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RESUMEN

Las carécteristicas gue debe presentar un microorganismo, en
este caso un honge, para ser propuesto como un agente de biocontrol
son: especificidad, estabilidad genética y facilidad de propagacién
en medios de cultivo definidos. Se evaluarcon 37 hongos aislados de
plantas enfermas de zacate Johnson, contra plantulas de 3 semanas de
edad de ésta maleza, solamente una cepa (C-12), identificada como
Helminthosporium triseptatum infecta =zacate Johnson; reduce su
desarrollo y la produccién de estructuras importantes para la
propagacidn, como son, ios rizomas y estolones. Comparado con
plantas no inoculadas, el peso seco de la planta disminuye de 0.81
a 0.12 (DMS = 0.1352), el ntmero de nudes de 5.9 a 1.60 y el ntmero
de estolones de 2.0 2 0. Ademas, este hongo se evalud contra 5
hibridos comerciales de sorgo {Sorghum halepense), maiz (Zea mays).
trigo (Triticum aestivum), correhuela (Ipomea sSp.}, zacate de égua
(Echinochloa sp.) y quelite (Amaranthus sp.) a los cuales resulto
avirulento. Los mas altos rendimientos de biomasa total se
obtienen en caldo V-8 al 40% {2.99 mg/ml), en cambio el rendimientq
especifico de esporas mayor. se obtuveo en caldo V-8 al 20% {(0.80
mg/ml). '



INTRODUCCION:

Las malezas o0 malas hierbas se cuentan entre los principales
factores gue limitan la produccién agricela, causan grandes
pérdidas econdmicas al disminuir el rendimiento de granos hasta en

un 30%.

Esto, debido a competencia directa, produccién de sustancias
alelopaticas, ademds son reservorios o huéspedes intermediarios de

algunos agentes causales de enfermedades gque atacan a las piantas

cultivadas.

El Estado de Nuevo Ledn cuenta con 450,000 ha cultivables, lo
gue representa un 32% de su extensidén territorial. Sus principales
cultivos son citricos, sorgo, trigo, maiz, alfalfa, papa y frijel;
estos son invadidos por una amplia variedad de malezas, de entre’
las cuales el zacate Johnson se destaca por su facilidad de
desarrello en climas cadlidos y tante en cultivos anuales como
perennes. Para su control se utilizan herbicidas guimicos no
- selectivos y se reguieren repetidas aplicaciones para un adecuado

control.

2 partir de 1970, el uso de micoherbicidas surgidé como una
alternativa al control gquimice para reducir malezas, sin algunos de -
los efectos indeseables de los herbicidas guimicos, tales como:

toxicidad y resistencia en las plantas tratadas,

Un micoherbicida es una formulacién de esporas y micelio de un
hongo patdgeno gque infecte especificamente a una -maleza.
Gene;almente se aplica en cada tempoEada cuando la maleza tiende a
emerger o0 mide menos de 30 cm de altura, en campo se ha logrado
controlar de 62-100% diferentes malezas por este método. Algunos
hongos gque se han usado seca: Colletotrichum, Phythophtora,

Fusarium, etc. 5



Pocos estudios sobre cohtrol biolégico de zacate Johnson
surgen a partir de 1986, proponiendose algunos hongos como agentes
de biocontrol, sin embargo estos estudios no han resultado tan
exitosos como los anteriormente mencionados.

Debido a esto se propone como objetiveo principal del presente
estudio; la evaluacién de hongos fitopatégenos como potenciales
agentes de control biolégico de zacate Johnson (Sorghum halepense).



ANTECEDENTES :

" Una especie vegetal constituye una mala hierba, cuando
dificulta el crecimiento de las plantas cultivadas (Vvillarias
Mordilloe 1979). E]l concepto botéanico de mala hierba no existe, pero
se han enlistado algunas caracteristicas propiamente distintivas
(Cuadro 1). Para ello, se seleccionaron 17 malezas qué en promedio
infestan seriamente 33 diferentes cultivos en 54 paises; éstas
poseen un 85.6% de las propiedades distintivas de una maleza
‘prototipo, es decir, 11 de 13. En contraste las plantas cultivadas
voseen un 42 % de las caracteristicas de maleza, solamente 5 de
éstas (Keeler. 1989). '

Las malezas disminuyen la produccidén de cultivos por su gran
adaptabilidad a diferentes condiciones ambientales, por lo que
obstaculizan la utilizacién de la tierra y compiten por nutrientes,
luz y espacio con las plantas cultivadas, interfieren en 1la

irrigacién y en la cosecha (Strobel 1991).

Sin embargo, no sélo pueden interferir por competencia
directa, sino también através de alelopatia, esto es, que ciertas
especies de malezas o algunas de sus partes liberan a su medio
ambiente, sustancias alelcpaticas gque incrementan su habilidad
competitiva. Estudios con una gran variedad de malezas han mos-
trado que exhudados de partes de plantas subterréneas, extractos de
agua © productos de la descomposicidén de residuos en suelo

contienen tales sustancias alelopaticas (Lolas & Coble 1982).

Abdul-Wahab y Rice en 1967 reportaron gue rizomas de zacate
Johnson (Sorghum halepense), vivos o decayendo en suelo inhiben 1la
germinacioén y el subsecuente desarrollo de siete especies’ de ma-
lezas estudiadas, también encontraron gque las raices y rizomas
vivos exhudan una toxina (p-hydroxybenzaldehyde) o toxinas que son

inhibitorias a la germinacidn y desarrollo de diferentes especies.
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CUADRO 1. Caracteristicas gque distinguen a las malezas
de otras plantas (Keeler 1989, Strobell99l).

Germinacién en diferentes condiciones ambientales

Germinacién discontinua controlada internamente

Semillas con alta'longevidad

Rapido crecimiento y floreacién

Produccién de semillas continua

Autocompatible'

Diseminacidn por insectos © viento

Rlta produccién de semilla

Produccién de semilla en diferentes condiciones
ambientales

Semillas adaptadas para distancia de dispersién

Crecimiento vegetativo y/o regeneracién de fragmentos

Dificil de desenraisar

Buen competidor

Flores no son fuente de miel
Blergenas para humanos

Son toéxicas

No son fuente de alimento



El =zacate Johnson es una importante maleza en muchos
agroecosistemas, principalmente en maiz, soya, algodén y sorgo
(Mov-Yen 1989). Es considerado una de las 10 peores malezas
mundiales (Holm 1969), causa grandes pérdidas econdmicas; en
estudios de competencia en campo reduce el rendimiento de soya
hasta en un 70% (Mc Whorter 1972).

En otros estudios, la inhibicién del crecimiento de plantulas
de la maleza Hordeum distichum, fué proporcional a la cantidad de
rizomas incorporados en suelo y l!a inhibicién fué mayor en suelos
pobres (Horowitz & Friedman 1971).

El zacate Johnson es nativo de la regién del Mediterréneo y
fué intencionalmente sembrado E.U.A. en 1840 para su utilizacién
como pastura; actualmente constituye un serio problema tanto en
cultives anuales y perehnes en muchos paisés (Massion & Lindow
1986). |

Su nombre se debe a uno de los mas entusiastas fomentadores de
su cultivo (William Johnson); en México se le conoce también como
zacate Navaja en los estados de Chihuahua, Aguascalientes, Nayarit,
Guanajuato y Querétaro. En Espafia le 1llaman Sorgo de Alepo,
Sorguilleo; Canutillo y Maicillo en otros paises (Villarias 1979}.
Se introdujo a los paises sudamericanos a mediados del éiglo
pasado, Guatemala y El Salvador lo adguirieron de México (Flores
Menéndez 1977).

El control del zacate Johnson er suelos agricolas es dificil
debido a sus hdbitos de crecimiento y a la falta de herbicidas
completamente selectivos. Aplicaciones postemergentes‘ con
glifosfato . (N-phosphonementyl glicine) han controlado
excelentemente esta maleza, sin embargo las c¢aracteristicas no
selectivas de este herbicida requieren técnicas especiales de
aplicacién gque en ocasiones no permiten su uso (Banks & Tripe
1983).



Otros herbicidas sistémicbs no selectivos, comunmente usados
para su control incluyen dinitroanilinas, fenilureas, arsonatos que
tienen la desventaja de ser inaplicables a las plantas cultivadas
(Dale 1981).

Recientemente, diferentes nuevos herbicidas se han
desarrollado para controlar selectivamente zacate Johnson en soya,
pero como en todos les herbicidas muchos factores pueden afectar su
actividad y esta debe ser determinada. BAS-9052, PP-009 y CGR-82725
fueron evaluados en aplicaciones foliares en campo para determinar
el tiempo y numero de aplicaciones necesarias y la posibilidad de

mezclarlos con otros herbicidas (Banks 1983).

También se ha recomendado la rotacién de las aplicaciones de
herbicidas guimicos aplicados y de cultivos, alternando uno cada
época de siembra (Dale & Chandler 1979).

Los herbicidas son generalmente efectivos ¥ necesarios a 1la
agricultura, pero hasta ahora, algunos causan serios problemas
particularmente cuando se ha abusado en su uso; son dafiinos al
amenazar la salud piblica y de animales acumulandose en plantas que
" sirven de alimento y en agua, también pueden dafiar directamente a

las personas gue los aplican (Strobel 1991).

Debido a estos inconvenientes, el contreol bioldgico de malezas
ofrece una atractiva alternativa al uso de pesticidas quimicos,’
visualizado para integrarse en las técnicas de combate de plagas;
para racionalizar y estabilizar a niveles estrictamente necesarios

el uso de herbicidas quimicos (Templeton 1979).

El control biclégico de malezas‘pa sido usado desde hace afios,
en Australia se us6 una palomilla para el control de Opuntia sp.;
méds tarde en California, un escarabajo para controlar Hypericum
perforatum; y recientemente la introduccidén de diferentes insectos

para el control de Alternanthera pilloxeroides en el sur de Estados

7



Unidos (Templeton 1982)

Teoricamente todas las clases de patdgenos de plantas pueden
ser considerados como potenciales agentes de control bioclégico, se
incluyen: virus, hongos, bacterias y nemidtodos. Hasta ahora el
nimero de hongos excede considerablemente a los organismos
patbégenos, de 83 patégenos estudiados: 71 son hongos, 6 virus, 3
bacterias y 3 nemitodos (Templeton 1981).

El conceptoe de micoherbicida surge en 1969, con el
descubrimientec de R. J. Smith de un hongo patégenoc en Aschinomene
virginica (Templeton 1986). A partir de entqnces, hongos patégenos
de plantas han sido ampliamente investigados y se han identificado

dos estrategias para su utilizacién: clasica e inundativa:

En la estrategia clésica, un hongo es simplemente introducido
o liberado en una poblacién de maleza, para establecer en un
tiempo determinade una epifitia, sin reguerir manipulacién
adicional. Un ejemplo bien conocido, es la introduccién de Puccihia
chondrillina en Australia de Europa,: para controlar Chondrilla
juncea. También ha sjdo recientemente introducido en el oceste de
Estados Unidos en un esfuerzo para controlar la misma maleza. La
estrategia inundativa emplea un'gran inéculo anual del hongo en
campos o bosgues infestados de una maleza especifica, para infectar
y eliminar plantas susceptibles. Estas aplicaciones pueden hacerse
tan frecuentemente como sea necesario y el tiempo sea favorable
para el subsecuente desarrollo de la enfermedad (Te Best &
Templeton 1985).

Actualmente, la mayoria de los trabajos con micoherbicidas
estdn concentrados en especies gue escapan a los patrones de
control gquimice de malezas. El control biolégico de éstas en’
cultivos anuales, puede ser més efectiva con aplicaciones directas
de patogenos de plantas; inoculaciones con esporas de hongos

especificos gque puedan.contreclar malezas tan efectivamente como los

8



herbicidas (Boyette et.al. 1979).

El zacate Johnson por ser una de las malezas més dificiles de
controlar por los métodos tradicionales, es considerado una de las’
10 peores malezas mundiales, y se propone comoc candidato para
controlarse bioldbégicamente. La estrategia bioherbicida emplea
organismos patdgenos que han sido propuestos para controlar malezas

(Massion 1986).

De mas de 30 especies de malezas que han sido evaluadas
recientemente, solamente la avena silvestre (Avena fatua L.) y el
‘zacate Johnson (Sorghum halepense) son gramineas. No obstante,
estos estudios son pocos, una razén de este limitado interés es gue
los hpngos patdgenos de zacates, también pueden dafiar a cereales y

a otros pastos forrajeros de interés econdmico . (Chiang 1989).

El rango de hospedero de los hongos patégenos de gramineas
varia considerablemente, pero hongos especificos de género, especie
y subespecie han sido reportados (Chiang 1989). Asi puede ser
posible encontrar hongos especificos para controlar pastos maleza.
La mayoria de la informacién sobre patogenicidad, especializacidn
fisiocldgica y rango de hospedero de hongos patégencs de gramineas
ha sido derivada principalmente de estudios de hongos aislados de

plantas cultivadas .(Templeton 198¢).

Algunos ejemplos de hongos patdgenos que han sido evaluados

como agentes de control biolégico son:

Protomyces macrospora fué evaluado contra diez especies de la
familia Umbelliferae y se encontré que carece de efectividad contra
estas especies. En cambio contra _ Ambrosia trifida y Xanthium
strumarium es altamente patdgeno (Cortwrigh & Templeton 1981).

Cercospora rodmanii es un patdgeno virulento a Eichernia

crassipes; en condiciones de invernadero después de tres semanas,

9



las plantas inoculadas llegan‘a ser clordticas y aparecen zonas
necréticas en hojas y eventualmente mueren; presentiandose los
mismos sintomas en condiciones de campo (Inman 1970).

Puccinia chondrillina ataca Chondrilla juncea, posee un
considerable potencial como micoherbicida y es quizis el agente mas
eficaz de control biolégico en Europa (Hasan 1974).

Uromybes scutellatus en parcelas cultivadas infecta del 50% al
100% de plantas inoculadas, ademds de ser altamente patégeno 'y
especifico para Euphorbia cyparissias (De Fago et.al. 1985).

Sphacelotheca holci infecta ~zacate Johnson (Sorghum
halepense), reduce su crecimiento y altera sus caracteristicas
morfolégicas. En estudies de invernadero el 55% de las plantas

inoculadas sufren dafios severos. {(Massion & Lindow 1986).
Varias especies de Alternaria también han sido evaluadas:

Alternaria macrospora: Contra plantas de la familia Malvaceae,
Solanaceae, Leguminosae Yy Germineae; evidencias de la infeccion fué
limitada a plantas de la familia Malvaceae con Anoda cristata gue
es la més susceptible de las especies probadas (Walker & Scimbato
1979).

Alternaria macrospora y Fusarium lateritium contra Anoda
cristata, se encontrd altos niveles de mortalidad al aplicar
primero Alternaria y cinco dias después Fusariuwm, ésta interaccidn
es potencialmente 1Util para incrementar la efectividad de 1los
hongos patdégenocs como micoherbicidas (Crawley et.al. 1985).

Alternaria alternanthereae es patégeno a siete especies de 1la
familia Amaranthaceae, causa infecciones en hojas con moderada
defoliacidén; en Amaranthaceae cadatus y A. retroflexus, estas
lesiones aparecen dos dias después de inocular y el hongo se ha

10



logrado reaislar de las lesiones de las plantas inoculadas (Holcomb
~1978) .

Alternaria cassiae causa el 100% de mortalidad de Cassia
obtusifolia en pruebas de invernadero a sclo dos dias después de
inocular y con 8 horas de rocio posterior (Walker & Boyette 1585).

En 1981, los laboratorios Abbot (ﬁSA), desarrollaron un nuevo
producto comerciql con el nombre De Vine a base del hongo
Phythophthora palmivora para el control de Morrenia odorata en
campos de citricos, este producto es disponible como una suspensién
liquida que contiene 6.7 X 10° clamidiosporas viables/ml, con este
formulado se logra controlar hasta el 90% de la maleza en 10

semanas (Templeton 1982)-

Desde 1963 hasta 1981, ha sido probado en condiciones de campo
Colletotrichum gloesporioides gue causa antracnosis en Aschynomene

virginica. Se utilizaron 16 campos de arroz (184 ha) que fueron

3

tratadas por aspersib6n aérea con una suspensiéon de 2 x 10°%.

esporas/96 litros de agua/ ha. Se logrd controlar la maleza hasta
en un 92%. En campos de soya se obtuvo un 98% de mortalidad en 247
ha tratadas, distribuidas en 29 parcelas, después de 4 a 6 semanas
(Te Beest & Templeton 1985). »

En 1882 fue comercializado por Upjohn Ce. (E.U.A.) con el
nombre de Collego, el producto consiste de un formulado en bolvo
que contiene 85% de ingredientes inertes, y 15% de esporas viables
de Ccolletotrichum. Ademdas, puede ser mezclado en el mismo tangue

de aspersion con algunos herbicidas quimicos (Tempelton 1986).

Los dos micoherbicidas ahora disponibles han mostrado ser

efectivos y seguros, sin embargo no se desarrollan como un
sustituto de los guimicos, porque los beneficios se extienden hasta
fines econdémicos ( Te Beest & Templeton 1985).

11



En China, también se utiliza el control biolégico de malezas.
Pesde 1960, dos especies de hongos han sido evaluadas:
Colletorichum gloesporioides contra Cuscuta sp. y Fusarium
orobanches contra Orobanche .sp. en campos de soya Yy melén
respectivamente, con buenos resultados (Wang 1986).

Investigaciones con otros patdgenos de plantag como Fusarium
lateritium, Colletotrichum malvarum, Alternaria cassiae, también se
han realizado (Kirkpatrick et.al. 1982, Schroeder 1982, Walker

et.al., 1985).

Las esporas son el més comGn propagulo usado en programas de
biocontrol, deben ser producidas en grandes cantidades, rapida,
fdcil y eficientemente; estas son normalmente producidas en
cultivos liguidos y sdlidos. Pero existe una limitada informacién

vsobre los rendimientos ;specificos y la proporcidn del total de

biomasa producida como esporas {(Cascino 1990).

Daniel y col., reportaron en 1973 buen crecimiento y esporu-
lacidén en lima platano agar y en medio liquido con 3jugo V-8,

sacarosa, nitrato y sales minerales.

C. gloesporioides se desarrolla bien en diferentes medios,
pero necesita wun balance de nitrégeno, carbono y éupleméntos
minerales son regueridos para una esporulacién oéptima (Curchil
1982). C. gloesporioides f. sp aeschynomene produce una mayor
cantidad de <conidias cuande la concentracidén de carbon fué
incrementada; en contraste con C. t runcatum que a estos niveles la
esporulacién fué inhibida sin la produccién de la masa hifal. Estos
resultados sugieren que 1la regulacidén de 1la esporulacidén en
diferentes concentraciqnes de car@ono no es universal " en las
especies del género Colletotrichum (Jackson 1990).

En otros experimentos se encontrdé gque al aumentar las

concentraciones de sacarosa se incrementa preferencialmente el

12



desarrollo de micelio (Lingappa 1969),

Slade en 1987, compafé 11 medios de cultivo comunes en forma
sélida y ligquida para la produccidén de esporas y encontrd gque el
jugo V-8 sin suplementos y a una concentracién de 6 mg/ml (15% de
jugo V-8 sin filtrar) fué el mas o6ptimo para obtener una alta

esporulacion y baja produccidén de micelio.

Altos rendimientos de esporas son favorecidos por conidiacién
microciclica, que es definida como la esporulacidn ocurrida
directamente después de la germinacidén de la espora, con reduccién
o inhibicién total de la produccidén de micelio (Smith 1981). Esto
puede ser inducido por altas temperaturas, nutrientes y otros
factores gque inhiben el desarrollo vegetativo.

Trabajos con Glomerella cingulata y C. gloesporioides
demuestran que en medios sélidos con una alta densidad de inoculo
resulta un crecimiente levaduriforme <caracterizado por un
desarrollo acelerado de conidiofores cortos que sostienen 1la
produccidén masiva de esporas (conidiacidn microciclica), 8Sin
embargo para C. gloesporicides esta induccidn microciclica fué
dependiente de la concentracién del medio ¥y la concentracién del
inoculo (2 x 10¢ esporas/ml) ya que al awnentar la concentracién
del jugo V-8 (maybr de 20% v/v) se incrementa extensivamente el

crecimiento micelial.

Slade y col. en 1967, proponen que la conidiacidén microciclica
es inducida por 1la produccién de un metabolito, limitacién de

nutrientes o ambas.

Trabajos con C. cingulata en cu{tivos ligquidos indican gque un
inoculo suficiente para inducir conidiacidn microciclica incrementa
el rendimiento relativo de esporas y por ende la concentracién
final de estas {Lingappa 1969). Recientemente se mostré gue
cultives en tanques de fermentacién (condiciones experimentales no

13



especificadas) pueden producir el 100% del total de biomasa como
- esporas (Cascino 1990).

14



MATERIAL Y METODO:

I.- AISLAMIENTO DE HONGOS.

Se muestrearon campos cultivados con sorgo, invadidos con
zacate Johnson (Sorghum halepense), en tres municipios del Estado
de Nuevo Leén: Marin, Escobedo y Cadereyta Jiménez, se colectaron
plantas de zacate Johnson (S. hapelense), que presentaran lesiones
en hojas y tallo; y raices de plantulas con signos de marchitez.

Las partes de las plantas con evidentes dafios, como lesiones
necr6ticas, pudriecién, manchas, etc. fueron cortadas en piezas de
aprogximadamente 10 cm, depositadas en bolsas de polietileno y

almacenadas a 4°C hasta su tratamiento.

Para el aislamiento'de hongos, las lesiones fueron cortadas en
piezas de 0.5 cmé y esterilizadas con una solucion de hipoclorito
de sodio al 1.0% por 3 minuteos, lavadas con agua destilada vy
sembradas en agar V-8 (20 g/lt), después de 72 h de incubaciédn a
28’C,vse examinaron las colonias y se hicieron subsecuentes

resiembras hasta obtener colonias puras.
I1I1.- IDENTIFICACION Y CONSERVACION:

Los hongos aislados se identificaron (Barnet 1972, Alcorn
1988, Drechsler 1923) y se conservaron en agar V-8 por la técnica
de inmersidén en aceite mineral, almacenadas a 4°C .y por
liofilizacién de esporas en sacarosa al 5% como medio de soporte
(Demain 1984).

15



III.- EVALUACION DE PATOGENICIDAD:

1.~ Preparacion de la suspensidn de esporas:

Los hongos aislados se propagaron en agar V-8 y después de 10
dias de incubacién a 28°C, 1las conidias se colectaron por
inundacién del cultivo con agua estéril y raspado de todo el
crecimiento, se filtro a través de gasa para eliminar fragmentos
gfandes de micelio {(Holcomb 1978). Esta suspensibén se ajusté a
1x105e5p0ras/m1 con un hemocitémetro {(Walker y Sciumbato 1979).

La suspensién de esporas obtenida se asperjé mediante un
atomizador hasta humedecer por completo: trozos de hojas y plantas
completas originadas de semillas y de rizoma, para evaluar la
virulencia de los hongos aislados. '

2.- Sobre trozos de hojas:

Hojas de zacate Johnson de una misma planta colectada en
campo, se cortaron en piezas de 20 cm, éstas se asperjaron con una
suspensién de esporas-micelio de los hongos a evaluar y se

depositaron en camara himeda a 28°-30°C con 12 h luz {£8000 U lui)/

12 h oscuridad.

Los hongos gue infectarom y colonizaron hojas, fueron ademas
evaluadas en plantas completas de zacate Johnson, aplicando los
postulados de Koch (Chiang & Dyke 1989).

3.- Sobre plantas originadas de semillas:

Para la obtencidn de pléq}ulas: se colectd semilla de
zacate Johnson, se eliminaron las glumas; y para uniformizar su
germinacidén se trataron con agua a 70°C/ 5 seg, fueron lavadas con
agua frid y puestas en camara humeda por 48 h. Las semillas que
germinaron se depositaron en macetas de pléstico de 1 litro con una
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mezcla de arena-hidrolita (1:1) lavada y esterilizada (120°C/1 h).
Las plédntulas fueron regadas cuando fue necesario con solucidn de

nutrientes.

Cuando las plantas alcanzaron 3 semanas de edad, macetas con
5 plantas de aproximadamente 20 em de altura (3 repeticiones para
cada hongo) fueron asperjadas con una suspensién de esporas-
micelio, hasta quedar completamente himedas (aproximadamente 3 mil)
se taparon con bolsas de polietileno, colocandose en camara
bioclimatica con 12 h luz/12 h oscuridad a 28°C-30°C con un 60-70%
htmedad relativa. Después de 2-4 semanas se registraron dafios en
hojas y tallo, altura de la planta y nﬁqerb de rizomas (Fig. 1}.

4.- Efecto sobre plantas originadas de rizoma:

Rizomas de zacate Johnson fueron cortadas en piezas de 2
cm enjuagadas con agua y esterilizadas con hipoclorito de sodio al
5% por 5 min, se lavaron con agua esté;il y se depositaron en
recipientes de plastico de 1 litro con arena-perlita (1l:1) y se

regaron con solucidén de nutrientes.
5.- Efecto de la temperatura en la germinacién de conidias:

Piezas de hojas de zacate Johnson de 1 cm’ inoculadas con
esporas fueron incubadas a diferentes temperaturas (15, 27, 30, 37
Y 42°C) en c¢amara huameda, después de 24 h se hizo un conteo
microscépico; 5 campos por 3 repeticiones de cada tratamiento de

temperatura, y se determind el porciento de germinacidn.

IV.- PRUEBAS DE RANGO DE HOSPEDERO:

Plantas de tres semanas de edad de 5 hibridos comerciales de
sorgo (Sorghum vulgare): Wac-694, Pioner-8226, NK-2670, Funks G-522
y Master-Gold, 1 variedad de trigo (Triticum aestivum) y 1 variedad
de maiz (Zea mays), gquelite (Amaranthus sp),correhuela (Ipomea sp)
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y zacate del agua (Echinochloa sp) fueron tratadas e incubadas de

la misma manera gue el zacate Johnson.

V.- RENDIMIENTO DE ESPORAS EN CULTIVO LIQUIDO:

1l.- Produccidn del indculo:

En matraces con 100 ml de caldo V-8 (20%) se inocularon
0.5 ml de esporas y se incubaron a 25°C, después de 4 dias se
filtré a través de gasa estéril; esta suspensidn se ajustd a 1x10°

esporas/ml.
2.- Propagacion masiva del hongo:

En matraces con 50 ml de caldo V-8 a diferentes
concentraciones de 5, '10 y 20% se inocularon 0.5 ml de 1la
suspensidén anterior y se incubdé a 27°C. Se colectaron (tres
matraces por répiica) a 6, 12, 1B, 24, 48, 60, 72, 84 h y

diariamente durante 10 dias.

Cada réplica se vacié en canastas de aluminioc de 6 com de
didmetro previamente taradas y se llevd a 65°C hasta peso

constante.
3.- BAnélisis de datos:

De la cinética de fermentacidn para cada lote experimental, se

calcularon los siguientes rendimientos:

A.~ Rendimiento de esporas

-

Ysp= ¢Cf x Volf) - (Ci x Voli) -
Volf
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Cf= cuenta de esporas final (mg/ml)
Volf= volumen final (ml)
Ci= cuenta de esporas inicial (mg/ml)

B.- Rendimiento especifico de biomasa total

Yx/s= ¢Pf x Volf) - (Pi x Voli) -
Sb6lidos V-8 x Volf

P = peso final de las esporas (mg/ml)
Pi = peso inicial de las esporas (mg/ml)
Sol V-8 = peso de s6lidos del calde V-8 (mg/ml)

C.~ Rendimiento especifico esporas:

Ys/p = ¢Cf X Volf) - (Ci X Volf) -
C V-8 X Volf

C V-8 = concentracién de caldo V-8 (mg/ml)
D.- Rendimiento relativo de esporas:

RSY = ¥sp/s -x 100
Yx/s
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RESULTADOS

1. Bislamiento e Identificacién.

Se obtuvieron 37 aislamientos de hongos en total, de
diferentes partes (raiz, tallo, hojas y panoja) de plantas enfermas

de zacate Johnson.

16 aislamientos corresponden a plantas colectadas en campos de
siembra de la Facultad de Agronomia, UANL, en Marin, Nuevo Ledn
(Tabla 1). De plantas invadiendo cultivos de sorgo y maiz en La
Hacienda del Canadi, se aislaron 12 cepas (Tabla 2). Y 9 cepas de

los cultivos en Cadereyta Jiménez (Tabla 3).

. Todas las cepas fueron evaluadas preliminarmente en piezas de
hojas de plantas jovenes de zacate Johnson, solamente 17 fueron
capaces de infectar y colonizar éstas hojas, por lo que se
identificaron y se seleccionaron para su evaluacidén patogénica

contra plantas completas (Tabla 4).

Las cepas seleccionadas se identificaron como Aspergillus sp
(1), Alternaria sp (4), Curvularia sp (3), Fusarium sp (4) ¥y

Helminthosporium sp (9).

II. Bioensayo.
a). En plantas originadas de semilla.
Después de la inoculacidén de plantulas de zacate Johnson, en

hojas y tallo se desarrollaron pequefias lesiones; aparecen como
puntos café-oscuros, gque se expanden hasta formar zonas necrdticas

de menos de 5 mm de didmetrao.
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Del total de hongos probados, solamente dos resultaron
debilmente virulentos a zacate Johnson; cepas H-1 y C-12. La cepa
H-1 causa pequefias y aisladas lesiones en hojas y tallo, la cepa C-
12 de aisladas a moderadas. Pero estas cepas pueden ser definidas
" como especificos de zacate Johnson, ya que resultaron avirulentas
contra otras malezas. (Ipomea sp, Amaranthus sp, Echinochloa sp).

Las lesiones causadas por ambas cepas son muy similares: en
hojas; pequefias zonas necréticas (Fotografia I-A) y en ‘tallo
(Fotografia 1I-B), disminuyen el desarrollo de las plantas
considerablemente (Fotografia I-C) y al cabo de 7 semanas después
dé la inoculacién causan la muerte de las plantas inoculadas.

De las lesiones aparentemente visibles se logrd reaislar el
hongo asperjado, H. triseptatum (C-12), como Unico causante de

-

éstas lesiones.

Lz infeccién resulta con severos cambios morfoldgiceos en las
plantas tratadas al cabo de 7 semanas después de inocular; ya gque
la formacién de nudos y rizomas es disminuida considerablemente y
no hay formacién de estolones, lo gque como consecuencia reduce la
produccién de biomasa comparada con 'las plantas no inoculadas

(Tabla 5).

Los datos mostrados fueron analizados mediante una regresidn
miltiple entre los parametros mencionados anteriormente: peso seco
de la planta, nUmero de nudos, numero de rizomas y numero de

estolones (Apéndice A).

La matriz de correlacién no mostré relacidén entre ellos, ni
dependencia. Sin embargo, el andlisis de varianza entre los
tratamientos (inoculado y no inoculado) muestra un marcado efecto

a nivel de P = 0.01 en la Prueba DMS.
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b). En plantas originadas de rizoma.

Las lesiones son mucho menores, midieron alrededcr de 2 mm de
diametro, sin llegar a' formar lesiones mnecréticas como las
desarrolladas en plantas originadas de semilla, sin halos
cloréticos; debido a la aparente inefectividad, no se registraron
las diferencias sefialadas anteriormente, ya dque en hojas el

desarrollo de lesiones es apenas visible.

c). Efecto de la temperatura sobre la germinacién de esporas de la

cepa C-12.

Se determiné el porciento de germinacion de esta cepa a

diferentes temperaturas (15, 27, 30, 37, 42°C) y se estimé su
capacidad de esporulacién en las mismas condiciones, a 48 y 72

-

horas.

El porciento de germinacién a 27 y 30°C fue del 100%, a2 37°C
disminuye a 92% y a 42°C se encontrd solamente el 8% de germinaciodn

(Tabla 6)}.
II1I. Caracterizacién de la cepa C-12.

Fue - identificada como Helminthosporium triseptatum
(Dreschler, 1823), esta especie difiere de la mayoria de las
especies de Helminthosporium descritas, sus esporas de color oscuro
dlivéceo, muestran quizad el mayor grado de constancia en su
morfologia, presentan tres septos, de ahi el nombre de la especie,
germinan por la produccidén de uno o dos tubos germinativos del

extremo basal (Fotografia II).

Los conidioforos son distinguibles no sole por su relativa
longitud, gino también por la presencia de una capa delgada en la
periferia inmediatamente abajo del punto de unidén de las esporas
sucesivas, la porcién distal del esporoforo, puede asi presentar un
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gontorno mas o menos distintiyamente moniliforme, dentro del cual
el lumen mantiene un didmetro aproximadamente uniforme.
(Fotografia III-A, III-B, 1I11-C).

Estas caracteristicas morfoldgicas permanecen constantes al
reaislar el hongo de las lesiones causadas en hojas y talio, aungue
la longitud del esporoforo es mucho mas largo (>80p) en medio V-8
que. los desarrcollados en la planta. Las constricciones del extremo
apical del esporoforo también son menores, de 3 a 4 septos,
comparado con 9 a 12 en medio de cultive (Fotografia 1IV).

IV. Pruebas de rango de hospedero.

la cepa C-12 resultd avirulenta contra todos los hibridos

comerciales de Sorgo (Sorghum vulgare), trigo (Triticum aestivum)
y maiz (Zea mays); asi como a las otras malezas, gquelite

(Amaranthus sp), correhuela (Ipomea sp) y 2Zacate del agua
(Echinochloa sp). Tabla 7.

" V.- Rendimiento de esporas.

La produccidén de biovmasa total en V-8 ligquido a diferentes
concentraciones (5, 10, 20 y 40%) se ve incrementada proporcio-~
nalmente con la concentracién de V-8 (mg/ml); ya gue se obtu-iieron
hasta 2.9 mg/ml de peso seco del cultivo total en V-8 al 40% (19,42
mg de s6lidos de jugo V-8/ml) Grafica 1. :

Sin embargo, la produccién de esporas es mayor en calde V-8 al
20%, se obtuvd 0.90 mg/ml en esta concentracidn, en contraste con
0.07 mg esporas/m]l en V-8 al 40% donde la produccidén de biomasa

total fué mayor.

La concentracién de micelio durante el periodo de maxima
densidad de esporas se incrementé desde 0.26 hasta 2.99 mg/ml en 5

Y 40% de V-8 respectivamente.
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En el anllisis de los rendimientos especificos de biomasa y
esporas mostradas en la Tabla 8, l!a produccién de biomasa total
Yx/s fué relativamente constante (alrededor de 0.1 a 0.2 mg/mg de
jugo V-8) sobre el rango de las concentraciones de V-8 probadaé.

-

El incremento progresivo de la concentracién de micelio con el
incremento en la concentracién de jugo V-8 nos da un rendimiento
especifico de esporas mayer a 10 y 20% (.083 y .078
respectivamente) al igual que en el rendimiento relativo de esporas
36 y 39 para 10 y 20% en contraste con 1.6 correspondiente al 40%.

En este medio de cultivo no se indujo la conidiacién
microciclica en ninguna de las concentraciones probadas, sin
embargo se observaron conidioforos aislados antes de gue la
esporulacién fuera detectada por la determinacidén del peso seco de

esporas.

Los datos anteriormente mencionados se procesaron mediante un

andlisis de regresidén polinomial (Apéndice B).
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e o e
Clave Hongo Aislado Lesidén
M-1 Aspergillus sp Tallo
M-2 Helminthosporium sp Hoja
M-3 - - - - - ' Hoja
M-4 Helminthosporium sp - Tallo
M-5 . Helminthosporium sp Tallo
M-6 , il e\ vl Hoja
M-7 Curvularia sp : ‘Hoja
M-8 i1t Hoja
- M-9 1/ Tallo
@l ¥ g [/ SR Raiz
M-11 Helminthosporium sp Hoja
M-12 Alternaria sp Hoja
M-13 Alternaria sp Hoja
YFXMAHE RS A At Raiz
M-15 - - == Panoja
M=-T\TR L CTANR 75K Panoja

-- Bislamientos fungosos no identificados.

Tabla 1. Hongos aislados de lesicnes en diferentes partes de
la planta de zacate Johnsen (S. halepense)

colectadas en Marin, Nuevo Leon,
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Clave Hongo Aislado Lesién

H~1 , Helminthosporium sp Hoja
H-2 Helminthosporium sp ‘Tallo
H-3 Curvularia sp Hoja
H-4 Alternaria sp , Hoja
H-5 Fusarium sp Tallo
E-6 Fusarium sp Hoja
H-7 ==\ - - Hoja
H-8 - - - - Hoja
H-9 - - - - Tallo
H-10 Helminthosporium sp Hoja
i Sof e Panoja

~-- Rislamientos fungosos no identificados.

Tabla 2. Hongos aislados de zacate Johnson colectado en la
Hacienda del Canada, Escobedo, N.L. en campos

sembrados con sorgo.
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Lesidn

Clave Hongo Bislado

c-11 Fusarium sp Hoja
c-12 Helminthosporium sp Hoja
-2 _— = =~ = = Tallo
C-26 Curvularia sp Tallo
c-27 Helminthosporium sp Hoja
28 | Iy =~ = Hoja
c-29 Alternaria sp Hoja
c-30 Fusarium sp Hoja
o3l — By T | (RS - -~ Panoja

-- Rislamientos fungosos no identificados.

Tabla 3.

Hongos aislados de zacate Johnson colectado

Cadereyta Jiménez, Nuevo Leén.
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Dafio a Plantas

Clave Hongo Semilla Rizoma
M-1 Aspergillus sp 0 0]
M-2 Helminthosporium sp 0 0
M-4 Helminthosporium sp 0 0
M-5 Helminthosporium sp 0 0
M-7 Curvularia sp o 0
M-11 Helminthosporium sp 0 0
M-12 Alternaria sp o] 0
M-13 Alternaria sp 0 0

- Helminthosporium sp 1 0
= Helminthosporium sp 0] 0
- Curvularia sp (0] 0
- Alternaria sp 0 0
H- Fusarium sp 0 0
Fusarium sp 0 0

T=IT Fusarium sp 0 0
c-12 Helminthosporium sp 2 1
C-26 Curvularia sp 0 0
Cc=27 Helminthosporium sp 0 (o}
c-29 Alternaria sp 0 0
C-30- Fusarium sp 0 ]

i

Tabla No. 4:

ninguna lesiédn;

Evaluacién de la toxicidad de hongos a plan-
tas de zacate Johnson (S. halepense) de 3

semanas de edad..

1l = pequefias y aisladas lesiones necréticas;

moderadas lesiones; 3 = abundantes lesiones
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T

% Germiﬁacién, Esporulacién
Temperatura “C 48 h ' 72 h
18 81 + esporulaciédn
211 100 +++ esporulacién
30 | 100 +++ esporulacidn
3/ 92 + esporulacién

42 8 -

Escasa; ++ Moderada; +++ Abundante

Tabla 6. Efecto de la temperatura sobre la germinacién de
esporas de la cepa C-12 a diferentes temperaturas y
su capacidad de esporulacién sobre hojas de zacate

Johnson.
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FOTOGRAFIA I : APARIENCIA DE PLANTAS INOCULADAS CON
LA CEPA C- 12. ‘

Presencia de pequefas lesiones circulares ca-

fe-negras, de menos de 1 cm de diametro.

B: Base del tallo completamente infectado,no hay
formacion de nudos y raices secundarias.

C: Disminucion del desarrollo de plantulas.
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FOTOGRAFIA 2: DIAGNOSIS DE Helminthosporim triseptatum

( C. Dreschler del)
A: Esporas elipsoidales o cilindricas, regularmente
con tres septos, estos no asociados con las cons
tricciones de la pared periférica, miden 15 a 21
X 35 a 50 . -
Germinacicn de las esporas por la produccidn de
uno o dos tubos germinativos en posicion adyacen

te o proxima al hilum.
Ca-c: Esporoforos simples o en pares.

Ba-~-c:
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FOTOGRAFIA 3: DIAGNOSIS DE LA CEPA  C- 12.

A: Esporas y micelio desarrollados en Agar V-B.

a; Esporoforos largos con el extremo apical desamente septa-~
do, con apariencia engrosada en serie.
b: Esporas generalmente con tres septos.

B: Germinacion del extremo disfal por la formacion de un tu-
bo germinativo.

C :Formacion de varios tubos germinativos

D: Formacion de dos tubog germinativos en el mismo extremo.

E: Formacidén de un tubo germinativo en cada extremo de la espo
e o s
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FOTOGRAFTIA Y43

A-B: Esporoforos con extremo apical caracteristico, con varias

e O

JOHNSON.

esporas unidas.
Formacidén de conidioforos aislados y en conjunto.

Unidn de las esporas al esporoforo.

CONIDIOFOROS DESARROLLADOS EN HOJAS DE ZACATE

B
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Produccion de bicmasa total y especificamente de -
esporas de Aelminthoaponium tniseptatum, Cepa .

C= 12, en caldo V-8 al 20%.
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DISCUSION .

El aislamiento e identificacidén de microorganismos con
potencial es el primer pasoc en el desarrollo de un sistema de
~control biolégico (Nelson 1988); especificidad de hospedero,
virulencia, reguerimientos ambientales para el desarrolle de la
enfermedad, capacidad de esporulacién en medios artificiales, son
alguncs de los criterios usados para evaluar el potencial de

micoherbicidas (Templeton 1387%).

La evaluacidén preliminar realizada en este éstudio de diversos
hongos patégenos sobre plantas de zacate Johnson (S. halepense),
indica que estos hongos pueden ser manipulados para inducir
moderadas y severas lesiones foliares en plantas de>zacate Johnson.

Del total de hongos evaluados en este estudio, 9
correspondieron al género Helminthosporium, entre estas, la cepa C-
12 difiere morfoldégica e infectivamente al resto. La cepa - - -C-12
fué caracterizada y se identificd como HélminthospordJnn triseptatum
segin Drechsler 1923. Aungue el género Helminthosporium se bha
segregado en los géneros Dreschlera (1930), Bipolaris (1958) ¥y
Exserohilum (1974), alln es ampliamente usado (Alcorn 1988).

La aparente especificidad de esta cepa a zacate Johnson, gue
fué avirulenta a sorgo, trigo, maiz y a otras malezas como
correhuela (Ipomea sp.), quelite (Amaranthus sp.) y zacate de agua
(Echinochloa sp.), concuerda con aislados especificos a zacate
Johnsan de E. turicicum gue fueron designados como tipos "f. sp.
sorghi™ (Chiang 1989).

Se han descrito hongos patdgenos de zacate Johnson gque son
avirulentos a maiz y sorgo; desde que Mitra reporté especializacidn
en el hongo Helminthosporium turicicum, se han encontrado conside-
rables diferencias en patogenicidad y afinidades raciales en este
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género (Dreschler 1923).

El resto de los aislamientos evaluados resulté avirulento a
zacate Johnson y a ]las otras plantas; esto sugiere que las plantas
de zacate Johnson inoculadas en esta evaluacién, fueron diferentes
geneticamente de aquéllas plantas de las cuales se obtuvieron los
aislamientos de hongos probados, esto implica una especializaciédn
fisiolbégica entre patédgeno y hospedero.

Especializacidén fisioldgica de Colletotrichum graminiceola y

f

Gloeocercospora sorghi también ha sido reportada, aislados de
pastos fueron frecuentemente encontrados no patogénicos a otras

especies (Berggquist 1%74).

Muchos ecotipos de zacate Johnson ocurren en BRmérica, se han
reportado diferencias en resistencia a enfermedades y rendimiento
segun el ecotipo; estos varian también en su respuesta‘a diferentes
condiciones ambientales, germinacidén de semilla y rangos de
crecimiento (McWhorter 1871). Hamilton y Trucker en 1864,
demostraron gue cepas de zacate Johnseon varian en su respuesta a la'
aplicacion de herbicidas foliares. Posiblemente la estructura del
ecotipos es la respuesta a la dificultad y variacién del control de
zacate Johnson (McWhorter 1871).

El efecto de la infeccidén de zacate Johnson con
Helminthosporiuni triseptatum (C-12), resulta en la disminucién
considerable de biomasa, y reducc¢idn e inhibicién de la formaciénm
de estructuras importantes en la propagacién vegetativa de la
planta. La morfologia y caracteristicas de crecimiente naturales,
son alteradas notablemente s6lo en plantas originadas de semillza;
en plantas obtenidas a partir de .rizoma los dafios son apenas.
visibles, ya gue las plantas de 3 semanas de edad midieron mas de

46 cms, lo gque sugiere inoculaciones en plantas a menor edad.
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Resultados de pruebas de ‘hospedero, indican que aislados de
zacate Johnson difieren en wvirulencia y especificidad al ser
.evaluados contra el mismo; la mayoria de los aislados de C.
graminicola induce lesiones en avena y ls'més virulenta cepa de G.
sorghi fué menos especifico que los otros aislados; esto demuestra
que, puede no ser posible seleccionar aislados con la combinacién
bptima de virulencia y especificidad (Chiang 1989).

Recientes técnicas de aplicacién y formulacién se han
desarrollado para facilitar la aspersién de hongos patdgenos;
alginato de sodio y vermiculita son algunos soportes gue se han
ensayado (Walker and William 1983). Debido a que altos niveles de
indeulo, son usados en las estrategias que involucran el uso de
micoherbicidas, también se han probado diferentes medios de
propagacién, gue induzcan la mayor cantidad de esporas posible.

La propagacién de la cepa C-12 eh caldo V-8, resulta
favorable, ya gque el incremento de la produccidén de biomasa,
mostrado por la constante especifica de rendimiento de biomasa
(¥x/s), indica gue en todos 1los cultivos, el crecimiento fué
inicialmente micelial y la induccidén de 1a esporulacién reduce o

cesa este crecimiento; tanto como la disponibilidad del sustrato.

Los més altos rendimientos de esporas gue han sido reporiados
pueden ser logrados eﬁ medios con sustrato limitado ¥y alimentac;én
posterior, se puede-obtener hasta 3 mg/ml para C. gloesporicides y
en cultivos batch se obtiene hasta 0.9 mg de esporas/ml (Cascino
1950),

En los experimentos realizados con la cepa C-12 el rendimiento'
de esporas maximo obtenido fué de 0.?9 mg/ml, lo gue concuerda con
lo anteriormente - mencionado para C. gloesporipides en medios
agitados, sin embargo, para H. triseptatum (C-12) los rendimientaos

seflalados fueron obtenidos bajo condiciones estéticas.
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CONCLUSIONES

Del total de hongos aislados, solamente una cepa (C-12)
identificada como Helminthosporium triseptatum infecta
zacate Johnson (Sorghum halepense).

El grado de infeccidén es notable en plantas de zacate
Johnson originadas de semilla, en plantas originadas de

rizoma el efecto es apenas aparente.
H. triseptatum es aparentemente especifico para zacate
Johnson, ya .que no infecté al resto de hospederocs

inoculados.

En medio de cultivo liquido (V-8 - 20%), se obtienen los

mids altos rendimientos de esporas.
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