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sp. EN EL MANCHADO DE HOJAS Y CALICES DE JAMAICA (Hibiscus
sabdariffa L.) EN GUERRERO
Ana Karen Barrén Coronado, M. en C.

Colegio de Postgraduados, 2019
RESUMEN

El tizén y manchado de calices de jamaica (Hibiscus sabdariffa L.), es una de las
enfermedades mas importantes que limitan la produccién del cultivo en Guerrero. Para
determinar el agente causal de esta enfermedad, en 2016 se colectaron plantas de jamaica con
sintomas caracteristicos de tizon y manchado en hojas y célices en los principales municipios
productores de jamaica en México. Las muestras de tejido enfermo colectados se procesaron
en medio de cultivo papa-dextrosa-agar (PDA). La caracterizacion morfoldgica revel6 que
los aislados pertenecen al Género Coniella. Las pruebas de patogenicidad en plantas de
jamaica variedad criolla, mostraron que los aislados indujeron sintomas similares a los de
campo, en hojas y célices de plantas cultivadas en invernadero. La identidad del hongo se
confirmé mediante la amplificacion de la region ITS, LSU y Tefl como Coniella javanica.
Las secuencias ITS, LSU y Tefl se depositaron en GenBank con numero de accesion
KX833583, KX833403, MH613977, respectivamente. Asimismo, se realizé un experimento
para evaluar los efectos de la interaccion de C. cassiicola y C. javanica. Para lo anterior se
usaron plantas de cinco meses de edad y se utilizaron colonias de C. cassiicola y C. javanica
desarrolladas en PDA de siete dias de crecimiento. Se realiz6 un disefio completamente
aleatorio con siete repeticiones, los tratamientos fueron los siguientes: T1= C. cassiicola T2=
C. javanica T3=C. cassiicola +C. javanica inoculadas al mismo tiempo +. T4= C. cassiicola

+C. javanica con la inoculacion de esta Gltima siete dias después T5= C. javanica +C.



cassiicola con la inoculacién de esta ultima siete dias después T6= Control. Los resultados
revelaron que existe diferencias significativas del efecto de los tratamientos en la severidad
en hojas, encontrdndose los siguientes porcentajes de severidad 46% en T1 65% en T3 66%
en T2 82% en T5 y el 90% en T4. Similarmente, los resultados de los efectos de los
tratamientos en calices indican que existe diferencias significativas, observandose los
siguientes niveles de severidad 52% en T1, 69% en T2, 71% en T3, 75% en T5 y 93% en T4.
Estos resultados muestran que existe un efecto sinérgico, encontrado que el T4 es el que
causa el més alto porcentaje de severidad tanto en hojas como en célices.

Palabras clave: Coniella javanica, sinergismo, severidad.



INTERACTION BETWEEN Corynespora cassiicola (Berk & Curt.) C.T. Wei and
Pilidiella sp. IN THE STAINING OF LEAVES AND CELESTS OF JAMAICA
(Hibiscus sabdariffa L.) IN GUERRERO
Ana Karen Barrén Coronado M. en C.

Colegio de Postgraduados, 2019
ABSTRACT
The blight and spotting of chalices of hibisco (Hibiscus sabdariffa L.), is one of the most
important diseases that limit the production of the crop in Guerrero. To determine the causal
agent of this disease, in 2016 hibisco plants were collected with symptoms characteristic of
blight and spotting on leaves and chalices in the main producing municipalities of Jamaica
in Mexico. The samples of diseased tissue collected were processed in potato-dextrose-agar
culture medium (PDA). The morphological characterization revealed that the isolates belong
to the Genus Coniella. Pathogenicity tests on Jamaican Creole variety plants showed that the
isolates induced symptoms similar to those in the field, in leaves and chalices of plants grown
in the greenhouse. The identity of the fungus was confirmed by the amplification of the ITS
region, LSU and Tefl as Coniella javanica. The ITS, LSU and Tefl sequences were
deposited in GenBank with accession number KX833583, KX833403, MH613977,
respectively. Also, an experiment was conducted to evaluate the effects of the interaction of
C. cassiicola and C. javanica. For the above, plants of five months of age were used and
colonies of C. cassiicola and C. javanica developed in PDA of seven days of growth were
used. A completely randomized design with seven replications was carried out, the treatments
were as follows: T1 = C. cassiicola T2 = C. javanica T3 = C. cassiicola + C. javanica
inoculated at the same time +. T4 = C. cassiicola + C. javanica with the inoculation of the

latter seven days after T5 = C. javanica + C. cassiicola with the inoculation of the latter seven
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days after T6 = Control. The results revealed that there are significant differences in the effect
of the treatments on leaf severity, with the following percentages of severity: 46% in T1 65%
in T366% in T2 82% in T5 and 90% in T4. Similarly, the results of the effects of the calyx
treatments indicate that there are significant differences, observing the following levels of
severity: 52% in T1, 69% in T2, 71% in T3, 75% in T5 and 93% in T4. These results show
that there is a synergistic effect, found that T4 is the one that causes the highest percentage
of severity in both leaves and chalices.

Keywords: Coniella javanica, synergism, severity
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INTRODUCCION GENERAL

Origen y distribucion de la jamaica

La jamaica (Hibiscus sabdariffa L.) es originaria de Africa. Actualmente es cultivada
en Asia, Oceania y América (Gomez-Leyva et al., 2008). En América se ha adaptado a
regiones tropicales y subtropicales de diferentes paises de Centro y Sudamérica. En México
fue introducida por los espafioles en la Epoca Colonial (S. XVIy XVII) (Morton, 1987).
Importancia de la jamaica

La jamaica (Hibiscus sabdariffa L.) es una planta dicotiledonea de la familia
Malvacea originaria de Africa. En México la importancia de este cultivo radica en la
obtencion de célices, (Saeed et al., 2008) que son utilizados principalmente para la
elaboracion de aguas frescas, mermeladas, licores y gelatinas (Tsai et al., 2002). También
presenta propiedades medicinales; se utiliza para tratar la hipertension y como diurético
(Faraji y Tarkhani, 1999; Herrera-Arellano et al., 2004). Los calices deshidratados resultan
ser buenos colorantes y antioxidantes naturales (Tee et al., 2002; Tsai et al., 2004).
Produccién mundial, nacional y estatal

Los principales paises productores de jamaica son China, India Sudan, Uganda,
Indonesia, Malasia y México (FAO, 2010) En México la produccién se distribuye en 9
estados: Guerrero, Oaxaca, Michoacan, Puebla, Nayarit, Campeche, Morelos, Colima y
Jalisco; siendo Guerrero el principal productor con una superficie sembrada de 14,033 ha,
seguido por Oaxaca y Michoacan (SIAP, 2017).
Enfermedades causadas por virus

Las enfermedades virales que afectan al cultivo de jamaica se encuentran las causadas
por Begomovirus. En China se ha detectado la presencia de Begomovirus, Cotton Leaf Curl

Mu Virus (CLCuMuV), junto con el Cotton Leaf Curl Multan Betasatellite (CLCuMuB),



como agente causal de la enfermedad de enrollamiento de la hoja en jamaica (Wang et al.,
2016). Asimismo, en México se ha detectado la presencia de un complejo de Begomovirus,
en el que se encuentra presente el OKYMMV, asociado a sintomas de amarillamiento en
jamaica (Velazquez-Fernandez et al., 2016).

Principales enfermedades causadas por hongos y Oomicetes

Las enfermedades fungicas constituyen una de las principales limitantes en la
produccion de jamaica, la planta es afectada por patdégenos que causan pudricién de tallo y
raiz (Swart y Langenhoven, 2000; Horts, 2008). A nivel mundial se tienen registros de;
Phytophthora parasitica, Rhizoctonia solani, Macrophomina phaseolina, Botrytis cinérea,
Sclerotium rolfsii, Phymatotrichopsis omnivora y Fusarium oxysporum (Swart y
Langenhoven, 2000; Amusa et al., 2005; Horts, 2008). Asimismo, se reportan enfermedades
foliares causadas por: Cercospora hibisci, Coniella musaiensis var. hibisci, Oidium
abelmoschii Phoma sabdariffa, Phoma exigua (Persad y Fortune, 1989; Horst, 2008;
Eslaminejad y Zakaria, 2011). En México se han identificado enfermedades foliares causadas
por; Corynespora cassicola, Pilidiella diplodiella y una enfermedad de la raiz causada por
Phytophthora parasitica. Dastur (Hernandez-Morales y Romero-Cova, 1990; Correa, 2011;
Ortega et al., 2015).

Principales enfermedades foliares en México.

En los ultimos afios en Guerrero, se ha presentado una enfermedad de etiologia
desconocida denominada “tizon de hojas y calices”. En condiciones favorables causa
pérdidas totales en el cultivo. En campo la produccion de calices ha disminuido, se cree que
se debe a la asociacion del manchado de calices, causado por Corynespora cassiicola y por

el tizén de hojas (Ortega et al., 2015).



La identificacion apropiada del agente causal de una enfermedad es critica para
entender la epidemiologia y las medidas de control (Agrios, 2005). La identificacion de un
fitopatdgeno actualmente se basa en caracteres morfoldgicos, combinados con técnicas
moleculares (Alvarez et al., 2016).

C. cassiicola (Berk & Curt.) Wei conocida como la enfermedad “manchado de
calices”, en calices y hojas, presenta manchas café-obscuras, rodeadas de un halo amarillo
rojizo, debido a la produccion de la toxina cassiicolina (Kurt, 2004; Ortega-Acosta, 2015).
C. cassiicola presenta una amplia gama de hospedantes dentro de areas tropicales y
subtropicales (Holliday 1980; Romruensukharom et al., 2005); ademas de ser un
fitopatdgeno, en algunos hospedantes también se ha reportado como endéfito o saprofito
(Collado 1999; Hyde et al., 2001; Lumyong et al., 2003). Las colonias de este patégeno en
medio de cultivo PDA, (papa, agar, dextrosa) son de color grisaceo. Presenta conidiéforos
rectos, simples a ocasionalmente ramificados, pardo palido, lisos, septados, de 120-800 pm,
conidios solitarios, variables en forma, cilindricos, rectos a curvos, de coloracién olivo
palida, lisos de 4-20 pseudoseptos, de 45-200 x 10-20 um, base truncada, hilum oscuro
protuberante. (Ellis ,1971).

El uso de agroquimicos es el método de control més efectivo de C. cassiicola en
jamaica. La utilizacién de fungicidas preventivos como famoxate, pyraclostrobin, boscalid,
azoxystrobin o trifloxystrobin, obtienen excelentes resultados al ser rotados con fungicidas
de amplio espectro como el clorotalonil y Mancozeb. (Date et al., 2004). En el cultivo de
soya en campo, se utiliza Mancozeb y Oxicloruro de Cobre, para el control de Corynespora

cassiicola (Gadoury et al., 1994).



El control cultural de C. cassiicola consiste en eliminar malezas que son hospedantes
silvestres o reservorios y para esto se recomienda el deshierbe manual o la aplicaciéon de
herbicidas selectivos (Hernandez-Morales et al., 2018)

Otra enfermedad importante presente en México, es la mancha acuosa causada por
Pilidiella diplodiella, la cual ha sido reportada como una nueva enfermedad en Cardenas
Tabasco, México. En Guerrero no se tienen reportes oficiales sobre la incidencia de este
patégenos en el cultivo de jamaica; sin embargo, se han observado sintomas similares a los
causados por Pilidiella diplodiella, en célices y hojas de jamaica.

Los sintomas de la mancha acuosa, se caracterizan por presentar manchas foliares
circulares e irregulares de color marrén claro, la necrosis avanza a toda la lamina foliar y
peciolo. Las manchas inician en las hojas inferiores, avanzan a las hojas superiores, provocan
defoliacidn total con la consecuente péerdida en productividad (Correa et al., 2011).

P. diplodiella se caracteriza por presentar picnidios de forma globosa a subglobosa
con ostiolos circulares centrales de 200 a 300 pum de largo, lisos, inicialmente hialinos que
posteriormente se tornan color café oscuro. Conidioforos simples o ramificados. Conidios
hialinos cuando son inmaduros, llegando a ser marrén claro (Barnett y Hunter, 1998).

En jamaica no existen estudios de la epidemiologia de P. diplodiella; sin embrago, en
vid se caracterizan por formar picnidios, que descargan un gran numero de conidios
(80,000/picnidio). Los conidios se dispersan por el viento y por la lluvia. Su periodo de
incubacion es de solo 12 h y la infeccidn puede extenderse al pedicelo en 48 h., germinan
con temperaturas que varian entre los 20 a 32 °C y la infeccion es favorecida por alta
humedad relativa (90-100%), pueden sobrevivir por mas de dos afios en el suelo, de dos a
tres afios en residuos de cosecha y de once a dieciséis afios en condiciones secas o frias

(Rafaila, 1966).



En jamaica no existen estudios sobre el control de Coniella diplodiella; sin embargo,
en vid (Vitis vinifera L.) se han empleado fungicidas como captan, chlorothanonil y
Dicarboximidas, estos controlan hasta un 75%. Folpet, es un fungicida de contacto, se aplica
como spray preventivo para el control de C. diplodiella (Gualco y Togni, 2001). Asimismo,
el control cultural se basa en una serie de estrategias, el cual consiste en retirar y quemar
todos los restos de cosecha que caen al suelo y asi evitar albergar in6culo que podria causar

infecciones (Ferreira et al, 1981; Bisiach, 1985).
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CAPITULO I.- ETIOLOGIA DEL T1ZON DE HOJAS Y CALICES DE JAMAICA
(Hibiscus sabdariffa L.) EN GUERRERO, MEXICO.

1.1.RESUMEN

En el cultivo de la jamaica (Hibiscus sabdariffa L.), en los ultimos afios se ha incrementado
una enfermedad de etiologia desconocida, denominada tizon de hojas y célices; la cual
disminuye la produccion del cultivo. En este estudio, se realizaron pruebas de patogenicidad,
caracterizacion morfoldgica y andlisis molecular, con la region LSU, ITS y tefl, con el
objetivo de identificar el agente responsable de causar la enfermedad presente en Guerrero
México. En 2016 se colectaron célices con sintomas de tizon en el municipio de Ayutla,
Guerrero. Se obtuvieron aislados en medio de cultivo papa-dextrosa-agar. El hongo aislado
fue Coniella javanica con una frecuencia de 100%. Las pruebas de patogenicidad fueron
realizadas en invernadero en plantas de jamaica. Después de 12 dias, C. javanica indujo
sintomas similares a los observados en campo. El organismo, fue reaislado a partir de tejidos
de plantas con sintomas inducidos e identificado por morfologia y técnicas moleculares como
C. javanica. El analisis BLAST de las secuencias mostrd una identidad del 100% con C.
javanica, Accesion (ITS: KX833583, LSU: KX833403 y TEF 1-a: MH613977). Las
secuencias se depositaron en GenBank (ITS: MH503948, LSU: MH578600 y TEF 1-a:
MH613977). Se realizd un analisis filogenético por el método de maxima verosimilitud e
incluyendo el conjunto de datos de secuencias publicadas ITS, LSU y EF1-a para C. javanica
y otras especies de Coniella. C. javanica se identifica por primera vez como agente causal
del tizon de hojas y célices de jamaica en Guerrero México.

Palabras clave: Hibiscus sabdariffa L., C. javanica, ITS.
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1.2.ABSTRACT

In the cultivation of the hibisco (Hibiscus sabdariffa L.), in the last years a disease of
unknown etiology, known as leaf and calyx blight, has increased; which decreases the
production of the crop. In this study, tests of pathogenicity, morphological characterization
and molecular analysis were carried out, with the LSU, ITS and tefl region, with the
objective of identifying the agent responsible for causing the disease present in Guerrero,
Mexico. In 2016, chalices with symptoms of blight were collected in the municipality of
Ayutla, Guerrero. Isolates were obtained in potato-dextrose-agar culture medium. The
isolated fungus was Coniella javanica with a frequency of 100%. Pathogenicity tests were
carried out in greenhouses in Jamaican plants. After 12 days, C. javanica induced symptoms
similar to those observed in the field. The organism was re-isolated from the induced
symptoms and identified by morphology and molecular techniques as C. javanica. The
BLAST analysis of the sequences showed a 100% identity with C. javanica, Accession (ITS:
KX833583, LSU: KX833403 and TEF 1-a: MH613977). The sequences were deposited in
GenBank (ITS: MH503948, LSU: MH578600 and TEF 1-a: MH613977). A phylogenetic
analysis was performed by the maximum likelihood method and including the data set of
published ITS, LSU and EF1-a sequences for C. javanica and other Coniella species. C.
javanica is identified for the first time as a causal agent of leaf blight and chalices of hibisco
in Guerrero, Mexico.

Key words: Hibiscus sabdariffa L., C. javanica, ITS.
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1.3 INTRODUCCION

La jamaica (Hibiscus sabdariffa L.) es un cultivo importante para México,
anualmente se destinan alrededor de 18,000 ha para su produccion. En Guerrero se cultiva
alrededor del 75% de la superficie nacional (SIAP, 2017).

Las enfermedades constituyen las principales limitantes en la produccion de jamaica,
la planta es susceptible al ataque de varios patdgenos. A nivel mundial se tienen reportes de
Phytophthora parasitica, causante de pudriciones radicales en Africa Malasia y Puerto Rico,
(Erwin y Ribeiro, 1996) Coniella musaiaensis, induce manchas en hojas en Trinidad y
Tobago (Persad y Fortune, 1989) y Corynespora cassiicola, formando manchas foliares en
Brasil (Poltronieri et al., 2012; Silva et al., 2014).

En México las principales enfermedades que afectan al cultivo son Corynespora
cassiicola (Ortega et al., 2015), causante del “manchado de calices, Phytophthora parasitica
(Hernandez y Romero,1990) agente causal de “Pata prieta” y Pilidiella diplodiella inductor
de la “mancha acuosa” (Correa et al., 2011).

En los Gltimos afos, en la zona productora de Guerrero, se detectd una enfermedad de
etiologia desconocida en este cultivo. Los sintomas consisten de manchas en hojas y célices,
que al coalescer forman lesiones necréticas y presencia de picnidios. Debido al dafio que
causa en los célices, disminuye la produccion del cultivo. De acuerdo con las caracteristicas
morfolégicas observadas al microscopio corresponden al Genero Coniella. En
México, el Unico reporte de sintomas similares a los observados en campo, son los de
Pilidiella diplodiella, agente causal de la mancha acuosa en Tabasco, los sintomas en este
cultivo, presentan pequefias manchas de aspecto acuoso de color café, que se extienden por
la lamina foliar, que causa una necrosis de hojas y calices, con presencia de picnidios (Correa

et al.,2011). En Trinidad y Tobago se detecto a Coniella musaiaensis var. hibisci B. Sutton.
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Los sintomas en hojas consisten en pequefias manchas, que se extienden en grandes lesiones
de color café claro, con presencia de picnidios de color negro. En etapas avanzadas, la
infeccion puede causar la muerte de la planta (Persad y Fortune, 1989).

Von Arx (1981), separara el género Coniella Hohn de Pilidiella en base a
caracteristicas morfoldgicas, menciona que Coniella se caracteriza por presentar conidios de
color marrdn oscuro y Pilidiella conidios hialinos a marrén. Sin embargo, Sutton, (1980) y
Nag Raj (1993) mencionan que la coloracion conidial, la morfologia de la célula
conidiogénica y conididforos, no son una caracteristica distintiva para separar a ambos
géneros. Posteriormente Alvarez et al., (2016) a través de un analisis filogenético basado en
la region (ITS, LSU, tefl y rpb2), confirmaron que solo existe un solo género en
Schizoparmaceae y que todas las especies de Pilidiella y Schizoparme con caracteristicas de
conidios hialino o marrén se consideren sinénimos de Coniella, debido a lo anterior las
caracteristicas observadas en esta investigacion corresponden al Genero Coniella.

En los Gltimos afios esta enfermedad se ha incrementado y ha causado pérdidas en la
produccion de este cultivo. Por lo anterior, el objetivo de este estudio es identificar el agente
causal del tizon de hojas y célices de jamaica, mediante caracterizacion morfolégica, cultural

y técnicas moleculares.

1.4 OBJETIVOS

1.4.1 Objetivo general
» Conocer la etiologia del tizdn de hojas y célices de jamaica mediante

morfologia y técnicas moleculares.
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1.4.2 Objetivo especifico
» Identificar el agente causal del tizon de hojas y calices de jamaica, mediante
caracterizacion morfoldgica, cultural y técnicas moleculares.

1.5 MATERIALES Y METODOS

1.5.1 Ubicacion de los sitios de muestreo

Los muestreos se realizaron en la region de la costa chica del estado de Guerrero,
en el municipio de Ayutla; el cual se localiza en las coordenadas 16°46” y 17°12" de latitud
norte y en los 98°56"y 99°15” de longitud oeste respecto al meridiano de Greenwich. El clima
predominante es semicalido subhiimedo, presenta una temperatura media anual de 28°C. La
precipitacion promedio anual es de 1,400 milimetros (INEGI, 2010).
1.5.2 Colecta de muestras

En 2016, cuando los célices estan proximos a ser cosechados, se visitaron
plantaciones comerciales de jamaica. En los sitios de estudio, mediante un muestreo dirigido,
se colectaron plantas (calices y hojas) de jamaica de variedad criolla de Guerrero, con
sintomas de la enfermedad, en cinco parcelas comerciales (Figura 1). Adicionalmente

también se colectaron plantas asintoméaticas como control.




Figura 1. Caracteristicas de etapas avanzadas de la enfermedad “Atizonamiento de hojas y
calices” en plantaciones comerciales. Notese: (A)Rama con presencia de picnidios (B)

calices completamente dafiados (C) hojas con presencia de tizén y picnidios.

1.5.3 Aislamiento y purificacion

El aislamiento del agente causal, se realizé mediante los procedimientos descritos por
Cai et al. (2009). Se eligieron cinco célices enfermos al azar por muestra y se cortaron en
trozos de 5 x 5 mm aproximadamente, del area de avance del tejido enfermo, se desinfestaron
con hiplocorito de sodio al 1% durante 3 minutos, se enjuagaron tres veces con agua destilada
estéril, se secaron con papel absorbente estéril y posteriormente los trozos desinfestados se
sembraron en cajas Petri en medio de cultivo PDA (Bioxon®, México).

Las cajas Petri se incubaron a 25°C bajo condiciones de oscuridad durante 5 dias.
Después de este tiempo se transfirieron discos miceliales de 5 mm de didmetro a cajas Petri
con PDA y se incubaron a 25 °C por 7 dias. Los aislados se transfirieron y purificaron
mediante la técnica de cultivos monosporicos, en medio de agua-agar (AA). Posteriormente

se transfirieron a PDA para la identificacion morfolégica.

1.5.4 Caracterizacion morfoldgica y cultural

Los cultivos puros se transfirieron a medio de cultivo PDA, y se mantuvieron a
temperatura ambiente bajo luz blanca. Posteriormente se midio6 el crecimiento de todas las
colonias cada 24 h durante 5 dias, después del tiempo transcurrido se caracterizaron
visualmente y se registrd el color y forma de la colonia. Posteriormente se realizaron

montajes de conidios y picnidios en glicerina, a partir de colonias con crecimiento de 14 dias,
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y se observaron en un microscopio compuesto (Nikon Eclipse Ci-L®). El sistema de analisis
de imégenes Toup View (x86) (Toup View ®, EE.UU) se usé para determinar la forma y el
tamario (largo x ancho) de 50 conidios y 50 picnidios de cada aislado. De la medida de los

conidios se calcul6 la media.

1.5.5 Pruebas de patogenicidad

Paralelamente a lo descrito anteriormente, una vez obtenido el microrganismo puro,
se realizaron pruebas de patogenicidad. Para la obtencion del material vegetativo en
invernadero, se utilizo semilla de jamaica criolla de Guerrero, la cual fue desinfestada con
hipoclorito de sodio al 2% antes de la siembra. El crecimiento y desarrollo de la semilla, se
dio mediante el uso de charolas de unicel, que contenian una mezcla de Peat Moss y suelo
estéril en una proporcion 50:50. Las charolas se mantuvieron en camaras de ambiente
controlado, con una temperatura de 25°C durante el dia y la noche, con periodos de
luz/oscuridad de 12 horas.

El trasplante de las plantas de jamaica, se realizé después de 10 dias de crecimiento
en camaras bioclimaticas. Se trasplantaron a macetas que contenian una mezcla de Peat Moss
y suelo estéril. Las plantas se mantuvieron bajo condiciones de invernadero hasta la
obtencidn de hojas y calices desarrollados.

El organismo aislado de hojas y célices de jamaica colectadas en campo y
desarrolladas en v-8 agar, se inoculd con una densidad de 1x10° esporas/ml (KC. y Vallad,
2016) en plantas sanas de jamaica de cuatro meses de edad desarrolladas bajo condicione de
invernadero. ElI microorganismo fue asperjado con un atomizador manual de forma
independiente en diez hojas y calices/planta, en 5 plantas. En plantas control se asperjo agua

estéril en cinco hojas y célices/plantas, en un total de 5 plantas. Las plantas se mantuvieron
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en invernadero y se utiliz6 un humidificador para mantener una humedad relativa alta.

Después de 12 dias se registro la presencia de lesiones en célices de jamaica.

1.5.6 Extraccion de DNA, amplificacién por PCR y secuenciacion

El hongo aislado de hojas y calices con sintomas de manchado y que resultd
patogénico, se identificd también por técnicas moleculares. EI DNA se extrajo por el método
de AP (Alkaline Phosphatase) descrito por Sambrook y Russel (2001). Para esto, 13 aislados
se seleccionaron y se cultivaron en medio PDA por 14 dias a 25 °C en luz blanca. El micelio
se raspd de la superficie de la colonia, con la ayuda de una espatula de metal, y se adicionaron
250 uL de buffer AP en una capsula de porcelana estéril para la maceracion, el macerado se
paso a tubos eppendorf y se aford con agua libre de nucleasas, hasta obtener un volumen de
750 uL. Los tubos eppendorf, se incubaron por 30 min a temperatura ambiente y se
centrifugaron a 12,000 rpm por 1 min. El sobrenadante se decantd y se adicionaron 500 pL
de fenol cloroformo 1:1volumen a un nuevo tubo eppendorf. Posteriormente se centrifugé a
12,000 rpm durante 3 min, se recupero el sobrenadante y se adicionaron nuevamente 500 uL
de fenol cloroformo 1:1volumen a un nuevo tubo de eppendorf y se centrifugd 12,000 rpm
durante 3 min. Posteriormente se agregaron 500 uL de Isopropanol y 50 pL de acetato de
amonio a una concentracion de 10M, el DNA se sedimento mediante centrifugacién a 12,000
rpm durante 10 min, se descartd el sobrenadante, se lavo la pastilla con 50 puL de etanol al
70%, se centrifugd nuevamente a 12,000 rpm por 3 min y se suspendioé en 50 ulL de agua
libre de nucleasas. La concentracion de DNA se cuantificd mediante espectrofotometria con
ayuda de NanoDrop 2000 UV-Vis (Thermo Scientific®, EE.UU.). Una vez obtenido el DNA
cuantificado, se almacend a una temperatura de -20 °C. La region ITS fue amplificada con

los  primers:  ITSL (5 TCCGTAGGTGAACCTGCGG) e ITS4  (5-
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TCCTCCGCTTATTGATATGC) (White et al., 1990), la region LSU se amplificd con los
primers: LROR (ACCCGCTGAACTTAAGC) (Rehner y Samuels.,1994) e LR7 (5-
TACTACCACCAAGATCT) (Vilgalys y Hester., 1990) y la regién tefl con los primers:
EF1-728F (5" CATCGAGAAGTTCGAGAAGG) e EF1-986R (5°-
TACTTGAAGGAACCCTTACC) (Carbone y Kohn., 1999). Las amplificaciones se
realizaron con los parametros de ciclados reportados por Alvarez et al. 2016. Las reacciones
Fodward y Reversed se realizaron en un volumen final de 25uL, que contenian 2.5uL de
buffer 10X, 1.25 uL de MgCI2 a 50mM, 0.5 pL de dNTPs a 10 mM, 1 pL de cada iniciador,
agua 16.25 uL Taq- polymerase 0.5 uL (Promega®, USA) y 2ul. de cDNA. Las reacciones
de ITS, tefly LSU se realizaron en un termociclador Biometra, con las condiciones
siguientes: desnaturalizacion inicial a 94 °C por 5 min, 35 ciclos de desnaturalizacion a 94
°C por 30 segundos, alineamiento a 54 °C por 1 min, y extension a 72 °C por 1.5 min; y una
extension final de 72 °C por 5 min. Los productos de PCR se observaron por electroforesis
en gel de agarosa al 2 %. Una vez constatada la presencia de una sola banda, el DNA
amplificado se envié con la compafila Macrogen (Wwww.macrogen.com), para Su
secuenciacion.

Con las secuencias obtenidas se gener0 una secuencia consenso por alineamiento
(forward y reverse) con DNABaser® Ver. 2.1., y se comparé en la base de datos del National
Center for Biotechnology Information (NCBI), EE.UU., con la herramienta BLASTN 2.2.26.
La secuencia consenso se depositd en el GenBank.
1.5.7Analisis filogeneético

Para determinar la relacion filogenética entre los aislamientos, las secuencias
consenso de la region (ITS+TEF+LSU) fueron procesadas por el programa MEGA ver. 7.

Primero, las secuencias fueron alineadas con la ayuda del programa Clustal W (MEGA 7)
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(Tamura et al, 2011). El analisis filogenético fue realizado con el método de UPGMA
(Unweighted Pair-Group Method with Arithmetic Means) (Tamura et al.,2007) utilizando
las secuencias multiples de nucleétidos con bootstrap de 1000 repeticiones. Las secuencias
tipo, de las especies de Coniella obtenidas del GenBank se incluyeron en los anélisis.

1.6 RESULTADOS Y DISCUSION

1.6.1 Aislamiento de hongos.

Del muestreo realizado se procesaron 60 fragmentos de tejidos con sintomas en
calices; de los cuales se obtuvieron 13 aislados, de estos 2 pertenecen a la localidad San
Miguel, 2 de Tutepec, 2 de Cerro gordo nuevo, 2 de San José la hacienda y 5 de Cuanacazapa.
(Cuadro 1). En calices se aisld a Coniella sp con una frecuencia del 100%.

Cuadro 1. Ubicacion de los sitios de muestreo.

Cddigo de Localidad Municipio  Altitud  Latitud N Longitud O Fecha de coleta

aislado (msnm)

GUE-11 San Miguel Ayutla 370 16°58°57.3”  -99°5°59.7”  Diciembre 2016

GUE-25 San Miguel Ayutla 370 16°58°57.3”  -99°5°59.7”  Diciembre 2016

GUE-14 Tutepec Ayutla 286 16°56°08.8”  -99°7°46.7”  Diciembre 2016

GUE-20 Tutepec Ayutla 286 16°56°08.8”  -99°7°46.7”  Diciembre 2016

GUE-39 Cerro gordo Ayutla 280 16°56°8” -99°7°45.2”  Diciembre 2016
nuevo

GUE-47 Cerro gordo Ayutla 280 16°56°8” -99°7°45.2”  Diciembre 2016
nuevo

GUE-6 San José la Ayutla 466 16°56°43.5”  -99°7°20” Diciembre 2016
Hacienda

GUE-29 San José la Ayutla 466 16°56°43.5”  -99°7°20” Diciembre 2016
Hacienda

GUE-5 Cuanacazapa  Ayutla 410 17°0°53” -99°9°34.5”  Diciembre 2016

GUE-22 Cuanacazapa  Ayutla 410 17°0°53” -99°9°34.5”  Diciembre 2016

GUE-12 Cuanacazapa  Ayutla 410 17°0°53” -99°9°34.5”  Diciembre 2016

GUE-27 Cuanacazapa  Ayutla 410 17°0°53” -99°9°34.5”  Diciembre 2016

GUE-31 Cuanacazapa  Ayutla 410 17°0°53” -99°9°34.5”  Diciembre 2016
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1.6.2 Morfologia y caracteres de la colonia

Las colonias de los 13 aislados del tizon de hojas y célices, obtenidos de jamaica en parcelas

comerciales de Guerrero, México, se muestran en el cuadro 2. Figura. 2.

Colonia en PDA

Conidio (n=20)

Picnidio (n=20)

Aislado  Color TC (mm Longitud (um) Ancho (um) Longitud (um) media Ancho (um) media

media min-max.) media (min- (min-méx.) (min-max.
max.)

GUE-5 BI 6.05 10.03 (8.74-12.44)  3.90 (3.12-4.78) 328.46 (309.01-338.91) 340.19 (302.25-368.49)

GUE-6 BI 5.02 10.08 (8.22-10.93)  3.51 (2.46-4.75) 316.40 (270.74-356.27) 325.22 (300.04-363.71)

GUE- BI 6.53 10.03 (8.12-11.34)  4.38(3.81-5.06) 343.90 (324.12-358.33) 302.89 (281.72-315.11)

11

GUE- BI 7.54 10.39 (8.47-12.43)  3.68 (2.91-4.48) 292.43 (278.57-309.97) 289.82 (268.81-304.82)

12

GUE- Bl 891 9.27 (8.04-10.39) 3.86 (2.47-5.03) 190.39 (177.6-200) 207.79 (203.43-216.08)

14

GUE- Bl 8.87 8.50 (6.75-10.18) 3.88(3.11-4.72) 194.32 (107.72-353.7) 168.28 (108.63-287.53)

20

GUE- BI 7.53 10.72 (9.6-12.95) 3.64 (3.33-4.2) 313.01 (297.11-327.33) 318.12 (303.54-340.84)

22

GUE- BI 8.76 10.68 (9.62-12.09)  3.79 (3.14-4.28) 330.25 (300.32-356.27) 309.78 (267.52-351.85)

25

GUE- Bl 6.20 11.81 (10.07- 4.60 (3.88-5.67) 331.62 (297.11-392.28) 332.94 (293.25-405.12)

27 13.96)

GUE- BI 5.25 8.96 (8.02-10.51) 3.24 (2.65-4.35) 265.56 (159.01-327.69) 272.41 (187.43-346.84)

29

GUE- BI 6.24 10.49 (9.48-11.7) 4.24 (3.11-4.99) 234.73 (181.35-264.95) 256.16 (164.63-302.25)

31

GUE- BI 6.51 10.64 (9.33-12.12)  4.17 (3.27-5.25) 299.46 (264.95-363.99) 294.97 (258.53-324.76)

39

GUE- BI 553 11.50 (9.57-12.66)  4.42 (3.64-5.48) 316.64 (300.32-348.6) 333.23 (308.68-349.53)

47

Cuadro 2. Caracteristicas morfoldgicas de 13 aislados, obtenidos de tejido de jamaica, con

sintomas del tizén de hojas y calices, en plantaciones comerciales en Guerrero México.
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Figura 2. Caracteristicas morfoldgicas y culturales de 13 aislados obtenidos de tejido de
jamaica con sintomas del tizon de hojas y célices, en huertos comerciales de Guerrero

México.

1.6.3 Caracteristicas morfoldgicas y culturales

El hongo aislado de célices de jamaica fue: Coniella javanica L. V. Alvarez & Crous.
El hongo formo colonias blancas a grisaceas con un crecimiento micelial de 5.37 a 7.21 mm
dia-1 (media= 6.21 mm dia-1) (Figura 2); conidiéforos densamente agregados y ramificados
de color marron claro; los conidios midieron de 11.81-8.96 x 4.60 -3.64 (largo x ancho), de
formas fusiforme a elipsoidal, de hialinos a marrén y de base truncada; los picnidios midieron
256.16-343.9 um de formas globosas a subglobosas, de color negro.(Figura 3, A y B)
Caracteristicas distintivas de C. javanica (Alvarez et al.,2016).

Von Arx (1981), separara el género Coniella H6hn de Pilidiella en base a

caracteristicas morfoldgicas, menciona que Coniella se caracteriza por presentar conidios de
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color marrdn oscuro y Pilidiella conidios hialinos a marrén. Sin embargo, Sutton, (1980) y
Nag Raj (1993) mencionan que la coloracion conidial, la morfologia de la célula
conidiogénica y conidioforos, no son una caracteristica distintiva para separar a ambos
géneros. Posteriormente Alvarez et al., (2016) a través de un analisis filogenético basado en
la region (ITS, LSU, tefl y rpb2), confirmaron que solo existe un solo género en
Schizoparmaceae y que todas las especies de Pilidiella y Schizoparme con caracteristicas de
conidios hialino o marrén se consideren sinénimos de Coniella, debido a lo anterior las

caracteristicas observadas en esta investigacion corresponden al Genero Coniella.

$ N
-

Identificacion molecular
200 um 20 um

Figura 3 A. Picnidio negro globoso B. Conidian de hialino a marron claro, desarrollados en
PDA
1.6.4 Pruebas de patogenicidad

En invernadero, el promedio de temperatura y humedad fue de 25°C y 80%,
respectivamente. En estas condiciones ambientales, las plantas inoculadas con el organismo
aislado de las muestras originales, manifestaron sintomas tipicos del tizén de hojas y calices

(Figura 4) a los 8 dias despues de la inoculacion (ddi). En hojas, los sintomas consistieron en
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manchas circulares o irregulares de color café. En etapas avanzadas coalescieron en extensas
lesiones necroticas (Figura 4-D). Los calices infectados presentaron manchas de color café
de formas circulares a irregulares. En etapas avanzadas del proceso de inoculacion (28 ddi),
se formd un atizonamiento general de la planta y presencia de picnidios. Tanto en hojas como
en calices, los sintomas fueron similares a los observados en plantas afectadas en campo.
Para el reaislamiento del patdgeno se tomo tejido infectado de las plantas inoculadas y se
Ilevo el mismo procedimiento de invernadero (Figura 4). Por lo tanto, es el primer reporte de
C. javanica causando atizonamiento de hojas y calices en Guerrero México. Alvarez et al.
(2016) indicaron que, en Indonesia C. javanica en hojas de jamaica, causa manchas
necraticas con presencia de picnidios. En México no existen reportes de la presencia de C.
javanica en cultivos agricolas, sin embargo; Correa et al. (2011) en el Estado de Tabasco
identificaron a Pilidiella diplodiella como agente causal de la enfermedad “mancha acuosa”
en jamaica; los sintomas se caracterizaron por ser similares a los reportados por C. javanica.
En hojas, los sintomas consisten en pequefias manchas que se extienden en grandes lesiones
de color café, y presencia de picnidios. En etapas avanzadas de la enfermedad, la infeccion
puede causar la muerte de la planta. Asimismo, Martinez (2010) report6 a C. musaiaensis
Sutton var. Hibisci asociada al manchado necroético, en célices de jamaica (Martinez, 2010;
Correaetal., 2011). En Trinidad y Tobago Persad y Fortune (1989) informaron que Coniella
musaiaensis var. hibisci B. Sutton, causa sintomas en hojas de jamaica similares a los
descritos en el presente estudio. Por otro lado, en el cultivo de vid Coniella diplodiella, fue
reportado como agente causal de la podredumbre blanca en la vid, los sintomas consistieron

en la presencia de picnidios y atizonamiento general de la planta (Rossman et al., 2007).
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S mm 5mm

I 5 mm

Figura 4. Sintomas inducidos por C. javanica en jamaica (Hibiscus sabdariffa) bajo

condiciones de invernadero. A-B Calices y hoja de jamaica sanas, C-D tizon y presencia de

picnidios en célices y hojas de jamaica variedad criolla.

1.6.5 Identificacion molecular

Con base en las regiones amplificadas (ITS, LSU, Tefl) de los aislamientos fungicos;
aislado de célices con sintomas de atizonamiento, se obtuvo unasecuencias consenso por
region amplificada. La comparacion mediante una basqueda (BLAST) en GenBank revel6
100% de identidad con otros aislamientos de Coniella javanica, por ejemplo: ITS:
KX833583, LSU: KX833403 y TEF 1-a: MH613977 aislado de hibiscus sabdariffa.,

provenientes de Indonesia. (Alvarez et al., 2016), lo que confirmd la identidad del hongo



como C. javanica. Las secuencias consenso se depositaron en GenBank con el numero de

acceso (ITS: MH503948, LSU: MH578600 y TEF 1-a: MH613977).

1.6.6 Analisis filogenético

Se realizd un andlisis filogenético por el método de méxima verosimilitud e
incluyendo el conjunto de datos de secuencias publicadas ITS, LSU y EFl-a para C.
javanica, y otras especies de Coniella.

Coniella diplodiopsis-CBS 164.84
41

Coniella diplodiella-CBS 115514
11

Coniella pseudostraminea-CBS 112624

42
— Coniella koreana-CBS 143.97

©

11

|GUE-29

66 |
Coniella javanica-CBS 455.68

60

Coniella hibisci-CBS 109757

Coniella nicotianae-CBS 875.72

w

Coniella quercicola-CBS 904.69

Coniella granati-CBS 814.71 1

Coniella pseudogranati-CBS 137980

l l l l l ]
T T T T T 1
0.0050 0.0040 0.0030 0.0020 0.0010  0.0000

Arbol de méaxima verosimilitud basado en el analisis filogenético del conjunto de secuencia

de la region ITS, factor de elongacion (TEF 1-a) y subunidad 28S del ARN ribosémico
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nuclear LSU. EI arbol muestra las relaciones filogenéticas de las especies de Coniella
publicadas en GenBank. GUE-29 se alinea con Coniella javanica.
1.7 CONCLUSIONES

Las caracteristicas morfologicas y culturales de los aislados obtenidos de tejidos de jamaica
con sintomas de mancha acuosa pertenecen a C. javanica.

El andlisis de datos de las secuencias de la region, ITS, LSU y tefl, revelaron que C. javanica
es la especie responsables de causar la enfermedad del tizén de hojas y célices. Asimismo,

C. javanica se identifica por primera vez en el cultivo de jamaica en México.
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CAPITULO II. INTERACCION ENTRE Corynespora cassiicola (Berk &Curt.) C.T.
Wei Y Pilidiella sp. EN EL MANCHADO DE HOJAS Y CALICES DE JAMAICA
(Hibiscus sabdariffa L.) EN GUERRERO

2.1 RESUMEN

El manchado de célices, causado por Corynespora cassiicola, y la “pata prieta” causado por
Phytophthora parasitica son las enfermedades més importantes de jamaica en México; ya
que afectan la produccion de célices. En los Ultimos afios, la asociacion de C. cassiicola con
Coniella javanica, ha causado una reduccion importante en la produccion de jamaica. Con el
objeto de investigar las dimensiones de dicha reduccion, se realizd un experimento para
evaluar los efectos de la interaccion de C. cassiicola y C. javanica bajo condiciones de
invernadero. Para lo anterior, se usaron plantas de cinco meses de edad y se utilizaron
colonias de C. cassiicola y C. javanica desarrolladas en PDA de siete dias de crecimiento.
Se realiz6 un disefio completamente aleatorio con siete repeticiones, los tratamientos fueron
los siguientes: T1= C. cassiicola T2= C. javanica T3= C. cassiicola +C. javanica inoculadas
al mismo tiempo + T4= C. cassiicola +C. javanica con la inoculacién de esta Gltima siete
dias después T5= C. javanica +C. cassiicola con la inoculacién de esta Gltima siete dias
después T6= Control. Los resultados revelaron que existe diferencias significativas del efecto
de los tratamientos en la severidad en hojas, encontrandose los siguientes porcentajes de
severidad 46% en T1, 65% en T3, 66% en T2, 82% en T5y el 90% en T4. Similarmente, los
resultados de los efectos de los tratamientos en célices indican que existe diferencias
significativas, observandose los siguientes niveles de severidad 52% en T1, 69% en T2, 71%
en T3, 75% en T5 y 93% en T4. Estos resultados muestran que existe un efecto sinérgico,

encontrado que el T4 es el que causa el mas alto porcentaje de severidad tanto en hojas como
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en céliz. Lo anterior es relevante para tomar medida de control con el fin de disminuir las

pérdidas por esta enfermedad en este cultivo.

Palabras clave: Interaccién, C. javanica, severidad
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2.2 ABSTRACT

Calyx spotting, caused by Corynespora cassiicola, and the "brown leg" caused by
Phytophthora parasitica are the most important diseases of Hibisco in Mexico; since they
affect the production of chalices. In the last association of C. with Coniella javanica, has
caused a significant reduction in the production of Jamaica. In order to investigate the
dimensions of this reduction, an experiment was carried out to evaluate the effects of the
interaction of C. cassiicola and C. javanica under greenhouse conditions. For the above,
plants of five months of age were used and colonies of C. cassiicola and C. javanica
developed in PDA of seven days of growth were used. A completely randomized design with
seven replications was carried out, the treatments were as follows: T1 = C. cassiicola T2 =
C. javanica T3 = C. cassiicola + C. javanica inoculated at the same time + T4 = C. cassiicola
+ C. javanica with the inoculation of the latter seven days after T5 = C. javanica + C.
cassiicola with the inoculation of the latter seven days after T6 = Control. The results
revealed that there are significant differences in the effect of the treatments on leaf severity,
with the following percentages of severity 46% in T1, 65% in T3, 66% in T2, 82% in T5 and
90% in T4. Similarly, the results of the effects of the calyx treatments indicate that there are
significant differences, observing the following levels of severity: 52% in T1, 69% in T2,
71% in T3, 75% in T5 and 93% in T4. These results show that there is a synergistic effect,
found that T4 is the one that causes the highest percentage of severity in both leaves and
calyx. The above is relevant to take control measure in order to reduce losses from this
disease in this crop.

Keywords: Interaction, C. javanica, severity
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2.3. INTRODUCCION

La jamaica (Hibiscus sabdariffa L.) es una planta dicotiledonea de la familia
Malvécea, cuyos calices son utilizados principalmente para la elaboracion de aguas frescas
(Tsai et al., 2002). También presenta propiedades medicinales; se utiliza para tratar la
hipertensidén y como diurético (Faraji y Tarkhani, 1999; Herrera-Arellano et al., 2004).

Segln la FAO (2004), México es el séptimo pais a nivel mundial en produccién de
jamaica, en donde el estado de Guerrero es el principal productor con una superficie
sembrada de 14,033 ha, seguido por Oaxaca y Michoacén (SIAP, 2017).

La jamaica es susceptible a diversas enfermedades que disminuyen su produccion
(Amusa et al., 2005). En México, el manchado de calices, causado por Corynespora
cassiicola y la pata prieta, causado por Phytophthora parasitica (Herndndez y Romero,1990;
Ortega-Acosta et al., 2015), son las enfermedades mas importantes en el cultivo de jamaica;
ya que afectan su produccion. La incidencia de Corynespora cassiicola puede llegar a 100%,
infectando hojas y célices frescos. En los ultimos afios C. cassiicola en asociacion con la
enfermedad de atizonamiento de hojas y calices, ha causado una nueva problematica que
impacta la produccion de jamaica en Guerrero.

C. cassiicola ha sido reportada comdnmente como un hongo fitopatégeno foliar con
una amplia gama de hospedantes dentro de areas tropicales y subtropicales (Holliday 1980;
Romruensukharom et al., 2005), también se ha reportado como endofito o saprofito (Collado
1999; Hyde et al., 2001; Gond et al., 2007). La enfermedad inicia en hojas inferiores y avanza
a hojas superiores, caracterizandose por presentar manchas foliares circulares e irregulares
de color marron claro, rodeado por un halo amarillo, debido a la sintesis de una toxina

Ilamada cassiicolina. En estado avanzado se presenta una necrosis en toda la lamina foliar y
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peciolo, como consecuencia una defoliacion total, y por tanto perdida en la productividad de
hasta un 100%. (Dedn et al., 2012; Ortega-Acosta et al., 2015)

En los dltimos afios en Guerrero, se presentd una enfermedad denominada
atizonamiento de hojas y célices de jamaica; cuyos sintomas son similares a los causados por
Pilidiella diplodiella (Coniellaa diplodiella) responsable de la mancha acuosa en el cultivo
de jamaica, la cual fue reportada como una nueva enfermedad en Cérdenas Tabasco, México.
(Correa, 2011). Las plantas enfermas se caracterizan por presentar manchas irregulares de
color marrén claro la necrosis con apariencia acuosa se extiende a toda la lamina foliar y
peciolo, estas inician en las hojas inferiores y se expanden a las hojas superiores, provocan
defoliacidn total con la consecuente péerdida en productividad (Correa et al., 2011).

Aunque los hongos pueden causar enfermedades en las plantas por si solos, existen
interacciones de sinergismo o antagonismo entre diferentes hongos fitopatdgenos, que dan
como resultado una mayor incidencia y severidad. El sinergismo se define como parasitismo
concurrente que sufre un hospedante por dos patdgenos, en el que los sintomas u otros efectos
producidos son mas notables que en el caso del conjunto de los sintomas que causa cada
patégeno por separado (Agrios, 2005). En México existen estudios que demuestran
sinergismo, en la pudricién negra del fruto de citricos, entre Alternaria citri y Colletotrichum
gloeosporioides. A, citri se caracteriza por ser el agente primario de la enfermedad, el hongo
penetra por la cicatriz estilar y provoca en el interior de ésta una pudricién, que después de
la recoleccion se produce un oscurecimiento del eje central, mientras que C. gloeosporioides
actla como organismo secundario ya que interviene indirectamente en el proceso infectivo,
y se comporta como un hongo saproéfito. (Prendes, 2002).

El antagonismo se define como una interaccion entre microorganismos donde uno

interfiere con el otro, es decir causa la pérdida o la actividad de uno de ellos. Esta es la base
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sobre la que se sustenta el verdadero control bioldgico de microorganismos fitopatégenos en
las plantas (Pérez, 2004). Un ejemplo de antagonismo es Trichoderma spp., este es un age
nte que muestra gran capacidad para el control de fitopatdgenos, ya que ejerce efecto
antagonico ya sea por antibiosis, micoparasitismo o competencia. (Chet et al., 1981). En
plantas de jitomate cultivadas in vitro, se demostr6 que Trichoderma harzianum vy
Trichoderma viride, mostré antagonismo sobre C. cassiicola ya que inhibid el crecimiento
micelial en un 100% durante 72 horas (Ruiz et al., 2005).

En virtud de que C. cassiicola y C. javanica, se han observado Gnicamente al final
del ciclo del cultivo de jamaica en Guerrero y hasta ahora el manchado de célices, solo se ha
atribuido a C. cassiicola, se desconoce la interaccion que pudiera existir entre estos
patdgenos.

Por ello el objetivo fue determinar si existe interaccion de sinergismo 0 antagonismo entre
C. cassiicola y C. javanica, en el manchado de hojas y calices en jamaica bajo condiciones
de invernadero.

2.4.0BJETIVOS

2.4.1 Objetivo general
» Determinar el sinergismo o antagonismo de Corynespora cassiicola y

Coniella javanica en el manchado de hojas y calices de jamaica.

2.4.2 Objetivo especifico
» Evaluar el efecto sinérgico o antagdnico cuando los patdgenos infectan al
mismo tiempo.
» Evaluar el efecto sinérgico o antagdnico cuando se inocula primero a C.

cassicola y siete dias posteriores a C. javanica y viceversa
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» Evaluar el efecto sinérgico o antagdnico cuando los patdgenos se inoculan

por separado

2.5.MATERIALES Y METODOS

2.5.1 Evaluacion de interaccion bajo condiciones de invernadero

Se realizaron los ensayos para medir el efecto C. cassiicola, C. javanica y su
interaccion en plantas sanas de jamaica variedad criolla de aproximadamente cinco meses de
edad. cultivadas en invernadero. Se verificd que todas las plantas tuvieran célices y hojas

desarrolladas.

2.5.2 Fuente de inoculo

Se utilizaron colonias de C. cassiicola y C. javanica, aisladas de material vegetal
proveniente del municipio de Ayutla, cultivadas en PDA de siete dias de crecimiento. Para
ambos patdgenos se utilizd una concentracion de esporas de 2 x 10° conidios por mililitros
(Ortega-Acosta et al, 2015; KC. y Vallad, 2016).
2.5.3 Disefio experimental

El estudio se realiz6 bajo un disefio experimental completamente aleatorio, el cual
consistié en la evaluacion de seis tratamientos (Cuadro 3) con siete repeticiones por
tratamiento. La unidad experimental fue una planta cultivada en maceta en condiciones de

invernadero, se evaluaron diez hojas y cinco célices por cada unidad experimental.
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Cuadro 3. Tratamientos y método de inoculacién para evaluar la severidad de C.

cassiicolay C. javanica

Tratamientos

Descripcion del método de inoculacion

T1. C. cassiicola

Aspersion de suspension de espora sobre follaje y

calices.

T2. C.javanica

Aspersion de suspension de espora sobre follaje y

calices.

T3. C. cassiicola + C. Javanica

Aspersion de suspension de espora de ambos

patdgenos al mismo tiempo.

T4. C. cassiicola + C. javanica.

Aspersion de suspension de espora de C. cassiicola y

7 dias después la inoculacion con C. javanica

T5. C.javanica + C. cassiicola.

Aspersion de suspension de espora de C. javanica 'y 7
dias después la inoculacion con. C. cassiicola.

T6 Control

Aplicacion de agua destilada esteril

3.5.4 Variable evaluada

La variable respuesta a los tratamientos fue la severidad en hojas y célices. Se

realizaron nueve evaluaciones. Las evaluaciones se registraron con intervalos de cuatro dias.

Las escalas logaritmicas diagramaticas para evaluar la severidad del manchado y

atizonamiento de célices, utilizada en hojas y calices consistié de seis clases. En hojas: la

clase 0 es sin grado de severidad (0%), 1 (>0- 2 - 4), 2 (>4-7-12), 3 (>12-19-29), 4 (>29-42-

57) y 5 (>57-70-<100); y para calices: la clase 0 es sin grado de severidad (0%), 1 (>0-3-5),

2 (>5-10-18), 3 (>18-30-46), 4 (>46-63-77) y 5 (>77-87-<100) (Figuras 5A y 5B).
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Class @ (0% Class 1 (=0 % %) Class 2- (=4 °
Class 3: (>12%-19%-29%) Class 4 (= 7% Class & (> <100 %)

Class 1 (>0%-3%-3%) Class 2: (55 % - 10%- 18 %)

Class 3: (>18 % - 0% - 36 %) Clss 4 (286 % - 63 % - 77%) Class & (>77 % - 87 % - <100 %)
Figura 2. Escalas logaritmicas diagraméticas para evaluar la severidad del manchado en
jamaica (Hibiscus sabdariffa) inducida por Corynespora cassiicola. A) Escala para evaluar

la severidad en hojas. B) Escala para evaluar la severidad en célices. Propuesta por ortega

Ortega-Acosta et al., 2015).

3.5.5 Modelo estadistico

El modelo estadistico que se utilizé es el siguiente:
Yi=Xip + Zibi + oi (ZiKi = Xi)

bi ~ N(0, D) 0i ~ N(0, %)

bl,...,bm,0l,..., om: mutuamente independientes
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Donde:

B: Efectos fijos.

bi y oi : Efectos aleatorios

Componentes de varianza: Elementos de las matrices D y i

Note que la matriz de varianzas y covarianzas del vector aleatorio Yi es Cov(Yi) = ZiDZi

+Zi

3.5.6 Anélisis Estadistico

El analisis se realiz6 usando un modelo mixto donde los tratamientos se consideraron
como un factor fijo, y la hoja anidada en la planta como un factor aleatorio. La comparacién
de medias que permite el ordenamiento segun el grado de severidad de cada uno de los
tratamientos, se realiz6 mediante el procedimiento de Tukey-Kramer al nivel a=0.05, con el
programa SAS® version 9 (SAS Institute, Cary, NC, EE.UU.) Previamente, se realizd una
prueba de normalidad y homogeneidad de varianza a fin de verificar el cumplimiento de los

supuestos del modelo.
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2.6.RESULTADOS Y DISCUSION

Todos los tratamientos inoculados en plantas de jamaica mostraron sintomas en hojas.
El T4 mostré la mayor severidad, debido a que en la Gltima evaluacion alcanzé una severidad
del 90% (Figura 6). Sin embrago, la severidad se incremento desde la cuarta evaluacion,
donde se observo con mayor frecuencia sintomas en hojas. Posteriormente, de la quinta a la
octava evaluacion la severidad presentd un aumento constante, en la mayoria de los
tratamientos, mientras que en la evaluacion nueve la severidad aumentd drasticamente, en la
Figura 6 se muestra el comportamiento temporal de los tratamientos que resultaron con

mayor o menor severidad.

100

T1 T2 T3 T4 —@-T5 T6
90
80 »
70
60
50
40
30 s
20
10 e 4

0 ® a ——— &

EV1 EV2 EV3 EV4 EV5 EV6 EV7 EV8 EV9

Figura 6. Progreso de la enfermedad en hojas de jamaica (Hibiscus sabdariffa L.) en los
diferentes tratamientos, durante las nueve evaluaciones.

Todos los tratamientos inoculados en plantas de jamaica mostraron sintomas en
calices. El T4 mostré la mayor severidad, en la tltima evaluacion alcanzé una severidad del

93% (Figura 7). Sin embrago, la severidad se incremento desde la cuarta evaluacion, donde
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se observd con mayor frecuencia sintomas en calices. Posteriormente, de la cuarta a la quinta
evaluacion la severidad presentd un aumento drastico, en la mayoria de los tratamientos,
mientras que de la quinta a la novena evaluacion la severidad aument6 constantemente, en la
Figura 7 se muestra el comportamiento temporal de los tratamientos que resultaron con

mayor o menor severidad.

100

—0—T1 T2 T3 T4 —@—T5 —@—T6
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EV1 EV2 EV3 EV4 EV5 EV6 EV7 EV8 EV9

Figura 7. Progreso de la enfermedad en calices en los diferentes tratamientos,
durante las nueve evaluaciones.

En la comparacién de medias de Tukey (p<0.05) en hojas, se encontr6 que T1 (C.
cassiicola), presenté una severidad significativamente menor al resto de los tratamientos
(Cuadro 5), con excepcion del testigo. Los tratamientos T2 (C. javanica) y T3 (C. cassiicola
+ C. javanica) no mostraron diferencia significativa en la severidad entre ellos mientras que
el tratamiento T5 (C. javanica + 6 C. cassiicola) presentd una severidad significativamente
mayor a los tratamientos T2 y T3. EI T4 (C. cassiicola + 6C. javanica) presento una severidad

significativamente mayor al resto de los tratamientos (Figura 6).
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En la comparacion de medias de Tukey (p<0.05) en calices, se encontré que T1 (C.
cassiicola), presentd una severidad significativamente menor al resto de los tratamientos
(Cuadro 5), con excepcion del testigo. Los tratamientos T2 (C. javanica) y T3 (C. cassiicola
+ C. javanica) no mostraron diferencia significativa en la severidad entre ellos mientras que
el tratamiento T5 (C. javanica + 6 C. cassiicola) presentd una severidad significativamente
mayor a los tratamientos T2 y T3. ElI T4 (C. cassiicola + 6C. javanica) present6 una severidad
significativamente mayor al resto de los tratamientos (Figura 7).

Cuadro 4. Promedios de severidad y comparacion Tukey de los tratamientos evaluados en

hojas y célices de jamaica.

Hojas Calices
Tratamiento Promedio Tukey Tratamie  Promedios Tukey
S s (%) Agrupacion ntos (%) Agrupacio
T4 89.9 A T4 93.14 R
T5 82.0 B T5 75.37 B
T2 65.8 C T3 71.14 C
T3 65.4 C T2 69.25 C
T1 46.0 D T1 51.60 D
T6 0.0 E T6 0.0 E
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2.6.1 Evaluacion de severidad en hoja

A
B
C C
D I I
T1 T2 T3 T4 TS

Figura 8. Evaluacion de severidad % en hoja de los diferentes tratamientos, bajo condiciones

A
B
‘%H||\
T4 TS

Figura 9. Evaluacion de severidad % en calices de los diferentes tratamientos, bajo

SEVERIDAD %

de invernadero.

2.6.2 Evaluacion de severidad en célices

SEVERIDAD %

T1 T2 T3

condiciones de invernadero.
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Los resultados mostraron diferencia cuando el T4 present6 un porcentaje de severidad
mayor al resto tanto en hojas como en calices, por lo que se determina que existe una
interaccion de sinergismo cuando se inocula C. cassiicola y seis dias posteriores a C. javanica
que cuando se inocularon los dos patdgenos por separado o de manera simultanea. Los
resultados sugieren que al causar infeccion C. cassiicola primero, esto le permite ser una
puerta de entrada a C. javanica para un ataque mas agresivo. Estos resultados son similares
con Ferrerira et al. (1989) y Ely (2004) quienes mencionan que en hojas de Eucalipto
Cylindrocladium pteridis, constituye una puerta de entrada a Coniella fragariae; permitiendo
que esta penetre los tejidos debilitados del hospedante y necrose rdpidamente la hoja; por lo
que al estar en asociacion las dos enfermedades, la severidad es mayor que cuando se
encuentra Cylindrocladium pteridis de forma aislada en el hospedante. Asimismo, Ferrerira
et al. (1989), encontraron que plantulas de eucalipto afectadas por C. fragariae en asociacion
con Rhizoctonia solani presentan una mayor severidad que cuando estas plantulas son
infectadas solamente por Rhizoctonia solani. Ademas, Prendes (2002), menciona que en
citricos existe interaccion de sinergismo entre Alternaria citri y Colletotrichum
gloeosporioides cuando se encuentran en el mismo hospedante, debido a que la severidad
aumenta en presencia de ambos a diferencia de cuando afecta Colletotrichum
gloeosporioides Unicamente. Cabe mencionar que la sinergia del T5 también tiene un grado

de severidad importante, lo cual indica un sinergismo en este caso.
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2.7 CONCLUSIONES

De acuerdo con los resultados, en este estudio se concluye que existe sinergismo en el ataque
de los hongos C. javanica y C. cassiicola al infectar plantas de jamaica bajo condiciones de
invernadero siendo este mayor cuando se da la interaccion. Por lo anterior se debe tomar las

medidas pertinentes en el manejo de este cultivo.
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