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LISTA DE TERMINOS 

 Células estériles: se definen como las células formadas por partición de 

hifas no esporogénicas dentro del soro. 

 Columela: se define como una estructura formada por material fúngico y 

huésped, que prolifera después del crecimiento inducido por hifas del 

meristema huésped, y conecta el soro al huésped. La columela es 

invariablemente de la misma longitud o ligeramente más corta que la longitud 

del soro. 

 Esporogénesis: dentro del ciclo de vida haplo-diplonte en los hongos, es 

la parte en la que se producen las esporas.  

 Peridio: capa externa en algunas fructificaciones, soro. 

 Soro: Una estructura de los carbones donde las esporas se producen. 
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CARBONES 

INTRODUCIÓN 

 

 Los carbones son hongos patógenos de las Angiospermas que afectan a 

especies de importancia económica en dicotiledóneas (tales como papa, 

cebolla, maní) y monocotiledóneas (cereales, gramíneas). Se caracterizan por 

producir esporas típicas de color marrón a negro. Estas enfermedades son más 

conocidas en monocotiledóneas, especialmente en los cereales como por 

ejemplo podemos citar a: U. hordei (carbón cubierto) y U. nuda (carbón 

volador) de la cebada, U. nigra (carbón volador) de la avena, Tilletia sp. (carbón 

cubierto o caries del trigo) en trigo. En el mundo y hasta el siglo XX, se 

consideraban la causa de graves pérdidas en los granos y/o semillas, similares 

a las producidas por las royas, y actualmente se los consideran patógenos 

secundarios de los cereales, pero poseen el potencial de causar severas 

epifitias e importantes pérdidas económicas a la agricultura, aún con  el uso de 

tratamientos químicos a las semillas y la utilización de cultivares parcialmente 

resistentes a estas enfermedades (Fischer & Holton 1957, Vánky 1985, 

Hirschhorn 1986,  Wilcoxson & Saari 1996). 

Los carbones pertenecen a la división Basidiomycota, clase 

Ustilaginomycetes, subclase Ustilaginomycetidae y se ubican sistemáticamente 

en dos Ordenes: Urocystales y Ustilaginales (Figura 1). Hasta 2012 en el 

relevamiento mundial realizado por el Dr Vánky se determinó la existencia 1650 

especies y 93 géneros de carbones. El investigador considera que solamente 

se han identificado el 10% de las especies presentes en la naturaleza (Vánky 

1985, 2012, Vánky & Abbasi 2013). En Argentina, la Dra Hirschhorn determino 

14 géneros sobre aproximadamente 140 hospedantes (Hirschhorn 1986) y 
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determinó un nuevo género, Juliohirschhornia (Linden) Hirschh. Sobre 

Paspalum plicatulum Michx (Valle de Lerma de la provincia de Salta) en honor 

a su hermano Julio Hirschhorn que fue incluído en el Orden Ustilaginales y 

convalidado por Vánky (Vánky 2012).  

El Orden Ustilaginales está integrado principalmente por dos géneros: 

Sporisorium y Ustilago. Las diferencias entre los dos carbones se deben a las 

preferencias de las especies que parasitan en subfamilias Poaceae; el género 

Sporisorium infecta exclusivamente a la subfamilia Panicoideae y el género 

Ustilago infecta las subfamilias Pooideae o Chloridoideae (Begerow et al. 2006, 

McTaggart 2010, Mc Taggart et al. 2012, Vánky & Abbasi 2013). 

 Los carbones son parásitos biotróficos que obtienen su alimento de las 

células vivas del hospedador. Los biotróficos fúngicos usualmente atacan solo 

un rango limitado de hospedantes. Estos hongos forman estructuras de 

infección como los haustorios, producen sustancias en pequeñas cantidades 

como enzimas o toxinas para estimular el ablandamiento de las paredes 

celulares y/o pueden entrar por aberturas naturales (estomas). Por este motivo 

los parásitos biotróficos son subdivididos en dos clases según el nivel de 

saprofitismo que poseen en la naturaleza (Lutrell 1974): 

1.- Holobiotróficos: Hongos parásitos que son difícil de cultivar o crecen 

pobremente en estado micelial in vitro y son incapaces de crecer 

saprofitamente en la naturaleza, por ejemplo: las royas, oídios. 

2.- Metabiotróficos: Hongos parásitos que crecen libre y usualmente en estado 

de brotación en medios de cultivos y pueden tener una capacidad limitada para 

un crecimiento similar saprófito en la naturaleza, por ejemplo: los carbones. 
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 Los carbones son enfermedades monocíclicas y no presentan 

estructuras sexuales. El monocarión (n) no es patógeno, siendo patógeno el 

dicarión (n+n) cuando se forma la hifa infectiva. Además, las especies son 

heterotálicas y necesitan de la unión de esporas compatibles para formar las 

telisoporas (= ustilosporas) que son (n+n) y cuando maduran son (2n). En la 

Figura 1 se ejemplifica mediante un esquema el proceso reproductivo de los 

carbones (Vánky 1987).  

 

 

  

Figura 1: Esquema típico del proceso reproductivo de los carbones, según 
Vánky (1987). 

  

 En base a la información obtenida de los carbones como parásitos 

metabiotróficos en la Figura 2 se ejemplifica un ciclo de U. bullata, agente 

causal del carbón de la panoja de la cebadilla criolla sobre Bromus, tal como lo 

describe McTaggart (2010) en U. cynodontis sobre Paspalum sp con un estado 

anamórfico y un estado teleomórfico. 
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Figura 2: Ciclo de vida típico de los carbones, ejemplo sobre el género Bromus 
(Fotos: Astiz Gassó). 
 

Para la identificación y clasificación taxonómica de los carbones se 

utilizan diferentes parámetros: 

a. Observaciones macroscópicas del órgano vegetal que infecta/n por 

ejemplo:  

1. Monocotiledóneas: U. maydis (tallos, hojas, inflorescencias, espigas 

de maíz), U. nuda y Tilletia sp (espigas de trigo), Sporisorium 

reilianaum (inflorescencias de sorgo). 

2. Dicotiledóneas: Thecaphora solani (tubérculos de papa), T. frezii 

(frutos-cajas de maní), Urocystis cepulae (hojas, vainas de hojas y 

bulbos de cebolla), Entyloma calendulae (hojas de la caléndula). 
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b. Características del peridio presencia o no de columela, por ejemplo:  

1. Con peridio (Tilletia sp.), sin peridio (U. nuda). 

2. Con columela (Sporisorium cruentum), sin columela (S. reilianum). 

c. Observaciones con microscopio óptico de las teliosporas (forma, color, 

episporio, etc.), teliosporas solitarias o formando glomérulos, presencia 

de células estériles, por ejemplo: 

1. Teliosporas solitarias (Orden Ustilaginales): Sporisorisorum sp. 

Tilletia sp. Ustilago sp. 

2. Teliosporas en glomérulos (Orden Urocystales): Thecaphora sp. 

Urocystis sp. 

d. Observaciones con microscopio de barrido y/o transmisión de la 

ultraestructura de tejidos afectados por el patógeno y teliosporas. 

e. Características de los ciclos de vida del patógeno: hospedantes que 

infectan y tipo de infecciones (locales o sistémicas), por ejemplo 

1. Infección local y enfermedad sistémica: U. nuda (carbón volador de la 

espiga de trigo y U. hordie (carbón volador de cebada). 

2. Infección local y enfermedad localizada: U. maydis (agalla del maíz) y 

U. filiformis (estría de la hoja de Glyceria), Thecaphora frezii (carbón 

de la caja del maní), T. solani (carbón del tubérculo de la papa). 

3. Infección sistémica: Tilletia sp. (carbón cubierto o caries del trigo), U. 

bullata (carbón de la panoja de la cebadilla). 

f. -Determinaciones moleculares que facilitan las resoluciones 

taxonómicas de los carbones (Figura 3). 
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Figura Nº 3: Clasificación taxonómica corroborada por métodos moleculares 

(Vánky & Abbasi 2013). 

Hasta el presente existen insuficientes antecedentes sobre las 

alteraciones a nivel histopatológico y ciclos de vida de estos carbones sobre el 

género Sorghum (sorgo) y dos especies de valor forrajero- Bromus y Glyceria- 

registradas comúnmente en praderas y pastizales naturales en la Provincia de 

Buenos Aires. 

La propuesta de tesis doctoral aportará información original para el país 

con miras a profundizar el conocimiento de la interacción hospedante-patógeno 

y avanzar en estrategias del manejo de las enfermedades producidas por U. 

filiformis, U. bullata y S. cruentum en Poáceas de los géneros Sorghum, 

Bromus y Glyceria. 

  Sorghum halepense L. (sorgo de alepo) es una de las diez especies de 

malezas perennes más importantes del mundo (Holm et al. 1977), ocupando en 

Argentina más de 7 millones de has. El sorgo de alepo se reproduce por 

semillas y por rizomas. En nuestro país para su control se utiliza como práctica 

cultural habitual la siembra directa y aplicación de herbicidas, pero esta 

estrategia de control puede producir en el transcurso del tiempo efectos no 

deseables en el ecosistema o manifestar resistencia a los compuestos 
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agroquímicos por su uso constante. Dadas las características vegetativas y 

reproductivas del sorgo de alepo, es de suma importancia desarrollar 

alternativas que contribuyan al desarrollo de un manejo integrado de la 

especie, a fin de atenuar su impacto en la producción de los cultivos con los 

cuales compite (Holm et al. 1977; Mitidieri 1984). Hirschhorn (1986) reportó la 

presencia en Sorghum spp. y S. halepense de Sporisorium cruentum (Kühn) 

Vánky en la Argentina. Es un hongo biotrófico, que produce una infección de 

“tipo sistémico” y completa su ciclo de vida en el hospedante. La infección de S. 

cruentum se inicia cuando las esporas están en contacto con la planta y 

germinan produciendo hifas que penetran en el tejido colonizando brotes y 

rizomas. Además, este patógeno se difunde internamente hasta alcanzar las 

inflorescencias formando un soro que se desarrolla a expensas del ovario 

impidiendo la formación de la semilla (Vánky 1985).  

Glyceria multiflora Steud., es una gramínea nativa, perenne invernal y 

rizomatosa, que habita pastizales bajos, bañados y cubetas del sur de Entre 

Ríos, ribera Rioplatense y la Cuenca del Salado, en la provincia de Buenos 

Aires. Se ha señalado su preferencia por los animales por cuanto es clave su 

persistencia como recurso forrajero en los potreros de una explotación 

ganadera (Rossi et al. 2006, 2009). 

 Por otra parte, entre las adversidades de origen biótico se reportó un 

carbón que afecta a las vainas y láminas foliares. Ustilago filiformis (=U. 

longissima) (Sch) Meyen es patógeno de varias especies de Glyceria 

incluyendo a G. multiflora. La enfermedad, se denomina carbón estriado de la 

hoja de Glyceria. Las plantas infectadas son ligeramente enanas, levemente 

amarillentas, y manifiestan fallas en la formación de las flores o espiguillas. La 
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esporulación del hongo puede ocurrir durante todo el desarrollo del 

hospedante. Las teliosporas son dispersadas por el viento y el agua. La semilla 

no es considerada como vía de transporte de la enfermedad (Vánky 1985). El 

primer reporte sobre U. filiformis en la Argentina fue realizado por Hirschhorn 

(1986) en la localidad de La Plata. En el año 2006 la enfermedad fue 

observada en pasturas de la zona de Jeppener, Provincia de Buenos Aires, y 

se documentaron aspectos relacionados al comportamiento del patógeno en el 

hospedante (Astiz Gassó et al. 2006). 

Bromus catharticus Berk. (Cebadilla criolla, Cebadilla, Rescue grass, 

Brome grass) es otra especie nativa constitutiva de las planicies templadas del 

cono sur.  Su ciclo vegetativo es otoño-invernal. Los ecotipos bianuales se 

hacen perennes en las pasturas por su facilidad de resiembra natural. En la 

Argentina ocupa el segundo lugar como especie sembrada después de Festuca 

arundinacea (Festuca alta). La resiembra de esta pastura se ve frecuentemente 

limitada por el ataque del carbón de la panoja de la cebadilla (U. bullata). Las 

teliosporas de U. bullata se ubican entre/sobre las glumas, entre glumas y 

cariopse y/o suelo. Es un hongo del “tipo sistémico” cuya infección se inicia 

cuando las teliosporas germinan y alcanzan la superficie de las plántulas. La 

viabilidad de las esporas en el suelo es de varios años (Hirschhorn 1986). Este 

patógeno produce todos los años importantes mermas en la producción de 

semillas en la región pampeana, afectando la resiembra natural y la 

disponibilidad comercial de semillas. Este hongo es un patógeno que infesta la 

semilla y se controla con fungicidas contacto y sistémicos, pero en la resiembra 

natural se suelen presentar problemas por las panojas infectadas en el 

segundo año con decrecimiento vegetativo en el campo (Astiz Gassó et al. 
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2004). También se han realizados trabajos tendientes a estimar un “umbral” de 

esporas presentes en la semilla y dosis de terápicos para logar un mayor 

control de la enfermedad (Astiz Gassó et al. 2009). 

En año 2001, en el Instituto Fitotécnico Santa Catalina (FCAyF UNLP), 

se iniciaron las primeras investigaciones sobre el uso de un agente 

biocontrolador (Trichoderma sp.) como bioinsumo a incorporar dentro de un 

esquema de manejo integrado de la enfermedad producida por el patógeno U. 

bullata en plantas de cebadilla criolla. Se observó que algunas cepas de 

Trichoderma spp. que se aislaron de la rizósfera plantas de cebadilla que no 

estaban atacadas por el patógeno, inhibían en crecimiento in vitro de las cepas 

de U. bullata (Albertó et al. 2001; Astiz Gassó et al. 2007). El tratamiento 

biológico de las semillas con Trichoderma spp. se emplea hoy día como 

estrategia para el combate de hongos fitopatógenos con el objetivo de disminuir 

la infestación natural acompañante de la misma, y darle protección en el nicho 

de siembra. Esta técnica es muy utilizada por ser rápida, de fácil aplicación, 

además de economizar tiempo y recursos. En el proceso de aplicación, es 

importante tener en cuenta la textura de las semillas (lisas, verrugosas y/o 

presencia de glumas), y la incorporación de un adherente para asegurar el 

recubrimiento de estas con la dosis recomendada del producto.  

Cabe destacar que estos productos biológicos son uno de los puntales 

de la agricultura sustentable, y en la actualidad, su producción comercial se ha 

extendido considerablemente a nivel mundial, aunque es incipiente en 

Argentina. Los biocontroladores son elementos claves en el manejo integrado 

de los cultivos, siendo el control biológico una herramienta que utiliza recursos 

naturales para mantener las poblaciones de especies dañinas en cultivos por 
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debajo de niveles que causen daños económicos. Pero para incorporar 

productos biológicos en el manejo de un cultivo, es imprescindible conocer la 

sensibilidad de los agentes biológicos a los agroquímicos que se emplearán en 

dicho manejo, con el fin de conservar su capacidad controladora y establecer 

medidas para su uso eficiente. En este sentido, investigaciones recientes 

indican que la respuesta de Trichoderma varía en dependencia de las 

combinaciones especie/cepa de microorganismos y productos fitosanitarios 

evaluados (Martinez et al. 2013) por lo que debe ser testeado en cada situación 

en particular y patosistema a manejar. 

Teniendo en cuenta que el uso de controladores biológicos constituye 

hoy día una necesidad económica y ecológica obligada, convirtiéndolo en 

insumo interesante a los productores del campo, dada la falta de información 

existente, se profundizó este aspecto en la presente tesis doctoral analizando 

la efectividad de Trichoderma en el patosistema B. catharticus-U. bullata. 

 

HIPOTESIS DE TRABAJO 

 Sporisorium cruentum, Ustilago filiformis y Ustilago bullata producen 

distintos tipos de infección y alteraciones histopatológicas en los tejidos 

vegetativos y reproductivos de sus hospedantes. 

 El conocimiento de las razas de U. bullata y la variabilidad genética de 

Bromus sp. permitirán en el futuro aplicarse estrategias en el manejo de 

U. bullata en el género Bromus. 
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 El establecimiento de un umbral de esporas en semillas de B. catharticus 

y la determinación de la dosis de terápicos de semillas logra una mayor 

eficacia y eficiencia en el control de la enfermedad en el cultivo. 

 Trichoderma spp. disminuye la infección de U. bullata en plantas de 

Bromus spp. 

 El uso combinado de Trichoderma-terápicos sintéticos aporta un mayor 

control y mejora el manejo del patógeno U. bullata sobre B. catharticus. 

 

OBJETIVOS 

OBJETIVO GENERAL 

o Evaluar el efecto de los carbones en los tejidos vegetativos y 

reproductivos de Poáceas de los géneros Sorghum, Glyceria y 

Bromus, mediante el estudio de la biología de los patógenos S.   

curentum, U. filiformis y U. bullata respetivamente y el análisis de 

las alteraciones histopatológias ocasionadas en dichos 

hospedantes.  

o Evaluar la combinación entre Trichoderma-terápicos de semilla 

para su aplicación en el manejo integrado de Ustilago bullata en 

Bromus catharticus. 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 Evaluar los efectos y alteraciones ocasionadas por S cruentum a nivel 

celular en los tejidos vegetativos y reproductivos de las plantas de S. 

halepense. 
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 Determinar el tipo de infección (sistémica o local) y los cambios 

histopatológicos resultantes de la evolución de U. filiformis en plantas de G. 

multiflora. 

 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 fisiológicas en poblaciones U. bullata 

y el comportamiento en diferentes especies del genero Bromus.  

 Determinar el umbral de esporas en semillas de cebadilla y dosis de 

terápicos para el control con agroquímicos de U. bullata en B. catharticus. 

 Deteminar si aislamientos de Trichoderma spp. de la rizósfera de plantas 

de B. catharticus son efectivas para el biocontrol de U.bullata.  

 Determinar la efectividad de Trichoderma spp. para el biocontrol de U. 

bullata en plantas de B. catharticus.  

 Evaluar la combinación de Trichoderma-terápicos de semilla de 

cebadilla y su eficacia en el manejo integrado de U. bullata.  

 Documentar con fotomicrografías las alteraciones histopatológicas y 

daños producidos en los patosistemas mencionados. 
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CAPITULO I 

HISTOPATOLOGÍA Y ALTERACIONES MORFOLÓGICAS PRODUCIDAS 

POR Sporisorium sp. EN RIZOMAS DE Sorghum halepense 

 

RESUMEN 

 

   Sporisorium cruentum (Kühn.), es el agente causal de enfermedades en 

el género Sorghum incluyendo Sorghum halepense (L.) Pers.. El presente 

trabajo tuvo por objeto analizar el desarrollo y la evolución del patógeno en los 

tejidos del hospedante, y evaluar las implicancias de la enfermedad en el 

crecimiento vegetativo de los rizomas del sorgo de alepo.  

  Para determinar la presencia del hongo se realizaron cortes histológicos del 

hospedante que se observaron por medio de microscopía óptica (MO) y 

microscopía electrónica transmisión y de barrido (MET, MEB). Se estimó la 

cantidad de biomasa producida de la parte aérea y de los rizomas de S. 

halepense.  El efecto de S. cruentum en las diferentes etapas de crecimiento 

de la maleza se evaluó bajo condiciones de invernáculo. Para la inoculación de 

los rizomas se utilizaron tres métodos: 1) T1: Infecciones con método 

hipodérmico; 2) T2: inmersión de rizomas en suspensión de medio de cultivo 

caldo papa-dextrosa (PD 2%) con teliosporas realizando vacío a 0.1 MPa; 3) 

T3: inmersión de rizomas en cultivo de esporidias realizando vacío a 0.1 MPa 

(5 min.) y control: inmersión de rizomas en PD 2%. En los tres casos se 

observó el proceso de infección a través de los tejidos para detectar la 

presencia del micelio del hongo en los meristemas vegetativos y reproductivos.  
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Los tres métodos fueron efectivos para la infección de los rizomas pero 

se observó que el método T1 fue el más agresivo debido a que produjo 

inducción de yemas múltiples. En los tres casos el micelio del hongo se localizó 

por debajo de meristema apical, en la hoja, los primordios florales y la espiguilla 

de la panoja. También se observó como síntoma característico del género 

Sporisorium, el acortamiento de entrenudos, la producción de panojas estériles 

y la formación de filodios en el hospedante. Los tratamientos T2 y T3 causaron 

una disminución total de la masa aérea seca (MSA) de 0,33 g.pl –1 y un 39,2 

g.pl –1 en la producción de rizomas (MSR) con respecto al control. De acuerdo a 

los resultados obtenidos, una vez vencidas las barreras estructurales de los 

rizomas, S. cruentum posee una alta eficacia para producir infecciones en 

sorgo de alepo. Es importante destacar que debido al efecto que produce sobre 

la biomasa de los rizomas de S. halepence, S. cruentum podría ser utilizado 

como agente de biocontrol para ser aplicado en el manejo integrado de esta 

maleza para una agricultura sustentable.  

 

Palabras claves: Sporisorium cruentum, loose kernel smut, Sorghum 

halepense, Johnsongrass, histopatología, métodos de inoculación. 
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INTRODUCCIÓN 

    Sporisorium cruentum (Kühn.) (=Shacelotheca cruenta) es el agente 

causal de enfermedades en distintas especies del género Sorghum incluyendo 

Sorghum halepense (L) Pers., aunque ciertas variedades o híbridos de sorgo 

son inmunes o altamente resistentes a este carbón. El sorgo Sudangrass no es 

generalmente afectado por este patógeno. S. cruentum es el carbón que tiene 

menor incidencia como enfermedad en el género Sorghum (Hirschhorn 1986). 

S. cruentum se caracteriza por ser, como en la mayoría de las especies 

del Orden de las Ustilaginales, un parásito biotrófico del “tipo metabiotrófico”. 

Estos patógenos poseen la característica de poder desarrollarse como 

saprófitos en medio de cultivo artificial. Esto se debe a que tienen un estado 

esporidial que les permite multiplicarse por brotación “tipo levadura” y otro 

parásito “tipo micelial” en el huésped, completando de esta forma el ciclo de 

vida (Luttrell 1974).  

    La infección de S. cruentum se inicia cuando las esporas están en 

contacto con las plantas en el suelo y por el efecto de la interacción entre 

hospedante-patógeno se induce la germinación de las mismas. Las teliosporas 

producen hifas infectivas que penetran en la epidermis de las plantas jóvenes y 

comienzan a colonizar los tejidos de los brotes y los vástagos de los rizomas. 

Este patógeno tiene la característica de difundirse internamente por el 

meristema apical hasta alcanzar las inflorescencias donde se forma un “soro”, 

el cual se desarrolla a expensas del ovario. Generalmente todas las semillas en 

la panoja son carbonosas y la destrucción parcial es poco común. Algunas 

panojas pueden ser transformadas en panojas estériles o formar filodios 
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cuando escapan a la infección. Las panojas carbonosas aparecen 

anticipadamente en el cultivo. También tienen la característica que se abren 

antes que las panojas sanas. Las semillas son reemplazadas individualmente 

por un “soro” que mide 2,5 cm o más de largo, y termina en forma de punta 

cónica. Esta estructura normalmente se encuentra rodeada por una membrana 

frágil (peridio) que se rompe rápidamente, y paralelamente se produce la 

formación de una pequeña columela curvada recubierta de teliosporas (Fischer 

& Holton 1953, Vánky 1985, Duran 1987).  

    Sorghum halepense (=Johnsongrass, sorgo de alepo) es una gramínea 

que pertenece a la familia Poáceae y es una de las diez especies de malezas 

perennes más importantes del mundo (Holm et al. 1977). En Argentina esta 

especie ocupa más de 7 millones de has (Mitidieri 1984) y su lugar de origen 

fue situado en un área abarcada por el mar Mediterráneo, Asia menor (Irán y 

Turquía) y sudoeste de Europa (Piper 1928). De Wet y Huckaby (1967) 

posteriormente determinan un ecotipo tropical ubicado en el sur de India y en el 

oeste de Pakistán. Este último es reemplazado por un ecotipo mediterráneo 

distribuido en Asia menor, sudoeste de Europa y norte de África. Estos autores 

afirman que el ecotipo mediterráneo fue posteriormente introducido en América 

y Australia. Sorghum halepense se reproduce por semillas y por rizomas.  Una 

planta de esta especie puede producir 80.000 semillas, y 62.5 m de rizomas, 

con 8000 g de peso, en una estación de crecimiento (Mc Whorter 1961, 

Anderson 1996).  

    La capacidad de perpetuación del sorgo de alepo es por medio de las 

semillas y brotación de rizomas. Luego de los 40-50 días de la emergencia, es 

muy difícil establecer si la estructura aérea ha sido generada por rizomas o por 
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semillas. Desde el punto de vista biológico, poblacional y de manejo, no existen 

diferencias entre plantas adultas generadas por una semilla o un rizoma. En el 

caso de las semillas de sorgo de alepo, estas le brindan a la especie la 

posibilidad de ser la fuente principal de dispersión a distancia, además 

proporcionan variabilidad genética que le permite la adaptación de la población 

a los diferentes ambientes que afectan a la actividad humana (Ghersa & 

Satorre 1981, Satorre et al. 1981, Mendez Fernández et al. 1983, Leguizamón 

2012). 

    En los campos destinados a la agricultura, y especialmente en los 

cultivos en los que existe superposición de ciclos con el sorgo de alepo, los 

perjuicios ocasionados por esta especie son a través de los mecanismos de 

competencia por nutrientes y por acción de sustancias inhibitorias producidas 

por las raíces. Estas últimas afectan la germinación de semillas de otras 

especies cultivadas y este efecto alcanza una gran importancia en las áreas 

productivas (Satorre et al. 1981). 

     Se han determinado diferentes fitopatógenos afectando a S. halepense: 

Pseudomonas spp., Xanthomonas holcicol, Helmintosporium spp., 

Spacelotheca holci, Mycosphaerella sp., Phoma sp., Puccinia purpurea, P. 

graminis, diferentes virosis (Templeton 1982, Holm et al. 1977; Vánky 1985, 

Masion & Lindow 1986; Millhollon 2000) y Bipolaris sorghicola (van Dyke & 

Winder 1985, Winder & van Dyke 1990). También el sorgo de alepo es 

considerado un hospdante alternativo de transmisión de varias enfermedades 

en las áreas de producción agrícola. En la Argentina se identificaron varios 

patógenos tales como S. cruentum (Hirschhorn 1986); Alternaria spp, Drechlera 

spp., Curvularia spp., Phyllosticta spp., Phoma spp. (Verdejo et al. 1995) y 
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Bipolaris sorghicola (Acciaresi & Mónaco 1999).  Estos patógenos afectan al 

desarrollo vegetativo, pero tienen en algunos casos escasa influencia en la 

etapa reproductiva. En el caso de S. cruentum evita la formación de las 

semillas porque son reemplazadas por las teliosporas del carbón y a su vez 

son dispersadas por el viento para reinfectar otras plantas.  

    En este capítulo se presentan los resultados de la investigación llevada a 

cabo para estudiar la implicancia que tiene el patógeno S. cruentum a través de 

su desarrollo y evolución en los tejidos del hospedante (S. halepense), y su 

efecto en el crecimiento vegetativo de los rizomas. 

HIPOTESIS 

 Sporisorium cruentum produce distintas alteraciones histopatológicas en 

los tejidos vegetativos y reproductivos de plantas de Sorghum halepense. 

OBJETIVO 

 Evaluar los efectos y alteraciones ocasionados por Sporisorium 

cruentum a nivel celular en los tejidos vegetativos y reproductivos de las 

plantas de Sorghum halepense. 

MATERIALES Y MÉTODOS 

La metodología utilizada en esta investigación fue adaptada y modificada 

en base a técnicas utilizadas para el estudio de otras especies de Ustilaginales, 

como lo ha mencionado Fernández et al. (1978), Matyac (1985), Craig & 

Frederiksen (1992) y Moharam et al. (2012)  

 

Preparación de los rizomas 
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Se realizaron dos ensayos en invernadero. Se utilizaron rizomas de S. 

halepenese susceptible al carbón, extraídos de un clon cuyas panojas 

presentaban ataques de carbón procedente de infecciones naturales. Las 

muestras fueron seleccionadas del campo experimental del Instituto Fitotécnico 

de Sta. Catalina, situado en la Localidad de Llavallol, provincia de Buenos 

Aires. Los rizomas se trozaron dejando dos yemas/rizoma, que luego se 

lavaron bajo una corriente de agua durante 2 horas. Posteriormente, se 

desinfectaron con una solución de hipoclorito de sodio al 30% durante 20 min y 

se realizaron tres lavados con agua destilada estéril para realizar las diferentes 

experiencias.  

Preparación del inóculo  

    Se tomaron las muestras de las panojas de plantas infectadas 

naturalmente a campo y luego se observaron con microscopio estereoscópico 

para determinar y confirmar la especie de carbón.  

    Las teliosporas fueron extraídas de las inflorescencias para su 

determinación taxonómica: 1.- Se montaron en lactofenol para su visualización 

con microscopio óptico (MO) 2.- Se montaron en platina y se metalizaron con 

una capa de oro paladio para su observación bajo microscopio electrónico de 

barrido (MEB) (D’Ambrogio Argüeso 1986).  

    Las panojas infectadas fueron trituradas con mortero para obtener una 

abundante masa carbonosa y homogenizar la muestra. Luego el material se 

desinfectó en solución de hipoclorito de sodio al 3% durante dos minutos, 

mientras se centrifugaba a 3000 rpm, para evitar posibles contaminantes. 

Posteriormente, se realizaron tres lavados en agua destilada estéril. Este 
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procedimiento se realizó tanto para el tratamiento de suspensión de las 

teliosporas como en la obtención de los cultivos axénicos.  

    Para la preparación de los cultivos esporidiales se tomaron alícuotas de 

0,1 ml de suspensión de esporas desinfectadas y se sembraron en placas de 

Petri que contenían papa-dextrosa- agar al 2% (PDA). Luego fueron incubadas 

en estufa a 25ºC 2ºC y en oscuridad. A partir de las 12 h se comenzó a 

observar la germinación de las teliosporas hasta la formación de las colonias. 

Las cepas se aislaron en tubos en pico de flauta con medio de PDA y se 

guardaron en heladera a 5ºC para luego ser utilizadas en los ensayos. Para la 

caracterización morfo-cultural (crecimiento, forma, color) se sembró un disco de 

6 mm diámetro en el centro de una placa de Petri de 6 cm y se la incubó en 

estufa a 25ºC 2ºC. Para la preparación del inóculo con los cultivos 

esporidiales de las cepas aisladas fueron transferidas al medio de cultivo 

líquido de caldo-papa-dextrosa al 2% (PD) y se llevaron a incubar a 25ºC  2ºC 

en oscuridad. El inóculo fue mantenido en agitación continua, utilizando un 

agitador rotativo hasta que la densidad del inóculo alcanzó una concentración 

de 106-8esporidias/ml, luego de 4 días de incubación. (Astiz Gassó et al. 2001).  

    Cuando se obtuvieron los materiales, se programaron dos ensayos 

sobre los rizomas:  

Tratamiento 1: Inoculación de plántulas de sorgo con aguja hipodérmica. 

Tratamientos 2-3: Inoculación de yemas al vacío (suspensión de teliosporas y 

cultivos líquidos de esporidias). 
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Inoculación de plántulas de sorgo con aguja hipodérmica 

    Los rizomas se sembraron en bandejas plásticas (10 x 13 x 15 cm) que 

contenían arena estéril y se regaron con agua destilada estéril. Las bandejas 

se llevaron a una cámara en condiciones ambientales para favorecer el 

desarrollo de las plantas a una temperatura de 20ºC ± 2ºC, humedad relativa 

de 80-90% y ciclos de 16 h luz/8 h oscuridad. Cuando emergieron las plántulas 

y presentaron un buen desarrollo vegetativo (3-4 hojas) se inocularon con una 

suspensión de cultivos esporidiales (concentración de 106-8 esporidias/ml), 

utilizando una jeringa y aguja hipodérmica por debajo del meristema apical 

(Edmunds 1963).  En este ensayo se trataron 30 plantas y un número igual de 

plantas blanco como testigo. A partir del tercer día, se comenzó la extracción 

de 5 plantas por cada estado vegetativo hasta completar el ciclo biológico del 

sorgo de alepo o hasta la aparición de síntomas visibles del patógeno.  

Las muestras fueron fijadas en FAA (alcohol etílico, formol, ácido acético 

glacial) y posteriormente, fueron procesadas en el laboratorio utilizando 

diferentes técnicas histológicas.  

      En este ensayo se evalúo la presencia del micelio en las estructuras 

vegetativas y reproductivas del sorgo de alepo (yema apical, hoja, tallo e 

inflorescencia). 
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Inoculación de rizomas con teliosporas y cultivos esporidiales al vacío 

    Este ensayo se realizó con dos tipos de inóculo, pero aplicando la 

misma técnica de inoculación: 

Tratamiento T1: inmersión de rizomas en PD blanco. 

 Tratamiento T2: inmersión de rizomas en suspensión en cultivo líquido (PD) + 

teliosporas (10–6-8 esporas/ml) aplicando vacío de 0.1 MPa durante 5 min. 

Tratamiento T3: inmersión de rizomas en cultivo líquido (PD) con esporidias 

(106-8 esporidias/ml) aplicando vacío de 0.1 MPa durante 5 min (Mónaco et al 

2001; Astiz Gassó et al 2001).  

Los materiales inoculados se sembraron en bandejas plásticas 

(10x13x15 cm) que contenían arena estéril y se regaron con agua destilada. 

Luego éstas se llevaron a cámara en condiciones ambientales faborables para 

el desarrollo de las plantas y el inóculo del patógeno (temperatura 20ºC ± 2ºC, 

humedad relativa 40-60% y ciclos de 16h luz/8h oscuridad. Cuando las 

plántulas tuvieron 2-3 hojas fueron transplantadas en macetas de cuatro litros 

de capacidad que contenían tierra negra desinfectada, para evitar la 

contaminación con otros microorganismos, a razón de 2 plántulas/maceta en 

un total de 20 macetas. Luego fueron trasladadas al invernadero para que 

completen el ciclo vegetativo. Se utilizó un diseño completamente aleatorizado 

con tres repeticiones, sembrándose 2 plántulas/maceta en 20 

macetas/tratamiento y controles.  

 

 Técnicas histológicas en laboratorio 

    Para este ensayo se extrajeron periódicamente muestras de las plantas 

inoculadas en las que se observó el desarrollo de síntomas del patógeno 
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(clorosis, alteraciones morfológicas, etc.) y de los testigos sin tratar. Las 

muestras de hojas infectadas (1mm x 1mm del área afectada), las de hojas 

sanas y de los primordios de yemas vegetativas y florales, se fijaron en 

glutaraldehído para posteriormente realizar las inclusiones con resinas 

sintéticas Spurr de baja viscosidad. Para la realización de los cortes se usó un 

micrótomo Sorvall MT 2-13 con cuchilla de vidrio para obtener secciones 

semifinas de 1m de espesor y luego fueron teñidas con azul de toluidina. Las 

muestras de tallos, yemas apicales, espiguillas de panojas infectadas y 

controles se fijaron en FAA y posteriormente se pre-trataron con ácido 

fluorhídrico al 10% durante 7 días, para la eliminación del sílice presente en la 

epidermis de la familia Poáceas.  La inclusión se realizó en parafina para los 

cortes transversales y longitudinales de aproximadamente 10-12 µm de 

espesor usando un micrótomo tipo Minot. Para la observación microscópica se 

realizó la coloración doble de safranina-fast-green y se montaron en DePex. 

Los preparados fueron observados en microscopio óptico (Bracegirdle & Miles 

1975, D’Ambrogío Argüeso 1986).  

Evaluación de las inoculaciones al vacío 

    En este ensayo se extrajeron muestras de hojas que presentaban 

manchas y se observaron utilizando técnicas de tinción con montanje en azul 

de trypan en lactofenol. Se observó con microscopio óptico, para confirmar la 

presencia del patógeno en el tejido.  

     Para evaluar la evolución de S. cruentum y la relación hospedante-

patógeno en sorgo de alepo, se extrajeron muestras de meristemas apicales 

antes de la elongación de los tallos, de espiguillas antes de emerger las 

inflorescencias de la hoja bandera, y de panojas carbonosas. Al finalizar el ciclo 
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vegetativo del sorgo de alepo se contabilizaron el número de plantas infectadas 

y no infectadas con el carbón, para calcular el porcentaje de infección sobre el 

total de plantas. También se extrajeron 5 plantas completas de sorgo de alepo 

al azar por repetición y testigos para los tratamientos T2 y T3. Al finalizar el 

ciclo de crecimiento de la maleza, se procedió a separar la parte aérea de la 

subterránea para determinar las variables: materia seca aérea (MSA, g.pl-1) y 

materia seca de rizomas (MSR, g. macetas-1). Para estas determinaciones se 

colocó el material en estufa y se mantuvo hasta peso constante durante 48 h 

de acuerdo a la metodología propuesta por Ward et al. (1978) y se obtuvo el 

peso seco de las muestras tratadas y testigo.  

Para el análisis estadístico de los datos, se analizaron las medias de los 

tratamientos y se compararon mediante el método de las diferencias mínimas 

significativas (LSD) (p< 0.05%) utilizando el método estadístico SAS 6.03 (SAS, 

1989). 

 

RESULTADOS 

Determinación taxonómica de Sporisorium cruentum  

    Las observaciones macroscópicas confirmaron que los soros 

corresponden a los típicos de la especie S. cruentum, que presentan un peridio 

frágil y columela curvada (Fig. 1A).  

    Las teliosporas tienen forma redondeada a subglobosa; episporio 

equinulado; tamaño de 6-8m de diámetro y color marrón oscuro, tal como se 

comprobó en los preparados de microscopio electrónico de barrido (MET) como 

óptico (Fig. 1 B, C).  
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    Las teliosporas germinaron in vitro y emitieron metabasidios 

(=promicelios) tabicados con 4 células y formación de basidiosporas 

(=esporidias) laterales. La multiplicación es por brotación, lo que generó una 

cantidad abundante de nuevas esporidias (Figura 1 D). Las esporidias 

rápidamente formaron colonias del tipo levadura de color marrón claro al ocre 

en PDA y presentaron un crecimiento del tipo radial que a los 20 días cubrió la 

caja de Petri de 6 cm de diámetro (Fig. 1 E). 

 

Evaluación del método de inoculación con jeringa hipodérmica 

    Las plantas provenientes de rizomas con 4 a 6 hojas desarrolladas 

fueron inoculadas con las esporidias. A partir del tercer día, se tomaron 

muestras de los meristemas apicales y de las hojas de las plantas tratadas y 

testigos para realizar los cortes longitudinales. Los provenientes de las plantas 

sanas no presentaron infección del patógeno (Figura 2 A), a diferencia de las 

plantas que fueron tratadas en las que se observó el desarrollo inter e 

intracelular de las hifas del hongo (Figura 2 B). Entre los 10 a 15 días 

posteriores a la inoculación se registró en 4 plantas, síntomas del tipo 

hipoplásico con clorosis leves a marcadas (Figura 2 C) y del tipo metaplásico 

con producción de pigmentos antociánicos. También se produjo pérdida de 

hojas por necrosis vascular. En cortes transversales de la vaina parenquimática 

de los haces vasculares se observó, en los preparados semifinos para MET, la 

ausencia de cloroplastos o parte de ellos degradados cuando el hongo penetra 

dentro de la vaina (Figura 2 D). En el testigo, en la misma zona, se visualizó la 

normal ubicación de los cloroplastos, como se registra en las plantas C4 

(Figura 2 E). En las plantas dónde la clorosis fue marcada, se observó un 
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menor vigor en el crecimiento sin inducir a la muerte de las mismas. Estas 

observaciones fueron confirmadas a nivel ultraestructural con microscopía 

electrónica de transmisión. Las hojas sanas mostraron cloroplastos normales 

en el clorénquima del mesófilo y de la vaina parenquimática de los haces 

vasculares. También se observó un desarrollo normal de las estructuras 

presentes en el citoplasma, tales como glóbulos lipídicos, retículo 

endoplasmático rugoso, mitocondrias, y vesículas (Figura 3 A, B). A diferencia 

de las hojas de las plantas tratadas que presentaron una desorganización de 

sus células por la presencia de las hifas del patógeno. (Figura 3 C, D). 

    A partir de los 18-25 días de inoculadas se produjo la elongación del 

tallo del estadio reproductivo y se observó en los nudos superiores la inducción 

de la formación yemas múltiples entre 3 a 7 yemas que se originaban en un 

nudo común, este tipo de anormalidad es típica de la especie S. cruentum. 

Posteriormente, se visualizó la emergencia de pequeñas panojas infectadas o 

la formación de panojas estériles o filodios o pequeños vástagos (Figura 4 A). 

No se observaron estas anormalidades en el testigo. Cuando se realizaron los 

cortes histológicos de los pequeños vástagos, se visualizó en tres de ellos la 

formación de yemas: una vegetativa y otra reproductiva, protegidas por la 

formación de primordios foliares (Figura 4 B). Las hifas del hongo se 

observaron con microscopio óptico en la base del meristema del vástago 

(Figura 4 C, D) y se confirmó en detalle con MET (Figura 6 A, B). 

     En los cortes longitudinales y transversales realizados en los tallos, no 

se observó la presencia del patógeno en las plantas tratadas y no tratadas 

siendo el órgano reproductivo infectado por el patógeno. 



45 
 

    También se determinó que el patógeno no proliferó hasta que el gineceo 

estuvo totalmente desarrollado dentro de la espiguilla. De esta manera la 

invasión del hongo comenzó en primer término por el gineceo, donde se 

observó que la hifa se fragmenta y produjo la espermogénesis con la formación 

de teliosporas. El proceso de esporulación continuó por las anteras hasta 

producir la desintegración total de los tejidos que las componen. Los granos 

fueron sustituidos por los soros que median 2,5 cm o más rodeados por una 

membrana delgada de color gris. Esta membrana se rompió al emerger la 

panoja y las teliosporas de color marrón a negras se desprendiron dejando una 

estructura larga, negra y puntiaguda, de forma cónica y/o curvada (columela). 

Las glumas y las glumelas se conservan intactas para proteger el soro (Figura 

5 A, B). Cuando se extrajeron las espiguillas en formación, se observó en los 

cinco especímenes analizados la presencia de las hifas del hongo en la base 

de los primordios florales. En un estadio más avanzado se observó en los 

cortes histológicos de las espiguillas basales que las hifas del hongo se 

encontraban ubicadas en los tejidos de conducción y en el parénquima medular 

del pedicelo floral (Figura 5 C, D). Esto pudo observarse con mayor detalle en 

microfotografías realizadas con MET (Figura 6 C, D). 

Inoculación al vacío con teliosporas 

     En este ensayo se registró similitud con el método de la jeringa 

hipodérmica en cuanto al desarrollo del micelio vegetativo y reproductivo del S. 

cruentum como en el caso anterior. También se examinaron 10 brotes de la 

base en las plantas inoculadas de 3-4 semanas de edad.  En los brotes 

inactivos se vio solamente trozos de hifas en el tejido meristemático, mientras 

que en algunos ápices de brotes desarrollados fueron completamente 
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colonizados en estadios relativamente tempranos del desarrollo. En otros casos 

se observó plantas con síntomas del tipo metaplásico en las hojas, pero no tan 

marcados como en el caso de la infección con aguja hipodérmica. No se 

determinó presencia de hifas del hongo en los tallos.  

 

Inoculación al vacío con esporidias 

       En este ensayo se examinaron 80 rizomas inoculados con esporidias del 

hongo y se observó sobre los mismos, la formación de un micelio de color 

blanco que rápidamente colonizó la superficie y además no permitió el 

desarrollo de las plántulas. Como consecuencia del ataque del patógeno se 

registraron las siguientes alteraciones: inhibición de la brotación de las yemas, 

deshidratación parcial o total y necrosis hasta producir la muerte del rizoma a 

diferencia del testigo donde las plantas se desarrollaron normalmente. Para 

verificar si el problema era producido por un defecto de la desinfección, 

contaminantes u otras causas, se sembraron rizomas inoculados al vacío con 

esporidias (T3) en cajas de Petri sobre papel humedecido con agua destilada 

estéril  y para confirmar la presencia de S. cruentum  por el re-aislamiento  del 

hongo (Figura 7 A, B). 

       También en este caso se visualizó que el micelio se desarrollaba de 

manera intercelular y también se hallaron hifas del patógeno en la base del 

meristema apical y la región de los nudos. No se observó en los tejidos la 

fusión entre esporidias, pero sí la formación de hifas intracelulares. En otras 

plantas se evidenciaron síntomas de clorosis en las hojas, que fue confirmada 

por medio de cortes histológicos por la presencia de la hifa del hongo. También 

en este caso se observó la presencia de hijuelos aéreos en los nudos, yemas 
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múltiples y panojas estériles inducidas por el patógeno. A diferencia del testigo 

que produjo un desarrollo normal de las plantas. 

 

Masa seca área 

    Respecto a la MSA, no hubo diferencias significativas entre los 

tratamientos con inoculación al vacío con teliosporas (T2) 0,16 g.pl-1 y con 

inoculación con esporidias (T3) 0,17 g.pl-1, pero ambos fueron altamente 

significativos LSD (p0,05) comparados con el testigo 0,52 g.pl-1, este 

comportamiento se puede visualizar en la Figura 8.  

     Las plantas presentaron en ambos casos un acortamiento de los 

entrenudos y disminución en la altura en comparación al testigo (Figura 10 A, 

B). También se evidenció una floración anticipada en las plantas que 

presentaron carbón a diferencia de los testigos.  

 

Masa seca de rizomas 

   Respecto a la MSR, se obtuvo un comportamiento similar a la MSA. Los 

tratamientos T2 y T3 afectaron significativamente LSD (p 0,05) la producción 

de rizomas obteniéndose una merma promedio de 19,60 g en T2 y 22,10 g en 

T3, respecto a la producción de rizomas alcanzada por el testigo que fue de 

39,2 g.pl-1 (Figura 9). Este comportamiento se puede visualizar en la (Figura. 

10 A-C), donde se observa la menor producción de rizomas debido a la 

infección con S. cruentum respecto al testigo. 
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DISCUSIÓN 

    Varios aspectos asociados con la infección de los rizomas y las 

plántulas de sorgo de alepo se detectaron durante nuestros ensayos. Las 

inoculaciones con el método hipodérmico resultaron más agresivas porque se 

observó una mayor cantidad de plantas con hojas con manchas cloróticas o la 

producción de pigmentos antociánicos Hanna (1929). Se observó la formación 

de antocianinas en hojas infectadas que fueron producidos por el hospedante 

como resultado de la acumulación de este pigmento en las células de la 

epidermis. De acuerdo con los resultados, el micelio fue observado en el tejido 

parénquimatico y en el área nodal. Esta distribución dispersa del micelio 

probablemente se debió al método de inoculación utilizado, ya que las 

esporidias fueron forzadas a penetrar el tejido vegetal. El micelio, por lo 

general, no invade el meristema apical o tejido vascular de los brotes.  Trabajos 

realizados por otros investigadores, indican la presencia de manchas cloróticas 

conteniendo hifas desarrolladas y ramificadas sobre las hojas emergidas de 

plántulas de maíz y sorgo inoculadas con S. reilianum. Además encontraron 

correlación entre los ensayos de campo e invernáculo. Dichos trabajos 

indicaron que este método de inoculación auxilia a la evaluación de diferentes 

genotipos resistentes o susceptibles al carbón de sorgo granifero. También se 

determinó que el método fue eficiente para reemplazar los ensayos a campo en 

los screening de mejoramiento (Wilson & Frederiksen 1970, Matyac 1985, 

Matyac & Kommedahal 1985; Craig & Frederiksen 1992; Snetselaar & Mims 

1994). 

 De acuerdo a nuestras observaciones realizadas en los cortes 

transversales de hojas, las hifas del hongo degradaron los cloroplastos y los 
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haces vasculares fueron invadidos por las hifas. Posteriormente, se colapsaron 

las células provocando una necrosis generalizada. En varios casos estas hojas 

se marchitaron, pero la planta siguió su desarrollo hasta completar su ciclo, y la 

planta presentó el signo característico de la enfermedad cuando la panoja 

emergió carbonosa. Snetselaar & Mims (1994) y Martinez et al. (1999), 

observaron después de la inoculación de S. reilianum, que las plantas jóvenes 

fueron ligeramente cloróticas y que contenían esparcidas hifas del hongo. 

Estas últimas, se desarrollaron en las células epidérmicas, paránquimaticas y 

vasculares, pero no en los espacios intercelulares. Las hifas ramificadas fueron 

frecuentemente observadas como una infección en progreso. 

     Según nuestros resultados, las cepas de S. cruentum aisladas, fueron 

agresivas porque se observó la inducción de yemas múltiples que a su vez 

originaron vástagos vegetativos y reproductivos encerrados entre hoja.  

Alteraciones morfológicas similares fueron reportadas en otro carbón, U. 

scitaminea Sydow (carbón de la caña de azúcar) en los que se observó 

modificaciones morfológicas en tallos, hojas e inflorescencias tales como la 

formación de látigos convolutos que emergían de yemas laterales de los tallos 

y producía la deformación de los mismos (Sharma 1956; Byther & Steiner 

1974). En otros trabajos sobre este carbón describen la formación de látigos 

simples o múltiples en inflorescencia y la formación de látigos múltiples que 

emergían de un mismo punto del ápice del tallo. Además se observó 

disminución en el crecimiento de las plantas y un acortamiento de los 

entrenudos (Nasr 1976, Astiz Gassó 1988). Una hipótesis que explicaría este 

tipo de alteraciones sería la producción excesiva de hormonas que estimulan la 

elongación de los tallos, el acortamiento de los entrenudos, la formación de 
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filodios y la inducción de cambios de los primordios vegetativos a reproductivos 

anticipando la floración. Este estadio de la planta es fundamental para que el 

hongo pueda infectar las inflorescencias y producir rápidamente la 

fragmentación del micelio y como consecuencia la esporogénesis del carbón. 

En experiencias realizadas por Matheussen et al (1990), sobre la implicancia 

de las giberelinas en S. reilianum, observaron que el hongo producía esta 

hormona en los primeros días de la infección, y además cuando la cultivaron in 

vitro, las cepas eran productoras de giberelinas. En el caso de S. cruentum 

sería necesario realizar otros estudios complementarios para confirmar sí 

produce esta hormona u otras que induzcan esta anormalidad. 

    De acuerdo con los resultados obtenidos en el presente trabajo, en los 

cortes longitudinales de ápices vegetativos, se observó en algunos casos la 

presencia de hifas entrecortadas, pero no se visualizó la fusión de esporidias. 

Resultados similares fueron registrados en S. reilianum en inoculaciones 

artificiales en Sorghum bicolor (Wilson & Frederiksen 1970, Osorio & 

Frederiksen 1998). Ademas, visualizamos hifas intracelulares y ramificadas por 

debajo del ápice vegetativo como en estado de latencia hasta que se produjo la 

diferenciación de los primordios florales y se inició la movilización del micelio a 

las espiguillas de las inflorescencias. Estas fueron infectadas a nivel del suelo 

antes de la elongación de los tallos. Respecto a las técnicas histopatológicas 

empleadas en este trabajo, es importante destacar que las mismas fueron 

previamente empleadas con éxito en estudios de carbones que afectan otras 

especies vegetales. Tales como los trabajos de Millhollon (2000) que en sus 

experiencias, utilizó el método de cortes histológicos de los segmentos nodales 

de plántulas de S. halepense para confirmar la efectividad de las inoculaciones 
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a campo con suspensiones de teliosporas y esporidias de S. cruentum. Así 

mismo, en las investigaciones realizadas por Sinha et al. (1982) se empleó la 

técnica histológica de montaje con tinción simple de azul de tripan en 

lactofenol, para detectar la presencia del micelio de U. scitaminea a partir de 

nodos, que fueron confirmados en la parte basal del meristema apical.  

    De acuerdo a nuestros resultados, se determinó que la infección se 

produce en el primordio floral y no cuando la panoja está completamente 

diferenciada y sin emerger de la hoja bandera. En relación a la infección de las 

espiguillas de la panoja, también observamos que la misma debe estar 

completamente formada, porque existe una dependencia por los compuestos 

nutricionales. Tales elementos fueron aportados por el gineceo, los estambres 

y el estigma floral para inducir a la fragmentación de las hifas seguida de la 

esporulación y maduración de las teliosporas. No hemos encontrado otros 

reportes sobre en S. cruentum, por lo tanto consideramos que es importante 

realizar nuevos estudios para dilucidar este proceso. 

    De acuerdo a los resultados, es importante considerar el efecto que el 

patógeno ha causado sobre la materia seca de los rizomas, dado que aparece 

disminuyendo la biomasa subterránea en un momento en que la maleza 

registra un incremento de la producción de rizomas al finalizar el ciclo del 

cultivo. Por otra parte, estos resultados resultan ser interesantes dada la 

preponderancia que posee la reproducción vegetativa respecto de la 

reproducción por semilla de la maleza. Así, Williams & Ingber (1977) 

demostraron que ante la ausencia de competencia y en condiciones no 

limitantes de recursos hídricos y nutricionales, S. halepense destinó un 27% de 

la materia seca hacia los rizomas y sólo un 4% hacia la producción de semillas. 
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Estos autores establecen que ante la presencia de competencia intraespecífica, 

la maleza retarda la formación de rizomas. Por otra parte, Smith & Holt (1997) 

establecieron que el empleo de medidas adicionales de control de malezas y el 

control biológico no son antagonistas, pero existen efectos sinérgicos (donde 

los efectos combinados son más que aditivos) que dependen de la tasa 

reproductiva de la maleza y la densidad a la cual crece. También se observó 

que la MSA se redujo porque las plantas enfermas tenían menor altura 

comparadas con los testigos. Los reportes realizados por Luttrell et al. (1964) y 

Millhollon (2000) sobre esta especie mencionan las diferencias de crecimiento 

de las plantas tratadas con el carbón. 

   De acuerdo a los resultados obtenidos en todos los casos se registró 

una alta infección con los métodos de inoculación utilizados y bajo las 

condiciones ambientales en las cuales se ejecutaron los experimentos. 

Además, se visualizaron cambios en la morfología estructural del hospedante 

similares a los registrados en investigaciones realizados por otros autores en S. 

reilianum (Craig & Frederiksen 1992, Martinez et al. 1999). Del mismo modo, se 

estableció que S. cruentum fue quien produjo los cambios morfológicos 

estructurales en el hospedante, y que los mismos, no fueron inducidos por los 

métodos aplicados (Astiz Gassó et al. 2001). 

    El sorgo de alepo, como en todas las Poaceae, en el estado vegetativo 

tienen el tallo verdadero reducido a un disco basal con los nudos y entrenudos 

muy comprimidos que se elongan en el estado reproductivo, de acuerdo a lo 

descripto por Maddaloni & Ferrari (2001). Por esta forma de crecimiento de la 

planta, podemos decir que de acuerdo a las observaciones realizadas el 
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patógeno migra hacia la inflorescencia localizada en la base de la yema apical 

produciendo la enfermedad.  

    El método más efectivo para el control de esta maleza es causando la 

disminución en la producción de rizomas, ya que esta cumple con un rol 

importante en la dinámica reproductiva de la maleza (Willians & Ingber 1977). 

Tal como lo demuestran nuestros resultados de la reducción marcada de 

rizomas (MRS) producidas por el hongo. 

    En investigaciones realizadas para el control integrado de malezas, se 

estudió la posibilidad del uso como biocontroladores de hongos del Orden 

Ustilaginales que fueron eficaces en el control de las mismas. Tales como el 

uso de U. sp. para el control de Paspalum virgatum (Arévalo et al. 2000). Otro 

ejemplo es U. bullata que fue utilizado como biocontrolador de la maleza 

Bromus tectorum donde se redujo la producción de semillas por ser 

reemplazadas por la masa carbonosa del hongo y se establecieron las 

condiciones ambientales óptimas tales como la temperatura y el momento de 

mayor eficacia del hongo para producir infecciones en las plantas (Meyer et al. 

2001, Astiz Gassó et al. 2002, Boguena 2003, Boguena et al. 2007). Por lo 

tanto, de este modo sólo dentro de un marco integrado de alternativas se 

podría establecer fehacientemente la factibilidad del control biológico 

empleando S. cruentum. 

     Por otra parte, será necesario establecer las posibles interacciones entre 

la implementación del control biológico con otras alternativas de manejo en el 

sorgo de alepo, tales como el uso de herbicidas en dosis reducidas y el uso de 

la habilidad competitiva de los cultivos que compitan con la maleza.  
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     Es importante destacar que deben ser vencidas las barreras 

estructurales, tales como las yemas que se encuentran protegidas por catáfilas 

que dificultan la penetración del hongo, la baja viabilidad de las teliosporas en 

el suelo porque no persiste en el suelo más de 12 meses, y las condiciones 

ambientales, para producir la enfermedad.  

    De acuerdo a los resultados obtenidos, sería necesario considerar la 

realización de nuevas investigaciones para dilucidar la inoculación del 

patógeno en la maleza bajo condiciones de campo, dado el efecto de la alta 

eficiencia de S. cruentum para producir infecciones en el sorgo de alepo.  

 

 CICLO BIOLÓGICO DE Sporisorium cruetum SOBRE Sorghum halenpese 

 

   En la Figura 11 se describe el ciclo biológico: En plantas con panojas 

infectadas el patógeno se disemina por dos vías: las esporas son llevadas por 

el viento, y las semillas infestadas llevan teliosporas adheridas (Figura 11 1). 

Las teliosporas en reposo son n+n (Figura 11 2) y en presencia del hospedante 

se induce a la maduración que luego al fusionarse se transforman en 2n 

(Figura 11 3). A continuación se forman las basiodiosporas haploides (n) y la 

fusión de células compatibles para generar la hifa infectiva (n+n). La infección 

del patógeno se produce cuando la hifa infectiva forma el apresorio y penetra al 

tejido por ablandamiento de paredes celulares (Figura 11 4) tanto en plántulas 

originadas desde semillas como por brotación de las yemas de los rizomas. El 

hongo coloniza el meristema vegetativo. Posteriormente, la infección se 

produce en el primordio floral en cual el hongo induce la fragmentación de las 
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hifas seguida de la esporulación y maduración de las teliosporas que son 

liberadas (Figura 11 1). 

Figura 1. Observación macroscópica y microscópica de S. cruentum: A. Panoja con 
carbón. B. Microfotografía de Teliosporas con episporio equinulado observadas en 
microscopio electrónico de barrido (MEB). C. Microfotografía de Teliosporas 
observadas en microscopio óptico (MO). D. Germinación in vitro de teliosporas tipo 
esporidial en PDA. E. Colonia desarrollada en medio de PDA. 
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Figura 3. A-D. Microfotografías de microscopía electrónica de transmisión (MET) en 
Sorghum halepense. A-B. Ultraestructura de las células del mesófilo de la hoja sana 
del hospedante. A. Célula del clorénquima sano conteniendo cloroplastos (cl), 
glóbulos lipídicos, mitocondrias (m), retículo endoplámico rugoso (rer) y vesículas (v) 
en el citoplasma. B. Célula de la vaina parenquimática de los haces vasculares con 
cloroplastos normales. C-D. Células de la vaina parenquimática infectadas con la hifa 
(h) de Sporisorium cruentum. Escalas: A = 0,5 µ; B = 1µ; C-D = 2 µ.  
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Figura 4. Alteraciones morfológicas producidas por S. cruentum. A. Yemas 
múltiples que originan pequeñas panojas infectadas con el hongo. B–C. Corte 
longitudinal de una yema múltiple. Yema vegetativa (yv) y reproductiva (yr). C. 
Base de la yema con presencia de la hifa del hongo (flecha).  D. Detalle de las 
hifas ramificadas intracelulares.  
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Figura 5. Cortes histológicos de espiguilla con colaración doble de safranina-
fast-green A. Espiguillas infectadas con carbón, con soro formado por una 
columela curvada. B. Corte longitudinal de la espiguilla con el gineceo curvado 
y con presencia de teliosporas. C-D. Detalle de la base de la espiguilla 
infectada por el hongo.  
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Figura 6. Microfotografías de microscopía electrónica de transmisión (MET) en S. 
halepense. A-B. Ultraestructura del meristema vegetativo. A. Célula infectada por la 
hifa del hongo (h). B. Citoplasma de la célula infectada conteniendo sustancias de 
reserva como gránulos de almidón simple (a). C-D. Células de la base de la espiguilla 
infectadas con Sporisorium cruentum. Escalas: A, B = 2 µ; C-D = 1 µ.  

A B 

Figura 7. Brotes de rizomas del sorgo de alepo en placas de petri. A. Testigo 
sano. B. Rizomas y brotes necrosados por el hongo y desarrollo de micelios 
blanquecinos. 
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Figura 8. Materia seca aérea (MSA) de plantas de sorgo de alepo al final del 
ciclo del cultivo: T1, tratamiento control; T2, inmersión de rizomas en 
suspensión en cultivo líquido + teliosporas; T3, inmersión de rizomas en 
medio líquido + esporidias. LSD (<0.05) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Materia seca de raíz (MSR) de plantas de sorgo de alepo al final del 
ciclo del cultivo: T1, tratamiento control; T2, inmersión de rizomas en 
suspensión en cultivo líquido + teliosporas; T3, inmersión de rizomas en medio 
líquido + esporidias. LSD (<0.05) 
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Figura 10. Experimento en invernadero con S. cruentum sobre .rizomas de 
sorgo de alepo. A-B. Plantas sanas y enfermas con S. cruentum procedentes 
de los ensayos en invernadero. C–D. Rizomas procedentes de plantas sanas y 
enfermas. C. Rizomas sanos procedentes de campos naturales. D. Rizomas de 
plantas testigos y plantas tratadas con el patógeno infectadas en condiciones 
ambientales de invernadero. 
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Figura 11. Ciclo de vida de Sporisorium cruentum: 1. En plantas con panojas infectadas el patógeno se disemina por dos vías: las esporas son 
llevadas por el viento, y las semillas infestadas llevan teliosporas adheridas. 2. Las teliosporas en reposo son n+n. 3. En presencia del 
hospedante se induce a la maduración que luego al fusionarse se transforman en 2n. A continuación se forman las basiodiosporas haploides 
(n) y la fusión de células compatibles para generar la hifa infectiva (n+n). 4. La infección del patógeno se produce cuando la hifa infectiva forma 
el apresorio y penetra al tejido por ablandamiento de paredes celulares tanto en plántulas originadas desde semillas como por brotación de las 
yemas de los rizomas. 5. El hongo coloniza el meristema vegetativo. Posteriormente, la infección se produce en el primordio floral en cual el 
hongo induce la fragmentación de las hifas seguida de la esporulación y maduración de las teliosporas que son liberadas. 
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CONCLUSIONES 

 

1. Se establecieron las condiciones ambientales óptimas y el momento de 

mayor eficacia del hongo para producir infecciones en las plantas de 

sorgo de alepo. Por lo tanto, de este modo, sólo dentro de un marco 

integrado de alternativas, se podría establecer fehacientemente la 

factibilidad del control biológico empleando S. cruentum. 

2. Sería importante establecer las posibles interacciones entre la 

implementación del control biológico con otras alternativas de manejo en 

el sorgo de alepo, tales como el uso de herbicidas en dosis reducidas y 

el uso de la habilidad competitiva de los cultivos que compitan con la 

maleza.  
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CAPITULO II 

 

BIOLOGÍA E HISTOPATOLOGÍA DEL CARBÓN Ustilago filiformis (=U. 

longissima (SCH) MEYEN) SOBRE Glyceria multiflora STEUD. (POACEAE).  

 

RESUMEN 

Ustilago filiformis (=U. longissima (Sch) Meyen) es el agente causal del carbón de 

la estría de la hoja de Glyceria,  una gramínea hidrófila, perenne y rizomatosa que 

habita pastizales bajos, y bañados de  la cuenca del salado  de la Pcia de Buenos 

Aires. El objetivo de esta investigación fue establecer la biología del hongo, 

determinar el tipo de infección y describir y documentar por primera vez las 

alteraciones histológicas asociadas al ataque del hongo. Para la identificación y 

aislamiento del patógeno se partió de plantas infectadas naturalmente a las cuales 

se le aplicaron diferentes técnicas fitopatológicas e histológicas de laboratorio. Los 

análisis realizados demostraron la identidad del carbón como U. filiformis. Las 

pruebas de patogenicidad establecieron que el patógeno tiene una infección del 

tipo local y produce hipertrofia de los tejidos. Asimismo se comprobó que el órgano 

de la planta en cual se produce la esporogénesis es la hoja, y que la enfermedad 

inducida   por este carbón produce espiguillas estériles en la panoja. Se concluye 

que esta enfermedad tiene un efecto directo sobre la producción de semillas y por 

lo tanto, la reproducción y propagación G. multiflora estaría limitada por esta vía, 
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por la ausencia de simientes en el campo. Otro efecto negativo es la disminución 

de la disponibilidad de forraje para el ganado por ataque directo de U. filiformis 

sobre las hojas, sumado a la posibilidad de toxicidad en los animales por su 

consumo. El ciclo biológico de U. filiformis sobre Glyceria spp. constituye el primer 

aporte para entender y dilucidar la epidemiología de la enfermedad en nuestro 

país y en el mundo. 

Palabras claves: Ustilago filiformis, histopatología 

 

INTRODUCCIÓN 

 

Ustilago filiformis (= Ustilago longissima (Sch) Meyen) es el agente causal 

en diferentes especies del género Glyceria como ocurre en G. fluitams, G. grandis, 

G. multiflora, G. nemoralis, G. obtusa, G. pilcata y G. striata. (Mordue 1991). U. 

filiformis produce una sintomatología de clorosis y necrosis sobre las láminas, 

denominada como “carbón de la estría en la hoja”. El signo enfermedad se 

manifiesta como una masa carbonosa de teliosporas y es como se propaga el 

patógeno en el campo. La planta infectada produce nuevos macollos que pueden 

estar atrofiados y de color verde pálido a verde-amarillento. Estos macollos por lo 

general no llegan a florecer y en ellos se observa la esporulación del hongo que 

ocurre durante el desarrollo del cultivo que es de ciclo primavero-estival.  

    La distribución geográfica está generalizada para distintas zonas 

templadas del mundo como se detalla (Mordue 1991):  

1.- Asia: Zona norte de la India (Nilgiri Hills) y Siberia. 
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2.- Europa: Suecia, Suiza, Reino Unido, Austria, Bulgaria, Checoslovaquia, 

Dinamarca, Finlandia, Francia, Alemania, Hungría, Italia, Países Bajos, Noruega, 

Polonia, Rumania, España, Reino Unido, ex URSS (Estonia, Rep. de Georgia, 

Letonía, Rusia) y ex Yugoslavia.  

3.- América del Norte: Canadá (Alberta, Columbia Británica, Ontario, Que, Sask) y 

EE.UU. (Connecticut, Colorado, Idaho, Illinois, Iowa, ME, Maine, Michigan, 

Minnesota, Mt, Nebraska, New Hampshire, Nueva York, Dakota del Norte, Oregón, 

Pensilvania, Utah, Vermont, estado de Washington).  

4.- América del Sur: Argentina (La Plata, Jeppener).  

    La transmisión del patógeno se realiza a través de las teliosporas que son 

diseminadas por el viento y por el agua. En la actualidad no hay estudios sobre el 

proceso de infección del carbón en el hospedante (Hirschhorn 1986, Astiz Gassó 

et al. 2006).  

   Glyceria multiflora Steudel, es una especie nativa, acuática glabra, perenne, 

cespitosa ascendente, rizomatosa, con cañas largas, nudos comprimidos en seco, 

oscurecidos, lígula ancha, panoja laxa angosta, de 20-60 cm de longitud y fruto 

cariopse elíptico-alargado rojizo-oscuro (Burkart 1969). Es una especie 

sudamericana, común en Argentina y en Chile.  En nuestro país 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, muy común en la provincia de 

Buenos Aires, donde es muy buscada y apreciada por el ganado (Vidal & 
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Piergentili 1973).  La alta productividad y la buena palatabilidad de esta especie 

constituyen aspectos relevantes desde el punto de vista forrajero. Existen estudios 

para su posible uso como una alternativa forrajera en áreas marginales ganaderas 

de nuestro país (Rossi et al. 2006). 

 

HIPOTESIS 

 Ustilago filiformis produce distintos tipos de infección y alteraciones 

histopatológicas en los tejidos vegetativos y reproductivos de plantas de Glyceria 

multiflora 

OBJETIVOS 

 Determinar el proceso de infección del patógeno. 

 Clarificar la biología reproductiva de U. filiformis. 

 Analizar las alteraciones histopatológicas asociadas al ataque del hongo.  

 

MATERIALES Y MÉTODOS 

 

Las metodologías utilizadas en este ensayo se adecuaron para el tipo de 

ambiente donde crece y se desarrolla el hospedante, en base a la adaptación de 

otras técnicas utilizadas para carbones del orden Ustilaginales y hongos 

fitopatógenos (Fernández et al. 1978, Matyac 1985, Craig & Frederiksen 1992), 

Maurya et al. (2010), Kosiada (2011). 
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Aislamiento y cultivo in vitro del hongo 

    Las muestras de Glyceria sp. Libre de la enfermedad e infectadas con U. 

filiformis fueron recolectadas en el año 2009 en la localidad de Jeppener 

(35°16′39.5″S 58°11′53.7″O 35.277639, -58.19825.), perteneciente a la Cuenca del 

Salado, ubicada en la provincia de Buenos Aires, Argentina. Posteriormente las 

plantas con síntomas fueron llevadas al laboratorio para realizar las observaciones 

morfobiométricas del hongo e identificar la especie del carbón. Además, se 

efectuaron aislamientos del hongo para estudiar el tipo de germinación de las 

teliosporas y el desarrollo de colonias. 

    Para la identificación taxonómica del hongo se realizaron preparaciones 

microscópicas de las esporas que fueron montadas en lactofenol y observadas 

con microscopio óptico (MO). Además, se acondicionaron los preparados de 

teliosporas del hongo para microscopia electrónica. Para ello se montaron en 

platina y se metalizaron con una capa de oro paladio para su observación bajo 

microscopio electrónico de barrido (MEB). 

    Para el aislamiento se procedió a desinfectar 0,5 g de esporas del hongo 

con una solución de hipoclorito de sodio al 2% durante tres minutos. 

Posteriormente fueron enjuagadas tres veces con agua destilada estéril para 

retirar el exceso del desinfectante y centrifugadas a 200 rpm.  

      Una parte de las teliosporas así, tratadas fueron sembradas en dos medios 

de cultivo: i. agar agua al 2% (AA) para realizar observaciones sobre la 

germinación; ii. papa dextrosa agar al 2% (PDA) para analizar la morfología de las 

colonias del hongo y obtener cultivos axénicos.  
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    Los cultivos obtenidos en ii fueron refrigerados a 5ºC ±2ºC para ser 

utilizados posteriormente en inoculaciones sobre el hospedante.  

 

Pruebas de patogenicidad 

Preparación inóculo 

    Para este experimento se partió de cultivos de basidiosporas axénicos 

obtenidos a partir de la metodología descripta anteriormente.  Los cultivos del 

hongo fueron sembrados en Erlemeyers con 200 cm3 de medio cultivo caldo de 

papa dextrosa al 2%. Posteriormente, fueron colocados en agitador rotativo (CAT-

S20) a 200 rpp y llevados a estufa de cultivo (BINDER KBF LQC) a 25ºC ±2 ºC en 

oscuridad. Cada 24 h se extrajo una muestra de la suspensión para cuantificar el 

inoculo de basidiosporas. Para la determinación se usó una cámara de recuento 

de esporas (hematocímetro de Neubauer). Cuando la concentración de las 

basidiospora alcanzó 106-8/ml se procedió a conservarlas en refrigeración hasta 

ser utilizadas en las inoculaciones de laboratorio y campo. 

 

Acondicionamiento de plantas de G. multiflora 

   Un total de 6 plantas sanas de G. multiflora fueron extraídas con el pan de 

tierra del humedal donde habita esta especie en marzo-abril del año 2009. Para 

realizar el trasplante de las plantas, previamente se acondicionaron dos 

contenedores de 2 m de ancho x 10 m de largo que se revistieron con plástico 

negro de 200 micrones de espesor para evitar la pérdida de humedad y conservar 

las condiciones ambientales semejantes a dónde se desarrolla esta especie. En 
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cada contenedor se colocaron tres plantas que se mantuvieron inundadas en 

forma permanente para evitar la desecación durante el período otoño-invernal. En 

la primavera (septiembre-octubre) cuando se inició el crecimiento vegetativo de las 

plantas con la aparición de los macollos, se comenzó con la extracción de las 

muestras de brotes para realizar las experiencias de laboratorio y se seleccionó un 

contendor para las inoculaciones a campo.  

 

 Métodos de inoculación 

La metodologías utilizadas en esta investigación fueron adaptadas y 

modificadas en base a técnicas utilizadas para el estudio de otras especies de 

Ustilaginales, como se ha mencionado por Fernández et al. (1978), Matyac (1985), 

Craig & Frederiksen (1992).  

 

1. Ensayo de inoculación en laboratorio 

   Para este el ensayo se extrajeron muestras de las plantas jóvenes 

mantenidas en el campo y que se procesaron en el laboratorio realizando cortes 

de hojas de 2 cm, las cuales se inocularon con: i. basidiosporas producidas por el 

hongo en el caldo de cultivo PD; ii. Suspensión en agua destilada estéril de 

teliosporas a razón de una concentración 106-8 esporas/ml. 

i. Inoculación con basidiosporas:  

Los cultivos obtenidos de basidiosporas del hongo procedentes del medio PD, 

fueron inoculados sobre tejidos de la lámina de gliceria utilizando una alícuota 

de 0,01ml, extraída con micropipeta (concentración 106-8 basidiosporas/ml). 
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Los testigos fueron tratados con medio PD sin el cultivo del patógeno. El 

material tratado se dispuso en portaobjetos colocados sobre papel de filtro 

estéril húmedos con agua destilada estéril en cajas de Petri. Luego llevados a 

estufa de cultivo BINDER KBF LQC a 25ºC ±2ºC con fotoperíodo de 12h 

luz/12h oscuridad.  A partir de las 24 h se procedió a extraer muestras que 

fueron observadas con microscopio óptico (Olympus CX21). 

ii. Inoculación con teliosporas  

Se utilizó una alícuota de 0,01ml extraída con micropipeta de la suspensión de 

teliosporas que se inoculó sobre la lámina de la hoja de Glyceria. Las 

muestras se acondicionaron como en el caso anterior. 

    Para ambos ensayos se procedió a extraer las muestras de tejidos de la 

hoja y realizar cortes histológicos, los cuales fueron montados en lactofenol-azul 

de algodón para la observación del hongo.  

 

2. Ensayo de inoculación a campo 

    Durante la primavera del año 2009, se seleccionó un contenedor con tres 

plantas de G. multiflora para inocular con el patógeno, y otro contenedor con tres 

plantas se que reservó sin inocular.  

   Para estímular la infección del hongo se procedió a usar el inoculó previamente 

preparado en un Erlermeyer que contenía 200 cm3 de medio de PD y una 

concentración de (106-8 esporas/ml).  Las plantas no tratadas (controles) fueron 

regadas con el medio PD sin el patógeno. 
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      Para inocular las plantas se procedió a usar la técnica de riego sobre la zona o 

área de emergencia de los macollos de Glyceria. Esta metodología se ejecutó 

cada vez que las plantas producían los rebrotes de yemas vegetativas, 

(aproximadamente cada 20 días). Las infecciones se realizaron entre los meses 

de noviembre-diciembre del año 2009 en condiciones de campo.  

    Las observaciones y extracción de las muestras a campo se realizaron a 

partir de las 24h de inoculadas las plantas, tanto para las plantas inoculadas como 

los controles, y hasta observar los primeros síntomas y el signo producido por el 

patógeno.  

      Posteriormente, las plantas se dejaron por dos años (2010- 2011) en el 

campo para verificar si se producían reinfecciones de U. filiformis en forma natural. 

Para comprobar la evolución de esta patología se realizaron observaciones 

macroscópicas, microscópicas y reaislamientos del hongo durante este periodo. 

 

3. Cortes histológicos para el análisis histopatológico 

    Para estos experimentos se extrajeron periódicamente muestras de las 

plantas G. multiflora inoculadas a campo en las que se observó el desarrollo de 

síntomas del patógeno (clorosis, alteraciones morfológicas, etc.) y los controles sin 

tratar. Las muestras de hojas infectadas y los controles se fijaron en formalina-

acético-alcohol (FAA). Posteriormente, se pretrataron con ácido fluorhídrico al 10% 

durante 24 h, para ablandar el tejido y eliminar el sílice presente en la epidermis. 

La inclusión se realizó en parafina para los cortes transversales y longitudinales de 

aproximadamente 10-12 µm de espesor usando un micrótomo tipo Minot (Senior 
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Rotary micrótomo Marca Arcano, Modelo-RTM-30). La observación microscópica 

se realizó en microscopio óptico (Olympus CX21), siguiendo la metodología 

indicada por Bracegirdle & Miles (1975) y D”Ambrogío Argüeso (1986) utilizando la 

coloración doble de safranina-fast-green y el adhesivo de montaje bálsamo de 

Canadá.  

 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

Identificación de la especie y morfología de las colonias  

    Las observaciones macroscópicas y con lupa estereoscópica de los 

síntomas de la lámina de Glyceria confirmaron que los soros corresponden a los 

típicos de la especie U. filiformis. Esta especie forma estrías oscuras de color 

marrón a negras, de tamaño de 1-2 mm a varios centímetros de longitud (Figura 1 

A, B) (Hirschhorn 1986; Mordue 1991). 

    Las teliosporas son simples, de forma redondeada a sub-globosa; tamaño 

de 4-7 x 3-5 m; episporio aparentemente liso y de color amarillo claro a marrón 

oscuro, tal como se comprobó en los preparados de microscopio óptico (Figura 2 

A). La observación de la ornamentación de la espora con microscopio electrónico 

de barrido (MET) permitió visualizar un episporio finamente granulado (Figura 

B).En nuestra investigación verificamos el tipo de germinación in vitro los cuales 

corresponden a la especie y las características morfobiométricas de las teliosporas  

comparado con la información registrada en observaciones realizadas por Brook 

1957 y Hirschhorn (1986).  
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    Las teliosporas germinaron in vitro sobre el medio A.A. después de 3 días 

cuando emitieron las basidiosporas de 10-100 µm de largo, con septos o 

formación de escasos septos.  Las basidiosporas (= esporidios) hijas, pueden ser 

laterales o terminales. La multiplicación es por brotación y se producen a su vez 

una cantidad abundante (Figura 2 C-D). Resultados similares fueron registrados 

por Butler et al. (1978). Las basidiosporas forman rápidamente colonias del tipo 

levadura de color marrón claro al ocre, con rugosidades en la superficie de la 

colonia y zonas de hifas del tipo algodonoso de color blanco en PDA. También 

presentan un crecimiento del tipo radial que a los 10 días cubrió la caja de Petri de 

9 cm de diámetro (Figura 3 A). 

Ensayos de laboratorio 

   La metodología aplicada en las inoculaciones in vitro sobre trozos de hoja 

de Glyceria, tanto con la utilización de basidiosporas o de teliosporas, fueron 

igualmente eficientes para producir la infección y dilucidar el proceso infectivo del 

carbón de la estría de Glyceria y su interacción con el hospedante. 

En la Figura 3 B,C,D se registran los pasos del procedimiento. En el caso de las 

basidiosporas, se observó una rápida multiplicación y producción de nuevas 

basidiosporas (n) por brotación tipo levadura sobre la lámina de la hoja dentro de 

las 6-8 h de inoculadas. Paralelamente, se observó sobre en el tejido los 

apareamientos entre basidiosporas compatibles (-n+n) que originan 

posteriormente a la hifa infectiva (Figura 4 A,B). En el caso de las teliosporas la 

germinación se produce entre 3-6 días de inoculadas y rápidamente se inicia la 
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proliferación de basidiosporas laterales, proceso que continúa hasta la formación 

de la hifa infectiva como se registró en la aplicación de basidiosporas (Figura 4 

C,D).  

Pruebas de patogenicidad a campo 

   El experimento de pruebas de patogenicidad, en el que se utilizó como 

inoculó basidiosporas en condiciones a campo, nos permitió observar que las 

primeras lesiones del ataque del patógeno se evidenciaron entre los 10-15 días de 

la inoculación en las plantas de Glyceria (Figura 5 A,B. Los síntomas 

correspondientes a la primera etapa de la infección de U. filiformis se evidenciaron 

en forma sub-epidérmica, paralelas a las nervaduras. Se observó i. clorosis, en 

algunos casos amarillamiento, y posterior necrosis del tejido epidérmico.  Cabe 

destacar que este síntoma no es usual en el orden de las Ustilaginales por tratarse 

de patógenos biotróficos. Asimismo se observó ii. Formación de estrías oscuras 

y/o ampollas sub-epidérmicas. Posteriormente, estas lesiones maduran y se 

produce la ruptura de la epidermis. Como resultado, se liberan las teliosporas 

oscuras correspondientes al signo de la enfermedad (Figura 5 C,D,E). También se 

observó la presencia de panojas con espiguillas estériles comparadas con las 

plantas testigos que no presentaron síntomas ni signos de la enfermedad. Esta 

sintomatología fue similar a las registradas en otras especies del orden de las 

Ustilaginales tales como ejemplo las estrías y ampollas sobre la hoja producidas 

por el carbón de la hoja bandera del trigo (Urocystis agropyri=Urocystis tritici) y la 

presencia de espiguillas estériles producidas por Sporisorum reiliana, carbón de la 



83 
 

panoja del sorgo (Wilson & Frederiksen 1970, Bhatnagar et al. 1978; Mordue & 

Walker 1981, Beniwal 1992, Vánky & Shivas 2008). 

    También se registraron reinfecciones naturales de U. filiformis procedentes 

de las inoculaciones artificiales originalmente realizadas en el año 2009, que 

fueron comprobadas por la observación periódica de síntomas y signos 

correspondiente al carbón y análisis en laboratorio. 

 

Análisis histopatológico  

     La anatomía de la hoja de Glyceria vista en corte transversal presenta una 

estructura de tipo festucoide. Los cortes de los testigos sanos presentan un 

clorénquima poco desarrollado y espacios intercelulares muy notables entre los 

haces vasculares secundarios, en donde se observó la presencia de células 

estrelladas correspondiente al tejido parenquimático con reserva de aire 

denominado comúnmente aerénquima (Figura 6 A). El desarrollo de éste último se 

debe a que la planta habita en zonas anegadas que permiten la oxigenación y 

flotación de plantas (Burkart 1969). Las observaciones sobre el material infectado, 

en comparación con el testigo, mostraron que el hongo penetra en la lámina a 

través de los estomas o por el ablandamiento de las paredes celulares y de la 

laminilla media, producido por enzimas (Figura 6 B). Luego el micelio fúngico 

penetra en el clorénquima, en posición subepidérmica, invadiendo lateralmente los 

tejidos e incluso se observa también por debajo de los haces vasculares (Figura 7 

A,B). Las hifas penetran principalmente por la cara abaxial de la hoja o filodio. Una 

vez que el micelio se fragmenta, se induce a la esporogénesis y los espacios 
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intercelulares entre haces vasculares, donde estaba ubicado el aerénquima, se 

observan expandidos por hipertrofia de los tejidos con las paredes interiores 

cubiertas de teliosporas de color marrón oscuro. Estas zonas, externamente 

presentan síntomas en estrías o ampollas castaño-oscuras entre las nervaduras 

paralelas de la hoja o filodio (Figura 8 A), a diferencia de lo observado en la 

superficie de la hoja sana (Figura 8 B). Dichas estrías no se encuentran 

dispuestas en forma continua a lo largo de la superficie de la lámina, sino que 

están interrumpidas. No se observó la presencia del hongo en los cortes 

realizados en los tallos de las plantas infectadas ni en los meristemas vegetativos 

y reproductivos. Por lo expuesto, se puede establecer que la infección de U. 

filiformis es de “tipo local” y no sistémica. Resultados similares se registraron para 

otros carbones que producen la enfermedad en el mismo órgano que infectan, 

colonizan y esporulan, como por ejemplo es el caso de Ustilago maydis y 

Thecaphora frezii (Hirschhorn 1986; Astiz Gassó & Molina 2010; Astiz Gassó et al. 

2010). 

    Los resultados preliminares aquí obtenidos fueron presentados en un 

reporte preliminar (Astiz Gassó et al. 2012). Además, nos permitió confeccionar el 

ciclo biológico de U. filiformis en Glyceria, tal como se detalla a continuación 

(Figura 9). 

 

Ciclo Biológico de Ustilago filiformis (Astiz Gassó et al. 2013) 

El proceso infectivo del carbón de la estría de Glyceria comienza con hojas 

infectadas con teliosporas del hongo, que son diseminadas y dispersadas por el 
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viento (Figura 9 1). Las plantas de Glyceria se encuentran en humedales donde 

las teliosporas llegan a la superficie del agua y por flotación se aproximan a las 

hojas (Figura 9 2). Las teliosporas en reposo son n+n y en presencia del 

hospedante se induce a la maduración que luego al fusionarse se transforman en 

2n (Figura 9 3). A continuación se forman las basiodiosporas haploides (n) y la 

fusión de células compatibles para generar la hifa infectiva (n+n) (Figura 9 3-8). La 

infección del patógeno se produce cuando la hifa infectiva forma el apresorio y 

penetra al tejido a través de estomas o por ablandamiento de las paredes 

celulares (Figura 9 5). Posteriormente, se produce la colonización de la hoja de 

Glyceria y la infección del hongo avanza entre los haces vasculares formando 

estrías o ampollas internervales (Figura 9 5,6). Las teliosporas (n+n) se forman en 

el clorénquima aerífero del mesófilo o aerénquima (Figura 9 5,6). La presión que 

ejercen las teliosporas sobre el tejido y se produce la ruptura de la superficie de la 

hoja y son diseminadas por el viento y/o el agua (Figura 9 1). La supervivencia del 

patógeno es a través de las teliosporas que se encuentran en el suelo, como así 

también, en los restos vegetales infectados.  

 



86 
 

 

 



87 
 



88 
 

A B 

C D 

Figura 3. A. Observación macroscópica de la colonia de U. filiformis 
desarrollada en PDA; B. Crecimiento de U. filiformis en PD para ser 
utilizado en las inoculaciones in vitro y a campo; C. Muestras de plantas 
de Glyceria para la inoculación con teliosporas y basidiosporas para 
realizar las pruebas de patogenicidad  in vitro; D. Cámara húmeda. 
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Figura 4. Observación de germinación e infección sobre hoja de Glyceria 
in vitro: A-B. Inoculación con basidiosporas (ba) y observación de los 
apareamientos entre basidiosporas compatibles (ap); C-D. Inoculaciones 
con teliosporas en las que se observa la germinación (ger) y formación de 
basidiosporas (ba) sobre la hoja. 
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Figura 5. Inoculación artificial con basiodiosporas de U. filiformis 
desarrolladas con medio de cultivo PD y observación macroscópica de 
los síntomas: A. Inoculación a campo en el rebrote de las plantas de 
Glyceria; B. Aparición de los primeros síntomas y signos de la 
enfermedad (si); C. Presencia de amarillamiento y necrosis internerval 
(ne) sobre la hoja; D. Aparición de panojas estériles inducidas por el 
patógeno (pa); E-F. Distintas sintomatologías sobre la hoja. E. 
Observación de estrías con clorosis (est-cl). F. Estrías errupentes con 
liberación de teliosporas (est-e) y formación de ampollas (am) 
producidas por el hongo. 
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Figura 6. Observación microscópica de hoja de Glyceria procedente de 
inoculaciones artificiales a campo. A. Hoja sana de Glyceria: Corte 
transversal de la hoja con aerénquima (ar) sano en MO; B. Corte 
transversal de la hoja con la hifa (hi) del hongo sobre la epidermis y el 
aerénquima (ar) aún no hipertrofiado en MO.O 
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Figura 8. Observación macroscópica de hoja de Glyceria en plantas 
cosechadas a campo procedente de inoculaciones artificiales. A. Hoja 
sana de Glyceria: vista superficial con lupa estereoscópica; B. Hoja 
enferma: Vista superficial: Detalle de clorosis (cl) y síntoma en forma de 
estría (est) producido por U. filiformis. 
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Figura 9: Ciclo biológico de Ustilago filiformis: 1. Hoja infectada por el carbón de la estría con teliosporas (te) 
diseminadas por el viento; 2. Plantas de Glyceria en el humedal con teliosporas que llegan a la superficie del 
agua y se aproximan a las hojas; 3. Teliosporas en reposo n+n (te-1) y teliosporas maduras 2n (te-2); 4. 
Formación de basiodiosporas haploides (ba-ha) y conjugación de basidiosporas (ba-c). Formación de la hifa 
infectiva (hi) por fusión de las células; 5. Sección transversal de la hoja de Glyceria con la infección del 
patógeno. Formación del apresorio y penetración (ap-pe) de la hifa infectiva en el tejido por ablandamiento de 
las paredes y/o por los estomas con formación de teliosporas en el aerénquima del mesófilo; 6. Aspecto 
general del corte de hoja con la infección del hongo entre los haces vasculares (hv); 1. Estrías errupentes 
(est) producidas por el hongo sobre la superficie de la hoja con liberación de teliosporas que son diseminadas 
por el viento y el agua. 
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CONCLUSIONES 

    Las investigaciones realizadas durante la ejecución de esta 

investigaciónde U. filiformis en Glyceria sp., nos permitió arribar a las siguientes 

conclusiones: 

 1.- Los métodos utilizados en esta investigación son eficientes para la 

determinación de la histopatología del carbón de la estría sobre su hospedante. 

 2. Se pudo determinar el proceso de penetración, infección y colonización del 

patógeno sobre las plantas de Glyceria. 

3.  Se determinó que la característica de la infección es de tipo local y no 

sistémica. 

 4.  Se presume una disminución de la disponibilidad del forraje para el ganado 

debido al ataque directo de U. filiformis sobre las hojas. También habría que 

determinar su posible toxicidad en los animales al ser consumido. 

5. Se estableció y esquematizó el ciclo biológico de U. filiformis sobre Glyceria 

spp. por primera vez en nuestro país y en el mundo, constituyendo un aporte 

de valor para entender la epidemiología de la enfermedad. 
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CAPITULO III 

Ustilago bullata (CARBÓN DE LA CEBADILLA CRIOLLA) EN EL GENERO 

Bromus 

 

RESUMEN 

 

B. catharticus es una especie forrajera nativa de América del Sur. La 

producción de semilla es frecuentemente limitada por el ataque del carbón de 

la panoja U. bullata. Los objetivos de esta investigación fueron: 1. Estudiar la 

biología del patógeno U. bullata y su evolución sobre el hospedante, Bromus 

catharticus; 2. Determinar su comportamiento y variabilidad patógena de U. 

bullata en el género Bromus; 3. Búsqueda de alternativas para el manejo 

integrado del carbón de la cebadilla U. bullata; 4. Establecer los niveles de 

infestación del carbón de la cebadilla en semilla de B. catharticus para logar la 

mayor efectividad y eficacia en el uso de terápicos para el control químico de la 

enfermedad; 5. Seleccionar biocontroladores para el manejo integrado del 

carbón de la cebadilla. Se realizaron ensayos de laboratorio in vitro e 

histológicos y de campo con inoculaciones artificiales del patógeno (U. bullata) 

sobre diferentes especies del género Bromus. Se clarificó el ciclo biológico de 

la enfermedad, se determinó la presencia en el país de 4 formas fisiológicas y 

resistencia genética en dos especies de Bromus del carbón de la cebadilla. Se 

estableció que el umbral de infestación de la semilla ≤ 50 esporas/semilla sería 

un parámetro a tener en cuenta en la selección de lotes de semillas para un 

manejo eficaz y eficiente de la enfermedad a campo. Se estableció que las 

dosis de terápicos y principios activos deberían ser evaluadas previamente a 
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campo para evitar escapes de la enfermedad que podrían perjudicar la 

resiembra natural de la cebadilla. La interacción de terápicos-biocontroladores 

podría ser considerado como una alternativa para el manejo integrado de la 

enfermedad en el género Bromus. 

Palabras claves: Histopatología, manejo integrado, Ustilago bullata 

 

INTRODUCCIÓN 

 

Bromus cantharticus Berk (=B. unioloides, B willdenowii), nombre vulgar: 

“cebadilla”, “cebadilla criolla”, “cebadilla australiana”, “Rescue grass”, “Brome 

grass”. 

Es una especie nativa de las planicies templadas, cuyo ciclo de 

vegetación es otoño-invierno-primavera. Los ecotipos bianuales se hacen 

perennes en pasturas por su facilidad de semillar. Esta pastura se encuentra 

frecuentemente limitada su resiembra por el ataque de U. bullata que deforma 

las espiguillas de las panojas y reemplaza a las semillas por una masa 

carbonosa constituida por teliosporas del patógeno. 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 años (Hirschhorn 1986, Fallon, 1976,1980, Fallon et al. 1988). También 

se han observado infecciones en rebrotes de cultivos implantados por esporas 

pre-existentes en el suelo (Falloon 1979 a, b, Astiz Gassó datos sin publicar).  

En investigaciones realizadas sobre micotoxicosis causadas por el 

carbón de la cebadilla se registraron patologías con cuadros clínicos graves en 

el ganado bovino, ovino y equino. Los estudios realizados por médicos 
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veterinarios en Chile sobre U. bullata registraron que puede causar 

gastroenteritis severa, tialismo, temblores, parálisis posterior y aún la muerte en 

animales y, en Argentina, se le ha considerado causal de aborto en yeguas; en 

vacas lecheras pérdida de peso, menor producción de leche y otros efectos de 

micotoxicosis se presentaban cuando el hongo infectaba a cebadilla australiana 

(Parada 1988, Sri Deva 2008). 

El carbón de la cebadilla, también produce importantes mermas en la 

producción de semillas en la región pampeana, afectando la resiembra natural 

y la disponibilidad comercial de semillas.  

 

HIPOTESIS 

 Ustilago bullata produce distintas alteraciones histopatológicas en 

los tejidos vegetativos y reproductivos de plantas de Bromus 

catharticus. 

 El conocimiento de las razas de U. bullata y la variabilidad 

genética de Bromus sp. permitirán en el futuro aplicarse 

estrategias en el manejo de U. bullata en el género Bromus. 

 El establecimiento de un umbral de esporas en semillas de B. 

catharticus y la determinación de la dosis de terápicos de semillas 

logra una mayor eficacia y eficiencia en el control de la 

enfermedad en el cultivo. 

 Trichoderma spp. disminuye la infección de U. bullata en plantas 

de Bromus spp. 
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 El uso combinado de Trichoderma-terápicos sintéticos aporta un 

mayor control y mejora el manejo del patógeno U. bullata sobre B. 

catharticus. 

OBJETIVOS 

 Estudiar la biología del patógeno U. bullata y su evolución sobre el 

hospedante, Bromus catharticus. 

 Determinar la existencia de formas fisiológicas en poblaciones U. bullata 

y el comportamiento en diferentes especies del genero Bromus.  

 Establecer los niveles de infestación del carbón de la cebadilla en 

semilla de B. catharticus para logar la mayor efectividad y eficacia en el 

uso de terápicos para el control químico de la enfermedad. 

 Deteminar si aislamientos de Trichoderma spp. de la rizósfera de plantas 

de B. catharticus son efectivas para el biocontrol de U.bullata.  

 Búsqueda de alternativas para el manejo integrado del carbón de la 

cebadilla U. bullata. 

 Determinar si es posible la Interacción de terápico-biocontrolador para el 

manejo del carbón de la cebadilla. 



  

103 
 

3-1 BIOLOGÍA E HISTOPATOLOGÍA DEL PATÓGENO Ustilago bullata Y 

SU EVOLUCIÓN SOBRE EL HOSPEDANTE Bromus catharticus. 

INTRODUCCIÓN 

U. bullata es un patógeno biotrófico y su infección es sistémica. Las 

teliosporas persistente en el suelo por alrededor de 10 años. Fischer (1940) 

realizó las primeras investigaciones sobre el carbón de la cebadilla en las 

cuales observó el tipo de germinación y crecimiento en diferentes medios de 

cultivos. Fischer & Holton (1957) reportaron en ensayos in vitro la formación de 

teliosporas haploides (n) y una anomalía en la germinación en U. bullata no 

registradas en otros carbones. En Argentina, la Dra E. Hirschhorn recolectó 

más de 100 muestras de panojas con carbón de diferentes especies del género 

Bromus y Hordeum de distintas localidades. De las observaciones macro y 

microscopicas realizadas sobre teliosporas determinó variaciones morfológicas 

de U. bullata en muestras de B. catharticus, Hordeum jubatum y H. 

compresum. Además, estableció la distribución geográfica de U. bullata y 

determinó que en Argentina estaría representada por las especies U. bullata y 

U. bullata cv macrospora (Hirschhorn 1977). También inició los primeros 

estudios para dilucidar el proceso infectivo del patógeno sobre el tejido del 

hospedante que fueron continuados por Llama et al (2005). 

 

OBJETIVO 

Esclarecer la biología del patógeno Ustilago bullata y la evolución del 

proceso infectivo sobre el hospedante, Bromus catharticus. 

 

 



  

104 
 

MATERIALES Y MÉTODOS 

 

Aislamiento y cultivo in vitro para el estudio de la biología de U. bullata. 

Se tomaron muestras de panojas de plantas infectadas naturalmente del 

campo experimental del Instituto Fitotécnico de Santa Catalina F.C.A.F, 

U.N.L.P (Figura 1 A). Las teliosporas fueron extraídas de las panojas y se 

examinaron para determinar la especie del carbón: 1.- Se montaron en 

lactofenol para su visualización con microscopio óptico (MO) 2.- Se montaron 

en una platina y se metalizaron con una capa de oro paladio para su 

observación bajo microscopio electrónico de barrido (MEB) (D’Ambrogio 

Argüeso 1986).  

Las panojas infectadas fueron trituradas con mortero para obtener una 

abundante masa carbonosa y homogenizar la muestra, luego se tomó una 

submuestra de 0,5 g de teliosporas que se desinfectaron con solución de 

hipoclorito de sodio al 2%, en agitación constante con agitador vortex durante 

dos minutos. Se centrifugó a 2.000 rpm, luego se desechó el sobrenadante, y al 

pellets obtenido se le realizaron tres lavados en agua destilada estéril. La 

muestra tratada se utilizó para: 

1. Observación de la germinación de teliosporas de U. bullata: Se 

sembraron en placas de Petri que contenían papa-dextrosa-agar (PDA, 

2%). Luego fueron incubadas en estufa a 18 2ºC y en oscuridad.  

2. Obtención de los cultivos axénicos y caracterización morfológica de las 

colonias del hongo desarrolladas en el ítem 1, se sembró un disco de 6 

mm en el centro de una placa de Petri con medio de PDA 2% para la 
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caracterización morfo-cultural (crecimiento, forma, color) y se la incubó 

en estufa de cultivo a 18ºC  2ºC durante 7 días.  

 

Histopatología de U. bullata sobre plantas de B. catharticus 

Para este ensayo se utilizó semillas del cultivar Copetona susceptible al 

carbón. Las semillas fueron previamente desinfectadas con hipoclorito de sodio 

al 3% durante 5 min y se realizaron tres lavados con agua destilada estéril, 

luego se dejaron secar al aire a temperatura ambiente (20ºC ± 2ºC) 24 h antes 

de ser tratadas con el inóculo. La inoculación se realizó colocando las semillas 

en bolsitas de papel y agregando las teliosporas del patógeno, luego se agitó 

vigorosamente hasta lograr una concentración de 60-90 esporas/semillas. Esto 

se comprobó realizando recuentos de esporas con hematocitómetro (Astiz 

Gassó 1983,1985, Astiz Gassó et al 2010). 

 Las semillas tratadas y el testigo sin tratar se sembraron en macetas de 

2 l con una mezcla de 50% de tierra+ 50% de arena estéril. Posteriormente, las 

macetas fueron llevadas a cámara de cría con fotoperíodo 12h/12h- 

luz/oscuridad y se mantuvieron a una temperatura de 20°C ±2°C para favorecer 

el desarrollo de las plántulas y la penetración del patógeno (Astiz Gassó 1985, 

Fernández Pérez 1994). 

 

Observación con microscopio óptico (MO)  

  Para este ensayo se utilizaron plántulas que desarrollaron en macetas y 

se extrajeron las muestras de tejidos en forma escalonada a partir de los 21 

días hasta la emergencia de las panojas. 1.- muestras de tejidos del coleptilo 

hasta formación del meristema vegetativo. Se realizaron cortes de segmentos 
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de plántulas con bisturí a un centímetro hacia arriba a partir del cuello de la 

raìz; 2. Muestras de meristemas reproductivos y formación de panojas. Para la 

visualización de la evolución U. bullata en los tejidos en plantas de B. 

catharticus se usaron dos técnicas de tinción para la observación con MO 

(Figura 2). 

1. Tinción con azul de algodón: Los segmentos de tejidos infectados y 

los controles fueron teñidos con azul de algodón-lactofenol 0,05% 

durante 45-60 minutos que se colocaron en estufa a 60ºC ± 2°C, 

luego las muestras se clarificaron con lactofenol para observarlo con 

MO (D’Ambrogío Argüeso, 1986). 

2. Tinción coloración doble de safranina-fast-green: Los segmentos de 

tejidos infectados y los controles se fijaron en formalina-acético-

alcohol (FAA). Posteriormente, se pre-trataron con ácido fluorhídrico 

al 10% durante 24h, para ablandar el tejido y eliminar el sílice 

presente en la epidermis. La inclusión se realizó en parafina para los 

cortes transversales y longitudinales de aproximadamente 10-12 µm 

de espesor usando un micrótomo tipo Minot (Senior Rotary 

micrótomo Marca Arcano, Modelo-RTM-30). La observación se 

realizó con microscopio óptico marca Olympus CX21, siguiendo la 

metodología indicada por D’Ambrogío Argüeso (1986). Para la tinción 

se utilizó la doble coloración safranina-fast-green y se montaron 

definitivamente con bálsamo de Canadá.  
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

Aislamiento y cultivo in vitro para el estudio de la biología de U. bullata. 

Las observaciones macroscópicas confirmaron que los soros 

corresponden a los típicos de la especie U. bullata, (Figura. 1 A,B). Las 

teliosporas presentan forma redondeada a sub-globosa; tamaño de 6-8m de 

diámetro y color marrón oscuro; episporio equinulado tal como se comprobó en 

los preparados de microscopio electrónico de barrido (MET) y al microscopio 

óptico (Figura 2 A,B). A partir de las 6 h las teliosporas germinaron in vitro y 

emitieron metabasidios (= promicelios) y formación de basidiosporas (= 

esporidias) laterales. La multiplicación es por brotación, lo que genera una 

cantidad abundante de nuevas esporidias (Figura 2 C.). Éstas últimas 

rápidamente formanron colonias del tipo levaduroide de color marrón claro al 

ocre en PDA y presentaron crecimiento del tipo irregular de superficie 

verrugosa y sectores lisos (Figura.2 D). Las observaciones de este ensayo 

fueron comparadas con los trabajos realizados por Fischer & Holton (1957) y 

Hirschhorn (1986) confirmando que las características del hongo corresponden 

al patógeno en estudio. 

 

Histopatología de U. bullata sobre plantas de B. catharticus 

 En el ensayo se registró un 100% de plantas infectadas a partir de las 

semillas inoculadas comparadas con el testigo sin tratar (Figura 3 A,B) Los 

resultados de las observaciones con MO con las dos técnicas de tinción fueron 

las siguientes: 
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1. Tinción con Azul de algodón:  

En la Figura 4 A, se observa el procedimiento de extracción de 

muestras y montaje para la visualización con MO del patógeno sobre 

la epidermis del hospedante: En primer lugar se observó la 

germinación de la teliospora de U. bullata con la formación del 

metabasidio sobre la epidermis del hospedante (Figura 4 B). 

Posteriormente, la penetración del micelio intracelular (Figura 4 C) y 

por último, se observó la colonización de los tejidos (Figura 4 D).  

2. Tinción coloración doble de safranina-fast-green:  

En la Figura 5, se observó que el meristema apical es colonizado 

en su base por el patógeno, en donde las hifas proliferan de forma 

intercelular (Figura 5 A, B). De este modo el hongo permanece 

latente hasta el desarrollo reproductivo del hospedante infectando las 

espiguillas de la panoja de forma total o parcial. En donde el ataque 

produce hipertrofia en los tejidos de las flores que finalmente se 

desintegran porque el hongo se nutre de los hidratos de carbono que 

poseen las estructuras reproductivas, formando las teliosporas 

(Figura 5 C,D). 

 En la Figura 6, se grafica el ciclo completo de U. bullata sobre su 

hospedante Bromus sp.: Figura 6 1. Las teliosporas (n+n) se hallan sobre las 

glumas, entre las glumas y el cariopse y/o en el suelo; Figura 6 2. Las esporas 

comienzan a emitir el metabasidio y en pocas horas (5-6 h) generan las 

basidiosporas (n) que se aparearan entre si con las diferentes signos (-n+n). 

Figura 6.3 Posteriormente, la hifa secundaria infectiva formada (n+n) se acerca 

a la superficie de las plántulas (este período puede durar aproximadamente 20 
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días). Figura 6 4,5: en esta etapa la hifa del carbón penetra en el tejido de las 

plántulas y avanza inter/intracelularmente para colonizar el meristema apical de 

la planta de cebadilla permaneciendo latente hasta la diferenciación o 

formación del meristema reproductivo que originara la panoja (Figura 6 6); 

Figura 6 7 las espiguillas son colonizadas, se fragmentan y forman una masa 

carbonosa de teliosporas (n+n) que reemplazan a las semillas; los soros se 

rompen y las esporas son dispersadas  o contaminan las semillas (Figura 6 8). 
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Fig 2. A1. Maceta1 testigo semillas sin inocular con U. bullata, A2. Maceta2 semillas 
inoculadas con U. bullata, B. Panoja con carbón procedente de semillas inoculadas. 



  

111 
 

Fig 3. A. Teliosporas de U. bullata sobre el tejido del hospedante 
(microscópico óptico), B. Detalle de equinulencias sobre la superficie de 
la telisoporas (micoscopia electronica de barrido), C. Teliosporas 
emitiendo el metabasidio (met) y formación de basidosporas (ba), D.  
Colonia desarrollada en PDA de U. bullata. 
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Fig 6. Ciclo de Ustilago bullata. 1. Telisoporas en el suelo y semilla, 2. Teliosporas generando el metabasidio, 3. 
Hifa infectiva (n+n) colonizando el meristema vegetativo de la planta de cebadilla, 4. Micelio del hongo localizado 
en el meristema apical, 5. Diferenciación de meristema apical a reproductivo, 6-7 Meristema reproductivo 
colonizado por el hongo (espiguillas), la hifa se fragmenta y se formarán las teliosporas que serán liberadas en la 
emergencia de la panoja, 8. Liberación de esporas. 
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CONCLUSIÓN 

 

  Las investigaciones realizadas sobre la biología y histopatología de U. 

bullata indican que este patógeno se localiza en el tejido apical e infecta a las 

panojas de cebadilla en forma parcial o total.  
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3-2 DETERMINACIÓN DE COMPORTAMIENTO Y VARIABILIDAD 

PATÓGENA DE U. bullata EN EL GENERO Bromus 

 

INTRODUCCIÓN 

En los EE.UU., Fischer (1940) verificó experimentalmente la existencia 

de genes para la resistencia, las formas fisiológicas y la capacidad de cross-

breeding de U. bullata y U. striiformis. Kreizinger et al. (1947), establecieron 

diferentes reacciones de U. bullata en las especies del género Bromus que se 

encuentran en la montaña y las que crecen en la llanura; estas experiencias 

indicaron que las variedades y líneas resistentes de Bromus se podrían obtener 

por la infección artificial bajo condiciones controladas y en el campo. Además, 

13 formas fisiológicas del patógeno fueron determinadas (Meiners et al. 1953). 

En Nueva Zelanda, Falloon (1976, 1979a,1979b) llevó a cabo estudios sobre la 

infección y el el efecto de la U. bullata en B. catharticus. Además, Falloon et al 

(1988), registraron los efectos del patógeno en la productividad de semilla de B. 

willdenowii. 

En Argentina en investigaciones realizadas por Astiz Gassó (1983,1985) 

en la provincia de Buenos Aires se reportaron diferencias en el comportamiento 

de las especies del genero Bromus al patógeno bajo infecciones artificiales a 

campo. Durante el período 1996-1998 se realizaron experimentos a campo 

cuyo objetivo fue establecer la resistencia o tolerancia al carbón de la cebadilla.  

Se utilizaron para el ensayo líneas y 105 poblaciones de B. catharticus que 

fueron recolectadas en diferentes localidades de la provincia de Buenos Aires. 
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Los resultados de estas experiencias demostraron que B. catharticus era 

altamente suceptibles con valores entre 40-100% de ataque del patógeno 

(Astiz Gassó & Aulicino 1999). También en trabajos realizados en la provincia 

de La Pampa por Fernandez Pérez et al. (1994), registraron la existencia de 

variabilidad en el comportamiento del carbón de la cebadilla en especies del 

género Bromus. 

    Uno de los principales problemas de la cebadilla criolla es que los 

cultivares disponibles comercialmente derivan de B. catharticus por su aptitud 

agronómica (Maddaloni & Ferrari 2001), una de las forrajeras más utilizada en 

mezcla para pasturas artificiales. Entre las estragiaes más accesibles para el 

control de este patógeno es el tratamiento de semillas con fungicidas.  

OBJETIVOS 

 Determinar la existencia de formas fisiológicas en poblaciones U. 

bullata en las especies del genéro Bromus y conocer la 

variabilidad genética del patógeno nos ayudarán a implementar 

nuevas herramientas para el manejo integrado de la enfermedad. 

 Determinar la existencia variabilidad genética en el Bromus sp. 

para su incorporación en los planes de mejora genética de la 

especie frente al ataque del carbón U. bullata. 

 

MATERIALES Y MÉTODOS 

Para esta experiencia se utilizaron semillas de diferentes especies del 

género de Bromus: B. catharticus, B. parodil, B. brevis, B. auleticus y B. inermis 
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cv pombaszpuzta que fueron suministrados por Instituto Fitotécnico de Sta. 

Catalina y Departamento de Genética de la Estación Experimental de 

Pergamino (INTA).  

Las semillas fueron previamente desinfectadas con hipoclorito de sodio 

.al 3% durante 5 min y se realizaron tres lavados con agua destilada estéril, 

luego se dejaron secar al aire y a temperatura ambiente (20ºC ± 2ºC) 24h antes 

de ser tratadas con el inóculo.  

El origen del carbón de la cebadilla utilizado como inóculo para los 

ensayos: 1. 5 poblaciones del carbón fueron recolectada en diferentes 

localidades (Tabla 1), 2. Se confeccionó una mezcla de las 5 poblaciones del 

carbón. 

Tabla 1: Fuentes de inóculo para ensayo a campo para la determinación de 
formas fisiológicas y de comportamiento de las especies Bromus. 

 

La inoculación se realizó colocando las semillas en bolsitas de papel 

conteniendo las teliosporas del patógeno y agitando vigorosamente hasta 

lograr una concentración de 60-90 esporas/semillas. Esto se comprobó 

realizando recuentos de esporas con hematocímetro previos a la siembra, 

LOCALIDADES PROVINCIA 
Pergamino    (PE) Buenos Aires 
Tres Arroyo (TA) Buenos Aires 

Gowland (GO) Buenos Aires 
Llavallol (Ll) Buenos Aires 

General Roca (GR) Rio Negro 
Mezcla (PE,TA,GO,Ll,GR) 5 poblaciones 
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mediante la técnica establecida por ISTA 1982 ficha de trabajo Nº 53 para 

carbones en trigo. El procedimiento se realizó para cada población y mezcla.  

Las muestras inoculadas se sembraron en parcelas experimentales de 

1,5 m x 0,40 m en tres filas con una distancia de 0.20 m entre ellas. El diseño 

experimental utilizado fue de bloques completos al azar. Las evaluaciones en el 

campo fueron realizados por conteos de panojas, registrando el porcentaje de 

infección basado en el número de panojas infectadas x 100 sobre el total de 

panojas observadas. Luego, se calculó el promedio de infección para los cuatro 

años. Para la determinación del nivel de resistencia / susceptibilidad se usó una 

escala arbitaria para carbones (Tabla 2).  

Tabla 2: Escala arbitraria de grados resistencia/susceptibilidad para carbones. 

ESCALA GRADOS  
Resistente (R) 0-5 % 
Medianamente Resistente (MR) 6-10 % 
Medianamente Suceptible (MS) 11-20 % 
Susceptible (S) 20-100 % 

 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

En trabajos previos realizados por Hirschhorn 1986 y Astiz Gassó 1994 

se señaló la existencia de variabilidad genética del patógeno en la especie B. 

catharticus y se estableció la existencia de formas fisiológicas en las 

poblaciones U. bullata. En estudios que se realizaron durante el período 2006-

2009 en ensayos a campo, permitieron determinar la existencia de 4 formas 

fisiológicas del carbón tal como se observa en la Figura 7. Los resultados 

fueron: 1. Tres Arroyos; 2. Pergamino y Llavallol; 3 Gowland; 4. Gral. Roca. 
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Para proseguir sobre la temática de la mejora genética del género 

Bromus se emprendieron nuevos trabajos entre 2006-2009. En estos trabajos 

se incluyeron 5 especies de Bromus que fueron inoculadas artificialmente con 

diferentes poblaciones de U. bullata. Los resultados de nuestra investigación se 

encuentran registrados en la Tabla 3: 1. B. catharticus y B. parodi fueron 

susceptible a todas las poblaciones; 2. B. brevis, demostró una reacción 

resistente a población de Gowland, una reacción moderadamente resistente a 

Pergamino, Llavallol y la mezcla de poblaciones, una reacción moderadamente 

susceptible con la población de Tres Arroyos, y susceptible a la  población de 

General Roca; 3. Bromus auleticus y B. inermis cv gombaszpuzta fueron 

resistentes a todas las poblaciones y a la mezcla de U. bullata.  

En experiencias realizadas sobre la especie B. auleticus por Vignale et 

al. (2009, 2010, 2013), se reportó la existencia de endófitos (E+) 

(Neotyphodium pampeanum y N. tembladerae) en las plantas que no se 

infectaban con U. bullata debido a la interacción antagónica entre los dos 

hongos. Para comprobar esta interacción negativa de la infección del carbón se 

aisló el endófito y se realizaron pruebas de laboratorio in vitro endofito-U. 

bullata. Como resultado de estos estudios se observó que el hongo inhibía la 

germinación de las teliosporas y/o producía alteraciones en la formación de las 

metabasidios no permitiendo desarrollo normal al U. bullata. En el caso 

particular de B. catharticus el endófito no se encuentra presente en la especie 

(E-) sobre una base de más 3000 observaciones efectuadas en plántulas de 

diferentes cultivares comerciales y poblaciones de la especie (Astiz Gassó 

datos sin publicar). 
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Fig 7. Ensayos de evaluación a campo de formas fisiológicas de U. bullata sobre especies del genero Bromus. 
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Tabla 3: Reacción del género Bromus a diferentes poblaciones de U. bullata 

HOSPEDANTES 

Aislamiento Ustilago bullata 

P
er

ga
m

in
o 

Tr
es

 
A

rro
yo

 

G
ow

la
nd

 

Ll
av

al
lo

l 

G
ra

l. 
R

oc
a 

M
ez

cl
a 

Bromus catharticus S S S S S S 

Bromus parodii S S S S S S 

Bromus brevis MR MS R MR S MR 

Bromus auleticus R R R R R R 
B.inermis cv 

gombaszpuzta R R R R R R 

Noninoculated check 0 0 0 0 0 0 

       
 
Referencia: Resistente= 0.5 % R; 6-10%  Moderadamente Resistente= MR; 10-20 

% Moderadamente Susceptible= MS; 21-100% Susceptible= S 
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CONCLUSIONES 

1. Se determinó la existencia en Argentina de cuatro formas 

fisiológicas de U. bullata. 

2. Se estableció que las especies B. catharticus y B. parodii son 

hospedantes altamente susceptibles a Ustilago bullata. 

3. No se halló resistencia genética en B. cartharticus al carbón de la 

cebadilla. 

4. Se comprobó que la especie B. brevis es un hospedante 

diferencial del género Bromus para realizar investigaciones sobre la 

variabilidad patógena de U. bullata. 

5. B. auleticus y B. inermis cv gombaszpuzta fueron las especies 

más resistentes a las poblaciones U. bullata. 

6. Bromus auleticus posee un endófito (E+) que interactúa en forma 

antagónica para evitar la infección de U. bullata.  

7. Las investigaciones efectuadas, nos permitirán establecer nuevas 

estrategias de manejo del carbón de la cebadilla. 

8. Establecer un manejo integrado para el control del carbón de la 

panoja de la cebadilla nos permitió proseguir con nuevos ensayos. 
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3-3 MANEJO INTEGRADO PARA EL CONTROL DEL CARBÓN DE 

LA PANOJA  

INTRODUCCIÓN 

Como se mencionó anteriormente Ustilago bullata es un patógeno que 

infecta a las plantas de especies del género Bromus en el estadio de plántula y 

causa una enfermedad sistémica. En la revisión bibliográfica realizada sobre 

tratamientos en semillas de cereales para el control de carbones los principios 

activos más usados son: 1. Preventivos: Thiram, Captan; 2. Curativos o 

sistémicos: Carboxin, Carbendaxin, Ipconazole, Tebuconazole entre otros; 3.- 

combinación de 2 (preventivo y curativo) y en algunos casos son citados para 

ser aplicados en forrajeras entre ella la cebadilla (Arregui & Puricelli 2013, Guía 

de Productos Fitosanitarios 2007, Tomas 2011). 

 

3-3-1 DIFERENTES NIVELES DE INFESTACION Y DOSIS DE TERÁPICOS 

PARA EL CONTROL DEL CARBÓN DE LA CEBADILLA 

 

INTRODUCCIÓN 

Los terápicos que se encuentran registrados en la Guía de Productos 

Fitosanitarios 2007 fueron diseñados para los tratamientos en semilla en 

cereales (trigo y cebada) para el control de carbones (Tilletia sp. y Ustilago sp.). 

Pero las semillas de cebadilla poseen características de textura y estructuras 

que las diferencian de los cereales como por ejemplo, se encuentran cubiertas 

total o parcialmente por las glumas. Otro inconveniente es la preparación de los 
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caldos, por falta de conocimiento por no realizar ensayos específicos sobre 

esta especie forrajera.  

Por este motivo, y como cosecuencia de un Servicio a Terceros para la 

Empresa Gentos S.A. dedicada a la producción de semillas forrajeras, se 

efectuaron experimentos de laboratorio y a campo en los cuales se probaron 20 

combinaciones de terápicos y diferentes dosis para el control del carbón de la 

cebadilla. Los resultados registrados de estos ensayos nos proporcionaron 

información valiosa para establecer los objetivos del presente esquema del 

manejo del integrado del carbón de la cebadilla en el género Bromus (Astiz 

Gassó 2005-2008 Informes Técnicos de la Empresa Gentos S.A.).  

Dada la escasa información sobre los niveles de infestación de la semilla 

de cebadilla por el carbón, para nuestros experimentos a campo se utilizó el 

parámetro establecido por ISTA (1982) para el carbón cubierto (Tilletia sp.). En 

un lote de semillas de trigo con 30-100 teliosporas/semilla se recomienda el 

tratamiento con terápicos, valores mayores de carga de esporas “se desecha el 

lote”. Pero es necesario estimar el umbral del patógeno en la semilla de 

Bromus en el cual será efectivo y eficiente el uso de fungicidas para su control.  

 

OBJETIVOS 

 Establecer los niveles de infestación del carbón de la cebadilla en semilla 

de B. catharticus para logar la mayor efectividad y eficacia en el uso de 

terápicos para el control químico de la enfermedad. 

 Establecer la dosis de terápicos eficaz y eficiente para el control del 

carbón de la cebadilla. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

Las semillas del cultivar Copetona fueron previamente desinfectadas con 

hipoclorito de sodio .al 3% durante 5 min y se realizaron tres lavados con agua 

destilada estéril, luego se dejaron secar al aire y a temperatura ambiente (20± 

2ºC) 24 h antes de ser tratadas con el inóculo y terápicos.  

La inoculación se realizó colocando las semillas en bolsitas de papel 

conteniendo las teliosporas del patógeno y agitando vigorosamente hasta 

lograr una concentración para tres niveles de infestación (Tabla 4). Esto se 

comprobó realizando recuentos de esporas con hematocimetro utilizando la 

técnica establecida por ISTA (1982) ficha de trabajo Nº 53 para carbones en 

trigo.  

Tabla 4: Niveles de infestación artificial en la semilla de cebadilla 

NIVELES DE INFESTACIÓN ESPORAS /SEMILLAS 
Nivel 1 (N1) 650 esporas/semilla 

Nivel 2 (N2) 300 esporas/semilla 

Nivel 3 (N3) 50 esporas/semilla 
 

En el caso de los terápicos recomendados para carbón de la cebadilla, 

se consideraron algunos productos empleados en semillas de cereales de 

invierno para el control de carbones, productos preventivos y/o sistémicos 

(Guía de Productos Fitosanitarios 2007).  Las dosis no son eficaces ni 

eficientes porque existen problemas de escape con ataque severo del carbón 

que generan reclamos a las Empresas de Agroquimicos. Para resolver este 

inconveniente se realizaron ensayos a campo con dos dosis (Tabla 5). La dosis 

D1 es la recomendada para cereales (trigo, cebada) y la dosis D2 para posible 
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control del carbón de la cebadilla teniendo en cuenta que la semilla tiene 

problemas de calidad y sanidad (Astiz Gassó et al 2009b). 

Tabla 5: Dosis de terápicos para el ensayo a campo 

NUMERO G. DE PRINCIPIO ACTIVO DOSIS DOSIS COMERCIAL 

TV-D1 Thiram 18,75g / Carbendazim 18,75 csp 1* 400 cm3/100 Kg 

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

TC-D1 Thiram 20 % / Carboxin 20% csp 1 500 cm3/100 Kg 

TC-D2 Thiram 20 % / Carboxin 20% csp 2 750 cm3/100 Kg 

TCR-D1 Ipconazole 2% 1 75 cm3/100 Kg 

TCR-D2 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 carbón de la cebadilla (Ustilago bullata) 
 

Para los ensayos a campo que se realizaron durante el período 2006-

2009, las muestras de semillas inoculadas y tratadas con los diferentes 

terápicos se sembraron en parcelas de 1,5 mx 0,40 m en tres filas con una 

distancia de 0.20 m entre ellas. El diseño experimental utilizado fue de bloques 

completos al azar. Las evaluaciones en el campo fueron realizados por conteos 

de panojas, registrando la incidencia dada por el porcentaje de infección 

basado en el número de panojas infectadas x 100 sobre el total de panojas 

observadas. Luego, se calculó el promedio de infección para los cuatro años. 

Para la determinación del nivel de resistencia/susceptibilidad se usó una escala 

arbitraria para carbones (Tabla 2). Los resultados de porcentajes de espigas 

enfermas fueron transformados para realizar los análisis estadísticos. El 

programa que se usó para el análisis ANOVA fue Statistix 8.  
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 En la Figura 8, se registran los resultados con diferencias altamente 

significativas en la interacción entre los niveles de infestación del carbón-dosis 

de terápicos. Los terápicos fueron eficaces y eficientes con el nivel de 

infestación N3 (≤50 teliosporas/semilla). La dosis D1 y D2 fueron altamente 

significativas para el control del carbón, pero la D1 y D2 registran escapes al 

ataque del carbón TV-D1, y TCR-D1 para los niveles N1 y N2 de infestación; 

TV-D2 y TCR-D1 con infestación N1 y N2 que en el campo podrían tener 

inconvenientes para la resiembra natural de la cebadilla. Además, se 

observaron efectos negativos de fitotoxicidad producidas por agroquímicos con 

triple dosis algunos principios activos en plántulas de cebadilla de 21 días de 

desarrollo tales como enanismo, clorosis y atrofia de raíces (Figura 9). 

En resumen: Las semillas de cebadilla caen al suelo y cuando germinan 

se encuentran con las teliosporas del patógeno cuya fuente de inóculo puede 

ser: a. preexistente de infecciones anteriores b. Infecciones de la misma 

temporada procedentes de plantas enfermas. Las semillas sin protección se 

infestan y aumenta el inóculo cada año en el suelo, con el inconveniente de 

pérdida de plantas y producción de semilla en el campo (Astiz Gassó datos sin 

publicar). Además de aumentar la posibilidad de ingestas del ganado de planta 

enfermas con riesgos de producir toxicidad en los animales (Parada 1988, Sri 

Deva F. 2008). 
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Figura 8. Evaluación a campo de fungicidas para el control del carbón de la panoja de cebadilla con diferentes dosis del 

terápico y niveles de infestación del carbón. 
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Figura 9. Fitotoxicidad producidas por agroquímicos con triple dosis del 
terápicos en plántulas de cebadilla de 21 días de desarrollo: A. enanismo, 
atrofia de raíces, clorosis, B. clorosis y atrofia de raíces. 

 

 

 

 

A 
B 



  

131 
 

 

 

CONCLUSIONES 

 Niveles de infestación de ≤ 50 teliosporas/semilla es el Umbral a 

considerar en el momento de seleccionar lotes de semilla de cebadilla y 

recomendar el tratamiento con terápicos para siembra. En este trabajo se 

obtuvieron resultados preliminares que permititán continuar con la evaluación 

de nuevas alternativas de grupos químicos. 

 Los controles químicos 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.  



  

132 
 

 

3-3-2 ACCIÓN ANTAGÓNICA DE Trichoderma spp. SOBRE Ustilago bullta. 

 

INTRODUCCION 

Los agentes de control biológico constituyen una alternativa interesante 

que permite disminuir la contaminación resultante del uso indiscriminado de 

agroquímicos (Handelsman & Stabb 1996). Entre los antagonistas más 

estudiados se encuentran varias especies del género Trichoderma sp. que son 

utilizadas con éxito para el biocontrol de enfermedades de plantas cultivadas. 

En el caso de los carbones se ha demostrado que T. harzianum produce 

inhibición de la germinación de las teliosporas de Tilletia leavis similares 

resultados de registraron cuando se ensayaron in vitro con Pseudomona 

fluorrencens (McManus et al. 1993). También se comprobó que usando 

filtrados de cepas de las especies de Trichoderma sp. y Gliocladium sp., estos 

fueron efectivos produciendo inhibición de la germinación de teliosporas, lisis, 

deformación y supresión del desarrollo micelial en las especies U. segetum 

tritici y Neovossia indica. En el carbón de la caña de azúcar (U. scitaminea) se 

realizaron pruebas con filtrados de biocontroladores sobre las teliosporas del 

patógeno y se produjo la inhibición de la germinación (Martinez et al. 1998).  

OBJETIVOS 

 Deteminar si aislamientos de Trichoderma spp. de la rizósfera de plantas 

de B. catharticus son efectivas para el biocontrol de U.bullata. 

 Seleccionar cepas nativas de Trichoderma sp.como una alternativa para 

el manejo integrado de U. bullata en Bromus sp.. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

Aislamiento de Ustilago bullata 

 Las esporas del carbón de la cebadilla se cosecharon a partir de plantas 

que se hallaron infectadas naturalmente en el campo experimental del Instituto 

Fitotécnico Santa Catalina, (F.C.A.yF, UNLP). Para la obtención de cultivos 

axénicos las teliosporas fueron extraídas de las panojas de la cebadilla y se 

desinfectaron con hipoclorito de sodio al 3% durante 3 minutos, luego se 

enjuagaron tres veces con agua estéril. Las teliosporas descontaminadas 

fueron sembradas en cajas de Petri sobre papa-dextrosa-agar al 2% (PDA) y 

se incubaron en estufa de cultivos a 20ºC ± 2ºC durante 7 días en oscuridad. 

Los cultivos obtenidos se conservaron en refrigerador a 10ºC para ser 

utilizados en ensayos in vitro de antagonismos con Trichoderma sp.- 

Aislamiento de cepas de Trichoderma 

En este ensayo se utilizó un lote de semillas de cebadilla criolla del cv 

Tango que fueron inoculadas con esporas U. bullata mediante la técnica de 

espolvoreo sobre las mismas que posteriormente fueron sembradas en el 

campo. Cuando las plantas cumplieron su ciclo fisiológico de formación de 

panoja se comenzó a evaluar la presencia o no de panojas enfermas con el 

patógeno. Las plantas que no fueron atacadas o no presentaron signos de la 

enfermedad se descalzaron con las raíces y con suelo adherido a las mismas. 

Las muestras se dejaron secar al aire, y posteriormente fue desprendido el 

suelo procediéndose a triturarlo con mortero y tamizado varias veces con 

tamices de diferentes diámetros de manera que las partículas de suelo se 
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redujo a un polvo muy fino. Se tomó 1 g de la muestra y se le adiciona 100 ml 

de agua destilada estéril y para homogenizar se agitó durante 20 minutos en 

agitador magnético. Se procedió a realizar diluciones progresivas tomando una 

alícuota de 1 ml de suspensión para mezclar con 9 ml de agua destilada estéril 

hasta obtener 10-4-10-6. Estas diluciones fueron agitadas con Vortex e 

inmediatamente se sembraron en placas de Petri con medio de cultivo selectivo 

para Trichoderma sp. (Dhingra and Sinclair 1994) a razón de 1 ml/muestra y 

por dilución con 5 repeticiones. Se incubaron a 25 ±2ºC durante 7 días. Los 

aislamientos se realizaron sobre el medio de cultivo de Agar Extracto de Malta 

al 2% y PGA para su identificación taxonómica (Rifai 1969) y la confirmación de 

las especies fue realizada por BIAGRO S.A.  

Ensayo in vitro de los antagonistas 

   Para realizar los cultivos duales se utilizó las cepas de U. bullata 

obtenidos en el ítems anterior las que fueron sembradas en caja de Petri con 

medio de cultivo de PDA e incubadas a 20ºC ±2ºC en estufa de cultivo en 

oscuridad. Al cabo de 15 días se sembraron las cepas de Trichoderma 

colocando un cilindro de agar de 5 mm de diámetro a 30 mm del margen de la 

colonia desarrollada de U. bullata. Después de 10 días se evaluó en base a los 

parámetros de clasificación que se establecieron según escala de la Tabla 6. 

Tabla 6: Parámetros de evaluación de antagonismo con Trichoderma sp. con 
U. bullata. 

ESCALA Baja Media Alta Muy Alta 
Densidad de micelio 1 2 3 - 

Cobertura de la caja 1 2 3 4 

Formación de conidios 1 2 3 - 
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REFERENCIAS DE LA TABLA 6 
 
Densidad del micelio (DM): 
 Baja (1): Cuando el micelio es laxo o poco abundante. 
 Media (2): Cuando el micelio tiene un desarrollo intermedio. 
 Alta (3): Cuando el micelio es abundante y apretado. 
Cobertura del micelio en la caja (CC): 
 Baja (1): El micelio cubre menos del 50% de la superficie de la caja.  
 Media (2): El micelio cubre entre 50-75 % de la superficie de la caja. 
 Alta (3): El micelio cubre entre 75-90 % de la superficie de la caja. 
 Muy Alta (4): El micelio cubre entre 90-100 % de la superficie de la caja. 
Formaciòn de conidios de Trichhoderma (FC): 
 Baja (1): El micelio no forma conidios o su formación es reducida a un sector.  
 Media (2): El micelio presenta un desarrollo intermedio con una distribución en anillos. 
 Alta (3): Cuando la formación de conidios es abundante y visible en toda la colonia.  
 
 
 
 
Tabla 7: Dosis de terápico y formulado biológico Biagro TL® 

G. DE PRINCIPIO ACTIVO PRODUCTOS 
Ipconazole 2% + U. bullata 150 cc/q semilla 

Thiram 20% + Carboxin 20% + U. bullata 750 cc/q semilla 

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

Biagro TL + U. bullata 200 ml/Kg semilla 

Control (U. bullata)  
 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

   De los aislamientos de cepas de Trichoderma que se obtuvieron de 

plantas sanas de cebadilla que no presentaron signos del patógeno (U. bullata) 

28 fueron de la especie T. harzianum y una cepa de T. polysporium. De las 29 

cepas de Trichoderma que se ensayaron aproximadamente el 35 % fueron 

eficientes al comportamiento antagónico frente a U. bullata.  En la Figura 10, se 

observa como las cepas de Trichoderma inhiben el crecimiento a la cepa de U. 

bullata. En la Tabla 6, se encuentran los resultados de la interacción 

Trichoderema-U. bullata y para pruebas del formulado biológico las cepas 
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seleccionadas fueron: SC26, SC29, SC39, SC154, SC160, SC161, SC165, 

SC178, SC180. Resultados similares fueron registrados sobre cepas del 

carbón cubierto del trigo (Tilletia laevis) por Astiz Gassó et al. 2000. 

 Para producir el formulado biológico (2006-2009) se realizó un convenio 

de vinculación Tecnológica entre Instituto Fitotécnico Santa Catalina, F.C.A.yF 

UNLP y Empresa BIAGRO S.A.  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A B 

C 

Figura 10.  A. Cepa de Trichoderma B. Cepa de U. bullata, C.  
Interacción entre cepa U. bullata (Ub) -Trichoderma sp. (tri),  
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Tabla 8: Resultados de las interacciones U.bullata-Trichoderma sp 

CEPA AISLAMIENTO ESPECIE DM* CC** FC*** 

1 SC20 T. harzianum 1 4 1 

2 SC26 T. harzianum 3 4 2 

3 SC148 T. harzianum 3 3 2 

4 SC157 T. harzianum 2 4 2 

5 SC158 T. polisporium 2 3 1 

6 SC166 T. harzianum 2 2 2 

7 SC170 T. harzianum 1 3 1 

 
SC178 T. harzianum 2 4 3 

9 SC169 T. harzianum 3 3 2 

10 SC159 T. sp 2 3 2 

11 SC167 T. sp 2 3 3 

12 SC168 T. sp 3 2 2 

13 SC155 T. sp 2 3 2 

14 SC24 T. sp 2 2 2 

15 SC152 T. sp 2 3 2 

16 SC88 T. sp 1 3 2 

17 SC156 T. sp 2 2 2 

18 SC29 T. sp 3 4 3 

19 SC39 T. sp 2 4 4 

20 SC64 T. sp 2 1 3 
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21 SC98 T. sp 3 4 2 

22 SC153 T. sp 2 3 1 

23 SC154 T. sp 3 3 3 

24 SC160 T. sp 3 4 2 

25 SC161 T. sp 4 3 3 

26 SC163 T. sp 2 2 2 

27 SC165 T. sp 3 3 3 

28 SC179 T. sp 1 3 2 

29 SC180 T. sp 4 3 3 

Referencias:  
   * DM: densidad del micelio 
 ** CC: cobertura del micelio en la caja 
 *** FC: formación de conidios 

 

 

CONCLUSIONES 

1. Las cepas aisladas de Trichoderma harzianun fueron eficientes en la 

inhibición in vitro de Ustilago bullata. 

2. Los resultados obtenidos nos permitieron proseguir con experimentos de 

terápicos y diseño de un formulado biológico para el manejo integrado 

de U. bullata. 
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3-3-3 EXPERIMENTOS CON TERÁPICOS Y FORMULADO BIOLOGICO 

PARA EL MANEJO INTEGRADO DE U. bullata. 

 

INTRODUCCIÓN 

Por falta de información sobre la búsqueda de controles y manejo eficaz 

al carbón de la cebadilla se han ensayado a campo con tres fungicidas 

químicos que se utilizan en carbones de los cereales y un formulado biológico 

en base a Trichoderma spp.  

 

OBJETIVOS 

 Determinar si es posible la aplicación conjunta o 

cotratamientos de terápico-biocontrolador para el manejo del 

carbón de la cebadilla. 

 Comprobar la efectividad y eficiencia de fungicidas químicos y 

un formulado biológico en el control del carbón Ustilago bullata 

en cebadilla criolla. 

 

MATERIALES Y MÉTODOS 

 

Ensayo a campo con Terápicos y formulado registrado como Biológico 

Biagro TL®  

La implantación del ensayo se realizó en el campo del Instituto 

Fitotécnico Santa Catalina en la provincia de Buenos Aires.  Se utilizó cebadilla 

criolla cv.Copetona infestadas naturalmente con 40 teliosporas/semilla, cuyo 

recuento se realizó con hematócimetro. 
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El ensayo fue conducido en microparcelas de 3m x 0.8m, de cuatro 

líneas de siembra a 0.2m con superficie útil de 0.4m2. Se sembró a razón de 

10kg/ha con 66 semillas viables por m2. 

Las dosis de los terápicos se encuentran registradas en la Tabla 9 y para 

el producto biológico su uso fue especificado por el fabricante de p.a Biagro 

TL® a razón de 200ml/100Kg de semilla con un recuento de 1x106 ufc/semilla 

de acuerdo a ensayos de germinación previos y testigo sin tratar (Astiz Gasso 

et al. 2009a).  

Se utilizó un diseño en bloques completos aleatorizados con tres 

repeticiones. Los resultados de porcentajes de espigas enfermas fueron 

transformados para realizar los análisis estadísticos. El programa que se usó 

para el análisis ANOVA fue Statistix 8.  

Tabla 9: Combinación de terápicos y formulado biológico Biagro TL® 

 

Ensayo de laboratorio in vitro con Terápico-Biagro TL® 

 Se utilizó para este ensayo semillas de cebadilla cv Copetona las que 

trataron a razón de 100 g de semilla /terápicos con las dosis descriptas en la 

Tabla 8. Las semillas se dejaron secar por un periodo de 24 h, luego se aplicó 

sobre la semilla Biagro TL® con adherente y la dosificación fue especificada 
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por el fabricante (Tabla 8); posterior al tratamiento con el formulado biológico 

se dejó secar por un período 12 h.  

Se realizaron 4 tratamientos y un testigo sin aplicación del terápico. La 

evaluación se realizó cada 7 días durante 21 días: T0, T7, T14, T21- Se 

consideró T0 a las 12 h posteriores al tratamiento con Biagro TL tanto para las 

semillas tratadas como testigo. La siembra se ejecutó in vitro en cajas de Petri 

con medio semiselectivo para Trichoderma (Papavizas 1982). La evaluación se 

hizo en base al recuento de unidades formadoras de colonia (UFC). De cada 

lote de semillas tratadas y testigo se extrajeron 100 semillas/tratamiento. La 

siembra in vitro se realizó según protocolo de la Empresa BIAGRO S.A las 

etapas del ensayo se observan el esquema de la Figura 11 que responde a un 

protocolo general de determinación de viabilidad/supervivencia. 

PROTOCOLO BIAGRO S.A. 

1.  Se coloca la muestra de 100 semillas en Erlenmeyers de 250 ml + 

100 ml (agua destilada estéril+ 0,1% de Tween 80). 

2.  El Erlenmeyer se coloca en agitador magnético y se agita durante 5 

minutos a 450 rpm. 

3. Transferir 1ml de la solución 10-1 a un tubo conteniendo 9 ml de 

solución (agua destilada estéril+ 0,1% de Tween 80). 

4. Repetir el ítems 3 hasta 6 diluciones seriadas y sembrar las 

diluciones 10-4 10-5 10-6 .  

5. Transferir de cada dilución una alícuta de 0,1 ml con ayuda de una 

micropipeta a tres cajas (tripicado) por tratamiento y testigo con 

medio semiselectivo. 
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6. Distribuir uniformente en cada caja con ayuda de una espátula de 

Drigalsky esterilizada. 

7. Incubar a 25 ±2 ºC en oscuriodad por 7 días. 

8. Hacer recuento de número de UFC a los 7 días utilizando aquellas 

placas que contengan entre 10 y 100 colonias. 

9.  Aplicar la formula: número de colonias x factor de dilución x 10* = 

UFC/ml 
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Figura 11. Evaluación de la supervivencia de los conidios in vitro en un medio semi-selectivo en tiempos 
(t0,t7,t14,t21/días). 
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

   En la Figura 12, se observa una reducción altamente significativa del 

40% del patógeno U. bullata comparado con el testigo. Resultados similares 

fueron registrados en U. segetum var tritici del trigo cuando utilizaron un 

biocontrolador de la enfermedad en condiciones de campo (Anuja Gupta 2000, 

Singh et al. 1996) 

En la Figura 13, se evidenció que después de 12 horas en T0 no hubo 

diferencias significativas de UFC en semillas con los fungicidas, con respecto al 

testigo y se observó un decrecimiento de UFC a partir T7 hasta T21. Esto 

evidencia que las semillas tratadas con BIAGRO TL® con o sin terápico deben 

ser sembradas dentro de ese límite de tiempo (T0 y T7). Otras investigaciones 

confirman que en ensayos realizados con Terápicos-Trichoderma para el 

control y manejo U. segetum var tritici, Tilletia leavis y U. tritici del trigo no se 

registraron inconvenientes ni efectos negativos entre el fungicida y el 

biocontrolador y que además fueron eficaces y eficientes en el control de los 

carbones del trigo (Anuja & Maaheshwari 2000, Mina 2015). Pero existen 

trabajos que citan efectos negativos (inhibición de esporulación, germinación 

de conidios, disminución de actividad enzimática, etc) de los agroquímicos 

sobre diferentes cepas de Trichoderma spp. (Martínez et al. 2013). Estas 

investigaciones nos evidencian la necesidad de realizar ensayos de 

compatibilidad de los agentes de control biológico con productos agroquímicos, 

para realizar un eficiente y eficaz manejo integrado de las enfermedades.  
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Fig 12. Evaluación a campo en cebadilla tratada con terápicos y biocontrolador 
(Trichoderma). 
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Fig 13. Evaluación de supervivencia de conidios de Trichoderma sp. en  
interacción con terápicos en semilla de cebadilla para el manejo integrado de 
la enfermedad. 
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Figura 14. Esquema del manejo integrado de Ustilago bullata en Bromus sp. 
(Astiz Gassó et.al 2016). 
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CONCLUSIONES 

1. Se observó una reducción altamente significativa de la enfermedad U. 

bullata (carbón de la cebadilla) con el Biagro TL® con respecto al 

testigo. 

2. No se evidenció un efecto negativo en la interacción terápico-formulado 

biológico hasta 7 días posteriores a la aplicación sobre la semilla.  
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CONCLUSIONES FINALES 

 

 Sporisorium cruentum sobre Sorghum alepensis 

1. Se establecieron las condiciones ambientales óptimas y el momento 

de mayor eficacia del hongo, para producir infecciones en las plantas 

de sorgo de alepo. Por lo tanto, de este modo, sólo dentro de un 

marco integrado de alternativas, se podría establecer 

fehacientemente la factibilidad del control biológico empleando S. 

cruentum. 

2. Sería importante establecer las posibles interacciones entre la 

implementación del control biológico con otras alternativas de manejo 

en el sorgo de alepo, tales como el uso de herbicidas en dosis 

reducidas y la habilidad competitiva de los cultivos que compitan con 

la maleza.  

 

 Ustilago filiformis sobre Glyceria sp 

1. Los métodos utilizados en esta investigación son eficientes para la 

determinación de la histopatología del carbón de la estría sobre su 

hospedante. 

2. Se logró determinar el proceso de penetración, infección y 

colonización del patógeno sobre las plantas de Glyceria spp. 

3. Se determinó que la característica de la infección es de tipo local y 

no sistémica. 
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4.  Se presume una disminución de la disponibilidad del forraje para el 

ganado debido al ataque directo de U. filiformis sobre las hojas. 

También habría que determinar su posible toxicidad en los animales 

al ser consumido.  

5. Se estableció y esquematizó el ciclo biológico de U. filiformis sobre 

Glyceria spp. por primera vez en nuestro país y en el mundo, 

constituyendo un aporte de valor para entender la epidemiología de 

la enfermedad. 

 Ustilago bullata sobre Bromus spp. 

1. Las investigaciones realizadas sobre la biología y histopatología de 

U. bullata indican que este patógeno se localiza en el tejido apical e 

infecta a las panojas de cebadilla en forma parcial o total.  

2. Se determinó la existencia en Argentina de cuatro formas 

fisiológicas de U. bullata. 

3. Se estableció que las especies B. catharticus y B. parodii son 

hospedantes altamente susceptibles a Ustilago bullata. 

4. No hay resistencia genética en B. cartharticus al carbón de la 

cebadilla.  

5. Se comprobó que la especie B. brevis es un hospedante diferencial 

del género Bromus.  

6. B. auleticus y B. inermis cv gombaszpuzta son las especies más 

resistentes a las poblaciones U. bullata. 

7. Bromus auleticus posee un endófito (E+) que interactúa en forma 

antagónica para evitar la infección de U. bullata.  
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8. Niveles de infestación de ≤ 50 teliosporas/semilla son el Umbral a 

considerar en el momento de seleccionar lotes de semilla y 

recomendar el tratamiento con terápicos para siembra. 

9. Los controles químicos sobre U. bullata dependen de los principios 

activos de los formulados de los fungicidas y deberían ser 

evaluados con ensayos a campo para logar la mayor eficiencia y 

eficacia para el manejo de la enfermedad.  

10.  Las cepas aisladas de Trichoderma harzianun fueron eficientes en 

la inhibición in vitro de U. bullata. 

11.  Los resultados obtenidos nos permitieron proseguir con 

experimentos de terápicos y diseño de un formulado biológico 

Biagro TL® para el manejo integrado de U. bullata. 

12.  Se observó una reducción altamente significativa de la enfermedad 

U. bullata con Biagro TL® con respecto al testigo. 

13.  No se evidenció un efecto negativo en la interacción terápico-

formulado biológico hasta 7 días posteriores a la aplicación sobre la 

semilla.  

14.  Estos resultados nos permitirán planificar estrategias para futuros 

ensayos para manejar el carbón de la cebadilla. 

 
 


