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RESUMEN

ABSTRACT

En Yucatan, México, la produccién de Eustoma grandiflorum es afectada
por hongos fitopatégenos que inducen sinfomas en hojas y flores sin
que se conozcan los agentes causales. El objetivo del presente estudio
fue realizar un diagnoéstico de especies de hongos fitopatégenos en
la parte aérea del cultivo y su control in vitro con dos fungicidas, uno
quimico sintético y otro de origen biolégico; imazali y Bacillus subtillis,
respectivamente. Se aislaron e identificaron molecularmente cuatro
especies: Alternaria alternata, Curvularia lunata, Helminthosporium
speciferum, las cuales se asociaron con tizones en follaje y Fusarium
equiseti, con pudriciones en inflorescencias. En los cuatro hongos el
imazalil fue efectivo al 100 % en dosis de 0,5;1,0y 1,5 mL « L', mientras
que la efectividad de B. subtillis estuvo en el rango del 87 al 100 % en
dosis del 3,4y 5g- L.

Palabras claves: identificacién molecular, sintomas, Alternaria alternata,
Curvularia lunata, Fusarium equiseti, Helminthosporium speciferum.

In Yucatan, Mexico, the production of Eustoma grandiflorum is affected
by phytopathogenic fungi that induce symptoms in leaves and flowers,
without knowing the causative agents. The objective of this study was
to diagnostic phytopathogenic fungal species in the aerial part of the
culture and in vitro control with two fungicides one synthetic chemical
and other biological; imazali y Bacillus subtillis, respectively. There were
isolated and identified four species: Curvularia lunata, Alternaria alterna-
ta, Helminthosporium speciferum; associated with spots in leaves and
Fusarium equiseti associated to rots in inflorescences. In the four fungi,
the imazalil was 100 % effective in doses of 0.5, 1.0 and 1.5 mL « L'
while the effectiveness of B. subtilis was in the range of range of 87 to
100 %, at doses of 3, 4and 5 g« L.

Key words: molecular identification, symptoms, Alternaria alternata,
Curvularia lunata, Fusarium equiseti, Helminthosporium speciferum.

INTRODUCCION

En la produccién de ornamentales se considera a la
flor de corte el principal cultivo de mayor comercia-
lizacién. Dentro de estas se encuentra el lisianthus
(Eustoma grandiflorum), una flor con potencial de
exportacién comercial. Esta planta es nativa de los
estados del norte de México y sur de Estados Unidos.
A diferencia de las flores de corte comunes, el lisian-
thus puede adaptarse a condiciones de baja humedad
relativa y temperaturas extremas (Fang et al., 2018;
Hernandez et al., 2015). El cultivo de E. grandiflorum
es afectado por diversas enfermedades de etiologia
fungosa, entre las que destacan cenicillas polvorien-
tas, pudriciones en raices, tizones en hojas y flores

(Fernandez-Pavia y Trejo-Téllez, 2018).
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En el estado de Yucatan, México, se introdujo en
anos recientes su cultivo en condiciones protegidas;
sin embargo, se presentan pérdidas de produccién de
al menos el 50 % por la presencia de tizones foliares
y pudriciones en flores, cuyos agentes causales se des-
conocen. Con base a lo anterior, el presente trabajo
tuvo como objetivo hacer un diagnéstico y evaluar
in vitro el control de hongos fitopatégenos asociados
con el cultivo de E. grandiflorum, con el propésito de
establecer la etiologia y su control fitosanitario.

MATERIALES Y METODOS

Las muestras de E. grandiflorum se colectaron en el

vivero Lol Pak’al S.PR. de R.L. de C.V. en lalocalidad
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de Dzununcan, municipio de Mérida, Yucatan, México.
Los muestreos se realizaron periédicamente, y conforme
se observé en el cultivo la presencia de sintomas carac-
teristicos de agentes flingicos, como manchas foliares y
pudriciones en flores. Las muestras que se colectaron se
trasladaron al laboratorio. Para el aislamiento e identi-
ficacién de los hongos las muestras fueron separadas por
sintomas y se desinfestaron con hipoclorito y sembraron
en medios de cultivo selectivos (PDA, V8 y agar-avena)
para inducir la esporulacién de los hongos. Los aislamien-
tos se mantuvieron a 25 °C (fotoperiodo de 12/12, en una
estufa de cultivo (Felisa, Mod. 143) por ocho dias. La iden-
tificacién preliminar a nivel de género se realizé mediante
el apoyo de claves dicotomicas (Barnett y Hunter, 2006;
Leslie y Summerell, 2006), en las que se consideraron los
tipos de esporas, la coloracién y el crecimiento micelial en
el medio de cultivo. Posteriormente se realizaron pruebas
de patogenicidad y evaluaciones in vitro para su control.

Las pruebas de patogenicidad consistieron en la repro-
duccién de los sintomas con la inoculacion de los hongos
aislados. La inoculacién de hojas sanas de E. grandi-
Sflorum se realiz6 con una previamente desinfecciéon con
hipoclorito de sodio al 2 % y un doble lavado con agua
estéril, y finalmente puestas en camaras himedas, donde
se colocaron discos de micelio de 7 mm de cada hogo ob-
tenidos de cultivos monospdricos. Las camaras hiumedas
se mantuvieron a 25 °C y se observaron cada 24 h hasta
que se observaron sintomas para reaislar los patégenos
en medio de cultivo papa-dextrosa-agar.

La identificacién especifica molecular de los hongos
se basé en un analisis de la secuencia de regiéon 1TS1
e ITS2 del ADN ribosomal. La extraccién de ADN se
realiz6 de acuerdo a Liu et al. (2002) con modificacién
por Moo-Koh et al. (2014) a partir de micelio de tres
dias de crecimiento. Con un portaobjeto estéril fue
raspado el micelio de la caja de Petri y se deposité
en un tubo de microcentrifuga de 2 mL con solucién
amortiguadora de lisis; también se utiliz6 el Kit ZR
Fungal/Bacterial DNA MiniPrep TM para extraccién
de ADN. La integraciéon del ADN se verific6 mediante

electroforesis en gel de agarosa al 1%.

Se utiliz6 la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR)
convencional para la amplificacién del ADN, con los
iniciadores ITS1 (5° CCGTAGGTGAACCTGCG G 3°)
e ITS4 (5" TCCTCCGCTTATTGATATGC 3’) se ampli-
fic6 las regiones internas ITS1 e ITS2 entre los genes

ribosomales (rADN) 18S, 5.8S y 28S. La mezcla de

reaccion consistié en: iniciadores I'TS1 e I'TS4 (1 mM),

134

Felicia Amalia Moo Koh et al.

MgCI, (3 mM), ANTP (0.2 mM), Taq DNA polimerasa
(2.5 unidades), y ADN (100 ng) para un volumen final
de 50 pL, bajo las siguientes condiciones de reaccion:
desnaturalizacién inicial de 2 min a 95 °C, seguido
de 30 ciclos (desnaturalizacién a 94 °C por 1 min,
alineacion a 54 °C por 30 s y una extensién de 1 min a
2 °C) con una extension final de 5 min a 72 °C (White et
al., 1990).

Los productos finales de la amplificacién se visualiza-
ron en gel de agarosa al 2 % (Ultra PureTM). Para su
secuenciacion los fragmentos amplificados se enviaron
ala empresa Macrogen USA; las secuencias obtenidas
fueron analizadas y editadas para la obtencion de las
secuencias complementarias. Estas, para su identifica-
cién, se compararon con ayuda del programa Blast con
las secuencias del banco de genes de NCBI (National
Center for Biotechnology Information). Las secuen-
cias complementarias de cada hongo identificado se

depositaron en el banco de genes del NCBI.

Los ensayos de efectividad in vitro con los fungicidas
se realizaron en dilucién con el medio de cultivo PDA
estéril. Los fungicidas empleados fueron dos: uno
sintético, el imazail (presentacién liquida, 75% i. a)
y otro de origen biolégico Bacillus subtilis (pre-
sentacién polvo, 1 x 10” ufc/g); estos se mezclaron
con el medio PDA previamente estéril, en dosis de
0,5; 1y 1,5mL » L' para el imazalil, y de 3, 4, y
5 g+ L'para B. subtilis (Tabla 1). Posteriormente se
agitaron para homogenizar las mezclas y se dosifi-
caron en cajas de Petri en condiciones asépticas, y
se incluyé un testigo de cada hongo sin fungicida.
Cada dosis, incluido el testigo, tuvo cuatro réplicas,
distribuidas en un disefio experimental completa-
mente al azar.

En cada caja de Petrise sembré un disco de micelio de
7mm diametro de los hongos aislados; posteriormente
las cajas se sellaron para conservarlas en la estufa de
cultivo a 27 °C, se midi6 el crecimiento micelial cada
24 h hasta que el testigo sin aplicacién del producto
cubrié por completo la caja Petri. La efectividad o
porcentaje de inhibicién de crecimiento micelial de
los dos fungicidas se calculé con la formula de Abbott
(1925). Con esta informacion se realizé un analisis de
varianza previa transformacion de los datos mediante
la funcién y = arsin (sqrt (y/100)); la separacion de
medias se realizé con el método de Tukey (p < 0,05).
Los analisis estadisticos se realizaron con ayuda del
paquete estadistico SAS Ver. 9. 4.
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Tabla 1. Fungicidas y dosis para la efectividad in vitro con hongos fitopatogenos

Table 1. Fungicides and doses for in vitro effectiveness with phytopathogenic fungi

Dosis”
Tratamiento
Baja Recomendada | Alta
Imazalil 0,5 1 1,5
Bacillus subtilis 3 4 5
PDA 0 0 0

" El fungicida Imazalil fue evaluado a dosis en mL - L' y B. subtilis en g - L.

"The fungicide it was evaluatedin doses of mL - L'and B. subtilisin g - L.

RESULTADOS Y DISCUSION

Con la sintomatologia encontrada en lisianthus se
realizaron los aislamientos y camaras himedas para
la identificacién de los patégenos causales; y con las
pruebas de patogenicidad se reprodujeron los mismos
sintomas en hojas y flores observados en las plantas
enfermas muestreadas en vivero, lo que demostré la
virulencia de los hongos aislados.

Como primer sindrome se observé en hojas manchas clo-
réticas, circulares a ovales, pardas con el borde marrén
rojizo, pudriciones de color café a oscuro en los sé-
palos y pétalos, hasta dejarlos secos. La pudricién

se observoé inicialmente en la flor hasta el tallo, con
partes de los sépalos aparentemente sanos (I'ig. 1).
De esta sintomatologia se aislé a Curvularia sp., la
cepa en medio de cultivo PDA, al inicio se desarrollé
de color café a oscuro, conidios con puntas ovaladas
con cuatro células, una mas grande en forma de curva
(Barnett y Hunter, 2006; Garcia-Aroca et al., 2018).
Con el analisis de secuencias genéticas se identificé
al agente causal con un 100 % de homologia con la
especie de Curvularia lunata. Esta especie se consi-
deré el agent2 causal de los sintomas descritos y su
secuencia se deposité en banco de genes del NCBI

(Tabla 2).

Figura 1. Hongos fitopatégenos aislados de E. gran-
diflorium. C. lunata(a-c), A.alternata(d-f),

H. speciferum (g-i), y I equisett (j-1).

Figure 1 Phytopathogenic fungi isolated from

E. grandiflorium. C. lunata(a-c), A.alternata(d-f),
H. speciferum (g-i), y I equisett (j-1).
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El segundo sindrome encontrado fue la presencia de
tizones foliares, que conforme progresaron, el tejido
se tornd clorético y con presencia de conidios de
color obscuro (Fig. I). La identificacién con claves
dicotémicas coincidié con Helminthosporium sp.,
que en medio de cultivo crecié de color gris oscuro
a negro, con conidios oscuros cilindricos, largos con
tres o mas segmentos (Barnett y Hunter, 2006). La
comparacion de la secuencia complementaria de este
asilado con las secuencias del banco de genes del NCBI
permitié identificar con un 100 % de homologia con
Helminthosporium speciferum como agente causal de
los tizones foliares (Tabla 2).

Un tercer sindrome en hojas maduras fueron manchas
concéntricas y de color marrén a caté oscuro. Los sin-
tomas progresaron hasta alcanzar las hojas jovenes, en
cuyos apices se desarrollé micelio en el haz de las hojas;
también se observaron hojas quebradizas de color café
claro con manchas oscuras, para finalmente abarcar la
totalidad de las hojas y coalescer (F'ig. 1). De manera
morfolégica se identificé a Alternaria sp. como agente
causal, que tuvo un crecimiento en medio de cultivo
esponjoso de color gris a negro y con centro de color
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blanco, con dictiosporas de color oscuro, en forma de
mazos, en cadenas y algunos alargados (Barnett y
Hunter, 2006; Dominguez-Serrano et al., 2016). La
identificacién molecular permitié identificar con el
100 % de homologia con Alternaria alternata como el
causante de estos sintomas (Tabla 2).

Por tltimo, se observé una clorosis general de la planta,
necrosis en hojas y pudricién de la inflorescencia. Tam-
bién se observé marchitamiento desde el apice hasta el
peciolo con desprendimiento de hojas (Fig. I). En este
sintoma se identific6 a Fusartum sp. En medio de cultivo
PDA, present6 micelio color blanco, con hifas aéreas en
el medio; cuando se encontré en la fase de esporulacién
la coloracién cambié a naranja. Se observaron conidios
con una curva dorsiventral pronunciada, alargados,
septados (5-7 septos) en forma acanalada y células
apicales conicas (Leslie y Summerell, 2006). La iden-
tificacién molecular permitié identificar con un 99 %
de homologia con Fusarium equiseti. Por lo que se con-
sidera a esta especie como principal agente patégeno
que indujo la clorosis general de la planta y pudricién,
y cuya secuencia se encuentra depositada en el banco

de genes del NCBI (Tabla 2).

Tabla 2. Identificacion morfologica y molecular de hongos fitopatogenos en E. grandiflorum

Table 2.Morphological identification and molecular of phytopathogenic fungi in E. grandiflorum

Identificacion molecular
Cepa Identificacion morfologica N° de Acceso
r % . 0
Homologia Identidad (%) GenBank
. Alternaria alternata
ITC20 Alternaria sp. (KF039678) 100 KX987252
. Curvularialunata
ITC14 Curvulariasp. (GQ280375) 100 KX987253
. Fusartum equiseti
ITC17 Fusarium sp. (JX896997) 99 KX987254
Helminthosporium-
ITC18 Helminthosporiumsp. speciferum 100 KX987255
(KC999916)

" Especies y claves de acceso del Genbank con las que se obtuvo la homologia.

" Species and access number of the Genbank with which the homology was obtained.

La produccién de E. grandiflorum como cultivo de
flor de corte tiene potencial en ambientes tropicales;
sin embargo, su introduccién en estas condiciones la
hace susceptible a enfermedades inducidas por hongos
principalmente (Fang et al., 2018). Las especies iden-
tificadas en el presente estudio han sido reportadas en
otros cultivos de interés ornamental, como C. lunata
en Strelitzia reginae y Chamaedorea elegans (Meenatchi
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et al., 2016), en Polianthes tuberosa (Cristébal et al.,
2013) y en Thrinax radiata (Moo-Koh et al., 2014),
mientras que Helminthosporium esta presente en Axo-
nopus spp., Cynodon dactylon, Stylosanthes gutanensis,
Brachiaria decumbens, Panicum mdximum y en otros
cultivos de interés comercial como avena, centeno,
arroz, cafia de azicar y sorgo (Cuervo et al., 2016). El
hongo A. alternata es considerado cosmopolita, induce



Fitosanidad 22 (3) diciembre (2018)

tizones foliares en Heliconia spp., Polianthes tuberosa,
Rosa floribunda, Rumex vesicartius, Syringa vulgaris,
Thevethia ahouati y Thevetia peruviana (Cristobal et al.,
2013), asi como en cultivos de interés alimenticio como
Solanum lycopersicum y Capsicum annuum (Marti-
nez-Ruiz et al., 2016), cuya presencia se reconoce por
sus sintomas en frutos poscosecha, principalmente.

En el cultivo de E. grandiflorum solo se ha reporta-
do a F. avenacearum, F. solant (Xiao et al., 2018) y
E oxysporum (Firmino et al., 2017) como patégenos
causantes de pudricién de raiz y tallo, porlo que ahora
FE. equiseti se incluye a lista de especies que afectan a

este cultivo ornamental, ademas de otros hospedan-
tes reportados como Dracaena margina, Gusmania
lingulata, Philodendron erubescens, Aechmea fasciata,
Agava americana y Ficus pumila y en cucurbitaceas,
solandceas, frutales y gramineas (Kiecana et al.,
2014). La presencia de F. equiseti en E. grandiflorum

constituye el primer reporte para esta ornamental.

Las evaluaciones de sensibilidad in viiro con los fun-
gicidas fueron un 100 % efectivas con las tres dosis
evaluadas, excepto con el fungicida biolégico; en su
dosis de 3 g * L' en F. equiseti present6 un 87 % de
efectividad (Tabla 3).

Tabla 3. Inhibicion del crecimiento micelial de hongos fitopatogenos con dos fungicidas

Table 3. Inhibition of the mycelial growth of phytopathogenic fungi with two fungicides

Inhibicion (% )
Tratamientos Dosis’
C. lunata I equiseti H. speciferum A. alternata

1,5 100 a 100 a 100 a 100 a
Imazalil 1 100 a 100 a 100 a 100 a
0,5 100 a 100 a 100 a 100 a
100 a 100 a 100 a 100 a
B. subtilis 100 a 100 a 100 a 100 a
3 100 a 87h 100 a 100 a

Testigo PDA 0c Oc Oc Oc

Nota: Medias con la misma letra entre columnas son iguales (Tukey, P<0,05). " El fungicida imazalil fue evaluado a

dosis en mL - L' y B. subtilisa g - L.

Note: Means with the same letter between columns are equal(Tukey, P < 0,05). " The imazalil fungicide was evaluated

at doses inmL « L"'andB. subtilisin g - L.

Diversos estudios han demostrado el potencial de los
fungicidas para incluirlos en los programas de protec-
cion en los cultivos, por lo que se realizan evaluaciones
previas de efectividad in vitro. Reportes del uso del
imazail en Colletotrichum musae result6 efectiva en
dosis de 0,5 mL * L' (Rodrigues et al., 2019), contra
Penicillium expansum fue de 0,2 mL ¢ L' (El Guiche
et al., 2016). En Cylindrocarpon lirtodendri y C. ma-
crodidymum las dosis efectivas fueron 100, 10, 1 y
0,1 mgi.ae* L' (Alanizetal.,2011); contra Curvularia
sp., Alternaria sp. y Helminthosporium sp. la mejor do-
sis de efectividad correspondié a 1 mL * L' (Cristébal
et al., 2013). Finalmente en P. digitatum se consider6
las dosis de 2 mg * L' como mejor para inhibir al hongo
(Sepulveda et al., 2015). Elimazalil es un fungicida de
la familia de los imidazoles, de accién sistémica, que
afecta la sintesis del ergosterol, componente principal
de la membrana celular (Erasmus et al., 2015).

Por las propiedades antifungicas, B. subtilis se le ha
empleado como ingrediente activo de fungicidas bio-
l6gicos. Estudios con B. subtilis reportan actividad
in vitro contra F. oxysporum f. sp. cucumerinum, con
un 60 % de inhibicién del crecimiento micelial (Gua-
to-Molina et al., 2019); asi mismo en F. oxysporum f. sp.
gladioli, B. subtilis mostr6 una inhibicién del creci-
miento micelial del 58,89 % (Michel et al., 2014) y
en I oxysporum f. sp. cicert, B. subtilis causé el 75 %
de inhibicién del crecimiento del hongo (Suthar et

al., 2017).

En otros trabajos sereporté la actividad de B. subtilis en
combinacién con el fungicida imazalil (0,5 y 1 mL < L")
sobre P digitatum, causante de enfermedades posco-
secha en citricos. La combinacién redujo la infecciéon

en un rango del 42 al 27 % (Moretto et al., 2014).

También B. subtilis ha ejercido efecto inhibitorio sobre
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el crecimiento de otros fitopatégenos como Pythium
spp.» Phytophthora spp., Botrytis spp., C. gloeospo-
riotdes, Penicillium spp., Rhizoctonia spp., A. solant,
Fusarium spp., Monilinia spp. (Reinoso et al., 2007;
Tucuch-Pérez et al., 2018).

En la literatura se encuentra pocos experimentos exi-
tosos relacionados con el uso de Bacillus en lisianthus
y otros géneros afines para el biocontrol practico; lo
que puede deberse a que actualmente existe la tenden-
cia de emplear estos microrganismos para la induccién
de resistencia sistémica en plantas, como mecanismo
de control biolégico que provee una proteccién efectiva
frente al ataque de hongos fitopatégenos.

CONCLUSION

* El presente trabajo constituye un primer reporte
de las especies C. lunata, H. speciferum, A. al-
ternata y F. equiseti, como especies inductoras de
enfermedades en Eustoma grandiflorum en condi-
ciones protegidas. El fungicida imazalil en dosis del
0,5 mL ¢ L' tiene un efecto potencial para el control
de los hongos fitopatégenos en estudio.
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SERVICIOS CIENTIFICO-TECNICOS

ofrecidos por el

INSTITUTO DE INVESTIGACIONES DE SANIDAD VEGETAL
INISAV

Analisis fisico-quimico de plaguicidas.

Analisis de residuos y contaminacion ambiental por plaguicidas.
Monitoreo y determinacion de fungo e insectorresistencia.

Asistencia técnica sobre reproduccion y liberacion de entomofagos.
Asistencia técnica sobre reproduccion y utilizacion de bioplaguicidas.

Diagnostico cuarentenario y evaluacion de riesgos.

Diagnostico de agentes causales de enfermedades causadas por virus,

hongos y bacterias.

Diagnostico entomologico, acaroldgico y nematolégico.

Control de roedores.

Asistencia técnica sobre manejo integrado de plagas, enfermedades y
malezas.

Servicio de cuarentena para introducciones de entomofagos.

Venta de inmunosueros de bacterias fitopatogenas.
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