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Resumen: Los estudios de las enfermedades que afectan a las semillas de trigo son esenciales para garantizar la
produccion agricola sostenible y la seguridad alimentaria. La punta negra del grano de trigo, caracterizada por
la decoloracion marrén-negra en el extremo del embridn, se asocia con la presencia de géneros hongos fitopato-
genos, como Alternaria 'y Bipolaris. Aunque esta enfermedad no suele afectar el rendimiento del cultivo, puede
comprometer la calidad del grano, lo que resulta en pérdidas econdmicas debido a descuentos en el mercado.
El presente estudio evaluo la efectividad del método de conservacion utilizando agua destilada-esterilizada tres
veces (ADTE) para preservar la viabilidad y estabilidad de Alternaria sp. y Bipolaris sp. Los resultados dem-
ostraron que el método ADTE fue eficaz para conservar tres de las cuatro cepas evaluadas, siendo Alt04 la mas
viable. Estos hallazgos sugieren que el ADTE podria representar una alternativa econémica y efectiva para la
conservacion a largo plazo de estos hongos fitopatdgenos. Dado su papel critico en la agricultura, la identificacion
de los géneros asociados a la enfermedad de la punta negra, asi como su correcto aislamiento y conservacion,
facilitaran el registro de cepas de referencia para investigaciones futuras.

Palabras clave: preservacion prolongada, micosis, epidemiologia, patogeno vegetal, micobiota, centrifugacion,
agricultura.

Abstract: Studies of diseases affecting wheat seeds are essential to ensure sustainable agricultural production and
food security. Black point disease in wheat grains, characterized by brown-black discoloration at the embryo's tip,
is associated with the presence of phytopathogenic fungal genera such as Alternaria and Bipolaris. Although this
disease usually does not affect crop yield, it can compromise grain quality, resulting in economic losses due to
market discounts. This study evaluated the effectiveness of the conservation method using triple-distilled sterile
water (TDSW) to preserve the viability and stability of Alternaria sp. and Bipolaris sp. The results demonstrated
that the TDSW method was effective in conserving three out of the four evaluated strains, with Alt04 being
the most viable. These findings suggest that TDSW could represent an economical and effective alternative for
long-term preservation of these phytopathogenic fungi. Given their critical role in agriculture, identifying the
genera associated with black point disease, as well as their proper isolation and conservation, will facilitate the
registration of reference strains for future research.

Key words: long-term preservation, mycosis, epidemiology, plant pathogen, mycobiota, centrifugation, agri-
culture.
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Introduccion
El estudio de la micocenosis de las semillas de
cereales es relevante para resolver problemas rela-
cionados con la elaboracion de productos agricolas
saludables y respetuosos con el medio ambiente. La
enfermedad en semillas conocida como Punta negra
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o Black point, en inglés, es causada por un complejo
de hongos, entre ellos se encuentran Alternaria 'y
Bipolaris, géneros fingicos que muestran una alta
frecuencia de aparicion en las semillas de trigo. Esta
enfermedad se caracteriza por una decoloracion
marrén-negra en el extremo del embrion del grano
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segun Khlebova et al. (2019).

Desde el inicio del siglo XX, se han realizado
trabajos para describir y estudiar las causas de la
emergencia de la punta negra en todas las regiones
en donde el trigo se cultiva; estos lugares incluyen
Italia, Egipto, Marruecos, Argentina, India, Canada,
Estados Unidos, Alemania, Africa del Norte y
Rusia, segin Khlebova et al. (2019). Si bien la
enfermedad no suele reducir el rendimiento del
cultivo, la presencia de la punta negra en el grano
cosechado puede disminuir la categoria y la calidad,
lo que resulta en descuentos por parte del elevador.
Los granos afectados son considerados como dafa-
dos segun las normas de granos de Estados Unidos
y se permite solo un 2%, en el trigo clasificado
como U.S. No. 1; y un 4%, en U.S. No. 2., segiin
Watkins (2004).

En la investigacion de hongos presentes en la
punta negra del trigo, realizada por Chavez y Kohli
(2013), se identificaron 11 géneros de hongos: Cur-
vularia, Alternaria, Helminthosporium, Fusarium,
Pyricularia, Drechslera, Nigrospora, Septoria,
Cladosporium, Chaetomium, y Melanospora. Los
géneros Curvularia, Alternaria, Helminthosporium
y Fusarium fueron predominantes en la infeccion
de punta negra en trigo en el Paraguay.

Alternaria es un género fingico ubicuo que in-
cluye especies saprofitas, endofiticas y patdgenas.
Esta asociado con una amplia variedad de sustratos,
incluyendo semillas, plantas, productos agricolas,
animales, suelo y la atmosfera. Las especies de A/-
ternaria son conocidas como graves patégenos de
plantas, causando pérdidas importantes en una am-
plia gama de cultivos como lo mencionan Wouden-
berg et al. (2013). En cuanto el género Bipolaris,
su relevancia en el Paraguay se suele presentar en
otros cultivos de cereales como el arroz. En los afios
2016 y 2017, este género presentd una incidencia
media mas alta asociada a la mancha foliar en las
areas de cultivo de arroz en Neembucu, segun lo
documentado por Quintana ef al. (2019). Por otro
lado, especies como B. sorokiniana y B. bicolor
fueron observadas en semillas de trigo provenientes
de diversas localidades de Brasil, tal como lo sefiald
Morejon et al. (2006).

Estos organismos fingicos revisten una sig-
nificativa relevancia en el ambito agricola, par-
ticularmente debido a su estrecha asociacion con el
complejo patdégeno implicado en la enfermedad de
la Punta Negra en trigo. Por consiguiente, se hace
imprescindible abordar la investigacion dirigida
hacia la preservacion y almacenamiento optimos
de estos hongos, con el proposito de facilitar estu-
dios subsiguientes, tales como la identificacion de
la variabilidad genética dentro de la poblacion, la
evaluacion de su patogenicidad en cultivos hués-
pedes, asi como la caracterizacion de su interaccion
con el hospedero. Para ello, es fundamental emplear
métodos de conservacion disefiados especifica-
mente para asegurar la viabilidad y estabilidad de
estas especies.

El enfoque de inmersion en agua destilada,
la técnica agua destilada-esterilizada tres veces
(ADTE), ha demostrado su efectividad en la conser-
vacion de oomicetos, basidiomicetos, ascomicetos
aerdbicos y algunos microorganismos conocidos
por ser patogenos en seres humanos de acuerdo con
Nakasone (2004) y Fernandez et al. (2012).

En esta investigacion, se tiene por objetivo
evaluar la efectividad de la conservacion en agua
destilada-esterilizada para la preservacion de los
hongos fitopatogenos: Alternaria sp. y Bipolaris
sp., donde se utiliz6 una version adaptada de la
metodologia desarrollada por Ladino Rey et al.
(2016), la cual involucro una serie de suspensiones
en Agua-Destilada-Esterilizada 3 veces (ADTE).
Este enfoque esta basado en el método Castellani,
que se basa en la conservacion del cultivo del
hongo en agua destilada estéril descrita en Panizo
et al. (2005).

Materiales y métodos
Siembra de los granos de trigo

Siguiendo el protocolo de French y Herbert (1980),
se desinfectaron las semillas de trigo con sinto-
mas de la enfermedad Punta Negra, primero se
sumergieron en alcohol al 70% durante 30 segun-
dos, luego en hipoclorito de sodio 3% durante un
minuto, se lavaron tres veces con agua destilada y
finalmente se dejaron secar sobre papel absorbente.
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Todo el proceso de desinfeccion se llevo a cabo en
una camara de flujo laminar.

Se sembraron cinco semillas desinfectadas en
posiciones equidistantes en cada placa de Petri con
medio PDA (Papa, Dextrosa y Agar) de 90 mm
de diametro y se incubaron durante 5 dias a una
temperatura de 28+3°C. Después de que las hifas
crecieran, se identificaron las colonias basandose en
la morfologia descrita en el manual de laboratorio
“Ensayos para la semilla de maiz y de trigo” de
Warham ef al. (1997).

Identificacion del género y obtencion de los
cultivos puros

De cada colonia identificada, se realizaron cinco
repiques equidistantes en una misma placa con
PDA. Estas placas se incubaron durante 5 dias a una
temperatura de 28+3°C. Una vez que los cultivos
puros crecieron, se procedié a la identificacion
del género del hongo. Para ello, se observaron los
conidios bajo el microscopio y se compararon con
las fotos descritas en los ensayos de Warham et al.
(1997), Manamgoda et al. (2014) y Woudenberg
et al. (2013). Posteriormente, se realizaron las
monosporizaciones utilizando la metodologia de
las dilusiones seridas. Estos aislados se encuentran
registrados e incluidos a la “Coleccion de Cultivos
de Microorganismos de la Universidad Nacional de
Asuncion, Paraguay” (con registro de la FELACC,
SI-70).

Filtrado de conidias por centrifugacion y con-
servacion de suspensiones

En medio Avena Agar (MAA), se dejaron crecer
repicados de monoespdricos de los hongos por 5 a
7 dias. Una vez pasado ese tiempo, se aplastaron
con laminas de vidrio esterilizadas para luego
incubarlos en condiciones de esporulacion por 2
dias en camara hiimeda (28°C=1, HR>80% y luz
constante). Pasado este tiempo, se agregd a cada
cultivo 5SmL de agua destilada tres veces esterilizada
(ADTE) y se rasparon con laminas de vidrio ester-
ilizadas. Seguidamente, la solucion madre de cada
placa se vertio en tubos de 15mL. Se centrifugaron
los tubos a 2000 rpm por 5 minutos como indica

Gemeda et al. (2014), para después descartar el
sobrenadante y volver a centrifugar para obtener
una suspension mas concentrada de 5 mL aproxi-
madamente. La solucion concentrada se diluyé en
SmL de ADTE, se filtré con una gasa estéril, y se
recolectd en vasos de precipitado estériles. Los 8mL
de cada suspension se almacenaron en tubos de 2
mL para su conservacion y posterior determinacion
de la tasa de supervivencia. Los 2 mL de suspension
sobrante de cada repeticion se utilizaron para la
determinacion de la viabilidad.

Determinacion de la viabilidad

Para la determinacion de la viabilidad, se calculd
la concentracion de conidios/mL al momento de
filtrar la solucién concentrada con la gasa estéril.
Para ello se utilizo la ecuacion propuesta por French
y Herbert (1980), utilizando un hematocitometro,
este proceso se repitido en cinco ocasiones como
réplicas analiticas, y se calculd el promedio de los
valores obtenidos.

Determinacion de la tasa de supervivencia

Para evaluar la tasa de supervivencia tras la con-
servacion, se calculo el valor de la tasa de super-
vivencia (BSR%), por sus siglas en inglés, a través
de la ecuacion propuesta por Morales-Garcia et al.
(2010):

UFC

Log(lJrN"iDCJ*IOO
ml

Tasa de supervivencia ( BSR%) = UFC
Log (N ° il AC j
m

Siendo: DC: Después de la Conservacion. AC:
Antes de la Conservacion. UFC: Unidades Forma-
doras de Colonias.

Para calcular el BSR%, es necesario conocer
las Unidades Formadoras de Colonias por mL
(UFC/mL) del TO (tiempo 0, dia 0, dia en el que
se llevaron las suspensiones a conservacion), para
compararlo con el del T1 (tiempo 1, dia en el que
se sacaron las suspensiones de la conservacion).
El conteo de microorganismos mediante técnica de
extension superficial en placa, segin lo descrito por
Valencia (2004) y Camacho et al. (2009), se utilizd
la siguiente formula:
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@=N°de colonias * ! * !
ml Factor dedilucion ml demuestra

Para calcular la UFC/mL, es necesario el factor
de dilucién:
gomldemuestra

Fd : Factor dedilucion =
gomldemuestra+ g oml de diluyente

El UFC se evalud a partir de 0,2 mL de la
solucion madre, de cada vaso. Dicha alicuota fue
sembrada en placas de Petri con medio PDA en
dilucion 1/10. El crecimiento de las colonias se
observo a intervalos de 24, 48 y 72 horas.

Determinar la estabilidad morfoldgica y la
pureza de las colonias.

Para la evaluacion de la viabilidad, estabilidad
morfologica y pureza de los hongos filamentosos,
se observaron las caracteristicas macroscopicas y
microscopicas de los cultivos.

Resultados

El método del ADTE para la conservacion de hon-
gos fitopatoégenos fue eficaz para recuperar 3 de
las 4 cepas evaluadas: Alt04, Bp09, Alt01 y Bpl1
(Tabla 1). Se observaron sus caracteristicas mac-
roscopicas y microscopicas de dichas cepas (Figs.
1 y 2) donde se observan las particularidades de
los géneros Alternaria y Bipolaris en cuanto a su
coloracion de colonia y forma de conidios.

Se realizaron estudios a lo largo de diferentes
periodos de tiempo, expresados como T, (Dia 0),
T, (20 dpc, para Alt04; y 40 dpc para Bp09, Alt01
y Bpll) y T, (60 dpc, para AltO1 y Bpll). Para
la cepa Alt04, en el T, a las 24 horas, se observo
un valor de 161,11 UFC/mL, mientras que, a las

Tabla 1. Aislados estudiados en este ensayo.

48 horas, el valor aument6 a 205,56 UFC/mL, en
el T, a las 24 horas, no se evidenci6 crecimiento
visible, pero a las 48 horas, se registrd un valor de
22,22 UFC/mL (Fig. 3a), lo que dio un BSR% del
63,54% (Fig. 4). En cuanto a la cepa Alt01, dio los
siguientes valores: en el T  a las 24 horas, se observo
un valor de 166,67 UFC/mL, y a las 48 horas, este
valor aument6 a 475 UFC/mL. En el T, a las 24
horas, el crecimiento fue de 35 UFC/mL, y a las 48
horas, de 130 UFC/mL. En €l T, a las 24 horas, el
crecimiento fue de 5 UFC/mL, y a las 48 horas, de
10 UFC/mL (Fig. 3c), lo que resulté en un BSR%
de 23,41% (Fig. 4).

La cepa Bp09 (Fig. 3b), en el T a las 24 horas,
no se detectd crecimiento (0 UFC/mL), pero a las
48 horas, se registraron 27,78 UFC/mL. Enel T ,
a las 24 horas, no hubo crecimiento visible, pero a
las 48 horas, se registro un valor de 50 UFC/mL,
estos resultados dieron un BSR% del 47,69% (Fig.
4). Finalmente, para la cepa Bp11 (Fig. 3d), enel T,
a las 24 horas, se registr6 un valor de 366,67 UFC/
mL, y a las 48 horas, de 733,33 UFC/mL. Enel T ,
a las 24 horas, el crecimiento fue de 200 UFC/mL,
y alas 48 horas, de 2530 UFC/mL. En el T, tanto
a las 24 como a las 48 horas, no se observo creci-
miento visible, lo que dio un BSR% de 0 (Fig. 4).

Discusion

El método del ADTE para conservacion de hongos
fitopatogenos fue eficaz para recuperar 3 de las 4
las cepas evaluadas, una proporcion similar a la
de Ladino Rey ef al. (2016), en el que las cinco
de las siete cepas conservadas con agua destilada
sobrevivieron hasta los cuatro meses evaluados en
su estudio.

ID aislado Género Hospedero/Parte de planta Afio aislamiento Fecha conservacion
Alt01 Alternaria Trigo/semilla 2023 31/10/2023
Alt04 Alternaria Trigo/semilla 2023 30/8/2023
Bp09 Bipolaris Trigo/semilla 2023 8/10/2023
Bpl1 Bipolaris Trigo/semilla 2023 22/11/2023
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Figura 1. Observaciones macroscopicas y microscopicas de aislados de Alternaria (Alt). (a) Cultivo monoespodrico en medio
PDA de Alt04. (b) Cultivo monoesporico en MAA de Alt04. (¢) UFC de Alt04 (T) tras 48 horas de crecimiento (d) Conidios
de colonias de Alt04, antes de la conservacion. (¢) UFC de Alt04 (T)) tras 48 horas de crecimiento (f) Conidios de colonias de
Alt04, 40 dpc. (g) Cultivo monoesporico en medio PDA de AltO1. (h) Cultivo monoespérico en MAA de AltO1. (i) UFC de
Alt01 (T,) tras 48 horas de crecimiento (j) Conidios de colonias de Alt01, antes de la conservacion (k) UFC de Alt01 (T)) tras
48 horas de crecimiento (I) Conidios de colonias de Alt01, 40 dpc. (m) UFC de Alt01 (T,) tras 48 horas de crecimiento (n)
Conidios de colonias de Alt01, 60 dpc.
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y)  AVENA

PR gmow L
Figura 2. Observaciones macroscépicas y microscopicas de aislados de Bipolaris (Bp). (0) Cultivo monoesporico en medio PDA
de Bpl1 (p) Cultivo monoesporico en medio MAA de Bpl1 (q) UFC de Bpl1 (T,) tras 48 horas de crecimiento (r) Conidios
de colonias de Bp11, antes de la conservacion. (s) UFC de Bpl1 (T,) tras 48 horas de crecimiento (t) Conidios de colonias de
Bp11, 40 dpc (u) Cultivo monoespoérico en medio PDA de Bp09 (v) Cultivo monoespodrico en medio MAA de Bp09 (w) UFC
de Bp09 (T,) tras 48 horas de crecimiento (x) Conidios de colonias de Bp09, antes de la conservacion. (y) UFC de Bp09 (T,)
tras 48 horas de crecimiento (z) Conidios de colonias de Bp09, 40 dpc.
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Figura 3. Comparacion de las UFC/mL de la dilucion 1/10 de diferentes cepas antes de la conservacion (TO = Dia 0) y dias

post-conservacion (T1 = 20 DPC/40 DPC y T2 = 60 DPC).

De acuerdo con los estudios de Fernandez et al.
(2012), en donde se reportd un porcentaje total de
recuperacion del 76,5%, se observo que el BSR%
para la conservacion de conidios en ADTE fue
moderado. Especificamente, se registrd un porcen-
taje de 43,475%, para Alternaria; y de 11,705%,
para Bipolaris. En conjunto, ambos géneros dan,
en conjunto, una tasa de supervivencia de 33,66%.

Como destaca Panizo et al. (2005), los métodos
de conservacion con agua son de bajo costo y facil
manejo, pero necesitan de constante vigilancia y
atencion por parte del personal que se ocupa del
mantenimiento de una coleccion de hongos. Esto
también lo mencionan Fernandez et al. (2012), un
método ideal para pequefias colecciones o laborato-

rios con pocos recursos. Resulta util practicamente
para todos los hongos patégenos porque ha logrado
mantener la viabilidad, pureza y estabilidad por
periodos de mas de 20 afios.

Conclusion

Se puede concluir con esta investigacion que la
efectividad de la conservacion con ADTE para
la preservacion de los hongos fitopatogenos: A/-
ternaria sp. y Bipolaris sp. de un 75% de estas
especies fungicas evaluadas durante los periodos
mencionados.
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