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RESUMEN

ABSTRACT

Se diagnosticaron los agentes causales de alteraciones de origen
fungico provenientes de plantulas y hojas de Thevetia peruviana (Pers.)
K. Schum. Con los fitopatégenos aislados se realizaron pruebas de
patogenicidad y de sensibilidad in vitro con los fungicidas quimicos
fosetyl Al, azoxystrobin, imazalil, procloraz, benomilo y tiabendazol.
Se observé la presencia de Fusarium solani en plantulas que indujo
necrosis en la base del tallo y cotiledones. Las plantas inoculadas
presentaron sintomas a los ocho dias y al reaislarlos se confirmé al
mismo patégeno. Los fungicidas evaluados para este hongo presen-
taron el 100% de efectividad. En hojas se identific6 a Alternaria
alternata como el patégeno que induce manchas foliares. Al realizar
las pruebas de patogenicidad los sintomas se presentaron a los dos
dias posteriores a la inoculacioén. Los fungicidas imazalil y procloraz
fueron los Gnicos que demostraron el 100% de efectividad para el
control de este hongo.

Palabras claves: fungicidas, Thevetia peruviana, hongos fitopatégenos

Causal agents of fungal diseases were identified in plants and leaves
of Thevetia peruviana (Pers.) K. Schum. (Lucky nut) The fungi isolated
were used for pathogenicity tests and for in vitro sensibility tests to the
chemical fungicides fosetyl-Al, azoxystrobin, imazalil, procloraz,
benomil and tiabendazole. The presence of Fusarium solani causing
necrosis in the hypocotyl and cotyledons of seedlings was observed.
Seedlings inoculated with pathogen showed symptoms eight days
after inoculation, pathogen was isolated then and its identity was
confirmed. All chemical fungicides were 100% effective to control it.
Another fungus, Alternaria alternate was identified in foliar spots. The
pathogenicity test showed that symptoms were visible two days after
inoculation. Fungicides imazalil and procloraz showed 100%
effectiveness to control this fungus.

Keywords: fungicides, Thevetia peruviana, pathogenic fungi

INTRODUCCION

La campanilla de oro o cabalonga ( Thevetia peruviana
Persoon K. Schum) es una planta perteneciente a la
familia Apocynaceae, originaria del centro y sur de
América. Se encuentra distribuida desde México a Per;
sin embargo, se considera una especie nativa de estos
paises. Es un arbol o arbusto pequeno de 2-6 m de al-
tura, con latex blanco en todas las partes de la planta.
Las hojas son de color verde, mas oscuras en su cara
superior, lineares lanceoladas [Stevens et al., 2001]. Las
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inflorescencias presentan pocas flores de coloracién
amarilla o anaranjada en forma de campana [Alvarado
y Ochoterena, 2007]. Los frutos son transversalmente
oblongos, generalmente mas o menos obtriangulares,
verdosos, amarillentos o purpireos [Stevens et al.,
2001]. En su interior se encuentra una nuez o almendra
conocida localmente en algunas regiones como codo de
fraile, triangular o con forma de almeja, y que contiene
en su interior de dos a cuatro semillas [Torres, 2003].
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Se utiliza con fines ornamentales, aunque también se le
atribuye usos medicinales con propiedades antibacterianas
[Aular de Gonzalez et al., 2003; Torres, 2003; Ravikumar
etal.,2007]y con efecto fungicida [Ambang et al., 2010];
sin embargo, su principal importancia radica en las pro-
piedades del aceite que se obtiene de sus semillas, el
cual se utiliza como lubricante, y recientemente como
materia prima para la generacién de biodiesel
[Oluwaniyi e Ibiyemi, 2003; Diaz et al., 2010]. Esta
propiedad le confiere alta importancia como alternati-
va al uso de combustibles fésiles, ya que estos generan
altos indices de contaminacién de aire, agua, suelo y
enfermedades respiratorias causadas por la emisién de

CO, [Demirbas, 2008].

Debido al potencial que tiene esta especie, se han ini-
ciado estudios para su propagacion; pero durante las
colectas y su multiplicacién en vivero se han observado al-
teraciones y muerte de plantulas y hojas hasta del 20 %,
atribuible a hongos fitopatégenos que representan un
factor limitativo para su posterior establecimiento en
parcelas experimentales o comerciales. Como en Méxi-
co no existen reportes sobre la presencia de fitoparasitos
en esta especie, se hace imperante describir el sindrome
y agentes causales para establecer tacticas de preven-
cion 'y de control.

El objetivo del presente estudio consistio en identificar
y determinar la patogenicidad de los hongos aislados
en Thevetia peruviana y evaluar fungicidas quimicos
comerciales in vitro para su control.

MATERIALES Y METODOS

El trabajo se realiz6 a partir de colectas de material
vegetal provenientes del vivero del Instituto Nacional
de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias,
Campo Experimental Mocochd y en municipios del es-
tado de Yucatan, México. Las colectas consistieron en
plantulas con sintomas de necrosis en tallo, asi como
en cotiledones y hojas con presencia de manchas. Para
el aislamiento de los patégenos se realizaron cortes de
0,5 cm? del tejido infectado que incluy6 parte enferma
y sana, se desinfectaron con hipoclorito de sodio co-
mercial al 2 % durante un minuto y se enjuagaron dos
veces con agua destilada estéril; luego se colocaron en
papel absorbente estéril para eliminar residuos de hu-
medad de las muestras; posteriormente en la campana
de flujo laminar se sembraron en medio de cultivo papa-
dextrosa-agar (PDA) cinco cortes por cada placa Petri
y se incubaron en la estufa de crecimiento microbiano a
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una temperatura de 28 = 1°C hasta observar crecimiento
micelial del hongo. Para la purificacion se reaislé al pa-
tégeno a partir de una porcion de micelio que se tomé
con una aguja de diseccion estéril y se colocé en el cen-
tro de placas Petri con medio de cultivo PDA. Para el
caso del hongo aislado de hojas y favorecer su
esporulacion, se reaislé en los medios agar-jugo de ver-
duras y agar-papa-tomate-zanahoria [Tutte, 1998], ya
que al reaislarlo en medio PDA se limité6 solo a un cre-
cimiento micelial.

La identificacién de los hongos a nivel de género se rea-
liz6 mediante taxonomia tradicional [Barnett y Hunter,
1999]. La identificacién de la especie se hizo mediante
caracteristicas morfotaxonomicas. Para verificar que
los hongos aislados e identificados eran los responsa-
bles inductores de los sintomas en las plantas enfer-
mas, se realizaron pruebas de patogenicidad.

Para el caso del hongo aislado de plantulas se seleccio-
naron 20 plantas aparentemente sanas de cuatro me-
ses de edad; 10 plantas se inocularon a través de una
incision en la base del tallo con un bisturi estéril, luego
se colocé sobre esta area un disco del medio PDA de 5 mm
de didametro con micelio del hongo. Posteriormente se
cubrié con papel absorbente estéril humedo, el cual se
humedecié constantemente con agua destilada estéril.
Cada segundo dia se monitore6 la aparicién de sinto-
mas. Como testigo se utilizaron 10 plantas, en las que
se realizaron incisiones en la base del tallo y se coloca-
ron discos del medio PDA estéril sin el hongo.

Para el hongo aislado de manchas foliares se seleccio-
naron y colectaron 30 hojas aparentemente sanas de
plantas de vivero de cuatro meses de edad, se limpia-
ron con papel absorbente himedo con agua destilada
estéril y se desinfectaron superficialmente con
hipoclorito de sodio comercial al 1 %. Posteriormente
se limpiaron de nuevo con agua destilada estéril, y por
altimo se introdujeron en placas Petri de 15 cm de dia-
metro que contenian papel absorbente hiimedo estéril.
Para esta prueba se inocularon 15 hojas en las que se
deposité un disco de micelio del hongo cultivado en
medio agar-jugo de verduras. Para los testigos se colo-
c6 medio agar-jugo de verduras estéril sin el hongo. Las
placas se sellaron y se dejaron a temperatura ambien-
te. Diariamente se verific la aparicién de sintomas.

Para determinar la efectividad in vitro de los fungicidas
quimicos se adicionaron los productos a los medios de
cultivo. Para el hongo aislado en plantulas se utilizé
medio de cultivo PDA, y para el patégeno de hojas agar-
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jugo de verduras, ya que en estos medios de cultivo se
observaron los mejores crecimientos y la mayor forma-
cion de esporas de los hongos en estudio, respectiva-
mente.

Los medios de cultivo PDA y agar-jugo de verduras
V-8 se prepararon en matraces con capacidad de 100 mL
y se esterilizaron en una olla de presién a 1 atm
por 15 min. Luego en la campana de flujo laminar
se agregaron las dosis de fungicidas a los medios
(1 g o mL/L), se agitaron con el propésito de
homogenizar los fungicidas en el medio de cultivo y se
dosificaron en placas Petri estériles de 8,5 cm de dia-
metro. Las placas se mantuvieron en observacion du-
rante 24 h para asegurarse que no estuvieran conta-

minadas [Nieto et al., 2001; Herrera, 2004].

Para la siembra de los hongos se hicieron discos de
aproximadamente 9 mm de diametro del micelio de cada
cultivo puro y se colocaron en el centro de las placas
Petri provistas del medio de cultivo, adicionadas con
los fungicidas a prueba; se sellaron y se incubaron en
estufa de crecimiento microbiano a una temperatura

de 28 £ 1°C.

Enla Tabla 1 se presentan los tratamientos evaluados
in vitro, equivalentes a las dosis aplicadas en campo
para el control de hongos causantes de ahogamientos,
pudriciones radicales y manchas foliares segtin la alte-
racién. El propésito de evaluar estas dosis in vitro se
debié al senalamiento de baja efectividad de los
fungicidas empleados para el control de agentes
inductores de estos sintomas.

Tabla 1. Tratamientos de fungicidas quimicos
comerciales para el control in vitro de hongos

en Thevetia peruviana

Ingrediente activo

Dosis (p.p.m.)

Fosetyl aluminio

800

Azoxystrobin

500

Imazalil

750

Procloraz

450

Benomilo

500

Thiabendazol

600

Testigo (sin fungicida)

0

La variable de crecimiento micelial se determiné con la
ayuda de una regla graduada en centimetros. Se midié
el diametro del micelio del hongo de manera longitudinal
cada 24 h hasta que el testigo sin fungicida cubrié por
completo la placa Petri. La efectividad de cada
fungicida se estimé con la férmula de Abbott (1925):

E = (Test — Trat/Test) x 100
Donde:
E: Efectividad (%)

Test: Crecimiento micelial del testigo (cm)
Trat: Crecimiento micelial del tratamiento (cm)

Para la efectividad de los fungicidas se emple6 un dise-
no completamente al azar. Cada fungicida consistié de
cinco réplicas conformada cada una por una placa Petri.
Con los datos obtenidos se realiz6 un analisis de varianza
previa transformacién de datos mediante la funcién de

arcoseno y = arsin .| la separacién de medias se

estimé por la prueba de Tukey (p = 0,05).

RESULTADOS Y DISCUSION

De las muestras de plantulas con sintomas de necrosis
en tallos y cotiledones, asi como de amarillamientos y
muerte de plantulas, se aislé e identific6 a Fusarium
solani (Mart.) Sacc. como agente causal de esta enfer-
medad. Estos sintomas tipicos se han reportado en cri-
santemo (Chrysanthemum sp.) por Cabrera et al. (2004)
y en chile (Capsicum annuum L.) por Escalona et al.

(2006).

La colonia de F. solant en medio de cultivo PDA pre-
sent6 micelio algodonoso, de color crema-naranja; sin
embargo, se observé en sucesivos reaislamientos cam-
bios de coloracién (blanco, blanco-amarillo, crema).
Presento micelio septado y microconidios abundantes
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con 2,7-8,9 um de largo por 2-4 pm de ancho, 0-1 septos
presentes, de forma ovoide producidos en conidiéforos
largos. Se observaron pocos macroconidios, estructuras
largas, septadas, en forma de media luna o de canoa,
con una dimensién de 9,1-38,9 um por 2,2-4,4 pm, con
1-4 septos y clamidosporas globosas, con diametro de
6,2-11,1 pm, caracteristicas morfométricas peculiares
de este fitopatégeno reportados por Barnett y Hunter

(1999) y Montealegre et al. (2003).

En hojas, donde se manifestaron sintomas a manera de
manchas de color marrén oscuro, se identificé a
Alternaria alternata (Fries) Keisler como el agente cau-
sal. Estos sintomas se han observado en plantas anua-
les y perennes, tanto comestibles como de ornato
[Fernandez, 2005; Arias y Jerez, 2008; Madrigal, 2009].
A. alternata presenté micelio de color gris en el medio
de cultivo agar-jugo de verduras. Al reverso de las cajas
se observé una tonalidad gris. Este hongo se caracteri-
z6 por presentar conidios obclavados, muriformes, con
un extremo mas estrecho, de color marrén oscuro y con
septacion transversal y longitudinal variable de 3-8 y
0-2, respectivamente, y un tamaiio de 12-42 por 6,7-13
pm. Los conidios crecieron de forma acropétala y die-
ron lugar a largas cadenas, frecuentemente de 5-10
conidios simples o ramificadas. Estas caracteristicas
morfométricas corresponden a la especie de 4. alternata
[Rotem, 1994; Simmons, 1995]. Es importante indicar
que las caracteristicas taxonémicas observadas en los
aislamientos realizados concordaron con las reportadas
por Cova y Rodriguez (2003), asi como Fraire-Cordero
etal. (2010) para este hongo.

Con respecto a la prueba de patogenicidad, todas las
plantas inoculadas con F. solani presentaron necrosis
en la region de la incision del tallo a los ocho dias poste-
riores a la inoculacién (DPI); sin embargo, en dos plan-
tas no avanzo el area necrosada, y en el resto avanzé la

Rodriguez et al.

lesién. En las que presentaron necrosis en todo el tallo
se observaron hojas cloréticas, ausencia de turgencia 'y
posteriormente se tornaron a una coloracion café, lo que
caus6 que las plantas se marchitaran a los 40 DPI; se
observé la presencia de micelio externo superficial de color
blanco. Al realizar los reaislamientos correspondientes
en cultivos puros, las caracteristicas observadas coinci-
dieron con el hongo inoculado inicialmente. En plantulas
empleadas como testigos no se observaron sintomas, en
cumplimiento con los postulados de Koch.

Los sintomas descritos anteriormente concuerdan con
lo reportado por Quilambaqui et al. (2004) para el
declinamiento del esparrago (Asparagus officinalis L.)
ocasionado por tres especies del género Fusarium spp.
Martinez et al. (2004), al realizar un estudio sobre la
patogenicidad de aislamientos de especies de Fusarium
en 10 variedades de frijol (Phaseolus vulgaris L.) en-
contraron al grupo de F. solant como los mas agresivos.

La inoculacién con A. alternata durante los postulados de
Koch indujo la aparicién de sintomas a los 2 DPI, los
cuales se caracterizaron por presentar pequenias manchas
circulares, de color marrén claro que posteriormente se
tornaron oscuro hasta extenderse hacia toda la hoja. Al
realizar el reaislamiento correspondiente en cultivos pu-
ros, las caracteristicas observadas coincidieron con el hongo
aislado. Sintomas similares vieron Ctindom y Cabrera
(2002) al inocular A. alternata en el cultivo de Celosia
argentea L., donde manifesté manchas pequenas, circula-
res, oscuras, de aspecto hiimedo que progresaron a lesio-
nes grandes, irregulares, de color castafio, la cual abarcé
gran parte de la lamina foliar.

En la prueba de efectividad in vitro todos los productos
evaluados contra I solani mostraron el 100 % de efectivi-
dad, ya que no permitieron crecimiento micelial (Tabla 2).

Tabla 2. Efectividad de fungicidas quimicos en la inhibicién del crecimiento
micelial de hongos patégenos en T. peruviana

Ingrediente Efectividad (% ) Efectividad (% )
activo de fungicidas de fungicidas
a F'. solant a A. alternata

Fosetyl aluminio 100 a 93,39 b
Azoxystrobin ne 93,61 ab
Imazalil 100 a 100 a
Procloraz 100 a 100 a
Benomilo 100 a 35,63 ¢
Tiabendazol 100 a 36,61 c
Testigo (sin fungicida) 0b 0d

Medias con la misma literal son estadisticamente iguales (Tukey, p = 0,05).

ne: No evaluado.
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Alrespecto, Lopez et al. (2005), al evaluar la efectivi-
dad de tiabendazol a una concentraciéon de 600 p.p.m.,
obtuvieron el 100 % de inhibicién sobre el crecimiento
micelial in vitro de I oxysporum, lo cual concuerda con
lo obtenido en este trabajo.

En la efectividad de los fungicidas en la inhibicién del
crecimiento micelial de 4. alternata, la comparacién
multiple de medias (Tukey, p = 0,05) separ6 como los
mejores productos a imazalil y procloraz con el 100 %
de efectividad, los cuales fueron estadisticamente igua-
les al azoxystrobin, con el cual se obtuvo el 93,61 % de
efectividad. Los fungicidas benomilo y tiabendazol fue-
ron menos efectivos (Tabla 2).

Al evaluar el efecto inhibitorio del azoxystrobin a las
dosis del ingrediente activo en un rango de 0-10 p.p.m.
contra A. alternata en el desarrollo micelial in vitro, Félix
y Gélvez (2002) observaron un efecto minimo, ya que a
los 10 DPI las colonias habian alcanzado los 80 mm de
diametro con las diferentes dosis del fungicida, mien-
tras que en el testigo las colonias requirieron ocho dias
para alcanzar el diametro mencionado.

En este estudio el fosetil aluminio registré el 100 %, y
93,39 % de efectividad contra F. solaniy A. alternata,
respectivamente. Es posible que también el grupo
fosfito interfiera en el transporte de fésforo en la fisio-
logia de estos hongos, como ocurre en los Oomycetes
[Mc. Donald et al., 2001], lo que afecta el desarrollo

micelial y la germinacién de esporas.

CONCLUSIONES

* Los agentes causales de alteraciones de origen fungico
aislados en plantulas de Thevetia peruviana (Pers.)
K. Schum. correspondieron a F'usarium solana, y en
hojas se encontré a Alternaria alternata que indujo
manchas foliares.

* Ambos casos constituyen el primer reporte de estos
hongos anamoérficos, al afectar plantas de Thevetia
peruviana en Yucatan, México.

* Los fungicidas evaluados para el control de Fusarium
solani presentaron el 100 % de efectividad en la in-
hibicién del crecimiento micelial.

* Para Alternaria alternata destacaron los fungicidas
imazalil y procloraz al presentar el 100 % de efectividad.
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