un microambiente de alta humedad relativa y

favorecer la infeccion.

Evaluacion de las variables de severidad, incidencia e indice de fusariosis

A los 7, 14, 21 y 28 dias después de retirar la bolsa de plastico transparente se hizo la
evaluacion de la enfermedad contando el nimero de granos enfermos y el total de granos por
espiga, ademas del nimero de entrenudos infectados. Se evaluo la severidad registrando el
numero total de granos por espiga y el nimero de granos enfermos; y la incidencia con la

cuantificacion del nimero de espigas enfermas del total de espigas inoculadas. Estos
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parametros se expresaron en porcentaje. El indice de fusariosis (IFHB, Fusarium head blight
index, por sus siglas en inglés), se obtuvo a través del porcentaje de incidencia y severidad,

con las siguientes formulas:

Numero de espigas con sintomas x 100

04 Incidencia =
folncidencia Total de espigas inoculadas
%S dad = Numero de granos con sintomas x 100
ooeveridad = Total de granos
% Incidencia x % Severidad
IFHB =

100

Cosecha de semilla
En madurez fisioldgica se cosecharon las espigas por linea, control y repeticion para
guardarse por separado, en bolsas de papel etiquetadas y perforadas a temperatura ambiente

del laboratorio.
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Estacion invierno-primavera 2017

Establecimiento de plantas

El 20 de diciembre de 2016, se establecieron las 131 lineas de cebada maltera, de los Sublotes
01, 02, 02A, 03 y Elite. Como variedades testigo se incluyeron: plantas de la variedad
“Gobernadora” y “Shenmai 1” moderadamente resistentes, otorgadas por INFAP-
CEVAMEX vy plantas de las variedades “Seebe”, “CDC Copeland” (resistentes), Xena, AC
Ranger (moderadamente resistentes), Kasota y AC Lacombe (susceptibles) proporcionadas
por CIMMYT. El establecimiento y manejo agronémico se llevo a cabo de la misma forma
que el realizado en la estacion invierno-primavera 2016 pero en este caso se colocd malla

sombra de 75% Y las macetas se colocaron sobre un plastico para evitar dafios por roedores.

Cepas y preparacion de inoculo

Cinco cepas monospéricas de F. graminearum con capacidad de producir la micotoxina DON
se emplearon para las pruebas de seleccién en invernadero, durante el ciclo invierno 2017.
Estas cepas, identificadas en el laboratorio con las claves CU1R30 (17 ppm de DON),
SL3R23 (9.2 ppm de DON), SL3R24 (5 ppm de DON), SL10R10 (3.4 ppm de DON),
CUBR30 (3.60 ppm de DON) se aislaron de semilla de cebada maltera del ciclo de cultivo
primavera-verano 2014, colectadas en localidades de Valles Altos.

Para obtener el indculo inicial se reactivaron las cepas mantenidas en papel filtro
(WhatmanTM 1) esteril durante cinco meses en condiciones de refrigeracion (4°C). Dos
fragmentos de papel filtro con crecimiento micelial, de cada una de las cepas de F.
graminearum, se depositaron por separado en agar agua para reactivar el crecimiento micelial
a temperatura ambiente de laboratorio. Posteriormente para inducir la produccion de

macroconidios, las cepas de F. graminearum se crecieron por separado en medio liquido de
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frijol chino (Vigna radiata) en agitacion (Gilchrist-Saavedra et al., 2005). Para la preparacion
del medio se depositaron 20 g de frijol chino por litro de agua destilada y se hirvio por 20
min. El caldo se filtré a través de una gasa estéril, para retirar el frijol, y el filtrado, distribuido
en matraces de 500 mL con 50 mL, se esterilizé a 15 libras de presion por 20 minutos. A las
24 h después de la preparacion del medio, se depositaron cinco discos de 1 cm de didmetro
de agar agua con crecimiento micelial por matraz y se mantuvo en agitacion (Agitador Lab-
Line®) durante cinco dias a temperatura ambiente.

Trascurrido el tiempo de incubacion se filtré el medio a través de una gasa estéril para retirar
el crecimiento micelial. Se estim6 la produccion de macroconidios mediante el contaje
directo. Para esto se tomaron alicuotas de la suspensiéon del medio de frijol chino con una
pipeta Pasteur para estimar la concentracion en un hematocimetro en microscopio
compuesto. Posteriormente se promediaron los valores obtenidos para determinar la
concentracion de la suspension de macroconidos (macroconidios/mL) en el volumen total
original. Para llevar la suspension de macroconidios a la concentracion deseada (70, 000
macroconidios / mL) se utilizé la siguiente ecuacion: CiVi = CfVf descrita en el apartado de

preparacion de inoculo de 2015.

Inoculacion de plantas

Cuando las plantas estaban en la etapa de emision de espiga (floracion) se inocularon con
una mezcla de cinco cepas de F. graminearum aisladas de cebada (CU1R30, SL3R23,
SL3R24, SL10R10, CU6R30). Por espiga se asperjaron 200 pL de la suspension de
macroconidios (70,000 macroconidios por mL) e inmediatamente despues, las espigas se

cubrieron con una bolsa de plastico transparente por 48 h (Figura 3.2) para generar un
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microambiente de alta humedad relativa y favorecer la infeccidn. Se realiz6 una segunda

inoculacion a los 4 dias después de la primera inoculacion.

Figura 3.2. Plantas de cebada maltera en invernadero. A) Plantas en etapa de floracion con malla
sombra. B) Plantas después de la inoculacién con cepas de F. graminearum cubiertas con bolsa de

pléastico.

Evaluacidn de la incidencia y severidad
A los 21 dias después de la segunda inoculacion se evalu6 la enfermedad (Figura 3.3) como
se describid en el apartado de invierno-primavera 2016, aplicando las mismas férmulas para

la obtencidn de las variables de % severidad, % incidencia e IFHB.

Cosecha de semilla de plantas inoculadas

En madurez fisiol6gica se cosecharon las espigas por linea y control, se cortaron las aristas
para colocar las espigas en una bolsa de papel perforada y se dejaron a temperatura ambiente
en el invernadero para su secado (Figura 3.4). Posteriormente en el laboratorio se obtuvo la

semilla de manera manual, eliminando el raquis y las aristas, dejando solo la semilla. La




semilla se guardd en bolsas de papel etiquetadas sin perforar y se conservaron en el

laboratorio a temperatura ambiente.

Figura 3.3. Cuantificacion de granos totales por espiga y granos con sintoma de fusariosis. A) Espiga

de seis hileras de granos y B) espiga de dos hileras de granos.

Figura 3.4. Espigas de cebada maltera, cosechadas de plantas inoculadas en invernadero, estacion
invierno-primavera 2017. Las espigas se depositaron en una bolsa de papel con perforaciones para su
almacenamiento. El asterisco indica la bolsa perforada con nimero de linea y repeticién (R1).
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Analisis estadistico

Los valores de las variables: nimero de granos con sintomas, nimero de espigas con
sintomas, porcentaje de incidencia, porcentaje de severidad e indice IFHB, mostraron una
distribucion no simétrica en una prueba de bondad de ajuste. Por lo anterior los datos se
analizaron mediante un modelo lineal generalizado (Proc GLIMMIX) con distribucion
Poisson y funcion de enlace (link) log con el software SAS (Statistical Analysis Software)
Version 9.4, para Windows. La comparacion de medias se hizo con las medias ajustadas por

minimos cuadrados (LSMeans) p<0.05.

RESULTADOS Y DISCUSION

A continuacion, se describen los resultados obtenidos durante cuatro afios de evaluacion de
las lineas de cebada maltera del INIFAP-CEVAMEX, crecidas bajo diferentes condiciones
de temperatura, humedad e inoculadas por aspersion o puncién con cepas de F. graminearum.
Los testigos reportados como resistentes (R), moderadamente resistentes (MR) y susceptibles
(S) a la fusariosis, y empleados como referencia para la identificacion de fuentes de
resistencia en lineas avanzadas de cebada maltera, mostraron una respuesta variable. Bajo
condiciones de temporal e inoculacion natural (afio 2014) los testigos fueron las variedades
comerciales, Adabella y Esmeralda, caracterizados como moderadamente R y S,
respectivamente. Dichos testigos también se incluyeron en la evaluacion en invernadero en
la estacion invierno-primavera 2015; y a partir de este afo, los testigos fueron las variedades

de origen canadiense Seebe y CDC Copeland (R); AC Ranger y Xena (MR); y, AC Lacombe
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y Kasota (S). En las estaciones de 2016 y 2017 se anexaron los testigos Gobernadora y

Shenmai 1 (MR).

En general las variedades testigo mostraron un comportamiento variable en cuanto a su
respuesta a la fusariosis. Los datos promedio muestran que testigos ya caracterizados como
R se comportan como S y viceversa. Por ejemplo, Copeland caracterizado como R se
comporté como S en 2017; esta variedad, presentd un indice de IFHB de 11.5 superior al

obtenido por AC Lacombe (S) (7.9).

Las lineas avanzadas de cebada maltera también registraron variacion en el indice IFHB. Por
lo que se establecié un intervalo de valores para su clasificacion considerando aquellos
testigos con respuesta estable acorde a su caracterizacion y de esta manera clasificar las lineas

como R, MR 0 S, (Cuadro 3. 3).

72

——
| —



Cuadro 3. 3. Anélisis comparativo de valores para nimero de espigas con fusariosis, indice IFHB y severidad de la fusariosis en lineas testigo de

cebada maltera. En campo por infeccién natural y en invernadero por inoculacién® con F. graminearumi, de 2014 a 2017.

Invernadero
Testigo* Campo-2014 % Severidad IFHB
NUmero espigas con sintoma 2015 2016 2017
SL AL CU NA X R1 R2 X IN Rl R2 X IN R1 R2 X IN
R 0-5 0-1 0-5
Seebe 0 28 14 21 08 15 05 18 1.2
¢be 0.0 118 59 09 18 13 221 09 115
Copeland
MR 6-10 2-3 6-11
Adabella 17 10 10 94 6.8 81
Gobernadora 45 14 30 32 25 28
Shenmai 1 35 73 54 121 36 7.8
AC Ranger 44 22 33 1.7 03 10 171 14 93
Xena 0.0 26.9 135 24 10 17 80 29 54
S >11 >4 >12
Esmeralda 21 6 15 5 12 40 21 31
AC Lacombe 89 88 88 44 23 33 149 09 79
Kasota 6.7 13.3 100 28 59 44 124 249 186

¥ R= Resistente; MR= Moderadamente resistente; S= Susceptible

SL, Santa Lucia, Estado de México; Al, Almoloya, Hidalgo; CU, Cuyuaco, Puebla; NA, Nanacamilpa, Tlaxcala.

R1, R2, Repeticion 1y repeticion 2, respectivamente; X promedio entre repeticiones.

T1En 2015, por aspersion con una cepa de trigo; en 2016, por puncidn con cuatro cepas de trigo; y en 2017, por aspersion con cinco cepas de cebada.

Para la definicién de intervalos (IN) se consideraron los valores obtenidos para: R, Seebe de 2015 a 2017; MR, Adabella, Gobernadora y Shenmai 1, durante 2015,
2016 y 2017, respectivamente; S, Xena en 2015 y Kasota en 2016 y 2017.

Con los intervalos definidos se procedié a clasificar en R, MR y S las 131 lineas de cebada maltera del INIFAP-CEVAMEX.
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Resistencia en campo

El andlisis de los resultados de la evaluacion de espigas con fusariosis, en campo, mostrd
diferencias (p < 0.01) entre los sublotes: 03 (30 lineas), 02 (30 lineas), 02A (30 lineas), 01
(25 lineas), y Elite (16 lineas), y entre localidades. Los sublotes 03, 02A y 02, de menor ciclo
de seleccion, presentaron menor nimero de espigas con sintomas de la enfermedad; en
contraste, los sublotes 01 y Elite, de mayor ciclo de seleccion, registraron mayor nimero de
espigas con fusariosis. En Santa Lucia las 131 lineas, de todos los sublotes, mostraron el
mayor nimero de espigas con fusariosis; en promedio, en esta localidad las lineas registraron
11 espigas con fusariosis. En Cuyoaco las lineas registraron seis espigas con sintomas de la

enfermedad; y en Almoloya cinco y Nanacamilpa, cuatro espigas con fusariosis (Anexo 6).

Los resultados anteriores son congruentes debido a que en Santa Lucia y Cuyoaco se registra
mayor precipitacion. La precipitacion media anual en estas localidades es de 550 a 600 mm;
y la temperatura media anual es de 15 y 12 °C respectivamente. Mientras que, en Almoloya
y Nanacamilpa la precipitacion es de 500 a 550 mm y la temperatura de 11 y 13 °C,
respectivamente. Sin embargo, en estas localidades se registra una humedad relativa de 60 a

80%. (http://clima.inifap.gob.mx/redinifap/est.aspx?est=26473).

Tomando como referencia los valores promedio de nimero de espigas con fusariosis,
registrados en los testigos Adabella (10 espigas) y Esmeralda (12 espigas), se establecieron
los intervalos: 1-5, 6-10 y >11 para clasificar a las lineas en R, MR y S, respectivamente. Los
resultados del Cuadro 3.4 indican que a menor ciclo de seleccion se tuvo mayor numero de
lineas resistentes a la fusariosis; y que, a mayor ciclo de seleccion, mayor numero de lineas

S. Es decir, de 66 lineas (50 %) ubicadas en la categoria R, 21 lineas correspondieron al
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sublote 03; en contraste, de 13 lineas registradas como S, seis lineas fueron del sublote Elite.
El sublote 02A, con lineas de dos hileras de grano, no registré lineas S. En sintesis, se puede
concluir que en campo, para el ciclo primavera-verano 2014, la mayoria de las lineas de todos
los sublotes se comportaron como R y MR. La baja incidencia de la enfermedad en las lineas
puede estar relacionada con escape a la enfermedad por condiciones no favorables de
humedad y temperatura y, bajo nivel de indculo en el suelo y el ambiente. Es posible que los
datos obtenidos sean resultado de un escape a la enfermedad y no un reflejo de la resistencia

de los materiales evaluados.
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Cuadro. 3. 4. Lineas avanzadas de cebada maltera organizadas en resistentes (R), moderadamente resistentes (MR) y susceptibles (S)

de acuerdo al nimero de espigas con sintomas, registrado durante el ciclo primavera-verano 2014, en campo.

Sublote / NUmero de linea

Respuesta* qutal de
Ineas
Elite. 01 02 02A 03 (IN) (131)
(16)* (25) (30) (30) (30)
39 66, 68, 69 81,91,98, 100 108, 111, 112, R (1-5) 66
115, 123
13 25,31,33,36, 54, 65,67 72,75,94,95 106, 107, 116
37 118, 120, 124
7 19,20,23,26, 42,43,46,48,  73,76,79,82, 102,104,105
30, 34, 38 63 84,85,89,92, 109, 110, 114,
93, 96, 99 117,119, 122,
126
MR (6-10) 52
4,9,10, 17,21,22,24, 47,49,55,56,  80,83,86,88, 103,113, 121,
11,12 27,28,29,32 57,58,59,60,  90,97,101 125,128, 129
64, 70, 71
2,14, 15 44,45,50,51,  74,77,78,87 127
53, 61, 62
S(11) 13
3,6,16 35,40, 41 52 130
1,58 18 131

fPromedio de dos repeticiones. ¥ Ndmero total de lineas por sublote

¥Tomando como referencia el nimero de espigas con sintomas de los testigos: Adabella (10); MR, y Esmeralda (12) S.
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Resistencia en invernadero

Respuesta de las lineas a la infeccion y a la dispersion de la enfermedad. En este estudio se encontrd
variacion en la respuesta tanto entre las 131 lineas de cebada maltera como también entre las
10 lineas testigo a la inoculacion por puncidn y aspersion con las cepas de F. graminearum.
Por lo anterior para clasificar la respuesta de resistente (R), moderadamente resistente (MR)
y susceptible (S) se tomd como referencia el valor esperado de las variedades testigo (R, MR

y S) de acuerdo al ciclo evaluado (Cuadro 3.3).

Evaluacién invierno-primavera 2015

Las lineas se establecieron en dos fechas de siembra; sin embargo, no se encontraron
diferencias en el indice IFHB entre fechas de siembra (Anexo 6). Durante este ciclo se tomé
como referencia el valor de IFHB registrado en Seebe (1.4, R), Adabella (8.1, MR) y Xena (13.5, S)
(Cuadro 3.3), quedando las 131 lineas clasificadas como: 82 lineas (63 %) R; 34 lineas (26 %) como
MR; y 15 lineas (11 %) como S, por haber registrado un valorde 0 a 5, de 6 a 10, y>de 11 de IFHB,
respectivamente. Todos los sublotes registraron lineas con los tres tipos de respuesta. En este ciclo,
las lineas del sublote 02A (lineas de dos hileras) se encontraron muy precoces y entre ellas destacaron
del sublote Elite las lineas 94, por haber registrado el mayor indice IFHB (29) y la linea 6 (23) asi
como la linea 33 (18) del sublote 01. Estas tres lineas registraron nivel 3 (18 — 30 %) en la escala de
severidad (Chrpova et al., 2011) e incidencia de 0 a 100 %. En el Cuadro 3.5 se ilustra la clasificacién

de las 131 lineas por tipo de respuesta R, MR o S para el ciclo 2015.
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Cuadro 3. 5. Lineas avanzadas de cebada maltera organizadas en resistentes (R), moderadamente resistentes (MR) y susceptibles (S) de

acuerdo al indice IFHB registrado durante el ciclo primavera 2015, en invernadero.

Sublote / NUmero de linea

Respuestat¥ qutal de
Elite 01 02 02A 03 (IN) ineas
(16)* (25) (30) (30) (30) (131)
R (0-5) 82
4,16 43,44, 45,47, 74,75,79,81 112,123, 124
48, 50, 52, 56,
63, 67
31 42,54, 55, 57, 128
58, 59, 64
14 18, 20, 24,30, 46, 66 78,80, 87,91, 103, 105, 108,
34, 39 92,93,95,96, 115,116, 122
98
8,13 22,28,29,38, 49,51,60,62, 72, 73,76,82, 102,106,107,
40, 41 65, 69, 71 99, 101 109, 111, 125,
129, 130, 131
MR (6-10) 34
3,5,11 17,19, 36, 37 84,89,90,97 110, 114, 118,
119, 127
2,7,9,  21,25,26,27, 53,6170 77,83, 88 113, 117
10,12 32
S(11) 15
15 23, 35 85,86,100 104,126
1,6 33 68 94 120, 121

"Promedio de dos repeticiones. * Nimero total de lineas por sublote
*Tomando como referencia la severidad del IFHB de los testigos: R, Seebe (1.4); MR, Adabella (8.1) y S, Xena (13.5).
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Evaluacion invierno-primavera 2016

Durante esta estacion de 2016 se tomd como referencia el indice IFHB registrado por los testigos
Seebe (1.5, R), Gobernadora (3.0, MR) y Kasota (4.4, S) (Cuadro 3.3). En general se registro
incidencia de 25 a 100 %, severidad de nivel 2 (de 1 a 12 %) e indice de IFHB de 0 a 10. En la mayoria
de las espigas, de todas las lineas, la necrosis se desarrollé solo en la espiguilla en la que se depositd
el indculo; es decir, la dispersion de la enfermedad a través del raquis fue baja. Sin embargo, en las
lineas 84 y 92, del sublote 02A, la dispersion en el raquis fue mas alld del punto de inoculacion,
aungue el sintoma de fusariosis no se observo en los granos cercanos. Es posible que el hongo haya
guedado confinado en el raquis de la espiga de estas lineas. De acuerdo a los resultados obtenidos: 18
lineas (13.7 %) se comportaron como R; 69 lineas (52.7 %) como MRy 44 lineas (33.6 %) como S
por haber registrado un valor de 0 a 1, de 2 a 3, y > de 4 de IFHB, respectivamente. De las lineas
resistentes sobresalieron las lineas 63, del sublote 02, y 73 del sublote 02A, por no registrar sintomas
de enfermedad. McCallum y Tekauz (2002) y Geddes et al. (2008) mencionan que la cebada muestra
de manera natural resistencia a la dispersion de la fusariosis a través del raquis; mientras que Jansen
et al. (2005) indican que la infeccién por F. graminearum se ve limitada por la inhibicion del
crecimiento de las hifas en el raquis. Los datos anteriores indican que las plantas inoculadas por
aspersion (estacion 2015) registraron mayor severidad (nivel 3) que las inoculadas por puncion (nivel
2, estacion 2016). McCallum y Tekauz (2002) mencionan que cuando la dispersién en la espiga es
baja también lo es la severidad de la enfermedad. En el Cuadro 3.6 se ilustra la clasificacion de las

131 lineas por tipo de respuesta.
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Cuadro 3. 6. Lineas avanzadas de cebada maltera organizadas en resistentes (R), moderadamente resistentes (MR) y susceptibles (S) de

acuerdo al indice IFHB registrado durante la estacion primavera 2016, en invernadero.

Sublote / NUmero de linea

R y Total de
i espueStaT I I,neas
Elite 01 02 02A 03 (IN)
(16) (25) (30) (30) (30) (131)
R (0-1) 18
63 74
11 30, 37, 41 47,62, 65,68 73,01 109, 113, 119
123, 124, 129
MR (2-3) 69
1,23, 20 21,2327, 44,49, 60 71 85 95 96 101 108,110, 112,
4.7.8.9, 28 29 31 32 116, 128, 131
12,13 33 34,39
5.6 10, 17.18 25 35 45,48 53,  72.76,78,79. 105,106, 107,
15.16 36 38,40 57.50 69 84,89 94 111 114, 115,
118, 120, 121,
122
S(=4) 44
14 10 22,2426 42,43,50, 75,77, 81,90, 103,117, 125,
51 52,56 92,93 97,98, 126,127 130
5861 64, 99, 100
66, 67. 70
46, 54.55 80,82 83,86 102, 104

87, 88

fPromedio de dos repeticiones. ¥ Ndmero total de lineas por sublote

¥Tomando como referencia el IFHB de los testigos: R Seebe (1.4), MR Gobernadora (3.0) y S Kasota (4.4).
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Evaluacion invierno-primavera 2017

En esta estacion de 2017 se tomé como referencia el indice de IFHB registrado por los testigos Seebe
(1.2, R), Shenmai 1 (7.8, MR) y Kasota (18.6, S) (Cuadro 3.3) para la clasificacion de las lineas. Se
registro incidencia de la enfermedad que varié de 0 a 100 % y severidad con nivel maximo de 5 (0 a
43 %), dependiendo del sublote y de la linea. Considerando lo anterior, las lineas se clasificaron como:
103 lineas (78.6 %) R; 13 lineas (9.9 %) MR; y 15 lineas (11.4 %) S por haber registrado un valor de
0Oa5,de6all,y>de 12 de IFHB, respectivamente. ES posible que la mayor severidad (nivel 5)
registrada en esta estacion de 2017 con relacion a la registrada (nivel 3) en el 2015, en las espigas
inoculadas por aspersidn, se deba a varios factores: al inoculo empleado (cinco cepas vs una cepa),
nivel de in6culo (70, 000 vs 100,000 macroconidios mL™), al origen de la cepa (cebada vs trigo), al
nimero de inoculaciones (dos vs una), a la etapa fenoldgica (emision de espigas vs grano lechoso)
y/o a las condiciones ambientales del invernadero (Anexo 7). En el Cuadro 3.7 se ilustra la

clasificacion de las 131 lineas por tipo de respuesta R, MR o S para la estacién 2017.

Sintomas de la fusariosis en las espiguillas y raquis de espigas, inoculadas con F. graminearum en

este estudio, se ilustran en la Figura 3.5. Los granos enfermos se caracterizaron por presentar aspecto

arrugado, chupado y coloracion café, sintomas caracteristicos de la enfermedad.
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Cuadro 3. 7. Lineas avanzadas de cebada maltera organizadas en resistentes (R), moderadamente resistentes (MR) y susceptibles (S) de

acuerdo al indice IFHB registrado durante la estacion invierno-primavera 2017, en invernadero.

Sublote / NUmero de linea

Respuesta’ ¥ qutal de
Elite 01 02 02A 03 'fgfs
(16) * (25) (30) (30) (30) (131)
R (0-5)
12 28, 29, 31, 47,48,51,  73,86,87,88, 102, 104, 114, 26
65, 66 90,91,92,94, 117
95, 96, 97, 98, 99
3,4,6,8, 20,30,37,39  42,43,49, 75 78,7982 89 103,107, 110, 32
9,11, 13 52, 55, 56, 112, 115, 116,
57, 58 123, 128
16 25, 26 53, 63 80, 85, 93,100 106, 108, 111, 15
120, 127, 129
57 18 44, 68 77 121, 125, 131 9
23 81, 84, 101 109, 113, 122, 8
126
1,2,14  27,36,40,41  46,64,67 72 119, 124 13
MR (6-11)
21,22, 32 45, 70 76 130 7
35 54,60,62, 83 6
71
SE12)
15 17,19,34,38  50,59,61 74 105, 118 11
10 24, 33 69 4

"Promedio de dos repeticiones. * Nimero total de lineas por sublote
¥Tomando como referencia el indice IFHB de los testigos: R, Seebe (1.2); MR, Shenmai 1 (7.8) y S, Kasota (18.6).

—

82

—t



Figura 3. 5. Espigas de cebada maltera, cosechadas de plantas inoculadas en invernadero durante la
estacion invierno-primavera 2017. Las plantas se inocularon con suspensién de cepas CU1R30,
SL3R23, SL3R24, SL10R10 y CU6R30 de F. graminearum. A) Espiga sin sintomas; B) espiga
considerada como resistente; C) moderadamente resistente; y D) susceptible. La flecha indica el

sintoma de la enfermedad en espiguilla.

Las espigas de las lineas de cebada maltera, cosechadas de plantas inoculadas con la suspension de
cepas CULR30, SL3R23, SL3R24, SL10R10y CU6R30 de F. graminearum se observaron cony sin
desarrollo de sintomas de fusariosis, en invernadero (Figura 3.6). Esta variacién en el desarrollo
de la enfermedad puede deberse a la variabilidad genética que hay entre las lineas, y a los

diferentes ciclos de seleccion que tienen ente ellas.
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Figura 3. 6. Espigas de cebada maltera, cosechadas de plantas inoculadas en invernadero durante la
estacion invierno-primavera 2017. Las plantas se inocularon con suspension de cepas CU1R30,
SL3R23, SL3R24, SL10R10 y CU6R30 de F. graminearum. A) Espigas de linea 86, sin sintomas y
B) espigas de linea 63, clasificadas como R; C) espigas de linea 76 clasificada como MR; y D) espigas
de linea 33 clasificada como S. La flecha indica el sintoma de la enfermedad en grano.

Las espigas de los testigos Seebe, Shenmai 1 y Kasota aunque tuvieron un comportamiento
acorde a su caracterizacion (R, MR y S, respectivamente) se encontraron con curvatura y
bajo llenado de grano, (Figura 3.7). Posiblemente estos sintomas estén relacionados con el
hecho de que estas variedades son de clima frio (Helm et al., 1996; Vivar et al., 1997) y que
las altas temperaturas (Anexo 7), que se registraron en el invernadero durante su desarrollo

las hayan afectado.
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Figura 3. 7. Espigas de variedades testigo de cebada maltera cosechadas de plantas inoculadas en
invernadero durante la estacién invierno-primavera 2017 e inoculadas con suspension de cepas
CU1R30, SL3R23, SL3R24, SL10R10 y CU6R30 de F. graminearum. A) Espigas de la variedad
resistente Seebe; B) Shenmai 1, moderadamente resistente; y C) Kasota, susceptible. La flecha indica

los sintomas de desviacion de la espiga y de la enfermedad en grano.

Clasificacion de las lineas durante cuatro afios de evaluacion

Al clasificar la respuesta para indice IFHB de las lineas por afio, se encontré que, en general,
conforme se fue avanzando en el ciclo de seleccién, es decir del sublote 03 (menor ciclo de
seleccion) al sublote Elite (mayor ciclo de seleccion), se fueron presentando menos lineas R
pero mas lineas MR o S a la fusariosis (Cuadros 3.8, 3.9y 3.10). Esto se deduce al transformar
el nimero total de lineas de cada sublote en porcentaje (Cuadro 3.11).

Durante los cuatro afios de evaluacion se encontrd que las siguientes lineas (6%) registraron

consistentemente una respuesta R: linea 30, del sublote 01; lineas 63 y 65, del sublote 02;
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lineas 73y 91, del 02A; y lineas 109, 123 y 124, del sublote 03. El sublote Elite no registrd
lineas R a la fusariosis (Cuadro 3.8). En este periodo 51 lineas (39%) registraron una
respuesta MR o R, en al menos un afio de evaluacién (Cuadro 3.9); y 72 lineas (55%) se
clasificaron como S, al presentar ésta respuesta en al menos un afio de evaluacion (Cuadro

3.10).

Cabe sefialar que el Programa de Mejoramiento de Cebada del INIFAP-CEVAMEX no hace
seleccion para resistencia a la fusariosis de la espiga. Sin embargo, las lineas 30, 63, 65, 73,
91, 109, 123 y 124, de cebada maltera detectadas en este estudio con respuesta R, pueden ser
consideradas en un nuevo programa de cruzamientos en cebada maltera que incluya, en el

conjunto de enfermedades, a la fusariosis de la espiga.
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Cuadro 3. 8. Clasificacion de lineas de cebada maltera como resistentes a la infeccion inicial
y a la dispersion de la fusariosis. Estas lineas registraron una respuesta de resistente (R) a la
inoculacién natural en campo y a la artificial por aspersion, en 2015 y 2017, y a la puncion

en 2016, en invernadero.

Sublote / Campo Invernadero
No. de linea 2014 2015% 2016% 2017
01
30 R R R R
02
63 R R R R
65 R R R R
02A
73 R R R R
91 R R R R
03
109 R R R R
123 R R R R
124 R R R R

fCepa de F. graminearum CIMFU1189; nivel de inéculo, 100, 000 conidios/mL. *Mezcla de cepas de F.
graminearum CIMFU1308, 1310, 1312 y 1313; nivel de inéculo, 70, 000 conidios/mL. *Mezcla de cepas de F.
graminearum CU1R30, SL3R23, SL3R24, SL10R10 y CU6R30; nivel de in6culo, 70, 000 conidios/mL
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Cuadro 3. 9. Clasificacion de lineas de cebada maltera como moderadamente resistentes
(MR) a la fusariosis por haber registrado respuestas R y MR en campo e invernadero, durante
cuatro afios de evaluacion. En campo la inoculacién fue natural y en invernadero artificial

por aspersion, en 2015 y 2017, y por puncion en 2016.

No. de linea Campo Invernadero
' 2014 2015° 2016 2017

Elite
2 MR MR MR R
4 MR R MR R
! R MR MR R
9 MR MR MR R
11 MR MR R R
12 MR MR MR R
13 R R MR R

01
20 R R MR R
21 MR MR MR MR
25 R MR MR R
27 MR MR MR R
28 MR R MR R
29 MR R MR R
31 R R MR R
32 MR MR MR MR
36 R MR MR R
37 R MR R R
39 R R MR R

02
44 MR R MR R
45 MR R MR MR
47 MR R R R
48 R R MR R
49 MR R MR R
53 MR MR MR R
57 MR R MR R
60 MR R MR MR
62 MR R R MR
71 MR R MR MR

fCepa de F. graminearum CIMFU1189; nivel de inéculo, 100, 000 conidios/mL. *Mezcla de cepas de F.
graminearum CIMFU1308, 1310, 1312 y 1313; nivel de inéculo, 70, 000 conidios/mL. ¥Mezcla de cepas de F.
graminearum CU1R30, SL3R23, SL3R24, SL10R10 y CU6R30; nivel de indculo, 70, 000 conidios/mL.
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Cuadro 3. 9. Clasificacion de lineas de cebada maltera como moderadamente resistentes
(MR) a la fusariosis por haber registrado respuestas R y MR en campo e invernadero, durante
cuatro afios de evaluacion. En campo la inoculacién fue natural y en invernadero artificial

por aspersion, en 2015y 2017, y por puncién en 2016...Continuacion

No. de linea Campo Invernadero
2014 2015% 2016t 2017¥
02A
72 R R MR .
76 R R MR MR
78 MR R MR s
79 R R MR s
84 R MR MR i,
89 R MR MR R
% R R MR R
% R R MR R
101 MR R MR :
03
106 R R MR .
107 R R MR ;
108 R R MR :
110 R MR MR s
111 R R MR -
112 R R MR s
113 MR MR R q
114 R MR MR :
115 R R MR .
116 R R MR s
119 R MR R s
122 R R MR q
128 MR R MR q
129 MR R R s

fCepa de F. graminearum CIMFU1189; nivel de inéculo, 100, 000 conidios/mL. *Mezcla de cepas de F.
graminearum CIMFU1308, 1310, 1312 y 1313; nivel de inéculo, 70, 000 conidios/mL. ¥Mezcla de cepas de F.
graminearum CU1R30, SL3R23, SL3R24, SL10R10 y CU6R30; nivel de in6culo, 70, 000 conidios/mL.
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Cuadro 3. 10. Clasificacion de lineas de cebada maltera como susceptibles (S) a la fusariosis
por haber registrado al menos una respuesta S en campo o invernadero, durante cuatro afos
de evaluacion. En campo la inoculacion fue natural y en invernadero artificial por aspersion
en 2015y 2017, y por puncién en 2016.

Sublote /No. de Campo Invernadero
linea 2014 20157 2016* 2017*
Elite / 1 S S MR R
3 S MR MR R
5 S MR MR R
6 S S MR R
8 S R MR R
10 MR MR MR S
14 MR R S R
15 MR S MR S
16 S R MR R
01/ 17 MR MR MR S
18 S R MR R
19 R MR S S
22 MR R S MR
23 R S MR R
24 MR R S S
26 R MR S R
33 R S MR S
34 R R MR S
35 S S MR MR
38 R R MR S
40 S R MR R
41 S R R R
02/ 42 R R S R
43 R R S R
46 R R S R
50 MR R S S
51 MR R S R
52 S R S R
54 R R S MR
55 MR R S R
56 MR R S R
58 MR R S R
61 MR MR S S
64 MR R S R
66 R R S R
67 R R S R
68 R S R R
69 R R MR S
70 MR MR S MR
75 R R S R

fCepa de F. graminearum CIMFU1189; nivel de in6culo, 100, 000 conidios/mL. *Mezcla de cepas de F.
graminearum CIMFU1308, 1310, 1312 y 1313; nivel de inéculo, 70, 000 conidios/mL. ¥*Mezcla de cepas de F.
graminearum CU1R30, SL3R23, SL3R24, SL10R10 y CU6R30; nivel de in6culo, 70, 000 conidios/mL
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Cuadro 3. 10. Clasificacion de lineas de cebada maltera como susceptibles (S) a la fusariosis
por haber registrado al menos una S en campo e invernadero, durante cuatro afios de
evaluacion. En campo la inoculacién fue natural y en invernadero artificial por aspersion en

2015y 2017, y por puncién en 2016. ...Continuacion

Sublote /No. de Campo Invernadero
linea 2014 2015¢ 2016: 2017
02A [ 74 MR R R S
75 R R S R
77 MR MR S R
80 MR R S R
81 R R S R
82 R R S R
83 MR MR S MR
85 R S MR R
86 MR S S R
87 MR R S R
88 MR MR S R
90 MR MR S R
92 R R S R
93 R R S R
94 R S MR R
97 MR MR S R
98 R R S R
99 R R S R
100 R S S R
03/ 102 R R S R
103 MR R S R
104 R S S R
105 R R MR S
117 R MR S R
118 R MR MR S
120 R S MR R
121 MR S MR R
125 MR R S R
126 R S S R
127 MR MR S R
130 S R S MR
131 S R MR R

fCepa de F. graminearum CIMFU1189; nivel de inéculo, 100, 000 conidios/mL. *Mezcla de cepas de F.
graminearum CIMFU1308, 1310, 1312 y 1313; nivel de inéculo, 70, 000 conidios/mL. ¥*Mezcla de cepas de F.
graminearum CU1R30, SL3R23, SL3R24, SL10R10 y CU6R30; nivel de in6culo, 70, 000 conidios/mL.
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Cuadro 3. 11. Comparacién del porcentaje de lineas de cebada maltera de acuerdo a la respuesta a la

fusariosis de la espiga en invernadero y campo durante el periodo 2014 a 2017.

Sublote / % de Lineas con respuesta
No. de lineas R MR S
Elite

16 0 44 56
01

25 4 44 52
02

30 7 33 60
02A

30 7 30 63
03

30 10 47 43

R, Resistente; MR, Moderadamente resistente; S, susceptible

Clasificacion de lineas por tipo de resistencia

Se analizd el tipo de respuesta de las lineas de acuerdo al método de inoculacién (aspersién
0 puncién) para deducir el tipo de resistencia de la linea (resistencia tipo | o resistencia tipo
).

Resistencia tipo I.- La resistencia tipo | es considerada como la resistencia a la infeccion
inicial, y se evalUa a través de la inoculacion de la planta por aspersion. La infeccion natural
en campo se incluy6 en este tipo de resistencia. Considerando lo anterior, los resultados
indican que el 29 % de las lineas evaluadas presentaron resistencia a la infeccion inicial
(Cuadro 3.12). Los sublotes 02A y 03 registraron el mayor niamero de lineas con resistencia
tipo I; el 42% (55 lineas) fueron moderadamente resistentes a la infeccién inicial (Cuadro
3.13); y el 29% (38 lineas) se clasificaron como susceptibles a la infeccion inicial (Cuadro

3.14).
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Cuadro 3. 12. Clasificacion de lineas de cebada maltera como resistentes (R) de acuerdo a
la infeccion inicial (resistencia Tipo I) de la fusariosis por haber registrado solamente
respuestas R en campo e invernadero durante tres afios de evaluacion. En campo la

inoculacion fue natural y en invernadero artificial por aspersion.

No.de Campo Invernadero No.de  Campo Invernadero
linea 2014 20157 2017¥ linea 2014 2015 2017
Elite 02A
13 R R R 82 R R R
01 91 R R R
20 R R R 92 R R R
30 R R R 93 R R R
31 R R R 95 R R R
39 R R R 96 R R R
02 98 R R R
42 R R R 99 R R R
43 R R R 03
46 R R R 102 R R R
48 R R R 106 R R R
63 R R R 107 R R R
65 R R R 108 R R R
66 R R R 109 R R R
67 R R R 111 R R R
02A 112 R R R
72 R R R 115 R R R
73 R R R 116 R R R
75 R R R 122 R R R
79 R R R 123 R R R
81 R R R 124 R R R

TCepa de F. graminearum CIMFU1189; nivel de inéculo, 100, 000 conidios/mL
*Mezcla de cepas de F. graminearum CU1R30, SL3R23, SL3R24, SL10R10 y CU6R30; nivel de indculo, 70,
000 conidios/mL
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Cuadro 3. 13. Clasificacion de lineas de cebada maltera como moderadamente resistentes
(MR) de acuerdo a la infeccidn inicial (resistencia Tipo 1) de la fusariosis por haber registrado
tanto respuestas R como MR en campo e invernadero, durante tres afios de evaluacion. En

campo la inoculacion fue natural y en invernadero artificial por aspersion.

No. de Campo Invernadero No. de Campo Invernadero
linea 2014 2015"  2017* linea 2014 2015 2017
Elite 02
2 MR MR R 60 MR R MR
4 MR R R 62 MR R MR
7 R MR R 64 MR R R
9 MR MR R 70 MR MR MR
11 MR MR R 71 MR R MR
12 MR MR R 02A
14 MR R R 76 R R MR
01 77 MR MR R
21 MR MR MR 78 MR R R
22 MR R MR 80 MR R R
25 R MR R 83 MR MR MR
26 R MR R 84 R MR R
27 MR MR R 87 MR R R
28 MR R R 88 MR MR R
29 MR R R 89 R MR R
32 MR MR MR 90 MR MR R
36 R MR R 97 MR MR R
37 R MR R 101 MR R R
02 03
44 MR R R 103 MR R R
45 MR R MR 110 R MR R
47 MR R R 113 MR MR R
49 MR R R 114 R MR R
51 MR R R 117 R MR R
53 MR MR R 119 R MR R
54 R R MR 125 MR R R
55 MR R R 127 MR MR R
56 MR R R 128 MR R R
57 MR R R 129 MR R R
58 MR R R

TCepa de F. graminearum CIMFU1189; nivel de inéculo, 100, 000 conidios/mL
*Mezcla de cepas de F. graminearum CU1R30, SL3R23, SL3R24, SL10R10 y CU6R30; nivel de indculo, 70,
000 conidios/mL
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Cuadro 3. 14. Clasificacion de lineas de cebada maltera como susceptibles (S) de acuerdo a
la infeccion inicial (resistencia Tipo 1) de la fusariosis por haber registrado al menos una
respuesta S en campo o invernadero, durante tres afios de evaluacion. En campo la

inoculacion fue natural y en invernadero artificial por aspersion.

No. de Campo Invernadero No.de Campo Invernadero
linea 2014 2015%  2017* linea 2014 2015 2017

Elite 02
1 S S R 52 S R R
3 S MR R 59 MR R S
5 S MR R 61 MR MR S
6 S S R 68 R S R
8 S R R 69 R R S
10 MR MR S 02A
15 MR S S 74 MR R S
16 S R R 85 R S R

01 86 MR S R
17 MR MR S 94 R S R
18 S R R 100 R S R
19 R MR S 03
23 R S R 104 R S R
24 MR R S 105 R R S
33 R S S 118 R MR S
34 R R S 120 R S R
35 S S MR 121 MR S R
38 R R S 126 R S R
40 S R R 130 S R MR
41 S R R 131 S R R
50 MR R S

fCepa de F. graminearum CIMFU1189; nivel de indculo, 100, 000 conidios/mL
*Mezcla de cepas de F. graminearum CU1R30, SL3R23, SL3R24, SL10R10 y CU6R30; nivel de indculo, 70,
000 conidios/mL

Resistencia tipo Il.- La resistencia tipo 11 es considerada como la resistencia a la dispersion
de la enfermedad en la espiga, y se evalla a través de la inoculacion de la planta por puncion.
Considerando lo anterior, los resultados indican que el 14% de las lineas evaluadas

presentaron resistencia a la dispersion (Cuadro 3.15). Los sublotes 02 y 03 registraron el
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mayor numero de lineas con resistencia tipo Il; el 53% (69 lineas) fueron moderadamente
resistentes a la dispersion (Cuadro 3.16); y el 33% (44 lineas) se clasificaron como

susceptibles a la dispersion de la enfermedad (Cuadro 3.17).

Cuadro 3. 15. Clasificacion de lineas de cebada maltera como resistentes (R) de acuerdo a
la dispersion de la infeccion (resistencia Tipo Il) de la fusariosis por haber registrado

solamente respuestas R en invernadero, durante 2016.

Sublote No. de linea Respuesta

Elite
11 R
01
30
37
41

X 00

02
47
62
63
65
68

X000

02A
73
74
91

X 020

03
109
113
119
123
124
129
*Mezcla de cepas de F. graminearum CIMFU1308, 1310, 1312 y 1313

Nivel de in6culo, 70, 000 conidios/mL

00000
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Cuadro 3. 16. Clasificacion de lineas de cebada maltera como moderadamente resistentes

(MR) de acuerdo a la dispersion de la infeccion (resistencia Tipo 1) de la fusariosis por haber

registrado respuesta MR, en invernadero durante 2016.

No. de

No. de

No. de linea Respuesta* Ii Respuesta . Respuesta
inea linea

Elite 01 02A
1 MR 32 MR 85 MR
2 MR 33 MR 89 MR
3 MR 34 MR 94 MR
4 MR 35 MR 95 MR
5 MR 36 MR 96 MR
6 MR 38 MR 101 MR
7 MR 39 MR 03
8 MR 40 MR 105 MR
9 MR 02 106 MR
10 MR 44 MR 107 MR
12 MR 45 MR 108 MR
13 MR 48 MR 110 MR
15 MR 49 MR 111 MR
16 MR 53 MR 112 MR

01 57 MR 114 MR
17 MR 59 MR 115 MR
18 MR 60 MR 116 MR
20 MR 69 MR 118 MR
21 MR 71 MR 120 MR
23 MR 02A 121 MR
25 MR 72 MR 122 MR
27 MR 76 MR 128 MR
28 MR 78 MR 131 MR
29 MR 79 MR
31 MR 84 MR

tMezcla de cepas de F. graminearum CIMFU1308, 1310, 1312 y 1313.

Nivel de in6culo, 70, 000 conidios/mL
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Cuadro 3. 17. Clasificacion de lineas de cebada maltera como susceptibles (S) de acuerdo a
la dispersion de la infeccidn (resistencia Tipo 1) de la fusariosis por haber registrado al

menos una respuesta S en invernadero, durante el 2016.

Sublote Sublote
No. de linea Respuesta* No. de linea Respuesta
Elite 02A
14 S 77 S
01 80 S
19 S 81 S
22 S 82 S
24 S 83 S
26 S 86 S
02 87 S
42 S 88 S
43 S 90 S
46 S 92 S
50 S 93 S
51 S 97 S
52 S 98 S
54 S 99 S
55 S 100 S
56 S 03
58 S 102 S
61 S 103 S
64 S 104 S
66 S 117 S
67 S 125 S
70 S 126 S
02A 127 S
75 S 130 S

*Mezcla de cepas de F. graminearum CIMFU1308, 1310, 1312 y 1313.

Nivel de in6culo, 70, 000 conidios/mL
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Al analizar los resultados de tipo de infeccion en porcentaje se observa que conforme se fue
avanzando en el ciclo de seleccion, es decir del sublote 03 (menor ciclo de seleccion) al
sublote Elite (mayor ciclo de seleccion), se registraron menos lineas con resistencia tipo 1y
resistencia tipo Il (Cuadro 3.18). Lo anterior indica que durante el programa de cruzamientos
del INIFAP-CEVAMEX para el mejoramiento de cebada maltera con tolerancia a roya lineal
amarilla, roya de la hoja, mancha reticulada, tizon foliar y escaldadura de la hoja, se fueron
perdiendo algunas caracteristicas relacionadas con la resistencia tipo | y tipo Il de la

fusariosis de la espiga en las 131 lineas evaluadas en este estudio.

Cuadro 3. 18. Comparacién en porcentaje de lineas de cebada maltera entre los tipo de
resistencia a la fusariosis de la espiga en invernadero, durante tres afios de evaluacion el para

la resistencia Tipo | y de un afio para la Tipo Il.

Sublote % de lineas con respuesta
# Lineas Tipo | Tipo 11
R MR S R MR S

Elite

16 6 44 50 6 88 6
01

25 16 40 44 12 72 16
02

30 27 53 20 17 33 50
02A

30 43 40 17 10 37 53
03

30 40 33 27 20 53 27

R, Resistente; MR, Moderadamente resistente; S, susceptible
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CONCLUSIONES

- Durante el periodo de 2014 a 2017, las lineas avanzadas 30, 63, 65, 109, 123 y 124, y las
lineas 73 y 91, de seis y dos hileras de grano, respectivamente, registraron sintomas muy
bajos de fusariosis de la espiga en infeccién natural y en respuesta a la inoculacion por
aspersion y puncién con F. graminearum.

- Las lineas avanzadas 30, 63, 65, 73, 91, 109, 123 y 124, presentaron resistencia tipo | y
resistencia tipo 11 a la fusariosis de la espiga.

- Las lineas avanzadas 15 y 33 registraron consistentemente respuesta susceptible a la
fusariosis de espiga cuando se inocularon por aspersion por lo que podrian considerase como
testigos susceptibles en nuevos programas de cruzamientos.

- La informacion generada en este estudio es relevante ya que indica que las ocho lineas
sefialadas arriba son resistentes a la fusariosis de la espiga y tienen potencial para utilizarse
como fuentes de resistencia en un programa de cruzamientos en cebada maltera que incluya

en el conjunto de enfermedades a la fusariosis de la espiga.

En este estudio se acepta la hip6tesis de que en el programa de cruzamientos de cebada

maltera del INIFAP-CEVAMEX se tienen lineas resistentes a la fusariosis de la espiga.
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CAPITULO IV. DETECCION Y CUANTIFICACION DE LOS NIVELES DE
DEOXINIVALENOL EN SEMILLA DE CEBADA MALTERA DE PLANTAS

INOCULADAS CON Fusarium graminearum

RESUMEN

La fusariosis de la espiga ocasionada por F. graminearum Schwabe (teleomorfo Gibberella
zeae (Schw.)) afecta la calidad sanitaria del grano por la produccion de compuestos toxicos
como el deoxinivalenol (DON) o vomitoxina. El deoxinivalenol dafa la salud de animales y
personas que consumen granos o productos de cebada maltera contaminados. Por lo anterior
el objetivo de este estudio fue evaluar la resistencia a la acumulacion de DON en semilla de
56 lineas avanzadas de cebada maltera, seleccionadas por haberse comportado como
resistentes (54 lineas) y susceptibles (2 lineas) a la fusariosis en invernadero. La semilla se
cosecho de plantas inoculadas por aspersion con mezcla de cepas de F. graminearum,
aisladas de semilla de cebada. Los resultados del analisis por la prueba RIDASCREEN®
FAST DON indicaron diferencias entre las lineas en el contenido de DON en la semilla. Los
niveles en el contenido de DON fueron de 0 a 30 ppm/Kg de los cuales se encontraron: 26
lineas con 0 a 4 ppm /Kg; 14 lineas con 5 a 11 ppm /Kg; vy, 16 lineas con >12 ppm /Kg.
Aunque el contenido de DON de las lineas susceptibles fue alto (18.1 ppm /Kg) no se
encontrd correlacion positiva entre severidad de la enfermedad y contenido de DON. Los
resultados indican que la resistencia a la fusariosis no necesariamente se correlaciona con la
resistencia a la acumulacion de la micotoxina DON en semilla de cebada maltera.

Palabras clave: Deoxinivalenol, Fusarium graminearum, Hordeum vulgare, semilla.
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DETECTION AND QUANTIFICATION OF DEOXYNIVALENOL LEVELS IN
MALTING BARLEY SEED OF INOCULATED PLANTS WITH Fusarium

graminearum

ABSTRACT

Fusarium head blight caused by F. graminearum Schwabe (teleomorph Gibberella zeae
(Schw.)) affects the phytosanitary quality of the grain by the production of toxic compounds
such as deoxynivalenol (DON) or vomitoxin. Deoxynivalenol damages the health of animals
and people who consume contaminated grain or malting barley products. Therefore, the
objective of this study was to evaluate the resistance to the accumulation of DON in seed of
56 advanced lines of malting barley, selected for having behaved as resistant (54 lines) and
susceptible (2 lines) to Fusarium head blight in greenhouse. The seed was harvested from
plants inoculated by sprinkling with a mixture of F. graminearum strains, isolated from
barley seed. The results of the analysis by the RIDASCREEN® FAST DON test indicated
differences between the lines in the DON content in the seed. The levels in the DON content
were from 0 to 30 ppm / Kg of which were found: 26 lines with 0 to 4 ppm / Kg; 14 lines
with 5 to 11 ppm / Kg; and, 16 lines with >12 ppm / Kg. Although the DON content of the
susceptible lines was high (18.1 ppm / Kg), no positive correlation was found between
severity of the disease and DON content. The results indicate that the resistance to Fusarium
head blight does not necessarily correlate with the resistance to the accumulation of DON
mycotoxin in malting barley seed.

Key words: Deoxynivalenol, Fusarium graminearum, Hordeum vulgare, seed.
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INTRODUCCION

Efecto del consumo de grano contaminado con toxina DON

El consumo de granos o productos de cebada maltera contaminados con F. graminearum
afecta la salud de las personas y de los animales debido a la produccién de compuestos
toxicos como el deoxinivalenol (DON), del grupo de los tricotecenos por el hongo (Bezerra
et al., 2014). La micotoxina DON, ocasiona vémito en las personas y rechazo del alimento

en animales de ahi que también se conozca como vomitoxina (Zain, 2011).

Limites de tolerancia de DON en grano contaminado

La industria alimentaria ha implementado limites de tolerancia a la concentracion de DON
en el grano contaminado. Al respecto la agencia de drogas y alimentacion norteamericana
FDA (por sus siglas en inglés) establece los siguiente limites en granos y subproductos de
granos de trigo: 1 ppm para productos de trigo (harina, salvado y germen) destinados para
consumo humano; 5 ppm para productos de grano para alimentos para cerdos; de 10 ppm
para granos Yy subroductos de grano para la elaboracion de alimentos para ganado bovino y
pollos; y de 30 ppm, en granos para destileria (FDA, 2010). Sin embargo, la industria
cervecera establecio un limite de 0.5 ppm para la produccion de malta (Windels, 2000). Lo
anterior indica que la fusariosis es una enfermedad que limita no solo el rendimiento sino que
también afecta la calidad sanitaria del grano repercutiendo negativamente en los sectores
agropecuario, alimenticio e industrial. De Wolf et al. (2003) y Bondalapati et al. (2012)
indican que condiciones de humedad relativa alrededor de 90 % y temperatura de 15 a 30 °C
durante el periodo de antesis son favorables para el desarrollo de la fusariosis y la

acumulacion de DON en el grano.
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Prueba seroldgica para la deteccion de DON
La prueba serolégica ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay), 0 ensayo de
inmunoabsorbencia ligada a una enzima, es una técnica bioquimica que permite detectar y
cuantificar no solo microorganismos (bacterias, hongos, virus, entre otros) sino también
moléculas (hormonas, proteinas y toxinas) en solucién o en extracto de tejido. La técnica
ELISA tiene como principios movilizar al antigeno o al anticuerpo, marcados con una enzima
(B-galactosidasa, fosfatasa alcalina y peroxidasa), en una placa de poliestireno y cuantificar
la generacion de color, resultado de la actividad de la enzima con su sustrato. La reaccion
colorida generada se mide en un espectrofotometro y el valor obtenido indica la presencia y
cantidad del antigeno en la muestra (Albrechtsen, 2006).
Actualmente se cuenta con los tipos de ELISA siguientes: directo, indirecto, sdndwich y
competitivo. La diferencia entre ellos radica en si es el anticuerpo o el antigeno el que se
marca con la enzima. En los tres primeros tipos es el anticuerpo el que se marca con la
enzima; mientras que, en el Gltimo es el antigeno.

La ELISA competitiva se ha utilizado para la deteccion de la micotoxina zearalenona en
alimento porcino (Dong et al., 2018) y para la deteccion de la micotoxina DON en semilla
contaminada con especies de Fusarium.

A nivel comercial se cuenta con “kits” de ELISA competitiva los cuales son practicos,
rapidos, confiables, objetivos y automatizados. La reaccion se establece en placas de
poliestireno donde se forma el conjugado antigeno (micotoxina en este estudio)-anticuerpo

(de captura y anti-deoxinivalenol) cuya presencia se evidencia por un cambio del sustrato
cromogeno (de incoloro a color azul) en el medio por la enzima peroxidasa. La micotoxina
DON problema compite con el conjugado deoxinivalenol-enzima por los sitios de union del

anticuerpo antideoxinivalenol (inmunoensayo enziméatico competitivo).
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Con la finalidad de generar informacion sobre la resistencia a la acumulacion de la
micotoxina DON en semilla de 54 lineas avanzadas de cebada maltera, que se comportaron
como resistentes a la fusariosis en la prueba por aspersion en invernadero, durante la estacion

invierno-primavera 2017, el objetivo y la hipétesis de este trabajo fueron los siguientes.

OBJETIVO
Detectar y cuantificar los niveles de produccién de la micotoxina DON en semilla de 54
lineas resistentes y en semilla de dos lineas susceptibles de cebada maltera, cosechadas de
plantas crecidas en invernadero e inoculadas con F. graminearum, con la prueba ELISA-
RIDASCREEN® FAST DON.

HIPOTESIS
Al menos una linea avanzada de cebada maltera presenta resistencia a la fusariosis y a la

acumulacién de la micotoxina DON en semilla.

MATERIALES Y METODOS

La semilla utilizada para este estudio se obtuvo de las plantas crecidas para la investigacion
de la evaluacion de la resistencia a la fusariosis de la espiga, descrita en el Capitulo 111 (pagina
79, Cuadro 3.7). Se seleccion¢ al azar la semilla de 54 lineas con respuesta de resistente (R)
y la de las lineas 15 y 33, con respuesta de susceptible (S) a la fusariosis, de la estacion
invierno-primavera 2017. Se incluyo también semilla de las variedades comerciales Seebe,
Shenmai 1 y Kasota, con respuesta a la fusariosis de R, MR y S, respectivamente, para

analizarse y comparar su contenido con el de las lineas de cebada maltera.
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En resumen, semilla de los sublotes Elite (10 lineas), 01 (8 lineas), 02 (11 lineas), 02A (14
lineas), 03 (13 lineas) asi como de las variedades comerciales (testigos) Seebe, Shenmai 1y
Kasota se obtuvo de plantas inoculadas con una mezcla de las cepas CU1R30, SL3R23,
SL3R24, SL10R10 y CU6R30 de F. graminearum, aisladas de cebada. Las plantas se
inocularon en estado fenoldgico de emision de espiga por aspersion con 200 pL de
suspension de macroconidios (70,000 macroconidios por mL) y se cubrieron con bolsas de
plastico transparente por 48 h para favorecer la infeccion. Se realizé una segunda inoculacion
a los 4 dias después de la primera inoculacion. Las espigas de cada linea y variedad se
cosecharon en madurez fisioldgica, se colocaron en bolsas de papel perforadas por separado
y se secaron a temperatura ambiente en el invernadero. La semilla se guardd en bolsas de
papel etiquetadas y se conservd en el laboratorio a temperatura ambiente previo a su

procesamiento.

Analisis de toxina DON

Después de tres meses de almacenamiento, la semilla de las 56 lineas y testigos (3) se analiz6
con los reactivos y protocolo de RIDASCREEN®FAST DON (r-Biopharm) (inmunoensayo
enzimatico (ELISA)). La semilla se molié por separado en un molino Iwatani 200W (AC 100
V, 50-60 HZ Pushon. Japdn) por 40 s. La harina se recuperé en tubos Eppendorf de 50 mL
con tapa rosca y se mezcl6 para homogeneizar. De cada material se tom6 2 g de harina y se
depositaron por separado en un tubo Eppendorf de 50 mL para su analisis, con algunas
modificaciones propuestas por CIMMYT. A esta muestra se le agregé 40 mL de agua y se
agito a 400 rpm por 3 min (Agitador Lab-line, modelo 4626). Un mililitro de la suspension
obtenida se depositd en un tubo Eppendorf de 2 mL para centrifugarse a 13,000 rpom (MIKRO

220R) por 15 min. Del sobrenadante obtenido se tomaron 200 pL y se almacenaron en
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refrigeracion para su posterior analisis, en las siguientes 24 h. Las reacciones se establecieron
en placas de poliestireno con 96 pocillos, sensibilizadas con anticuerpos de captura contra
anticuerpos anti-deoxinivalenol. De cada una de las 59 muestras (lineas y testigos) y de cada
estandar (0, 0.222, 0.666, 2 y 6 ppm de deoxinivalenol en agua) se tomaron 50 pL y se
depositaron en la placa de acuerdo a un diagrama de carga preestablecido. La lectura de la
placa se hizo en un lector de ELISA (LABOMED INC. EMR-500) a 450 nm; y la

visualizacion de los datos, con el programa RIDAWIN.EXE Ver. 1.77.

RESULTADOS Y DISCUSION

Deteccion y cuantificacion de DON en semilla

Los resultados del andlisis de la semilla, proveniente de las 56 lineas y variedades testigo (3)
de cebada se muestran en el Cuadro 4.1. Las semillas de 49 lineas analizadas resultaron
positivas a la acumulacion de la micotoxina DON por la prueba RIDASCREEN®FAST DON
(r-Biopharm). En contraste, la semilla de las lineas 28, 65, 73, 90, 91, 96 y 112 registr
valores por debajo del limite de deteccion (0.2 ppm/Kg) y del limite de cuantificacion (0.36
ppm/Kg) para avena, de acuerdo al protocolo de RIDASCREEN®FAST DON (r-Biopharm).
Tomando como referencia el intervalo de valores registrado por los testigos Seebe (R, 3.4-
4.0 ppm/Kg), Shenmai 1 (MR, 5.8-10.1 ppm/Kg) y Kasota (S, 22.0-22.8 ppm/Kg), las lineas
se clasificaron como: R, 26 lineas, MR, 14 lineas y S, 16 lineas (Cuadro 4.1) a laacumulacion
de DON. Las lineas 15 y 33 incluidas como testigos S registraron concentraciones de > 12

ppm/Kg.
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Al relacionar los valores promedio de contenido de DON con los de severidad de la
enfermedad, obtenidos en el estudio del capitulo 111 (pagina 78), se encontrd bajo coeficiente
de correlacion (r = 0.5682) (Figura 4.1). Esta baja correlacion se ilustra con los valores
obtenidos (23.2 ppm/Kg en promedio de DON) por las lineas 23, 82 y 119, clasificadas
previamente como R a la fusariosis de la espiga resultaron susceptibles a la produccion de
DON (Cuadro 4.1). Sin embargo, las lineas 15 y 33, clasificadas como S a la fusariosis,
acumularon alto contenido de DON (18.1 ppm/Kg en promedio) y se clasificaron como S a
la acumulacién de DON. Por lo anterior las lineas 15 y 33 de los sublotes Elite y 01,
respectivamente, podrian considerarse como testigos S en estudios futuros de cruzamientos
para busqueda de resistencia a la fusariosis y a la acumulacién de la micotoxina DON en
cebada.

En la literatura no se encontrd consenso en la relacion entre el contenido de DON vy las
variables relacionadas con la produccion. Mientras que Geddes et al. (2008) y Khatibi et al.
(2012) reportaron baja correlacion (r = 0.360 y r = 0.44, respectivamente) entre el contenido
de DON vy la severidad de la fusariosis en cebada, Chrpova et al. (2011) reportaron alta
correlacion positiva entre los valores de sintomas visuales de la enfermedad y los de
contenido de DON (r = 0.76; P < 0.01) asi como con los del contenido de DON vy el peso de
grano por espiga (r = 0.62; P < 0.01) y entre los del contenido de DON y los de peso de mil

granos (r = 0.71; P <0.01) en ese mismo cultivo.
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Cuadro 4.1. Porcentaje de severidad y clasificacién de las lineas de cebada en resistentes (R),

moderadamente resistentes (MR) y susceptibles (S) de acuerdo a la acumulacién de DON.

DON (ppm/ Kg)*

Sublote % Severidadf
No. de linea 0-4(R) 5-11 (MR) >12 (S)
Elite 1 3.5 156-17.4
3 1.3 1.7-2.0
4 0.8 30-31
5 4.1 13.4-20.3
7 4.5 10.0-14.8
8 2.5 59-6.0
9 2.2 35-44
12 0.2 2.7-34
14 1.7 17.7-18.0
15 17 17.1-19.1
01 18 4.3 7.7-10.8
21 7.6 11.3-16.20
23 5.8 21.0-30.4
28 0.1 0.11-0.13
30 0.6 0.7-0.8
33 42.8 16.7 - 19.7
36 6.3 13.9-194
41 6.3 51-51
02 42 1.6 21-2.0
46 6.8 16.3-20.0
47 0.1 0.6-0.8
48 0.4 3.2-3.3
53 2.2 6.4-6.9
56 14 1.2-1.3
58 3.2 51-5.2
63 3.5 10.5-111
65 0.09 0.01-0.04
67 7.3 11.7-13.6
68 4.3 11.3-12.7

Plantas inoculadas por aspersion con mezcla de cepas de F. graminearum (70,000 macroconidios por mL).
fReferencia: Seebe (R, 3.4 -4.0), Shenmai 1 (MR, 5.8-10.1) y Kasota (S, 22.0-22.8).

*Limite deteccidon= 0.2 ppm/Kg; limite cuantificacion= 0.36 ppm/Kg para avena.
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Cuadro 4.1. Porcentaje de severidad y clasificacion de las lineas de cebada en resistentes (R),
moderadamente resistentes (MR) y susceptibles (S) de acuerdo a la acumulacion de

DON....Continuacion.

DON (ppm / Kg)*¥

Sublo:[e % Severidadf
No. de linea 0-4(R) 5-11 (MR) >12 (S)
02A 72 6.7 48-17.2
73 0.0 0.01 - 0.02
75 1.3 54-5.0
79 15 8.4-10.1
81 9.0 6.8-8.9
82 31 24.0 - 22.8
85 3.9 36-4.2
87 0.3 05-0.7
90 0.0 00-0.0
91 0.0 01-01
93 4.1 2.7-4.2
96 0.0 00-0.0
98 0.3 54-6.0
100 3.4 17-52
03 103 0.6 0.8-13
106 1.9 77-93
109 8.0 9-0-11.8
112 0.9 0.09 - 0.12
114 0.0 0.8-0.8
116 1.1 0.4-0.7
119 7.0 19.1-224
122 6.4 145-14.6
123 2.0 15-17
124 71 8.1-9.8
125 4.1 10-15
127 4.1 20-4.8
131 55 12.4-13.9

Plantas inoculadas por aspersion con mezcla de cepas de F. graminearum (70,000 macroconidios por mL).
fReferencia: Seebe (R, 3.4 -4.0), Shenmai 1 (MR, 5.8-10.1) y Kasota (S, 22.0-22.8).

*Limite deteccidon= 0.2 ppm/Kg; limite cuantificacion= 0.36 ppm/Kg para avena.
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Figura4.1. Correlacioén de severidad de la enfermedad y acumulacion de micotoxina DON en semilla
de espigas inoculadas por aspersion con mezcla de cepas de F. graminearum, en invernadero en 2017.

Los valores son promedio de dos repeticiones y los nimeros dentro de la figura indican la linea.

CONCLUSIONES

- Se encontraron diferencias entre lineas de cebada maltera en el contenido de la micotoxina
DON en semilla por la prueba RIDASCREEN® FAST DON. Del total de lineas, 49
resultaron positivas; y siete negativas, a la micotoxina.

- Los niveles en el contenido de DON fueron de 0 a 30 ppm/Kg y de acuerdo a este contenido
las lineas se clasificaron como: R, 26 lineas (0 a 4 ppm /Kg); MR, 14 lineas (5 a 11 ppm
/KQ); y S, 16 lineas (>12 ppm /Kg).

- La correlacion fue baja (r= 0.5682) entre severidad de la enfermedad y contenido de DON

en 56 lineas de cebada maltera.
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- Los resultados obtenidos en este estudio indican que la resistencia a la fusariosis no
necesariamente se correlaciona con la resistencia a la acumulacion de la micotoxina DON en

semilla de cebada maltera.

En este estudio se acepta la hipotesis de que al menos una linea avanzada de cebada maltera
presenta resistencia a la fusariosis y a la acumulacion de la micotoxina DON en semilla de

plantas crecidas en invernadero.
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CONCLUSIONES GENERALES

- Fusarium graminearum se encontrd presente en las principales regiones productoras de
cebada maltera de Valles Altos y Bajio. La diversidad genética entre 38 cepas aisladas,
confirmadas molecularmente con el iniciador FG16N, se expresé por diferencias
morfolégicas (color de las colonias en PDA y agar-hojas de clavel) y niveles de produccion
de deoxinivalenol (de 0 a 17 ppm/KQg).

- Durante tres afios las lineas avanzadas 30, 47, 65y 123, y las lineas 73, 91 y 96, de seis y
dos hileras de grano, respectivamente, registraron sintomas muy bajos de fusariosis en
respuesta a la inoculacion con F. graminearum en pruebas en invernadero. Aunque la
severidad de la enfermedad no se relaciond (r = 0.5682) con la acumulacién de DON, estas
lineas registraron muy baja o nula produccion de micotoxina cuando se analizaron con la
prueba RIDASCREEN® FAST DON de ELISA.

- La informacion generada en este estudio es relevante ya que indica que estas lineas
resistentes a la enfermedad y a la acumulacién de DON tienen potencial para utilizarse como
fuentes de resistencia en un programa de cruzamientos en cebada maltera que incluya en el

conjunto de enfermedades a la fusariosis de la espiga.
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1. Medios de cultivo

Agar — agua — hojas de clavel
Agar bacteriolégico (BD Bioxon®)
Agua destilada

Preparacion: En un matraz de 1000 se coloca 10 gr de medio de cultivo agar bacterioldgico
marca Bioxon, se agrega 500 mL de agua destilada, se recomienda preparar la mitad del
volumen de la capacidad del matraz para evitar derrames, se pone a esterilizar por 20 minutos
a 15 libras de presion en la olla. Cuando el medio esta tibio se vacia en cajas Petri. Despues

de 24 h se colocan tres trozos de hoja de clavel.

Papa dextrosa agar (PDA)
Papa dextrosa agra (BD Bioxon®)
Agua Destilada

Preparacion. Se coloca 19 gr de medio de cultivo PDA en un matraz con 1000 ml, se agrega
500 mL de agua destilada y una barra magnética para agitacion. En un agitador con plato
caliente se disuelve el PDA, posteriormente se esterilizar por 20 minutos a 15 libras de

presion en la olla.

Medio liquido de frijol chino
Frijol chino (Vigna radiata)

Agua destilada

Preparacién: En un matraz de se depositan 20 g de frijol chino por litro de agua destilada y
se hierve por 20 min. El caldo se filtra a través de una gasa estéril, para retirar el frijol, se
distribuye en volumenes de 50 mL en matraces de 500 ml, y se esteriliza a 15 libras de presion

por 20 minutos.
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2. DNA extraction with CTAB method
(Based on protocol “Maize Seeds Sampling and DNA Extraction” from the Joint Research

Centre of the European Commission)

1) Pre-warm all solutions to 50°C (not the Ethanol)

2) Weigh in 100 mg of samples to a 2 mL tube (remember to write down the exact amount if
used for gPCR) and add a steel ball

3) Ground to a fine powder (Mill in ABC lab, maximum speed, 2 min)

4) Centrifuge for 1 min at 7200 x g in order to spin down the sample

5) Add 600 pL of CTAB extraction buffer and vortex well till the sample is completely solved
6) Incubate for 10 min at 65°C (mix 3 times during incubation)

7) Centrifuge for 10 min at 7200 x g (room temperature)

8) Transfer supernatant (450 uL) to a new 2 mL tube and add 50 pL of 10% CTAB solution
9) Move to the fume hood

10) Add 500 pL of chloroform:isoamyl alcohol (24:1) an invert tube 20 times

11) Centrifuge for 10 min at 7200 x g (room temperature)

12) Collect the upper aqueous phase (~ 450 pL =3 x 150 pL with 200 pL pipet) and transfer
it to a new 2 mL tube (Collect very carefully and don't even touch the second layer!!!
Centrifuge again if you do so. Be careful: the pipet draws relatively strong so the layer can
be taken in even if the tip is only close to it)

13) Add three volumes (1.35 mL) of precipitation buffer, mix gently and incubate for 15 min
at room temperature

14) Centrifuge for 15 min at 7200 x g (room temperature), a pellet should be visible at the

bottom of the tube
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15) Carefully discard the buffer solution by decanting

16) Add 500 pL of 70% Ethanol; shake gently overhead to wash all buffer residues from the
tube wall. Shake till the pellet is detached from the tube

17) Centrifuge for 5 min at 7200 x g (room temperature) and discard ethanol carefully

18) Add 200 pL of 70% Ethanol; shake till the pellet is detached from the tube

19) Centrifuge for 5 min at 7200 x g (room temperature) and discard ethanol carefully

20) Place open tubes for 20 min under the fume hood to allow the ethanol to evaporate

21) When all ethanol has evaporated, add 100 pL of TE buffer

22) Resuspend DNA by incubating for 15 min at 65°C in a thermomixer or at 4°C overnight
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The following buffers and solutions are used in the DNA extraction procedure described:

CTAB Extraction buffer
e 1.4 M NaCl
o 2% (w/v) CTAB
e 0.1 M Tris-Base pH 8.0
e 0.02MEDTAPpH 8.0
e 1% (w/v) PVP 40000

10%% CTAB Solution
e 10% (w/v) CTAB in 0.7M NaCl

Precipitation Buffer
e 1% (w/v) CTAB
e 0.05 M Tris-Base pH 8.0
e 0.01 MEDTAPpHS8.0

TE Buffer
e (.01 M Tris-Base pH 8.0

e (0.001 MEDTAPpH 8.0

Ethanol 70%
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3. Protocol of PCR primers FGN16 and ToxP
Preparation of ingredients
1. Adjust DNA solutions to a concentration of 5 to 50 ng puL?* (use the NanoDrop for
checking)
2. Take the PCR mix or the polymerase and the primers out the freezer and put on ice

3. Label the PCR tube strips or the plate

Preparation of PCR

1. Calculate master mix on the number of samples and the amounts for one samples of 12 pL

Reagent Concentration Amount (pL)
RedTag® ReadyMix® 2X 6.0
Forward primer 500 nM 0.6
Reverse primer 500 nM 0.6
Water 3.8
DNA 5-50 ng pL * 1.0

2. If you use a single channel pipette to distribute the mastermix, multiply amounts with 1.1
to be sure that you'll have enough. If you want to use a multichannel pipette, multiply with
1.2 instead of 1.1

3. prepare the master mix by mixing all ingredients (not the DNA) starting with the water.
4. Put the tube strips/plate on ice (e.g. in a the metal rack)

5. Distribute the master mix in the tube strips / plate. You don't need to change the pipette tip

here.
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6. Add DNA solutions to each tube/well. Make sure the DNA is solved in the master mix.
Use a new pipette tip for each tube/well

7. Close strips/plate with cap strip or adhesive seals (plate) and make sure it is airtight

8. If you use strip centrifuge with the small bench top centrifuge. plates can be knocked gently

on the table or centrifuged with a plate centrifuged

Running the PCR to FG16N
1. Put the strip/plate in the thermocycler and switch thermocycler on

2. Use the following program for primer system FG16N:

Temperature (°C) Time

Initial denaturation step 95 10 min

95 30 sec

40 steps of 60 60 sec

72 30 sec

Final elongation step 72 10 min
Conserve DNA 10 0

3. The expected product size is 280 pb
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Running the PCR to ToxP
1. Put the strip/plate in the thermocycler and switch thermocycler on

2. Use the following program for primer system ToxP:

Temperature (°C) Time

Initial denaturation step 95 10 min

95 30 sec

40 steps of 65 60 sec

72 30 sec

Final elongation step 72 10 min
Conserve DNA 10 0

3. The expected product size is 360 pb for a NIV producer and 300 pb for a DON producer
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4. Electrophoresis Protocol
The concentration of agarose gel should be between 0.8% and 2.0% (w/v) which means 0.8
to 2.0 g agarose per 100 ml of buffer
The large the expected PCR product is, the lower the concentration of the gel should be and
vice versa. Get the information from the PCR protocol you use
You may use TBE buffer instead of TAE buffer, but make sure you use the same buffer for

the gel and as electrophoresis buffer

Preparation of electrophoresis gel

1. Choose the gel cast and the comb you want to use, check if they are clean and put the comb
in the gel cast

2. Fill the required amount of buffer in an screw cap bottle which has at least twice the volume
of the buffer

3. Weigh in the required amount of agarose

4. Boil in microwave oven till all the agarose is solved and the liquid is clear (DON'T close
the screw cap! Bottle may burst!)

5. Put the bottle on a shaker (Carefully, bottle may be extremely hot!) and shake at low
frequency till the gel has cooled down to about 60°C (You can touch it with your hand
without burning yourself immediately). If the gel has already begun to solidify you have to
heat it up in the microwave oven again.

6. Add the ADN stain to the gel (EnviroSafe DNA stain, SYBR Green, SYBR Gold, ethidium
bromide) in the quantity indicated by the manufacture ((EnviroSafe DNA stain: 1 pL per 20

mL of gel)
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7. If the gel starts to solidify after you have added the DNA stain, DON'T heat it up again but
discard! This is particularly important if you use ethidium bromide - toxic vapor!

8. fill the gel in the gel cast (cob needs to be in the gel cast before filling the gel) if you see
air bubbles in the gel remove them with a pipette tip

9. Cover the gel with aluminum paper during solidification to avoid degradation of the DNA

stain

Running electrophoresis

1. Check if the gel is ready try with a finger at the very end of the gel, used gloves, gel may
turn blear when it is solid but this may not be observed with low agarose concentration

2. Pull the comb out carefully and fill in the samples and DNA size marker

3. Transfer gel carefully to electrophoresis chamber

4. Make sure that the gel totally covered whit buffer. If not, add buffer carefully and take care
not to spill the samples out of the wells.

5. Close chamber and star electrophoresis (voltage: 5V/cm distance between poles; 170V is
ok for the big SIGMA chambers)

6. Check electrophoresis, if ready (color markers have nearly reached the end of the gel) take
out and place it on the UV illuminator on before you have put the camera hood in place. Take
a picture

7. Discard gel (Gels stained with EnviroSafe DNA Stain, SYBR Green or SYBR Gold may
be discarded through normal laboratory waste. However, gels stained with ethidium bromide
need to be disposed of according to laboratory regulations and must not be discarded in the

normal wasted!)
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5. Variedades testigos de cebada

Cuadro 1. Relacién de variedades de cebada utilizadas como testigo y caracteristicas de numero de

hileras de grano por espiga y de resistencia a la fusariosis de la espiga, segun la literatura.

NUmero de hileras

Variedad de grano por Resistencia a la enfermedad
espiga
Resistente (R) 6 Moderadamente resistente (MR)
Gobernadora 2 Variedad R, con el tiempo se ha comportado como MR
(McCallum et al., 2004; Marchand et al., 2008).
Seebe 2 Registrada como MR, en ocasiones se comporta como R

(Helm et al., 1996; He et al., 2015).

Moderadamente resistente (MR) 6 moderadamente susceptible (MS)

Adabella 6 Variedad MR con tolerancia (Zamora et al., 2008).

Shenmai 1 2 Nombre utilizado en China para referirse a una poblacién
segregante de Gobernadora (F4) (Vivar et al., 1997).

CDC Copeland Se comporta como MR y MS (He et al., 2015).

Xena 2 Se comporta como MR y MS (He et al., 2015).

MS 6 Susceptible (S)

N

Esmeralda 6 Variedad R pero con el tiempo se ha comportado como S
(Zamora et al., 1997).
AC Lacombe 6 Variedad considerada entre MSy S
(Kibite, 1993; He et al., 2015).
AC Ranger 6 Variedad considerada entre MS y S (Therrien, 2002).
Kasota 6 Variedad S (Helm et al., 1996).
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6. Analisis estadisticos

Cuadro 2. Modelo Lineal Generalizado. Variables: numero de espigas con sintomas y
namero de granos con sintomas evaluadas en lineas avanzadas de cebada maltera, en campo,

ciclo primavera-verano (p-v) 2014

Pr>F
Factor DF  Den DF  Numero de espigas con Numero de grano
sintomas con sintomas
Localidad 3 420 0.0001 0.0001
Sublote’ 4 420 0.0001 0.0001
Linea (sublote) 136 420 0.0001 0.0001

Modelo Lineal Generalizado, distribucion Poisson, link (log).DF = Grados de libertad de numerados; DenDF

= Grados de libertad del denominador. + Considerando a las variedades testigo también como sublote.

Cuadro 3. Comparacion de medias entre las localidades y sublotes de la variable espigas
con sintomas, evaluada en lineas avanzadas de cebada maltera, establecidas en campo en el

ciclo agricola p-v 2014.

Localidad Espigas con sintomas Sublote Espigas con sintomas
San Lucia 10.22 A Elite 8.2548 A
Almoloya 410 C uno 5373 B
Cuyoaco 514 B dos 4.9916 B
Nanacamilpa 3.20 D dos A 3.8421 C
LSD 0.37871 tres 4139 C

LSD 0.45205

LSMeans p<0.05
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Cuadro 4. Comparacion de medias entre las localidades y sublotes de la variable granos
dafiados, evaluada en lineas avanzadas de cebada maltera, establecidas en campo en el ciclo

agricola p-v 2014.

Localidad Granos dafiados Sublote Granos dafados
San Lucia 3.17 A Elite 2.78 A
Almoloya 200 B uno 233 AB
Cuyoaco 1.96 B dos 2.16 BC
Nanacamilpa 138 C dos A 133 D
LSD 0.23399 tres 188 C

LSD 0.28377

LSMeans p<0.05

Cuadro 5. Resultados del analisis con el Modelo Lineal Generalizado de las variables
registradas en las lineas avanzadas de cebada maltera inoculadas con F. graminearum

durante 3 afios, en invernadero.

% Incidencia % Severidad IFHB
Factor GLN' GLD?

2015 2016 2017 2015 2016 2017 2015 2016 2017

Sublote 5 138  1.0000 0.0001 0.0001 1.000 0.0001 0.0001 1.0000 0.0001 0.0001

L (S) 133 138  0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001  0.0001 0.0001 0.0001

Modelo Lineal Generalizado, distribucién Poisson, link (log). TGLN = Grados de libertad del numerador. *GLD
= Grados de libertad del denominador. L (S) = Lineas (Sublotes)
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Cuadro 6. Comparacion de medias entre los sublotes en las variables de incidencia y
severidad evaluadas en lineas avanzadas de cebada maltera inoculadas con F. graminearum

en condiciones de invernadero. Primavera 2016.

Sublote Incidencia Sublote Severidad
Elite 735 A Elite 735 A
uno 725 A uno 725 A
dos 716 AB dos 716 BA
tres 68.8 B tres 68.8 B
Testigo 675 BC Testigo 675 BC
dos A 63.4 C dos A 634 C
LSD 2.67083 2.67083

LSMeans p<0.05

Cuadro 7. Comparacion de medias entre los sublotes en las variables de incidencia y
severidad evaluadas en lineas avanzadas de cebada maltera inoculadas con F. graminearum

en condiciones de invernadero. Primavera 2016.

Sublote IFHB Sublote NEI

Elite 735 A Elite 43 A
uno 725 A uno 43 A
dos 71.6 BA dos 43 BA
tres 68.8 B tres 42 B
Testigo 675 BC Testigo 42 BC
dos A 634 C dos A 41 C
LSD 2.67083 LSD 2.67083

LSMeans p<0.05. IFHB = Indice de fusariosis. NEI = Numero de entrenudos infectados
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7. Temperatura y humedad relativa

Cuadro 8. Registro promedio por mes de temperatura y humedad relativa en invernado,
durante la etapa fenoldgica de emision de espiga hasta madurez fisiol6gica de las 131 lineas

avanzadas de cebada maltera. Evaluadas en las estaciones de invierno-primavera 2016 y

2017.
2016 2017
Mes T°C HR (%)  Mes T°C HR
Marzo 20.3 47.1 Febrero 18.1 43.1
Abril 21.4 44.2 Marzo 17.9 49.4
Mayo 23.7 51.0 Abril 20.0 42.8
Promedio 21.8 47.4 Promedio 18.6 45.1
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