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Resumen

La enfermedad fungica de la punta negra del trigo se caracteriza por provocar en las semillas afecta-
das un oscurecimiento de la zona del embrién que en ocasiones puede extenderse hacia la hendidura
central dejando el grano completamente ennegrecido. Su incidencia en el cultivo de trigo es extrema-
damente variable y depende en gran medida de las condiciones ambientales, asi pues, condiciones de
alta humedad pueden incrementar la punta negra. Su presencia en el trigo duro repercute en el ren-
dimiento semolero. Ademas la pasta elaborada a partir de semilla enferma presenta machas negras y
adquiere color y olor desagradable. Esta enfermedad es poco conocida a nivel europeo, sin embargo
existen numerosos estudios para conocer su etiologia y los factores que afectan a su aparicién en pai-
ses como Nueva Zelanda, Australia, Estados Unidos o Canada. El presente trabajo pretende dar a conocer
esta patologia en Espafa, determinando la influencia del riego, el abonado nitrogenado y la variedad
cultivada en la incidencia de la enfermedad. Para ello se ha contado con un disefio experimental ba-
sado en 10 cultivares sembrados en parcelas con dos tratamientos de riego y dos de abonado nitroge-
nado. El andlisis de las semillas infectadas en cdmara himeda y medios de cultivo PDAy K reveld 12 gé-
neros fungicos diferentes, de los cuales Alternaria alternata 'y Fusarium proliferatum estaban presentes
en todas las muestras. El estudio del riego y abonado nitrogenado mostré diferencias significativas en
la incidencia de punta negra pero fueron los 10 cultivares incluidos en el ensayo los que mayor impor-
tancia cobraron desde el punto de vista de la aparicion de la enfermedad. El genotipo resulté deter-
minante a la hora de establecer los niveles de afectacion ya que las muestras encuadradas botanicamente
como Triticum turgidum subsp. Turgidum convar. Turgidum presentaron una mayor susceptibilidad. Las
pruebas de patogenicidad con los tres principales hongos asociados a la punta negra dieron resultados
negativos para la germinacién-nascencia de las plantulas de trigo duro inoculadas.
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Summary
Fungal microbiota associated with black point disease on durum wheat. Effects of irrigation, nitrogen
fertilization and cultivar

Black point disease on durum wheat is defined as the discoloration of the embryo end. The embryo tip
shows a black to brown discoloration that may extend into the crease of the kernel. Its incidence in the
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crop is extremely variable and depends largely on environmental conditions, thus, high humidity can
increase black point. Their presence in durum wheat affects yield. Furthermore, pasta made from in-
fected seed get black spots and odor. Black Point disease is not known at European level, but there are
numerous studies to know their etilogy and factors affecting its appearance in countries like New
Zealand, Australia, the United States or Canada. This paper tries to present this disease in Spain, de-
termining the influence of irrigation, nitrogen fertilization and cultivar on the incidence of the disease.
An experimental design based on 10 cultivars planted in plots with two irrigation treatments and two
nitrogen fertilization treatments has been conducted. Analysis of infected seeds in moist chamber and
culture media PDA and K revealed 12 different fungal genera, including A. alternata and F. prolifera-
tum that were present in all samples. The study of irrigation and nitrogen fertilization showed signif-
icant differences in the incidence of black point but it was the 10 cultivars included in the trial which
took greater importance from the point of view of the onset of the disease. The genotype was deci-
sive in setting the disease level. Samples botanically described as Triticum turgidum subsp. Turgidum
convar. Turgidum showed greater susceptibility. Pathogenicity tests with the three main fungi associ-

ated with black tip were negative for germination and plant emergence of wheat seedlings.

Key words: Fusarium proliferatum, Alternaria alternata, Triticum turgidum.

Introduccion

La enfermedad de la punta negra del trigo se
caracteriza por la aparicion en los granos afec-
tados de un tipico oscurecimiento en la zona
del embrién que da nombre a la enfermedad.
Los sintomas mas frecuentes consisten en una
decoloracién del extremo embrionario, que
vira desde el marrén oscuro al negro. En in-
fecciones mas drasticas dicha decoloracién
puede avanzar por la hendidura central hasta
la parte distal de la semilla, dejdndola com-
pletamente ennegrecida. Tanto el trigo duro
(Triticum turgidum L. var. durum) como el trigo
blando o harinero (Triticum aestivum L.) se
ven afectados por esta patologia, aunque tam-
bién aparece citada en cultivos de cebada
(Hordeum vulgare L.) (Walker et al. 2008).

Algunos autores atribuyen la enfermedad
Unicamente a agentes abidticos (Williamson,
1997; Desclaux, 2000), mientras que otros
mencionan hongos como Alternaria alterna-
ta (Fries) Keissler. Bipolaris sorokiniana (Sacc.)
Shoemaker o Fusarium proliferatum (T. Mat-
sushima) Nirenberg (Conner and Kuzyk, 1988;
Cromey and Muholland, 1988; Fernandez et
al. 1994; Conner et al. 1996; Ozer, 2005). Otros

muchos géneros fungicos como Cladospo-
rium, Stemphylium, Epicoccum, Aspergillus,
Rhizopus o Penicillium han sido aislados de
granos sintomaticos.

A. alternata es la especie que con mayor fre-
cuencia ha sido asociada a la enfermedad.
Cromey y Muholland (1988) lo aislaron en
porcentajes cercanos al 83% frente a valores
del 20% de presencia de Fusarium spp. South-
well et al. (1980) en un ensayo al sureste de
Australia obtuvo un 85% de aislamientos de
A. alternata y algo menos del 1% de B. so-
rokiniana a partir de granos de trigo duro
afectados por punta negra. Otro estudio lle-
vado a cabo en Saskatchewan (Canadd) por
Fernandez et al. (1994) revel6 porcentajes de
Alternaria sp. proximos al 74% y presencia
de B. sorokiniana entre el 8 y el 13%. Aun-
que Cromey and Muholland (1988) y Conner
and Kuzyk (1988) ya citaban especies de Fu-
sarium como posibles causantes de la punta
negra, Conner et al. (1996) fue el primero en
identificar la especie F. proliferatum y sugerir
que este hongo es patdégeno en trigo, repro-
duciendo los sintomas en plantas sanas, pues
las semillas recogidas de las plantas inoculadas
presentaban el caracteristico oscurecimiento
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en la zona del embrién. Segun diferentes es-
tudios, semillas sintomaticas con elevada pre-
sencia de A. alternata no ven afectada su
germinacién (Rees et al. 1984; Cromey and
Muholland, 1988; Ozer, 2005), sin embargo, al-
tos porcentajes de B. sorokiniana pueden re-
ducir el poder germinativo (Watkins, 2005).

Puesto que los sintomas no se hacen paten-
tes hasta los ultimos estadios de desarrollo
del grano, se ha atribuido un papel funda-
mental, en la epidemiologia de la enferme-
dad, a la época y disposicion del riego. Asi
pues, condiciones de alta humedad durante
grano lechoso y grano pastoso (estados de
crecimiento 11.1y 11.2 segun la escala de Fe-
ekes) incrementan en gran medida la punta
negra (Conner, 1987; 1989). Las bajas tem-
peraturas y las heladas durante este estado
de crecimiento también pueden contribuir a
aumentar la infeccion por parte de los hon-
gos (Fernandez et al. 1994; 2000).

Existen pocos articulos que hayan estudiado
la influencia de los fertilizantes nitrogena-
dos en la incidencia de la enfermedad. Con-
ner et al. (1992) demostraron en trigo blando,
que, bajo condiciones favorables para el des-
arrollo de los patdgenos, altas cantidades de
nitrégeno incrementaban la punta negra, sin
importar si éste se encuentra residual en el
suelo o es incorporado, bien en presiembra o
con el agua de riego. Esta circunstancia pue-
de deberse a que el aporte de abonos nitro-
genados contribuye a aumentar el tamafio
del grano lo cual podria facilitar la entrada de
los patégenos y por consiguiente el incre-
mento de punta negra (Cromey and Muho-
lland, 1988). Ademas las plantas que disponen
de mucho nitrégeno en el suelo desarrollan
mayor masa vegetal formando un microclima
humedo en las espigas que permite un mejor
desarrollo de los hongos (Conner, 1987).

Se han citado diferencias entre los porcenta-
jes de afecciéon de la enfermedad en trigo
blando (T. aestivum) y en trigo duro (T. turgi-

dum var. durum), mostrando los primeros me-
nores niveles de semilla oscurecida que los se-
gundos (Southwell et al. 1980b; Conner and
Thomas, 1985; Wang et al. 2002). Sin em-
bargo, Fernandez et al. (2000) estudiaron la
incidencia de la enfermedad en seis cultiva-
res de trigo duro y otros seis de trigo blando,
ambos en regadio, sin poder establecer dife-
rencias significativas entre ellos.

Varios autores confirman la existencia de cul-
tivares de trigo tolerantes a la punta negray
coinciden en sefalar la importancia que tiene
para el control de la enfermedad la correcta
eleccion de la variedad. Conner and Thomas
(1985) demostraron que mediante la sustitu-
cion de cultivares sensibles de trigo blando
por otros tolerantes podia reducirse la inci-
dencia de punta negra en tres cuartas partes.
Gooding et al. (1993) encontraron un 19%
mas de semilla oscurecida en trigos suscepti-
bles y concluyeron que el uso de cultivares
susceptibles podia ser incluso mas influyente
que las condiciones climaticas del afo o el
manejo del cultivo.

Altos niveles de punta negra repercuten en
la elaboracion de la harina y el salvado, am-
bos muestran pigmentos oscuros y despren-
den olor desagradable (Dexter and Edwards,
1997). El pan procedente de semillas con pre-
sencia de la enfermedad tiene color grisaceo
y mala calidad (Rees et al. 1984). En trigo
duro puede verse ligeramente reducido el
rendimiento semolero, ademas las cualidades
estéticas y culinarias de la pasta se ven afec-
tadas por manchas negras y pérdida de peso
y textura (Dexter and Edwards, 1998; Rees et
al. 1984). Parametros de calidad quimica co-
mo el indice de sedimentacion (SDS) tam-
bién puede verse influido (Gordun et al. 2008).
Por este motivo Canadd, en su Comisién Na-
cional del Grano, incluye tablas con suscep-
tibilidad a la enfermedad en los lotes cose-
chados. De esta forma niveles superiores al
10% de semillas con punta negra suponen la
devaluacién del lote de la categoria 1 a la 2
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en trigo blando. En trigo duro, este porcen-
taje queda reducido al 5%. Para valores su-
periores al 35% en ambos casos la produccion
se desvia al consumo animal. En los Estados
Unidos se permite solo el 2% de la semilla con
presencia de punta negra para poder ser con-
siderada de primera categoria, un 4% de se-
millas afectadas suponen una depreciaciéon
hasta la cuarta categoria (Watkins, 2005). En
Australia el limite que fija la primera catego-
ria estd en el 5% para el trigo harinero y en
el 3% para el trigo duro (Australian Wheat
Board, 2000). En Europa, por el contrario, no
hay hasta la fecha, legislacién al respecto por
lo que el presente trabajo trata de aportar co-
nocimientos sobre los hongos que se asocian
a la enfermedad en nuestras condiciones, al
mismo tiempo que se evalla el efecto que el
riego, el abonado o el propio genotipo de la
variedad cultivada pueda tener sobre la apa-
ricién de la enfermedad.

Materiales y métodos
Disefio experimental

El ensayo de campo se realizé en la campafia
2006-2007, en la finca experimental “Casa
Concha” de Aranjuez (Madrid) perteneciente
al INIA UTM (40° 03’ N, 3° 31" O). La parcela
tiene 828 m?2 de superficie y se utilizé un di-
sefio de parcelas subdivididas con tres repe-
ticiones. Para determinar el efecto del abo-
nado, el riego y la variedad sobre la aparicién
de la enfermedad se utilizé un disefio expe-
rimental factorial 10x2x2x3, donde las varie-
dades 1 a 10 era el primer factor, el abonado
el segundo factor, el riego el tercer factor, ca-
da combinacién de cultivar, riego y abonado
se repitid tres veces en microparcelas de 6
surcos espaciados 28 cm (2,5 x 1,4 m) con
una densidad de siembra de 150 kg ha'. La
siembra tuvo lugar en la segunda quincena
de noviembre de 2006 y la cosecha se realizé

en el mes de julio de 2007 de forma manual
para evitar mezclas entre variedades.

Tres de los cultivares, Bolo, Regallo y Sula, son
de buena calidad, Don Pedro es de calidad
media y Anton es de mala calidad semolera.
Las cinco variedades indigenas o tradicionales
provienen del Centro de Recursos Fitogenéti-
cos del INIA y han sido seleccionadas por su ho-
mogeneidad de ciclo con los cultivares ante-
riormente citados (Bartolomé, 2010) (Tabla 1).

Se realizaron tres riegos durante todo el ciclo
distribuidos segun el normal desarrollo del cul-
tivo de cereal en la zona: el primero de ellos se
aporto en el estado fenolégico 4 (ahijamiento)
en la escala de Feekes, incorporando 128 kg
ha' urea (1,8 U de urea al 46%) al agua de
riego; el segundo y tercer riego se realizaron
antes de la fase de espigado. En los bloques
con nitrégeno se incorporaron 64,3 kg ha™' de
un abono complejo de fondo (NPK 15-15-15).
En los bloques sin nitrégeno solo se aporté
64,3 kg ha™' de superfosfato (0,9 U) y 64,3 kg
ha' de KCl (60%) como abonado de fondo.

A partir del grano recolectado manualmente
en 2007, se prepararon 120 muestras dividi-
das en dos lecturas de 100 semillas cada una.
El ensayo quedd constituido por un total
24.000 semillas a evaluar. Para estudiar el
efecto del riego, el nitrégeno y la variedad
en cada uno de estos lotes, se diferenciaron
y contabilizaron mediante observacion di-
recta el niUmero de las semillas con sintomas
de punta negra. Dichas semillas fueron pe-
sadas para obtener también el porcentaje
en peso y su incidencia sobre la enfermedad.

Influencia sobre el poder germinativo

La determinacién del poder germinativo se
realizé siguiendo el procedimiento especi-
fico propuesto por la ISTA (1976) para ensa-
yos de germinacién en trigo. Se depositaron
100 semillas con punta negra de cada varie-
dad sobre un papel de filtro empapado en
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Tabla 1. Material vegetal utilizado en los ensayos
Table 1. Tested plant material

Variedades comerciales

Variedades tradicionales

Codigo Variedad Clasificacion Conservadores  Codigo N° de Clasificacion Lugar de
botanica entrada CRF botanica origen
1 Antéon  Triticum turgidum Agrar. Semillas, S.A. 7 BGE013701 Triticum turgidum Alicante
subsp. turgidum subsp. turgidum
convar. durum convar. durum
2 Bolo  Triticum turgidum lIrta (G. Cataluia) 9 BGE018620 Triticum turgidum Islas
subsp. turgidum  Semillas Fito, S.A. subsp. turgidum  Baleares
convar. durum convar. durum
3 Don  Triticum turgidum Varios 10 BGE021786 Triticum turgidum Badajoz
Pedro  subsp. turgidum conservadores subsp. turgidum
convar. durum convar. durum
4 Regallo Triticum turgidum Diputacién General 11 BGE018660 Triticum turgidum Barcelona
subsp. turgidum Aragén subsp. turgidum
convar. durum  Agromonegros, S.A. convar. durum
5 Sula  Triticum turgidum Varios 12 BGE018262 Triticum turgidum  Cadiz
subsp. turgidum conservadores subsp. turgidum

convar. durum

convar. durum

agua destilada y se cubrieron con otro papel
humedecido. El conjunto se enrollé sobre si
mismo y se metié en bolsas de plastico. Los
rollos se mantuvieron en cdmara a 20°Cy se
realizaron dos lecturas a los 4 y 8 dias. A la
vez, este mismo proceso se repetia con 100
semillas asintomaticas de cada variedad a
modo de testigo.

Identificacién de los micetos

Se analizaron 200 semillas sintomaticas por
cultivar sin desinfecciéon previa sobre placas
con medio agar patata dextrosa (PDA), en
camara humeda y sobre un medio especifico
para el género Fusarium (Komada, 1975; me-
dio K). Las placas de Petri se incubaron a 25°C
en condiciones de 14 h de luz, 18.8 yE.m2.s™!
y 10 h de oscuridad entre 6 y 8 dias, realizan-
dose lecturas periddicas al microscopio 6ptico
y anotando el numero de especies presentes
en cada semilla. Para la determinacion de las

especies fungicas asociadas a los granos de
trigo con punta negra se utilizaron las obras
de Barnett and Hunter (1972) y Mathur and
Kongsdal (2003). Para la asignacién de espe-
cies del género Fusarium se siguieron los cri-
terios taxonémicos de Nelson et al. (1983) y
Leslie and Summerell (2006).

Identificacion molecular de Fusarium

Ademas de la identificacion morfoloégica, en
el caso de los aislados de Fusarium sp. se
llevo también a cabo la identificacion mole-
cular. Para ello, se sembraron cinco aislados
codificados como 301-a, 301b, 301c, 9R2 y
5R3, provenientes de diferentes muestras de
Fusarium en medio PDA y se incubaron de 3
a 5 dias a 25°C en condiciones de oscuridad
hasta obtener suficiente masa miceliar de
cada uno de ellos. A continuacion se llevé a
cabo la extraccion de ADN de cada aislado,
recogiendo cuatro discos de micelio con un
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crecimiento de 5 a 7 dias y depositandolos en
tubos Eppendorf de 2 ml. El ADN se extrajo
a continuacién con el kit DNeasy Plant Mini
Kit (Qiagen, Hilden, Alemania) segun las ins-
trucciones del fabricante.

La amplificacién parcial por PCR del gen EF-
1o del factor de elongacién cuyo tamano es
de alrededor de 700 pb, fue realizada en las
cinco cepas de Fusarium analizadas. Se utili-
zaron los cebadores EF1T y EF2T (O'Donnell
et al., 1998). La reaccién de amplificacién se
realizé en un volumen de 25pl con 50 ng de
ADN muestra en 1,5pl, 0,25ul de cada ceba-
dor (20uM), 0,25ul de AmpliTag Gold poli-
merasa (5U/pl), 2,35ul de tampdn de PCR
10x, 1,6pl de MgCl, (50 mM), y 1,85ul de
dNTPs (100 mM) (Applied Biosystems, EEUU).
La PCR se realizé en un termociclador (Ep-
pendorf Mastercycler Gradient, Eppendorf,
Hamburg, Germany). Los productos amplifi-
cados se detectaron mediante electroforesis
en gel de agarosa al 2% con bromuro de eti-
dio utilizando un tampén 1x de 40mM Tris-
acetatoy EDTA 1,0 mM.

Los productos de la amplificacion parcial del
gen EF-1a se aislaron con el kit UltraClean™
PCR Clean-Up™ (MoBio Laboratories Inc.,
EEUU). Se llevd a cabo la secuenciacion de es-
tos fragmentos amplificados utilizando el se-
cuenciador ABI 3730 (Applied Biosystems,
EEUU) segun las instrucciones del fabricante
en la Unidad de Genémica de la Universidad
Complutense of Madrid (Madrid, Espaia).
Las secuencias obtenidas se editaron y aline-
aron por el método ClustalW mediante los
programas Dnastar (Lasergene, Wisconsin,
EEUV) y BioEdit Sequence Alignment Edition
(Ibis Therapeutics, Carlsbad, California). Las
secuencias se compararon con la base de da-
tos del GenBank (NCBI).

Pruebas de patogenicidad sobre
la nascencia de plantulas

Debido a su posible vinculacién con la muer-
te de plantulas en campo, se seleccionaron

tres aislados de A. alternata y tres de F. pro-
liferatum de entre los obtenidos de los ana-
lisis microbioldgicos de semillas sintomati-
cas. Se incubaron en medio PDA hasta que el
micelio del hongo alcanzara el borde de la
placa de Petri (9 cm de diametro). A conti-
nuacion, se elaboraron los inéculos homo-
geneizando el contenido de una placa Petri
en 500 ml de agua destilada. La preparacion
del testigo se realizé igualmente mezclando
en la misma cantidad de agua destilada una
placa de PDA sin hongo.

La aplicacioén se llevé a cabo repartiendo los
500 ml de in6éculo en 100 semillas pregermi-
nadas (10 macetas con 10 semillas por mace-
ta) y colocadas, previamente, en macetas de
plastico sobre sustrato vermiculita. Para ello
se dispuso de semilla previamente desinfec-
tada en lejia durante 15 minutos y posterior
aclarado con agua limpia y puesta a germinar
en toallas humedas dos dias antes. Se utilizé
el cultivar de trigo duro 03E2606 procedente
de la coleccién de referencia del INIA, ga-
rantizando asi la ausencia de sintomatologia
de punta negra.

El ensayo se mantuvo en condiciones de la-
boratorio a temperatura ambiente entre 23
y 25°Cy luz natural. El proceso conté con dos
repeticiones en el tiempo, en cada una de las
cuales se analizaron 100 plantulas por aislado
y testigo, lo que supone un total de 700 plan-
tulas estudiadas por repeticién.

El conteo y observacion de los dafos produ-
cidos sobre las plantulas emergidas se efec-
tuaron tras un periodo de crecimiento de 14
- 16 dias, momento en el que las plantulas
mostraban sus dos primeras hojas. Su eva-
luacion se realizd conforme a las indicaciones
del “Manual para la Evaluacion de Plantulas
en Analisis de Germinacion” editado por el
Instituto Nacional de Semillas y Plantas de Vi-
vero (MAPA, 1992).
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Analisis estadistico

Los resultados del conteo de semillas con
punta negra y las pruebas de patogenicidad
de los aislados, se sometieron a un analisis de
varianza unifactorial utilizando el sofware es-
tadistico StatsGraphics Centurion XV.II (Statis-
tical 195 Graphics Corp., Herndon, VA). La
comparacion de las medias se realizé utili-
zando la diferencia significativa minima, LSD,
para el nivel de significacion elegido (p = 0,05).
Antes del andlisis de varianza se realiza la
transformacion del arcsen Vx, de los porcen-
tajes. Las comparaciones posteriores entre las
medias deben hacerse en la escala transfor-
mada. En las tablas se observan los resultados
sin transformar, para mayor comodidad, aun-
que las diferencias minimas significativas se re-
fieran a las transformadas.

Resultados
Identificacion de los hongos

El analisis fungico de los distintos micromi-
cetos fue llevado a cabo sobre muestras de
semillas de trigo duro con sintomas de punta
negra, obteniéndose un total de 12 géneros
fungicos diferentes (Tablas 2 y 3): Alternaria,
Aspergillus, Aureobasidium, Bipolaris, Cla-
dosporium, Drechlera, Fusarium, Gonatobo-
trium, Pleuropragmium, Penicillium, Rhizo-
pus y Ulocladium.

Las siembras sobre medio PDA muestran pre-
sencia de A. alternata con porcentajes de apa-
ricion en el 98% de las semillas de las varie-
dades comerciales analizadas. Estos resultados
coinciden con los expuestos por Cromey and
Muholland (1988) y Southwell et al. (1980a) en
cuyos trabajos A.alternata estaba presente
en el 83% y el 85% de las semillas respecti-
vamente. Otros muchos géneros fungicos de
comun aparicion en las semillas de cereales
como Aspergillus, Ulocladium, Rhizopus, Cla-

dosporium o Fusarium fueron aislados de
granos con punta negra, aunque sus por-
centajes de aparicién fueron siempre infe-
riores al 4% de las semillas analizadas.

Cabe destacar el cultivar Don Pedro, cuyas se-
millas presentan la mayor carga fungica al
aparecer otros cuatro géneros ademas de Al-
ternaria, si bien ninguno de ellos supera el
3% del porcentaje total de semillas afecta-
das. Es importante resefar el 2,5% de semi-
llas afectadas por Fusarium por su posible
vinculaciéon como uno de los posibles hongos
causantes de la enfermedad.

En las variedades tradicionales el hongo ais-
lado con mayor frecuencia fue nuevamente
A. alternata con porcentajes en torno al 98%.
La presencia en estas semillas de cuatro gé-
neros fungicos nuevos y la mayor frecuencia
de aparicién de éstos, indica un estado sani-
tario inferior, debido a que se trata de culti-
vares antiguos donde la mejora genética no
es tan patente o por el mero hecho de su con-
servacion. Los hongos mas repetidos en las di-
ferentes muestras son Cladosporium, Gona-
tobotrium, Rhizopusy Fusarium, que rondan
porcentajes de aparicion préximos al 2%.
Ulocladium botrytis esta presente en cuatro
de las cinco variedades estudiadas con por-
centajes entre el 2% o el 3%.

En la tabla 3 se resumen los hongos aislados
en las semillas de cultivares mantenidos sin
riego supletorio en campo.

Los resultados obtenidos en los analisis de las
semillas realizados en cdmara himeda no di-
fieren de los obtenidos en medio de cultivo
PDA. Podria por tanto haberse usado uno u
otro método analitico para la evaluacién de
la microbiota fungica.

La realizaron de ensayos en medio Komada
(K), se justifica por elevada presencia de hon-
gos con alta tasa de crecimiento como A.al-
ternata, que en los andlisis realizados en me-
dios no selectivos invadia rapidamente la placa
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imposibilitando la correcta determinacién ta-
xondmica de los Fusaria. Todas las semillas de
todas las muestras analizadas revelaron pre-
sencia Fusarium (100% de semillas afectadas
en todos los lotes) lo que implica que el en-
mascaramiento del patégeno estaba suce-
diendo y podria explicar en parte la ausencia
de especies de Fusarium en muchos de los es-
tudios sobre la punta negra del trigo en los
cuales sélo se habian utilizado medios gene-
rales para el aislamiento del agente patégeno.

Las colonias de Fusarium presentaban cade-
nas de microconidios unicelulares nacidos en
mono o polifidlidas, con macroconidios con
tres a cinco septos y una curvatura marcada.
Los aislados fueron identificados como Fusa-
rium proliferatum (T. Matsushima) Nirenberg
(Nirenberg and O’donnell 1998). Conner et al.
(1996) también asociaron dicha especie con la
enfermedad de la punta negra, aislando en

primer lugar el hongo de granos infectados
para después reproducir los sintomas en se-
millas sanas. Otros autores (Cromey and Mu-
holland, 1988 y Conner and Kuzyk, 1988a) ya
citaban anteriormente el género Fusarium
como posible causante de la enfermedad,
pero no llegaron a identificar la especie.

Identificacion molecular de
Fusarium proliferatum

Tras la amplificacion del gen del factor de
elongacién EF-1a.y la posterior comparacion
con la base de datos del GenBank, la tabla 4
muestra los resultados obtenidos. Los cinco
aislamientos corresponden a la especie F. pro-
liferatum. Ademas en la tabla se indican los
numero de acceso (Accession Numbers) asig-
nados para la base de datos GenBank (NCBI)
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/).

Tabla 4. Aislamientos de Fusarium sp. identificados mediante métodos moleculares. En la tabla
se presentan especie y numero de acceso de la base de datos GenBank de cada aislamiento
Table 4. Isolation of Fusarium sp. identified by molecular methods. The table presents species
and accession number from the GenBank database of each isolate

Aislamiento Especie Numero de acceso
301-a F. proliferatum JF747027
301-b F. proliferatum JF747028
301-c F. proliferatum JF747028

9R2 F. proliferatum JF747029
5R3 F. proliferatum JF747030

Influencia sobre el poder germinativo

El porcentaje de germinacion de las semillas
sintomaticas que presentaban decoloracién
en el embrion respecto a las semillas sanas
fue siempre similar, sin mostrarse diferen-
cias significativas en ninguna de las varieda-
des ensayadas. Los resultados experimenta-

les muestran unos porcentajes de germinacion
medios de cultivares comerciales del 79+4.14,
inferiores a los del testigo (82.4+2.33) pero sin
que las diferencias sean estadisticamente sig-
nificativas en el analisis de la varianza. Lo
mismo ocurre con las variedades tradiciona-
les donde los porcentajes medios de germi-
nacion de semillas sintomaticas se sitlan en
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el 83+6.63% frente al 85.4+5.88% de semillas
germinadas del testigo.

Influencia del riego, el abonado
nitrogenado y el cultivar

La importancia del riego (Tabla 5) queda de-
mostrada con valores de aparicion de punta
negra cercanos al 8% cuando las parcelas
son regadas frente al 5,7% de las parcelas
que se mantienen en secano, resultados que
coinciden con los obtenidos por varios auto-
res: Conner (1987), Conner et al. (1992) y Fer-
nandez et al. (2000). Los porcentajes de se-
millas afectadas crecen hasta niveles del
10,2% y 6,8% cuando observamos los valores
expresados en peso. Este hecho indica que los

granos mas pesados son mas susceptibles a la
punta negra y concuerdan con lo dicho por
Ellis et al. (1996) y Wang et al. (2002) que aso-
cian el elevado peso del grano con niveles su-
periores de punta negra.

Conner et al. (1992) demostraron que bajo
condiciones favorables para el desarrollo de
los patégenos, altas cantidades de nitrégeno
incrementan la presencia de semillas con pun-
ta negra. Estos resultados no coinciden con di-
chos resultados, ya que los porcentajes mas al-
tos (7,8%) corresponden con las parcelas sin
aplicacion de nitrégeno. No obstante la com-
paracién de estos datos muestra que la in-
fluencia del abonado nitrogenado parece ser
menos definitiva que las condiciones de riego
de la parcela de ensayo (Tabla 5).

Tabla 5. Porcentajes medios de semillas de trigo duro con sintomatologia
de punta negra segun tratamiento de abonado y el riego de la parcela elemental
Table 5. Average percentages of durum wheat seeds with Black Point symptoms
according to fertilizer and irrigation treatment of the experimental plot

Tratamiento de la parcela

Semillas con punta negra
(% en numero)

Semillas con punta negra
(% en peso)

Sin riego 573 +4,11 a* 6,83 £ 5,14 a*
Con riego 7,96 +6,29 b 10,2+9,42b
Sin nitrégeno 7,82 +598b 9,93+9,02b
Con nitrégeno 5,87 +4,61a 7,06 £5,95 a

Letras diferentes indican diferencias significativas para una probabilidad de error p < 0,05.

Los resultados concernientes a la influencia
del cultivar se presenta en la Figura 1y ofrecen
diferencias entre los cinco cultivares comer-
ciales y los cinco tradicionales. Los primeros
marcan porcentajes de punta negra no supe-
riores el 4,7% de semillas (contenidos de se-
millas sintomaticas inferiores al 6% de la mues-
tra en peso), menos Don Pedro que alcanza
niveles del 8,25% (9.53% en peso). En las va-
riedades tradicionales, salvo BGE013701, estos

valores superan el 6% de semillas con presen-
cia de sintomas. A excepcion de los dos culti-
vares mencionados, puede sugerirse que las
variedades mas antiguas son mas susceptibles
a expresar el “black point” (punta negra).

Un posible motivo de esta susceptibilidad
varietal puede ser la altura de la planta, ge-
notipos antiguos de elevada longitud del ta-
llo resultan ser mas sensibles a la enfermedad
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20

Semillas con Punta Negra (% en peso)

m Sin riego

W Con riego

Figura 1. NUmero y peso de semillas de trigo duro (% respecto al total)
con sintomas de punta negra segun la variedad de cultivo.
Figure 1. Number and weight of durum wheat seed (% in total)
with symptoms of Black Point according to the cultivar.

que trigos mejorados de estatura semi-ena-
na. Estos resultados se contradicen con los ex-
puestos por Fernandez et al. (1994). Las se-
millas de Sula (2%) y Antén (2,96%) han
resultado ser las menos afectadas, frente a
BGE018620 y BGE018660 que, con 12,25% y
12,96% de semillas sintomaticas, reflejan el
mayor porcentaje de afectacion.

Pruebas de patogenicidad

Las inoculaciones con aislados de los dos hon-
gos de mayor presencia cuantitativa del in-
ventario fungico no muestran diferencias sig-
nificativas respecto al testigo para ninguno
de los tratamientos estudiados. Las raices
principales no presentaron sintoma alguno
tras las inoculaciones y en algunos casos se
consiguieron longitudes de raiz y de parte
aérea incluso mayores al testigo. El porcen-
taje de emergencia de las semillas inoculadas
con F. proliferatum aunque ligeramente in-

ferior al testigo no representa diferencias sig-
nificativas (tabla 6).

A la vista de los resultados puede afirmarse
que ninguno de las dos especies inoculadas
ha tenido influencia sobre la nascencia de
plantulas de trigo duro.

Discusion

A la vista de los resultados obtenidos, se pue-
de afirmar que no hay diferencia en la mi-
crobiota fungica encontrada entre los distin-
tos cultivares y que, en nuestras condiciones,
los hongos que se aislan con mayor frecuen-
Cia asociados a la enfermedad de la punta ne-
grason A. alternatay F. proliferatum, hongos
de comun apariciéon en la microbiota aérea
(Palmero et al., 2010) y que previamente ha-
bian sido asociados a la enfermedad de la
punta negra del trigo en anteriores trabajos
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Tabla 6. Porcentaje de semillas germinadas, longitud de la raiz principal y longitud de la parte aérea
de las plantulas inoculadas con aislados de Alternaria alternata y Fusarium proliferatum
Table 6. Percentage of germinated seeds, length of main root and shoot length of seedlings
inoculated with isolates of Alternaria alternata and Fusarium proliferatum

Aislados Porcentaje de Longitud raiz Longitud parte
germinacién principal (cm) aérea (cm)
Testigo 85,0+5,92a 19,35+ 1,06 a 16,16 + 0,87 a
Alt 1 79,0+9,43a 20,59+ 1,20 a 16,32+ 0,93 a
Alt 2 87,5+6,42 a 20,41 +£0,86 a 16,10 £ 0,90 a
Alt 3 84,0+7,68a 21,66 +0,71 a 16,84+ 0,78 a
Fus 1 74,0+ 17,15 a 18,53+ 1,50 a 16,14 £ 0,81 a
Fus 2 73,0+ 8,72 a 19,73+ 1,01 a 16,43+ 0,79 a
Fus 3 69,0+ 11,58 a 19,59 + 1,20 a 16,86 + 1,00 a

Letras diferentes indican diferencias significativas para una probabilidad de error p < 0,05.

(Southwell et al. 1980; Conner y Kuzyk, 1988;
Cromey and Muholland, 1988; Fernandez et
al.1994; Conner et al.1996 and Ozer, 2005).

Los andlisis de la germinacion de las semillas
afectadas por la enfermedad de la punta ne-
gra sugieren poca influencia de la misma so-
bre la viabilidad de las semillas y coinciden
con las observaciones hechas por otros auto-
res (Rees et al. 1984; Cromey and Muholland,
1988; Ozer, 2005). Rees et al. (1984) matiza-
ron que lotes con altos porcentajes de aisla-
mientos de B. sorokiniana podian reducir el
poder germinativo y el vigor de las plantulas.
Para Conner et al. (1996) F. proliferatum tiene
un efecto similar a B. sorokiniana y puede
afectar negativamente a la germinacion de la
semilla, conclusién que no se ajusta a nues-
tros resultados experimentales.

Puesto que los sintomas no se hacen paten-
tes hasta los ultimos estadios de desarrollo
del grano, constituye un papel fundamental
en la epidemiologia de la enfermedad la
época y disposicion del riego. Su importancia
queda demostrada en el estudio presentado,

donde la aparicion de la enfermedad es siem-
pre superior en las parcelas regadas que en
las que se mantienen en secano. Estos resul-
tados coinciden con los de Conner, (1987),
Conner et al. (1992) y Fernandez et al. (2000),
quienes afirman que condiciones de alta hu-
medad, ya sea por el riego o debido a fuer-
tes lluvias, durante los estados de grano le-
choso y grano pastoso incrementan en gran
medida la aparicién de la punta negra. He-
mos de tener en cuenta ademas que cuando
los niveles de punta negra son tan altos como
para que la cosecha tenga que ser destinada
a la alimentacién animal, los propios hongos
o las micotoxinas que éstos producen pueden
causar problemas de salud al ganado si son
consumidos en cantidades suficientes (Cro-
mey and Muholland, 1988).

Los cultivares BGE018620 y BGE018660 estan
encuadrados botanicamente como Triticum
turgidum subsp. turgidum convar. turgidumyy,
a diferencia de los ocho restantes, que per-
tenecen a la convar. durum presentan por-
centajes medios de semillas afectadas por la
enfermedad (12,6%) muy superiores a las del
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resto de cultivares (5,4%). Los cultivares no so-
metidos a mejora genética parecen presenta
una mayor incidencia de la enfermedad.
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