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Taxonomia

Phylum: Basidiomicetes
Clase: Ustilaginomycetes

Division

— Chytridomicota

(Aylomyces)

—Zygomicota

Clase

(Rhizopus,

Mucor)

Basidiomycota

Ascomycota
(Gibeberella,

Neurospora)

Urediniomycetes
(Puccinia,

Microbotryum)

Ustilaginomycetes

. Hymenomycetes
(Agaricus,

Boletus)

Subclase

— Entorrhizomycetidae

(Entorrhiza)

— Ustilaginomycetidae—

— exobasidiomycetideae -

Orden Familia

- Urocystaceae
— Urocystales < (Urocystis)

(Urocystis) Glomosporiaceae

— (Thecaphora)

|__ Ustilaginales

= Exobasidiales .
(Sporisorium,

—Tilletiales

—Malasseziales
L Georgefischeriales
—Entilomatales

—Doassansiales

= NMicrostomatales



Carasteristicas generales

Hasta 2012 en el relevamiento mundial realizado por el Dr Vanky
se determind la existencia 1700 especies y 93 géneros de

carbones.

 En Argentina, la Dra. Hirschhorn determino 14 géneros sobre
aproximadamente 140 hospedantes y un nuevo género,
Juliohirschhornia (Linden) Hirschh en Paspalum plicatulum
Michx (Valle de Lerma, Salta) en honor a su hermano Julio

Hirschhorn. (Vanky 2012).



Caracteristicas generales

CARBONES

El término proviene porque las esporas son de
color oscuro casi negras, denominadas teliosporas.

Sporisorium sp Thecaphora frezii



Caracteristicas generales

TELIOSPORAS DE ORIGEN SEXUAL SON
ESTRUCTURAS DE RESISTENCIA

V

e Por quéD
é e

PERSISTEN POR VARIOS ANOS EN:

SEMILLA, RESTOS VEGETALES, SUELO.



Caracteristicas generales
SINTOMAS

v FORMACION DE
v ENANISMO: AGALLAS:

Tilletia sp Ustilago maydis,
Thecaphora solani

v PANQOJASY.
ESPIGAS ESTERILES:

Sporisorium:sp

v/ ESTRIAS EN HOJA:

Ustilago filiformis




Caracteristicas generales

Holobiotroficos:

Parasitos que son dificil de cultivar o
crecen pobremente in vitro y son
incapaces de crecer saprofitamente en la

naturaleza, por ejemplo: royas, oidios.

Metabiotroficos:

Parasitos que se pueden cultivar in vitro y
poseen una capacidad de crecimiento
similar al saprofito en la naturaleza, por

ejemplo: carbones



Caracteristicas generales

TIPOS DE GERMINACION IN VITRO-Metabiotroficos

Ustilago sp

Ustilago tritici

Tilletia sp.

Fotos Astiz Gasso



Caracteristicas generales

FASE PARASITICA |
FASE SAPROFITICA
Micelio Teliosporas en Teliosporas conjugacion de Micelio
basidiosporas
parasitico reposo n+n maduras 2n basidiosporas parasitico
<
X T X X c‘-‘;t;.x \5.._..._
[y 4
<<
I
dicariofase diplofase haplofase dicariofase
cariogamia  meiosis plasmogamia

Esquema tipico del proceso reproductivo de los carbones Vanky (1987)




EL CICLO DE VIDA TIPICO DE LOS CARBONES

ESTADO TELEOMORFICO

Esporas del carbon
causando la
infeccion

I.Esporas Esporasimple
germinadas sobre R I e

el hospedante

Fragmentacion de

hifas Basidiosporas

n/

Apareamiento

Crecimiento prolifico compatible de
en el parénquima del tipos conjugados

hospedante : 0+°

. Hifa dicariotica

Formacion de
basidioy
basidiosporas

Micelio dicariotico Apareamiento
entra al hospedante compatible de
(Hifa infectiva) tipos conjugados

0-0

SON ENFERMEDADES MONOCICLICAS



Caracteristicas generales

ENFERMEDADES QUE AFECTAN
A LAS ANGIOSPERMAS

Monocotiledoneas Dicotiledoneas

\



Caracteristicas generales

Monocotiledoneas

Ustilaginales




Caracteristicas generales

“EEE chotlledoneas
Thecaphora frezii T. solani

Urocystis cepulae Entyloma calendulae




SOROS

- formado por tejido del hospedante y/o del hongo

a- Estructuras como hebras b-' GConsistencia del'soro

U. filiformis U. tritici



Embrion

Plantula i
Infeccion local

Enfermedad
Sistémica

Toda la planta:

4

* Hoja

Fruto (mani)
Tubérculo
Tallo

Infecciony
enfermedad local

CARBONES

Tipos de infeccion en el hospedante

Ustilago maydis




HIPOTESIS DE TRABAJO

Sporisorium cruentum, Ustilago filiformis y Ustilago bullata producen distintos tipos de
infeccion y alteraciones histopatoldgicas en los tejidos vegetativos y reproductivos de

sus hospedantes.

El conocimiento previo de las razas de U. bullata y la variabilidad genética de Bromus
sp. permiten aplicarse en estrategias de manejo de U. bullata en el género Bromus.

El establecimiento de un umbral de esporas en semillas de B. catharticus y la dosis de
terapicos de semillas logra una mayor eficacia y eficiencia en el control de la
enfermedad en el cultivo.

Trichoderma spp. disminuye la infeccién de U. bullata en plantas de Bromus spp.

El uso combinado de Trichoderma-terapicos aporta un mayor control y mejora el

manejo del patégeno U. bullata sobre B. catharticus.



OBJETIVO GENERAL

Evaluar los efectos y las alteraciones
ocasionadas por los carbones en los tejidos
vegetativos y reproductivos en Poaceas de los

generos Sorghum, Glyceria y Bromus.



“ams CAPITULO |

HISTOPATOLOGIA Y ALTERACIONES MORFOLOGICAS
PRODUCIDAS POR Sporisorium cruentum EN

RIZOMAS DE Sorghum halepense



£t Sorghum halepense_:(SOI'QO
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EEEN . .
o Sporisorium cruentum

Es el agente causal de enfermedades en
distintas especies del género Sorghum

incluyendo Sorghum halepense



EEEN . .
o Sporisorium cruentum

W " |Infecta y coloniza al meristema apical, luego se difunde
- al meristema reproductivo infectando las espiguillas y el
hongo se desarrolla a expensas del ovario

Algunas panojas pueden ser transformadas en panojas
estériles y/o formar filodios.

Las semillas son reemplazadas por un “soro” que
termina en forma de punta conica, que se encuentra
rodeada por una membrana fragil (peridio),
paralelamente se produce la formacion de una pequena

columela curvada recubierta de teliosporas




T OBJETIVO

Evaluar los efectos vy alteraciones
ocasionadas por S. cruentum a nivel
celular en los tejidos vegetativos vy
reproductivos de las plantas de S.

halepense.



"I MATERIALES Y METODOS

v’ Identificaciéon del patogeno.
v/ Preparacion de los rizomas e inéculo:

= Tratamiento 1: Inoculacion de plantulas de sorgo con

aguja hipodérmica.

" Tratamientos 2: Inoculacion de yemas al vacio

(suspension de teliosporas y cultivos liguidos de
esporidias).
v Técnicas histologicas en laboratorio

= (Observacion con MO, MT, MB
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EEEE
I IDENTIFICACION Y AISLAMIENTO DE

Sporisoriumicruentum,




nnm Ciclos de Sporisorium sp

]
(o]
G

Colonizacion del

meristema apical




Corte longitudinal de la

- . Detalle de la base de
espiguilla con el gineceo

. la espiguilla infectada
curvado y con presencia

por el hongo

de teliosporas

Células de la base de la espiguilla

infectadas con Sporisorium cruentum.




N EE
11 Cortes transversales de hoja (MO)

Corte de la hoja sana con visualizacién de

cloroplastos normales

Ausencia de cloroplastos, estructuras

degradadas y colonizada por hongo

Células de

parenquimaticas <

infectadas hifa (h)




mes Alteraciones morfoloégicas producidas por S. cruentum

Yemas multiples (FILODIOS) que
originan pequefnas panojas
infectadas con el hongo

Inducciéon de formacidn meristema
vegetativo y reproductivo colonizados

Base del meristema con presencia de por el hongo.

la hifa del hongo (h).

Brotes de rizomas del Sorgo de alepo en
placas de petrii inoculadas con
basidiosporas.

A. Testigo sano. B. Rizomas y brotes
necrosados por el hongo colonizados y
desarrollo de micelios blanquecinos.
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1.

CONCLUSIONES

Se establecio las condiciones ambientales y el

momento de mayor eficacia del hongo para producir

infecciones en el sorgo de alepo.

. Seria importante establecer las posibles

A
interacciones entre la implementacion del control ™

bioldgico y el uso de herbicidas en dosis reducidas

como alternativas de manejo en el sorgo de alepo.

MY S G | s




CAPITULO I

BIOLOGIA E HISTOPATOLOGIA DEL
CARBON Ustilago filiformis SOBRE

Glyceria multiflora



OBJETIVOS

Determinar el proceso de infeccion del
patogeno.
Clarificar la biologia reproductiva de U.
filiformis.
Analizar las alteraciones histopatologicas

asociadas al ataque del hongo.



Glyceria multiflora Steudel

Especie nativa de sudamericana.
Acuatica, perenne, rizomatosa.
En Argentina habita las zonas de pastizales bajos de la Mesopotamia y la
cuenca del Salado.
Vegeta en invierno y florece en primavera. Habita lugares anegadizos, los
bordes de las lagunas, zanjas, etc.
Es considerada una forrajera valiosa, apreciada por el ganado:
o La alta productividad

o Buena palatabilidad desde el punto de vista forrajero



e Ustilago filiformis
% VT L/ Yl ‘\
Q @HWTWA@ clorosis 'y necrosis sobre las

laminas, la enfermedad se denomina “carbon de la
estria en la hoja”. Los macollos pueden estar atrofiados
y de color verde palido a verde-amarillento, por lo

general no llegan a florecer.

o SI[@N[0) se manifiesta como una masa carbonosa de

teliosporas sobre la hoja, la dispersion es por el agua y

viento.



MATERIALES Y METODOS

Aislamiento y cultivo in vitro del hongo
Pruebas de patogenicidad
Preparacion indculo
Métodos de inoculacion
1. Ensayo de inoculacion en laboratorio
2. Ensayo de inoculacion a campo

3. Cortes histologicos para el analisis histopatologico



Ustilago filiformis

Germinacion in vitro




MATERIALES Y METODOS

INOCULACION ARTIFICIAL CON BASIODIOSPORAS DE U. filiformis

inoculaciones  S€

hicieron cada 20

dias cuando S€

producia el

rebrote de yemas:
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CONCLUSIONES

Los métodos fueron eficientes para la determinacién de la histopatologia del
carbon de la estria sobre su hospedante.
Se determind el proceso de penetracion, infeccion y colonizacién del
patogeno sobre las plantas de Glyceria.
Se determind que la infeccion es de tipo local y no sistémica.
Se establecid y esquematizé el ciclo biolégico de U. filiformis sobre Glyceria
Spp. por primera vez en nuestro pais y en el mundo, constituyendo un aporte de

valor para entender la epidemiologia de la enfermedad.
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B. catharticus es una especie
forrajera nativa de Ameérica
del Sur. La produccion de
semilla es frecuentemente
limitada por el ataque del

carbon de la panoja U. bullata




U. bullata es un patdgeno que deforma las
espiguillas de las panojas y las semillas son
reemplazadas por una masa carbonosa
constituida por teliosporas del patogeno.

Las esporas caen al suelo y/o son
transportadas por las semillas cuando se
contaminan en el momento de la cosecha
durante la trilla de las plantas.

La viabilidad de las esporas es de varios anos.




" Evaluar los efectos y alteraciones ocasionados por U.

bullata a nivel celular en los tejidos vegetativos de las

plantas de B. catharticus.

" Determinar la existencia de formas fisiolégicas en
poblaciones U. bullata y el comportamiento en diferentes

especies del genero Bromus.



= Aislamiento de U. bullata de infecciones a campo.

* [noculacion con teliosporas de U. bullata sobre
especies del genero Bromus.

= Cortes histologicos de tejidos de las plantas de

cebadilla criolla.



GERMINACION
IN VITRO






Meazcla (PE,TA,GO,LI,GR)

PROVINCIA
Buenos Aires

LOCALIDADES
Pergamino (PE)
Tres Arroyo (TA)
Gowland (GO)
Llavallol (LI)
General Roca (GR)

Buenos Aires

Buenos Aires

Buenos Aires
Rio Negro

5 poblaciones

W PERGAMIND

® TRES ARROYOS
B GOWLAND

W GRAL ROCA

W LLAVALLOL

Mezclz de poblaciones

R ==/ Mezcla de poblaciones
- - || AVALLOL
= - GRAL ROCA
== / GOWLAND
@« TRES ARROYOS
- PERGAMING
Testigo i

B parodii ! L 2

B brevis

Bromus
catharticus

B auleticus z soi
B inermis

Medianamente Resistente (MR) 6-10 %
Medianamente Suceptible (MS) 11-20 %
Susceptible (S) 20-100 %

Aislamiento Ustilago bullata I

o - _ ] ©

HOSPEDANTES E g2 5 2 & 3

2 fx § §E 3 =

EEEERRE
M

Referencia: Resistente= 0.5 % R; 6-10% Moderadamente Resistente= MR; 10-20
% Moderadamente Susceptible= MS; 21-100% Susceptible= S
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Las investigaciones realizadas sobre la biologia y histopatologia de U. bullata indican que

este patogeno se localiza en el tejido apical e infecta a las panojas de cebadilla en forma E
E

g

parcial o total.
Se determind la existencia en Argentina de cuatro formas fisioldgicas de U. bullata.

Se establecid que las especies B. catharticus y B. parodii son hospedantes altamente

susceptibles a Ustilago bullata.

No se hallo resistencia genética en B. cartharticus al carbdn de la cebadilla.

Se comprobdé que la especie B. brevis es un hospedante diferencial del género Bromus
para realizar investigaciones sobre la variabilidad patogena de U. bullata. u
B. auleticus y B. inermis cv gombaszpuzta fueron las especies mas resistentes a las
poblaciones U. bullata.

Bromus auleticus posee un endoéfito (E+) que interactla en forma antagdnica para evitar

la infeccion de U. bullata.

O |
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" Establecer los niveles de infestacion del carbdon de la cebadilla

en semilla de B. catharticus para logar la mayor efectividad y
eficacia en el uso de terapicos para el control quimico de la
enfermedad.

" Determinar si aislamientos de Trichoderma spp. de |a rizésfera
de plantas de B. catharticus son efectivas para el biocontrol de
U.bullata.

" Determinar si es posible la aplicacion conjunta con
tratamientos de terapico-biocontrolador para el manejo del

carbon de la cebadilla.



JEEN
1 LL
1 1L
| NUMERO | G. DE PRINCIPIO ACTIVO m DOSIS COMERCIAL

TV-D1 Thiram 18,75g / Carbendazim 18,75 csp 400 cm3/100 Kg
TV-D2 Thiram 18,75g / Carbendazim 18,75 csp 2%* 800 cm3/100 Kg

Thiram 20 % / Carboxin 20% csp 1 500 cm3/100 Kg
Thiram 20 % / Carboxin 20% csp 2 750 cm3/100 Kg
Ipconazole 2% 1 75 cm3/100 Kg
Ipconazole 2% 2 150 cm3/100 Kg

Referencias: * dosis para el control de carbones (Tilletia sp. Ustilago tritici, Ustilago nuda, en Trigo;
** dosis de prueba carbdn de la cebadilla (Ustilago bullata)

60 m nivel 1
55 650 esporas/semilla
ig l m nivel 2
40 300 esporas/semilla
35
30 )
25 M nivel 3
20 [ 50 esporas/semilla
15 o
10 ]
5
o - : A‘- ‘ P . . M— : ——— ll .

TV D1 TV D2 TC D1 TC D2 TCR D1 TCRD2  TESTIGOS
TRATAMIENTOS

% de ataque




Niveles de infestacion de < 50 teliosporas/semilla es el Umbral a
considerar en el momento de seleccionar lotes de semilla de
cebadilla y recomendar el tratamiento con terapicos para
siembra.

Los controles quimicos sobre U. bullata dependen de los
principios activos que contienen los formulados de los fungicidas
y deben ser evaluados con ensayos a campo para logar la mayor

eficiencia y eficacia para el manejo de la enfermedad.



| ESCALA____| _Baja | Media_| _Alta__| MuyAlta |
2 3 =

1

1 2 3
1 2 3
REFERENCIAS

Densidad del micelio (DM):

Baja (1): Cuando el micelio es laxo o

Cobertura del micelio en la caja (CC):

Baja (1): El micelio cubre menos del 50% de la superficie de la
poco abundante. caja.
Media (2): Cuando el micelio tiene un Media (2): El micelio cubre entre 50-75 % de la superficie de la
desarrollo intermedio. caja.
Alta (3): Cuando el micelio es abundante Alta (3): El micelio cubre entre 75-90 % de la superficie de la caja.

y apretado. Muy Alta (4): El micelio cubre entre 90-100 % de la superficie de la

S$C26,5C29, SC39, SC154, SC160, SC161, SC165, SC178, SC180.

Las cepas seleccionadas fueron formuladas para ensayos a campo.

Formacion de conidios de Trichhoderma (FC):

Baja (1): El micelio no forma conidios o su formacién es
reducida a un sector.

Media (2): El micelio presenta un desarrollo intermedio con
una distribucién en anillos.

Alta (3): Cuando la formacién de conidios es abundante y

visible en toda la colonia.

De la interaccion Trichoderema-U. bullata se seleccionaron las cepas seleccionadas fueron:



150 cc/q semilla
750 cc/q semilla

Thiram 20% + Carbendazin 20% + U. bullata 800 cc/q semilla
200 mi/Kg semilla

TRATAMIENTOS

Bipconazole
Bthiram+carhoxin
Othiram+carbendazim
BEiagro TL

B Testign

% de panojas atacadas




EVALUACION DE LA SUPERVIVENCIA DE LOS CONIDIOS IN VITRO

P EN UN MEDIO SEMI-SELECTIVO EN TIEMPOS (To.T7.T14,T21/DIAS)
4
U4
!

1

' 100 Semillas tratada) diluciones

e sucesivas DILUCIONES  SERIADAS:
con terapico Biagro TL

se mezcla 1 ml de la
muestra con 9 ml del
: diluyente

Tween 80, agitador /

+100 ml de agua con

magnético durante s .‘

\ 5 min ) e :

o

Siembra en cajas de Petri, \

con medio semi-selectivo,

se colocan con
) 3 ml para
2 ml Trichoderma

100 gramos micropipeta 0.1 ml de la
+

Ari dilucion extendiéndola
1 ml H20 estéril de semilla

3 repeticiones por toda la superficie con

\ la espatula de Drigalsky. J

I

I

I
]

4

4 -~

-
-
RECUENTO DE COLONIAS. A

~'----------------

los 7 dias contar UFC




UFC/semilla Semilla de CEBADILLA
1,00E+04

1,00E+03

1,00E +02

1,00E+01

1. 00E+00 . : : .
Tiempo en dias 0 7 15 21

—t—Trat 1 —@—Trat 2 Trat 3 =—==—=Trat4 =—+=—Trath




i B B
HE N
NN
LOTES DE SEMILLAS CON 3 NIVELES A A
DE INFESTACION DEL CARBON SELECCION DE BIOCONTROLADOR PARA FORMULADO BIOLOGICO
@ Cepa deU. bullata Interaccion entre cepa U. bullata -Trichoderma sp
ESPORAS | @

SEMILLAS

=N1:650 esporas/semilla
=N2:300 esporas/semilla
=N3:50 esporas/semilla

— () ( —_ — — — (— — —
TV-D1 L TRAT-T TRAT-2 X
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= Las cepas aisladas de Trichoderma harzianun fueron eficientes en la inhibicion
in vitro de U. bullata.

= Se observé una reduccion altamente significativa de la enfermedad U. bullata
con el formulado biolégico con respecto al testigo en ensayos a campo.

= No se evidencid un efecto negativo en la interaccion terapico-formulado
bioldgico hasta 7 dias posteriores a |la aplicacidon sobre la semilla.

= Estos resultados nos permitiran planificar estrategias para futuros ensayos

para manejar el carbon de la cebadilla.



HIPOTESIS DE TRABAJO

Sporisorium cruentum, Ustilago filiformis y Ustilago bullata producen distintos tipos de
infeccion y alteraciones histopatoldgicas en los tejidos vegetativos y reproductivos de
sus hospedantes.

0 SE CUMPLE
El conocimiento previo de las razas de U. bullata y la variabilidad genética de Bromus
sp. permiten aplicarse en estrategias de manejo de U. bullata en el género Bromus.

0 SE CUMPLE

El establecimiento de un umbral de esporas en semillas de B. catharticus y la dosis
de terapicos de semillas logra una mayor eficacia y eficiencia en el control de la
enfermedad en el cultivo.

O SE CUMPLE
Trichoderma spp. disminuye la infeccién de U. bullata en plantas de Bromus spp..

0 SE CUMPLE
El uso combinado de Trichoderma-terapicos aporta un mayor control y mejora el
manejo del patdogeno U. bullata sobre B. catharticus.
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