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Resumen. La semilla es una importante forma 
de diseminación de patógenos; para determinar 
aquellos asociados a semilla comercial de varieda-
des de pasto Banderita: NdeM-La Zarca, NdeM-
303, NdeM-5, NdeM-Zenith, NdeM-La resolana, 
se analizaron tres tipos de propágulo: espiguillas 
completas (cariópside + brácteas accesorias; M1), 
cariópside únicamente con lemas (M2) y cariópsi-
des limpios (M3), provenientes de lotes del Valle 
del Mezquital, Hidalgo, cosechados en 2017. Para 
promover el desarrollo de hongos, se sembraron 
espiguillas (M1) en cámara de humedad; mientras 
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Abstract. Plant seeds represent a main source 
for pathogen dissemination; in order to determine 
pathogens associated with propagules of five 
varieties of sideoats gramma: NdeM-La Zarca, 
NdeM-303, NdeM-5, NdeM-Zenith, NdeM-La 
resolana, three different kind of propagules were 
analyzed, from seed (spikelets) available from 
commercial production fields located at Valle 
del Mezquital, Hidalgo: spikelets (caryopsis + 
accessory bracts; M1), caryopsis + lemma (M2) 
and pure caryopsis (M3). Seed was harvested 
during 2017. In order to promote the expression of 
fungus growth already present on the propagule, 
spikelets (M1) were sown within a humidity 
chamber; while M2 and M3, sown on PDA culture 
media (five propagules per Petri dish, 60 dishes 
per variety); growth material was later sown on 
specific media for identification. Isolated results 
were identified through growth traits on culture 
media, morphology traits and molecular markers. 
Alternaria alternata y A. tenuissima was observed 
for 67% of the samples, Fusarium scirpi and F. 
incarnatum, at 24%, and Bipolaris cynodontis, in 



Publicación en línea, mayo 2020 199

Fully Bilingual
Revista Mexicana de FITOPATOLOGÍA

Mexican Journal of Phytopathology

que M2 y M3 fueron sembradas en medio PDA (cin-
co propágulos por caja Petri y 60 cajas por varie-
dad); posteriormente, los crecimientos se aislaron 
en medios selectivos. Los aislados se identificaron 
por características del cultivo, morfológicas y mo-
leculares. Se obtuvieron 51 aislamientos en los tres 
tipos de propágulo y variedades; los cuales, se aso-
ciaron a Alternaria alternata y A. tenuissima (67% 
de frecuencia), Fusarium scirpi y F. incarnatum 
(24%) y Bipolaris cynodontis (9%). Ninguna de 
estas especies ha sido reportada anteriormente en 
México para semilla comercial de B. curtipendula. 
Con lo anterior, se abre un panorama de opciones 
para futuros estudios de patogenicidad de los hon-
gos aislados y en consecuencia el manejo sanitario 
de la semilla producida.

Palabras clave: Banderita, calidad de semilla, sa-
nidad de semilla. 

La semilla es el vehículo (sexual y asexual), por 
excelencia, para la propagación de cultivos; lo an-
terior, como portadoras de características genéticas 
y morfológicas destacadas para la producción agro-
pecuaria; sin embargo, pueden transportar organis-
mos patógenos, lo que afecta la eficiencia produc-
tiva (Arriagada, 2012; Lamichhane et al., 2020). El 
efecto negativo de la asociación patógeno-semilla 
puede limitar la densidad de plantas, materia prima, 
alimentos y afectar seriamente tanto la salud huma-
na y animal (Afzal et al., 2019). La inspección y 
análisis de semilla permite la detección oportuna de 
los patógenos asociados y con ello, la oportunidad 
de tomar medidas de manejo. Entre los patógenos 
asociados a semillas forrajeras, los hongos poseen 
mayor importancia; lo anterior, dado que, además 
de afectar la densidad vegetal al establecimiento, 
rendimiento por enfermedades, también provocan 
alteraciones en parámetros de calidad de la cosecha: 

9%. To date, none of these pathogenic species have 
been reported in Mexico for commercial seed of B. 
curtipendula. These findings open a wide spectrum 
for sanitary management of produced seed for this 
plant species.

Key words: sideoats gramma, seed health, seed 
quality.

Seed is the major form (sexual and asexual) 
of crop dissemination. Seeds carry genetic and 
morphological traits that are essential for livestock 
and agricultural production. However, seeds 
can also carry pathogenic organisms, which can 
affect production efficiency (Arriagada, 2012; 
Lamichhane et al., 2020). The negative effect 
of the seed-pathogen association can limit plant 
density, raw materials, food, and seriously affect 
both human and animal health (Afzal et al., 
2019). Seed inspection and analysis allow the 
timely detection of the causal pathogens thus 
providing the opportunity to take management 
measures. Among the pathogens associated with 
seed of fodder grass species, fungi are the most 
important because, in addition to affecting plant 
density at establishment and yield due to diseases, 
they also alter crop parameters, including stem 
lignification, lower digestibility, free amino acid 
content in roots and leaves of the affected plants, 
mycotoxins that cause livestock diseases, among 
other problems (Pirelli et al., 2016). Plant health 
along with other variables (viability, germination, 
purity and vigor) determine the quality of a seed 
lot. Most of the specialized literature indicates 
that fungi genera such as Alternaria, Aspergillus, 
Botrytis, Cladosporium, Curvularia, Doratomyces, 
Fusarium, Helminthosporium, Macrophomina, 
Nigrospora, Penicillium, Chaetomium, Pestalotia 
and Rhizopus, include species associated with 



Publicación en línea, mayo 2020 200

Fully Bilingual
Revista Mexicana de FITOPATOLOGÍA
Mexican Journal of Phytopathology

lignificación de tallos, disminución de digestibili-
dad, contenido de aminoácidos libres en raíz y ho-
jas de plantas afectadas, micotoxinas causantes de 
enfermedades en el ganado, entre otros problemas 
(Pirelli et al., 2016). La fitosanidad junto con otras 
variables (viabilidad, germinación, pureza y vigor) 
determinan la calidad de un lote de semilla. La ma-
yor parte de la literatura especializada indica que 
géneros de hongos como: Alternaria, Aspergillus, 
Botrytis, Cladosporium, Curvularia, Doratomyces, 
Fusarium, Helminthosporium, Macrophomina, Ni-
grospora, Penicillium, Chaetomium, Pestalotia y 
Rhizopus, incluyen especies asociadas a la semilla, 
en campo y almacén (Lezcano et al., 2007). Los be-
neficios de una semilla con buen control sanitario 
contra patógenos aéreos y del suelo incluyen mejor 
emergencia, altura y vigor de planta; además, ma-
yor biomasa aérea y radical de esta (Lamichhane et 
al., 2020). 

En México, cerca del 90% de las semillas fo-
rrajeras son importadas (Quero et al., 2017). La 
necesidad de recursos genéticos forrajeros nacio-
nales que garanticen calidad, alta persistencia y 
adaptación a condiciones regionales especificas 
(Quero et al., 2007) hace necesarios estudios de 
calidad de semilla producida en el país; lo anterior, 
con el fin de otorgarle calidad sanitaria en conjunto 
con la calidad genética y comercial y promover la 
recuperación del mercado nacional con semilla de 
la mejor calidad. El establecimiento de praderas de 
alto riesgo en temporal semiárido implica su mane-
jo con elevada incertidumbre inherente al clima y 
donde la calidad biológica y sanitaria de semilla es, 
las más de las veces, el único componente que se 
puede manejar con certidumbre (Quero-Carrillo et 
al., 2014). Pasto Banderita Bouteloua curtipendula 
es una especie nativa de México árido y semiárido, 
con buena apetencia para el ganado, alta calidad 
nutricional y ampliamente demandado en resiembras 
de praderas y pastizales de zonas áridas y semiáridas 

seed, in the field and in the warehouse (Lezcano et 
al., 2007). The benefits of seed with good sanitary 
control against airborne and soil pathogens include 
better emergence, plant height and vigor, as well 
as greater aerial and root biomass (Lamichhane et 
al., 2020).

In Mexico, nearly 90% of fodder grass species 
seeds is imported (Quero et al., 2017). The need 
for national genetic resources for forage species 
that guarantee quality, high persistence and 
adaptation to specific regional conditions (Quero et 
al., 2007), makes it necessary to conduct studies 
on seed produced in Mexico to assure sanitary, 
genetic and commercial quality, and to promote 
the recovery of the national market with seed of 
best quality. The establishment of high-risk prairies 
under semiarid rainfed areas implies management 
with high uncertainty due to the climate and 
where the biological and sanitary quality of seed 
is, most of the time, the only component that can 
be managed with certainty (Quero-Carrillo et al., 
2014). Sideoats gramma (Bouteloua curtipendula) 
is a species native to Mexico’s arid and semiarid 
areas showing good palatability for grazing cattle, 
has high nutritional quality and is in high demand 
for reseeding prairies and pasturelands in arid and 
semiarid areas (Morales et al., 2009). Therefore, 
the objective of the present study was to identify 
pathogenic fungi associated with sideoats gramma 
seed that is commercially produced in Valle del 
Mezquital, Hidalgo.

MATERIALS AND METHODS

Genetic material. The evaluated varieties 
correspond to five apomictic genetic materials 
of sideoats gramma registered by Colegio de 
Postgraduados in 2017 and 2018, available for 
research at the Forages area of the Livestock 
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(Morales et al., 2009). Por consiguiente, objetivo 
del presente trabajo fue identificar hongos pató-
genos asociados a las semillas del pasto Banderita 
producida comercialmente en el Valle del Mezqui-
tal, Hidalgo.

MATERIALES Y MÉTODOS

Material genético. Las muestras evaluadas per-
tenecen a cinco materiales genéticos apomícticos 
de pasto Banderita, registrados por el Colegio de 
Postgraduados, durante 2017 y 2018, disponibles 
para investigación en el área de Forrajes del Pro-
grama de Ganadería. Se evaluaron las variedades 
noveles, de las cuales, se carece de información so-
bre su calidad sanitaria: 1) “NdeM-La Zarca”, 2) 
“NdeM-303”, 3) “NdeM-5”, 4) “NdeM-Zenith” y 
5) “NdeM-La Resolana”. La semilla se cosechó al 
centro de praderas exclusivas para producción co-
mercial de semilla, regadas con aguas del río Tula, 
libres de pastoreo, en áreas con, al menos, un año 
de establecidas y con superficies de una (NdeM-5, 
NdeM-Zenith; NdeM-La Resolana) y 10 ha (NdeM-
La Zarca, NdeM-303), localizadas en el Valle del 
Mezquital, Hidalgo y cosechada manualmente en 
otoño de 2017. Este valle se localiza a 2000 msnm 
delimitado por sierras al norte y noreste, que impi-
den el paso de masas de aire húmedo provenientes 
del Golfo de México. El clima es seco con lluvias 
en verano clasificado como tipo BSkwg y BShwg. 
Precipitación anual entre 500 y 600 mm. Tempera-
turas mínima de -10 °C en invierno y máxima de 
39.5 °C, en verano (CONAGUA, 2018).

Aislamiento y purificación de hongos. El traba-
jo fue realizado en el Departamento de Fitosani-
dad-Fitopatología del Colegio de Postgraduados, 
Campus Montecillo-Texcoco, Estado de México, 
durante el 2018. Las semillas de cada variedad se 

Program. These novel varieties were evaluated 
for which information about their sanitary quality 
is not available: 1) “NdeM-La Zarca”; 2) “NdeM-
303”; 3) “NdeM-5”; 4) “NdeM-Zenith”; and 5) 
“NdeM-La Resolana”. The seed was manually 
harvested (Autumn, 2017) in the middle of plots 
that are used only for commercial seed production 
and are irrigated with water from the Tula River, 
where no cattle are grazed, in sites that were 
established at least one year ago, with surfaces of 
one (NdeM-5, NdeM-Zenith; NdeM-La Resolana) 
and 10 ha (NdeM-La Zarca, NdeM-303), located in 
Valle del Mezquital, Hidalgo. Valle del Mezquital 
is located at 2000 masl and surrounded by northern 
and northeastern mountain ranges that keep humid 
air masses from the Gulf of Mexico from entering 
the valley. The weather is dry with summer rains 
classified as BSkwg and BShwg type. Annual 
rainfall is 500-600 mm. The minimum temperature 
is -10  °C in winter and the maximum 39.5 °C in 
summer (CONAGUA, 2018).

Fungi isolation and purification. The study was 
conducted in the Phytosanitary-Phytopathology 
Department of Colegio de Postgraduados, 
Montecillo-Texcoco Campus, State of Mexico, in 
2018. The seeds of each variety were separated into 
three types of samples or propagules: M1-spikelets 
(accessory bracts + caryopses), M2-caryopsis with 
lemmas and clean M3-caryopsis (without accessory 
bracts). Each type of propagule (M1, M2 y M3) 
and variety was placed in 60 Petri dishes. The 
isolates were obtained: M1, not disinfested, using 
the blotting paper and freezing method (Warham 
et al., 1998). M2 and M3 were disinfested in a 1.5% 
sodium hypochlorite solution for 2 min, rinsed 
three times with sterile distilled water, dried with 
sterile absorbent paper, and five propagules per 
Petri dish were sown in Bioxon® PDA culture 
medium (potato-dextrose-agar; Crous et al., 2009). 
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separaron en tres tipos de muestra o propágulo: 
M1-espiguillas (brácteas accesorias + cariópsides), 
M2-cariópsides con lemas y M3-cariópsides limpios 
(sin brácteas accesorias). Se sembraron 60 cajas 
Petri de cada tipo de propágulo (M1, M2 y M3) y 
variedad.  Los aislamientos se obtuvieron: M1, sin 
desinfestar por el método de papel secante y conge-
lación (Warham et al., 1998). En el caso de M2 y M3, 
fueron desinfestados con solución de hipoclorito de 
sodio a 1.5% por dos min, se enjuagaron tres ve-
ces con agua destilada estéril, se secaron con papel 
absorbente estéril y se sembraron cinco propágu-
los por caja Petri en medio de cultivo PDA (papa-
dextrosa-agar; Crous et al., 2009) marca Bioxon®. 
Las cajas se incubaron a 24 ± 2 °C por ocho días o 
hasta el desarrollo de estructuras. Posteriormente, 
se realizaron los sub-cultivos necesarios en medio 
de cultivo PDA, con el fin de iniciar el proceso de 
purificación con la técnica de punta de hifa y mo-
nospóricos (Gilchrist et al., 2005). Para calcular 
la frecuencia de aislamiento por género y tipo de 
muestra se utilizó la siguiente ecuación: Frecuencia 
(%) = (No. de aislados del género identificado / to-
tal de aislados analizados por tipo de muestra) *100 
(Mariscal et al., 2017).

Caracterización morfológica. De los aislamientos 
obtenidos, posteriormente se sembraron en medios 
selectivos de cultivo, de acuerdo a los posibles gé-
neros obtenidos de las siembras. Los aislamientos 
del género Alternaria se sembraron en cajas Pe-
tri con medio de cultivo PDA, V8 (Agar-jugo de 
verduras®) y PCA (Papa-Zanahoria-Agar); los del 
género Fusarium en medio PDA, CLA (Agar-
clavel) y SNA (Spezieller Nährstoffarmer-Agar); 
y finalmente, los del género Bipolaris solo en me-
dio PDA. Las cajas se incubaron a temperatura de 
24 ± 2 °C con 12 horas luz/oscuridad, durante 14 
días. Para la identificación morfológica se realizó 
con base a color de colonia, forma y tamaño de 

The Petri dishes were incubated at 24 ± 2 °C for 
8 days or until structures were formed. Later, 
the necessary sub-cultivations were performed 
in PDA culture medium in order to proceed with 
the purification process using the hyphal tip and 
monosporic technique (Gilchrist et al., 2005). 
The following equation was used to calculate the 
isolation frequency per genus and type of sample: 
Frequency (%) = (Number of isolates of the 
identified genus/total of isolates analyzed by type 
of sample) *100 (Mariscal et al., 2017).

Morphological characterization. The obtained 
isolates were then sown in selective culture media 
according to the possible genera obtained by sowing 
the propagules. The Alternaria genus isolates were 
sown in petri dishes with PDA culture medium, V8 
(Agar-vegetable juice®) and PCA (Potato-Carrot-
Agar); the isolates of the Fusarium genus were 
sown in PDA culture medium, CLA (Carnation 
Agar) and SNA (Spezieller Nährstoffarmer-Agar); 
and, finally, isolates of the Bipolaris genus were 
sown in PDA culture medium only. The Petri 
dishes were incubated at 24 ± 2 °C temperature 
with 12 cycles of light/darkness for 14 days. 
Morphological identification was done based on 
the color of the colony, and the shape and size of 
the conidiophores and conidia. For Fusarium and 
Bipolaris, semi-permanent preparations were made 
in 50% glycerol. The sample size used for these 
measurements consisted of 50 specimens per genus 
(Crous et al., 2009) that were documented using a 
compound microscope with a Motic Images Plus 
2.0 camera (Software Motic 580 ver.5.0.) and a 
Carl Zeiss® Imager D2 microscope with a camera 
(Axioncam 503 color). Identification was made 
based on taxonomic keys (Warham et al., 1998; 
Barnett and Hunter, 1972; Gilchrist et al., 2005; 
Leslie and Summerell, 2006; Manamgoda et al., 
2014).
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conidióforos y conidios; para Fusarium y Bipolaris, 
se llevaron a cabo preparaciones semipermanentes 
en glicerol al 50%. El tamaño de muestra para las 
mediciones fue de 50 ejemplares por cada género 
(Crous et al., 2009), documentadas con ayuda de 
microscopio compuesto con cámara Motic Images 
Plus 2.0, (Software Motic 580 ver.5.0.) y microsco-
pio Carl Zeiss® Imager D2 con cámara (Axioncam 
503 color). La identificación se realizó con base 
a claves taxonómicas (Warham et al., 1998; Bar-
nett y Hunter, 1972; Gilchrist et al., 2005; Leslie y 
Summerell, 2006; Manamgoda et al., 2014).

Identificación molecular, alineamiento de se-
cuencias y análisis filogenético. Para confirmar 
molecularmente las especies de hongos se realizó 
la extracción de ADN genómico por el método 
de Fosfatasa Alcalina (AP) (Sambrook y Russell, 
2001) y se corroboró su calidad por medio del Na-
nodrop; posteriormente, se enviaron a Macrogen® 

Inc., Korea para la purificación y amplificación del 
ADN mediante la reacción en cadena de la polime-
rasa (PCR). Para ello, se amplificó la región ITS 
del ADN ribosomal ITS4 con la utilización del ini-
ciador: 5´-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3´, para 
Alternaria spp. y Bipolaris spp., cuyo fragmento 
de amplificación es de 550 bp (White et al., 1990); 
mientras que para Fusarium spp., se realizó en el 
ADN ribosomal ITS4 con el iniciador EF1-983F 
(5´- GCYCCYGGHCAYCGTGAYTTYAT-3´; 
Kidd et al., 2019), con un producto de 900 a 1, 200 
bp. Ambos iniciadores se consideran universales de 
dominio público. Las secuencias se editaron y ali-
nearon manualmente mediante el Software BioEdit 
7.2.5 (Hall, 1999) y se compararon individualmen-
te en la base de datos del Banco de Genes del Na-
tional Center for Biotecnology (NCBI) USA, me-
diante el programa Basic Local Alignment Search 
Tool (BLAST) con los parámetros preestablecidos. 

Molecular identification, sequence alignment 
and phylogenetic analysis. To molecularly 
confirm the fungal species, genomic DNA was 
extracted using the alkaline phosphatase method 
(AP) (Sambrook and Russell, 2001) and its quality 
was evaluated using a Nanodrop. Then, samples 
were sent to Macrogen® Inc., Korea, for purification 
and DNA amplification through polymerase chain 
reaction (PCR). To do this, the ITS region of the 
ITS4 ribosomal DNA was amplified using the 
primer 5´-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3´ 
for Alternaria spp. and Bipolaris spp., which 
amplified a 550 bp fragment (White et al., 
1990). For Fusarium spp., the ITS4 ribosomal 
DNA was used with the primer EF1-983F (5´- 
GCYCCYGGHCAYCGTGAYTTYAT-3´; Kidd 
et al., 2019) which amplified a 900-1,200 bp 
fragment. Both primers are considered universal 
and in the public domain. The sequences were 
edited and manually aligned with the BioEdit 7.2.5 
software (Hall, 1999), and individually compared 
in the Gene Bank of the National Center for 
Biotechnology (NCBI), USA, using the Basic Local 
Alignment Search Tool (BLAST) program with 
the pre-established parameters. The phylogenetic 
analysis of the multiple sequences was done using 
the Molecular Evolutionary Genetics Analysis 
(MEGA 7) software and the reference sequences 
reported by Woudenberg et al. (2013) for the 
genus Alternaria; by O´Donnell et al. (2009) for 
Fusarium, and by Manamgoda et al. 2014 for 
Bipolaris. All the sequences were aligned with the 
CLUSTAL-W algorithm and analyzed using the 
Neighbor-joining method (NJ) (Saitou and Nei, 
1987). One thousand (1000) replications of support 
values (Bootstrap) were used to obtain a consensus 
tree with 70% majority rule (Tamura et al., 2004). 
The Phakopsora vitis basidiomycete was used as a 
root node, external to the group.
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Para el análisis filogenético de las secuencias múl-
tiples se utilizó el software Molecular Evolutio-
nary Genetics Analysis (MEGA 7) y las secuencias 
de referencia reportadas por Woudenberg et al. 
(2013), para el género Alternaria; de O´Donnell 
et al. (2009), para Fusarium y para Bipolaris, de 
Manamgoda et al. (2014). Todas las secuencias 
fueron alineadas con el algoritmo CLUSTAL-W y 
se analizaron con el método Neighbor-joining (NJ) 
(Saitou y Nei, 1987). Se utilizaron 1000 réplicas 
de valores soporte (Bootstrap) para obtener un ár-
bol consenso con una regla de mayoría del 70% 
(Tamura et al., 2004). Se utilizó al basidiomiceto 
Phakopsora vitis como nodo raíz, externo al grupo.

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Entre las 900 siembras que se realizaron para 
cada variedad (300 por tipo de propágulo), los gé-
neros Alternaria, Bipolaris y Fusarium, fueron los 
principales hongos aislados en propágulos de pasto 
Banderita, con incidencia variable, dependiendo 
del tipo de propágulo y variedad. El género Alter-
naria con 67% fue el que se identificó con mayor 
frecuencia entre las cinco variedades y los tres ti-
pos de propágulo; lo anterior, con excepción de M3 
(cariópside limpio) de la variedad NdeM-5, donde 
no se aisló este género como resultado de la protec-
ción física que las brácteas accesorias proporcio-
nan en esta especie, retrasando o evitando la entra-
da del patógeno. En alguna parte del desarrollo de 
semilla, las brácteas (glumas, lema y palea) son su-
ficientemente sólidas o impermeables para evitar la 
llegada del patógeno al cariópside. Este hongo po-
see amplia distribución y presencia en el ambiente 
y puede infestar, desde el suelo, a semillas antes y 
después de la cosecha (Pavón et al., 2012); similar-
mente, por contacto con brácteas contaminadas y/o 
mal manejo de cosecha de semilla; lo anterior, es 

RESULTS AND DISCUSSION

Among the 900 sowings of each variety (300 
per type of propagule), the genera Alternaria, 
Bipolaris and Fusarium were the main fungi 
isolated from sideoats gramma propagules with 
variable incidence, depending on the type of 
propagule and variety. The Alternaria genus was 
identified with the greatest frequency (67%) among 
the five varieties and the three types of propagule, 
except for M3 (clean caryopse) of the NdeM-5 
variety, from which this genus was not isolated 
because of the physical protection provided by 
the accessory bracts of this species, which delay 
or prevent pathogen penetration. At some stage of 
seed development, the bracts (glumes, lemma and 
palea) are solid and impermeable enough to keep the 
pathogen from reaching the caryopse. This fungus 
is widely distributed and present in the environment 
and can, from the soil, infest the seeds before and 
after harvest (Pavón et al., 2012). The seed can also 
be infested by coming in contact with contaminated 
bracts and/or because of poor seed management. 
This is important for seedling survival after sowing 
and not necessarily for fodder quality in perennial 
species such as sideoats gramma.

The Fusarium genus had 24% incidence and was 
found in the five varieties, with variable frequency 
among them; the fungus was isolated most 
frequently from M2 and M3, which indicates that the 
benefit to the caryopse improves the propagule’s 
health. The presence of Fusarium can be caused 
by its biological cycles, since, in areas with low 
environmental moisture, for example, the arid 
regions where sideoats gramma grows naturally, 
the infection is almost exclusively produced by the 
inoculum present in the soil, which invades and 
penetrates the stems and root base; for this reason, 
the chemical or biological protective agents added 
to the seed avoid seedling infestation, either from 
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importante para la sobrevivencia de plántulas post-
siembra y no necesariamente para la calidad de fo-
rraje en especies perennes como pasto Banderita. 

El género Fusarium presentó una incidencia 
de 24% (número) y, estuvo presente en las cinco 
variedades con frecuencia variable entre varieda-
des, siendo en M2 y M3 donde se aisló con mayor 
frecuencia; lo cual, es indicativo de que el benefi-
cio al cariópside mejora la sanidad del propágulo. 
La presencia de Fusarium puede deberse a su ci-
clo biológico ya que, en zonas con baja humedad 
ambiental, como son las regiones áridas donde se 
desarrolla naturalmente pasto Banderita, la infec-
ción la causa casi de manera exclusiva el inóculo 
presente en suelo, invadiendo y penetrando la base 
de tallos y raíces, por lo que los agentes protecto-
res químicos o biológicos adicionados a la semilla 
evitan la infestación de plántulas, ya sea desde las 
brácteas accesorias o desde el suelo (Cook, 2010), 
llegando infectar a toda la planta. Finalmente, el 
género Bipolaris, con 9% de incidencia, fue el de 
menor número de aislados en las cinco variedades, 
siendo en M3 de NdeM-La Zarca donde se presentó 
en mayor frecuencia (Figura 1). Los géneros Al-
ternaria, Bipolaris y Fusarium están asociados a 
enfermedades de hoja, tallo y raíz en gramíneas, 
así como con la producción de micotoxinas con 
efectos negativos en la salud animal (Sainz et al., 
2012). Enfermedades como “Damping-off” y punta 
negra del grano, pueden ser causadas por el com-
plejo Alternaria spp., Fusarium spp. y Bipolaris 
spp. (Rodríguez et al., 2009).

Identificación morfológica. Aunque no se ob-
servaron síntomas en la semilla, la presencia de 
hongos que afecten el desarrollo de plántulas, es 
importante a la siembra, ya que definirá la capa-
cidad competitiva de estas ante un ambiente na-
turalmente desafiante, así como su densidad en la 
pradera.  Se obtuvieron 51 aislamientos de los tres 

the accessory bracts or from the soil (Cook, 2010) 
and infect the whole plant. Finally, the Bipolaris 
genus, with 9% incidence, had the lowest number 
of isolates in the five varieties, of which NdeM-La 
Zarca in M3 had the greatest frequency (Figure 1). 
The Alternaria, Bipolaris and Fusarium genera are 
associated with leaf, stem and root diseases in grain 
crops, as well as the production of mycotoxins that 
negatively affect animal health (Sainz et al., 2012). 
Diseases like Damping-off and grain black point 
can be caused by Alternaria spp., Fusarium spp. 
and Bipolaris spp. (Rodríguez et al., 2009).

Morphological identification. Although no 
symptoms were observed on the seed, the presence 
of fungi that affect seedling development is 
important during sowing, since it will define the 
seedlings’ competitive capacity in a naturally 
challenging environment as well as their density 
in the prairie. Fifty-one (51) isolates of the three 
types of sample (M1, M2, M3) were obtained and 
five morphospecies were identified: Alternaria F 
and Alternaria-cl, Bipolaris-os, Fusarium 1 and 
Fusarium 2. Based on the taxonomic keys for 
each genus, the following species were identified: 
Alternaria-cl: colony gray in color in PCA culture 
medium, with rough-dotted ornamentation, 
obclavate, wall-like conidia, transversal septation 
of 1-6 and longitudinal septation with 0-3 septa, 
conidia size 15-34 x 6.3-13.5 µm, and primary 
conidiophores 12-46 x 3.8-5.4 µm in size. The 
catenulation can have 5-15 conidia, has secondary 
ramification, characteristics which, according to 
Simmons’ keys (1995), correspond to A. tenuissima 
(Figure 2A-2C). Alternaria F: colony gray-olive 
in color in PCA culture medium, obclavate, wall-
like conidia with rough-dotted ornamentation, 
transversal septation of 1-6 and longitudinal 
septation of 0-3, conidia size 10.5-42 x 6.4-
12.7 µm, and primary conidiophores 34.1- 44.8 
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tipos de muestra (M1, M2, M3); entre los cuales, 
se identificaron cinco morfoespecies: Alternaria 
F y Alternaria-cl, Bipolaris-os, Fusarium 1 y Fu-
sarium 2. De acuerdo con las claves taxonómicas 
para cada género, se identificaron las siguientes 
especies: Alternaria-cl: colonia de coloración gris 
en medio de cultivo PCA, conidios con ornamen-
tación rugosa-punteada, obclavados, muriformes, 
septación transversal de 1-6 y longitudinal de 0-3 
septas, tamaño de conidios de 15-34 x 6.3-13.5 µm, 
conidióforos primarios de 12-46 x 3.8-5.4 µm. La 
catenulación puede poseer de 5-15 conidios, pre-
senta ramificación secundaria, correspondiendo 
estas características a A. tenuissima de acuerdo a 
las claves de Simmons (1995) (Figura 2A-2C). Al-
ternaria F: colonia grisáceo-olivo en medio PCA, 

Figura 1.	Frecuencia de los géneros Alternaria, Bipolaris y Fusarium aislados de cinco variedades comerciales del pasto Ban-
derita (Bouteloua curtipendula) a partir de espiguillas, cariópsides con lemas y cariópsides limpios. M1: espiguilla 
completa; M2: cariópside con lema; M3: cariópside limpio.

Figure 1.	 Frequency of Alternaria, Bipolaris and Fusarium genera isolates of five commercial varieties of sideoats gramma 
(Bouteloua curtipendula) from spikelets, caryopses with lemmas and clean caryopses. M1: full spikelet; M2: cary-
opses with lemma; M3: clean caryopse.

x 3.1- 4.6 µm in size. The catenulation can have 
5-10 conidia, abundant secondary ramification, 
which are characteristics that correspond to A. 
alternata (Simmons, 1995) (Figure 2D-2F). In 
this species, spores survive on the seed or in the 
mycelium inside the seed, and high humidity and 
temperatures of 20-25 °C favor their development. 
The A. alternata fungus has been isolated from 
wheat seeds (Bautista et al., 2011), and Leucaena 
(Lezcano et al., 2010); it causes leaf blight on oats 
(García et al., 2013), rot in fruit trees (Mariscal et 
al., 2017; Ruiz et al, 2017) and vegetables (Fraire 
et al., 2010). The effect of many fungi on perennial 
grasses can be pathogenic (Kononenko et al., 2015; 
Masi et al., 2017) and/or reinforce their resistance 
to diverse environmental pressures (Ali et al., 
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conidios obclavados, muriformes con ornamenta-
ción rugosa-punteada, septación transversal de 1-6 
y longitudinal de 0-3, tamaño variable de conidios 
de 10.5-42 x 6.4-12.7 µm, conidióforos primarios 
de 34.1- 44.8 x 3.1- 4.6 µm. La catenulación pue-
de poseer de 5-10 conidios, presenta abundante 

 

Figura 2.	Características culturales y morfológicas de hongos asociados a semilla de pasto Banderita procedente del Valle 
del Mezquital, Hidalgo. Morfología de los hongos. A-C) Alternaria tenuissima, A) Colonia en PCA, B) Conidios, 
C) Cadena de conidios. D-F) Alternaria alternata, D) Colonia en PCA, E) Conidios, F) Cadena de conidios. G-I) 
Bipolaris cyndontis, G) Colonia en PDA, H) Conidios, I) Conidióforo. 

Figure 2.	 Figure 2. Cultural and morphological characteristics of fungi associated with seed of sideoats gramma from Valle 
del Mezquital, Hidalgo. Fungi morphology. A-C) Alternaria tenuissima, A) Colony on PCA, B) Conidia, C) Conidia 
chain. D-F) Alternaria tenuissima, A) Colony on PCA, B) Conidia, F) Conidia chain. G-I) Bipolaris cyndontis, G) 
Colony on PDA, H) Conidia, I) Conidiophore. 

2017). Alternaria tenuissinna is present in wheat 
crops (Perello et al., 2015). These species produce 
mycotoxins that can be present in products such as 
flour, concentrates and processed foods, and can 
seriously affect human and animal health (Pavón 
et al., 2012).
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ramificación secundaria, correspondiendo estas ca-
racterísticas a A. alternata (Simmons, 1995) (Figu-
ra 2D-2F); en esta especie, las esporas sobreviven 
sobre la semilla o el micelio dentro de esta, la alta 
humedad y temperaturas de 20-25 °C favorecen su 
desarrollo. El hongo A. alternata ha sido aislada de 
semillas de trigo (Bautista et al., 2011) y Leucaena 
(Lezcano et al., 2010), en avena causa tizón foliar 
(García et al., 2013), pudriciones en frutales (Ma-
riscal et al., 2017; Ruiz et al, 2017) y hortalizas 
(Fraire et al., 2010). El efecto de muchos hongos en 
pastos perennes puede ser patogénico (Kononenko 
et al., 2015; Masi et al., 2017) y/o potencializar su 
resistencia a diversidad de presiones ambientales 
(Ali et al., 2017); por su parte, A. tenuissinna está 
presente en cultivos de trigo (Perello et al., 2015). 
Estas especies producen micotoxinas que pueden 
estar presentes en productos como harinas, concen-
trados y alimentos procesados, afectando seriamen-
te la salud humana y animal (Pavón et al., 2012).

Para el género Fusarium 1: la colonia presen-
tó una coloración beige con micelio blanco que se 
tornó marrón al envejecer en medio de cultivo PDA 
y con formación de masas de esporas. Los espo-
rodoquios se observaron de color salmón-naranja 
con macroconidios delgados y curva dorsiventral 
de 26-38.5 x 3-4.9 µm, con 5-6 septos, célula apical 
ahusada, célula basal en forma de pie. Microconi-
dios elipsoidales de 8.9-17.5 x 2.5-4.2 µm, con 0-3 
septos y polifialides cortas, características corres-
pondientes a F. scirpi, (Leslie y Summerell, 2006) 
(Figura 3A-3C). Esta especie es común en regiones 
templadas, áridas y semiáridas (Summerell, 2019), 
pastizales y tierras de cultivo. Se considera pató-
geno secundario, pero puede causar pudriciones en 
raíz de leguminosas. Fusarium 2: presentó colora-
ción naranja pálido a salmón, en medio de cultivo 
PDA, abundante micelio algodonoso; macroconi-
dios semirectos y ligeramente curvados de 27-36 
x 3-4.5 µm con 3-5 septos, célula basal en forma 

For the Fusarium 1 genus: the colony was beige 
in color with white mycelium that became brown 
as it grew older in PDA culture medium and spore 
masses were formed. The sporodochia observed 
were salmon-orange in color with thin macronidia 
showing a dorsiventral curve of 26-38.5 x 3-4.9 µm 
with 5-6 septa, needle-like apical cell, and foot-
like basal cell. Ellipsoid microconidia measured 
8.9-17.5 x 2.5-4.2 µm with 0-3 septa and short 
polyphialides, characteristics that correspond to F. 
scirpi (Leslie and Summerell, 2006) (Figure 3A-
3C). This species is common in temperate, arid y 
semiarid regions (Summerell, 2019), grasslands 
and farmlands. It is considered a secondary 
pathogen but can cause legume root rot. Fusarium 
2: the colony was pale orange-salmon in color 
in PDA culture medium, with abundant cottony 
mycelium, semi-straight and slightly curved 
macronidia of 27-36 x 3-4.5 µm with 3-5 septa, 
foot-like basal cell, sharp and curved apical cell, 
with abundant mesoconidia with 1-3 septa. These 
characteristics match those of F. incarnatun (Leslie 
and Summerell, 2006) (Figure 3D-3F). This fungus 
is present in the soil and in a wide range of tropical-
desert environments considered of minor economic 
importance and is associated with pearl millet seed 
(Pennisetun americanum) (Wilson, 2002), soybean 
(Chiotta et al., 2015) and sorghum. Similarly, 
the presence of mycotoxins is often recognized 
in fodder with high moisture content and poor 
management: hay, silo and hay-silo. The presence 
of a great number of fungal metabolites (over 100, 
including mycotoxins, antibiotics and others whose 
action is not known) has been reported in cultivated 
fodder (Ramírez et al., 2014) and grassland species. 
However, many of their effects on grazing cattle are 
unknown (Nichea et al., 2015). Species belonging 
to the F. incarnatum-equiseti complex have been 
associated with diseases of grasses and mycotoxin 
production (Salvat et al., 2013).
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de pie, célula apical afilada y curva; similarmente, 
presenta abundantes mesoconidios, con 1-3 septos. 
Estas características coinciden con F. incarnatun 
(Leslie y Summerell, 2006) (Figura 3D-3F). Este 
hongo está presente en suelo y amplia gama de am-
bientes tropical-desérticos considerados de baja im-
portancia económica y asociado a semilla de mijo 
perla (Pennisetun americanum) (Wilson, 2002), 
soya (Chiotta et al., 2015) y sorgo; similarmente, es 
ampliamente reconocida la presencia de micotoxi-
nas en forrajes que se usan con alto contenido de 
humedad mal manejados: henos, silo y heno-silo. 
La presencia de gran cantidad de metabolitos fún-
gicos (más de cien; entre micotoxinas, antibióticos 
y otros de acción desconocida) han sido reportadas 
en especies forrajeras cultivadas (Ramírez et al., 

Figura 3.	Características culturales y morfológicas de hongos asociados a semilla de pasto Banderita procedente del Valle 
del Mezquital, Hidalgo. A-C) Fusarium scirpi, A) Colonia en PDA, B) Macroconidios, C) Esporodoquio.  D-F) 
Fusarium incarnatum, D) Colonia en PDA, E) Micro y Mesoconidios, F) Fiálides.

Figure 3.	 Cultural and morphological characteristics of fungi associated with seed of sideoats gramma from Valle del 
Mezquital, Hidalgo. A-C) Fusarium scirpi, A) Colony on PDA, B) Macroconidia, C) Sporodochium. D-F) Fusarium 
incarnatum, D) Colony on PDA, E) Micro- and mesoconidia, F) Phialides. 

Finally, the Bipolaris B-os genus: in PDA culture 
medium it produced colonies olive-brown in color 
with aerial mycelium, individual conidiophores 
with no ramification, that measured 43-160 x 
4-6 µm, were septate and geniculated in the upper 
part, brown in color; and 21.5-49 x 10.5-15.8 µm 
conidia, smooth or slightly curved, cylindrical, 
brown in color with 2-6 septa, characteristics that 
correspond to B. cynodontis (Manamgoda et al., 
2014) (Figure 2G-2I). This fungus was reported 
for the first time on Cynodon dactylon in 1909. 
It is considered a secondary saprophyte pathogen 
and can invade a wide range of hosts within the 
grasses (Poaceae). It is considered of low economic 
importance and has been reported as a pathogen in 
various grass species (González et al., 2006). For 
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2014) y del pastizal; sin embargo, se desconocen 
muchos de sus efectos sobre el ganado en pasto-
reo (Nichea et al., 2015). Especies pertenecientes 
al complejo F. incarnatum-equiseti se han asociado 
a enfermedades en gramíneas y producción de mi-
cotoxinas (Salvat et al., 2013). 

Finalmente, el género Bipolaris B-os: presentó 
en medio de cultivo PDA, colonias de coloración 
olivo-oscura con micelio aéreo, conidióforos in-
dividuales sin ramificación de 43-160 x 4-6 µm, 
septado y geniculado en la parte superior, de color 
marrón; conidios de 21.5-49 x 10.5-15.8 µm lisos o 
ligeramente curvados, cilíndricos, de color marrón, 
con 2-6 septos, características que corresponden 
a B. cynodontis Manamgoda et al. (2014) (Figura 
2G-2I). Este hongo fue reportado por primera vez 
en Cynodon dactylon en 1909 y se considera como 
patógeno saprofito secundario y puede invadir am-
plia gama de hospedantes dentro de las gramíneas 
(Poaceae). Es considerado de baja importancia eco-
nómica, reportado como patógeno en varias espe-
cies de pastos (González et al., 2006). Por ejemplo, 
en Chloris gayana y C. dactylon induce manchas 
foliares (Hagan, 2005; Rodríguez, 2011).

Identificación y filogenia molecular. Basados en 
la identificación morfológica se enviaron por tripli-
cado muestras de ADN de los géneros a Macrogen® 
Inc., Korea. Las secuencias de ADN obtenidas de 
los aislamientos tuvieron porcentaje de cobertura e 
identidad ≥ 99% para distintas especies de cada gé-
nero de Alternaria, Bipolaris y Fusarium; lo cual, 
confirmó la identificación previa de los géneros ba-
sada en caracteres morfológicos. Para determinar la 
identidad de cada aislamiento, se realizó filogenia 
molecular (Figura 4). Las secuencias correspon-
dientes al género Alternaria, se agruparon en 
el clado que comprende a diez especies que 

example, it induces foliar spots in Chloris gayana 
and C. dactylon (Hagan, 2005; Rodríguez, 2011).

Identification and molecular phylogeny. Based 
on the morphological identification, three DNA 
samples of the genera were sent to Macrogen® 
Inc., Korea. The DNA sequences obtained from the 
isolates were covered and identified by ≥99% as 
being different species of each genus of Alternaria, 
Bipolaris and Fusarium, which confirmed the 
previous identification of the genera based on 
morphological traits. Molecular phylogeny was 
used to determine the identity of each isolate 
(Figure 4). The sequences corresponding to the 
Alternaria genus were grouped in the clade that 
includes 10 species that form the A. alternata 
complex (Woudenberg et al., 2013). There is 
little molecular variation, and to determine the 
specific morphotypes, three or more genes must be 
sequenced (Woudenberg et al., 2015). However, 
based on their morphology (Simmons, 1995), it was 
corroborated that Alternaria F was A. alternata, 
and Alternaria-cl was A. tenuissima. Bipolaris-os 
sequencing was aligned with the clade that includes 
B. coffeana and B. cynodontis (Manamgoda et al., 
2014), both of which are phylogenetically related. 
Based on the morphology and the description 
of Manamgoda et al. (2014), it corresponds to 
B. cynodontis. The Fusarium sequences were 
aligned with the incarnatum-equiseti complex that 
includes four species: F. incarnatum, F. equiseti, 
F. lacertarum and F. scirpi. The rDNA and EF1 
ITS region did not show enough polymorphism to 
separate the four phylogenetically related species, 
which is in agreement with the results reported 
by O´Donnell et al. (2009). According to the 
morphology, F1 was identified as F. scirpi and F2 
as F. incarnatum.
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conforman el complejo A. alternata (Woudenberg 
et al., 2013). Existe escasa variación molecular y 
para determinar los morfotipos específicos, es ne-
cesario secuenciar tres o más genes (Woudenberg 
et al., 2015). Sin embargo, por la morfología pre-
sentada (Simmons, 1995), se corroboró que Al-
ternaria F fue A. alternata y Alternaria-cl fue A. 
tenuissima. La secuenciación de Bipolaris-os se 
alineó con el clado que comprende a B. coffeana 
y B. cynodontis (Manamgoda et al., 2014), ambas 
especies relacionadas filogenéticamente. Acorde a 
la morfología observada y lo descrito por (Mana-
mgoda et al., 2014) corresponde a B. cynodontis. 
Las secuencias de Fusarium, se alinearon dentro 
del complejo incarnatum-equiseti, que incluye a 
cuatro especies: F. incarnatum, F. equiseti, F. lacer-
tarum y F. scirpi. La región ITS del rADN y EF1 

Figura 4.	Análisis filogenético de los aislados de los géneros de Alternaria, Bipolaris y Fusarium asociados a la semilla de 
pasto Banderita del Valle del Mezquital, Hidalgo.

Figure 4.	 Phylogenetic analysis of isolates of Alternaria, Bipolaris and Fusarium genera associated with sideoats gramma 
from Valle del Mezquital, Hidalgo.

CONCLUSIONS

The evaluated seeds had low phytosanitary 
quality because of the incidence of Alternaria spp. 
(67%), Fusarium spp. (24%) and Bipolaris spp. 
(9%) in the five varieties and the three types of 
propagule. The species A. alternata, A. tenuissinna, 
F. incarnatum, F. scirpi and B. cynodontis were 
identified through morphological and molecular 
characterization and phylogeny as the main fungi 
associated with commercial seed of sideoats 
gramma (Bouteloua curtipendula) from Valle 
del Mezquital, Hidalgo. In Mexico, there are no 
previous studies about the presence of fungi in 
seed of native sideoats gramma, which is of great 
importance to recover grasslands. Based on this 
information, conducting further studies to determine 
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no presentó suficiente polimorfismo para separar 
entre estas cuatro especies filogenéticamente rela-
cionadas; lo cual, concuerda con lo reportado por 
O´Donnell et al. (2009). De acuerdo con la morfo-
logía presentada se identificó a F1 como F. scirpi y 
F2 como F. incarnatum.

CONCLUSIONES

Las semillas evaluadas presentaron baja cali-
dad fitosanitaria, ya que se encontraron a Alterna-
ria spp. (67%), Fusarium spp. (24%) y Bipolaris 
spp. con 9% de incidencia en las cinco variedades 
y los tres tipos de propágulo. Las especies A. al-
ternata, A. tenuissinna, F. incarnatum, F. scirpi y 
B. cynodontis fueron identificadas por caracteriza-
ción morfológica, molecular y filogenia, como los 
principales hongos asociados en semilla comercial 
del pasto Banderita (Bouteloua curtipendula) pro-
veniente del Valle del Mezquital, Hidalgo. No exis-
ten en México estudios previos sobre la presencia 
de hongos en semilla de esta gramínea nativa de 
enorme importancia para recuperar pastizales. A 
partir de esta información, se recomienda realizar 
futuros estudios para determinar la patogenicidad 
de los hongos aislados en la semilla, así como es-
tudios epidemiológicos en condiciones de campo 
con el fin de poder desarrollar estrategias asertivas 
para promover mayor calidad sanitaria de semilla 
y mejorar la probabilidad de establecimiento de 
praderas de alto riesgo, en condiciones de temporal 
semiárido.
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