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RESUMEN

El estudio tuvo como finalidad la identificacion del agente causal de pudricion carbonosa
en cafia de azucar (Saccharum officinarum L.), en Veracruz, México. Se utilizaron varios
métodos de identificacion como caracterizacion morfoldgica, microscopia electronica, PCR
y la realizacién de los postulados de Koch. Con la finalidad de determinar la incidencia de
la enfermedad se realiz0 una evaluacion en diez variedades de cafia de azucar mas
prometedoras de INIFAP (MEX 03-47, SP 80-32, Q 28-2, ITV 92-1424, MEX 03-36, MEX
03-32, B 33-37, CP 2086, LAICA 82-2220 y MEX 03-50) para observar pudricion de raiz y
asi reaislar el patégeno y comprobar el agente causal de la pudricion carbonosa de la cafia
de azucar. Se realizaron montajes para observar las estructuras reproductivas del patégeno
para tomar mediciones de los conidios.De acuerdo con la caracterizacion morfoldgica se
logré aislar al hongo presente en el tallo al agente causal identificado como Macrophomina
phaseolina, obtenido del medio de cultivo PDA siendo el primer reporte de este patdgeno
en cafia de azlcar en México. Las secuencia de ADN asignadas por GenBank fueron:
KJ577740 y KJ577741 de las muestras amplificadas por PCR del cultivo monosporicodio
un 99% de coincidencia para Macrophomina phaseolina y con esto se comprob6 el
patdgeno que causa la pudricion carbonosa.
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ABSTRACT

This study aimed to identify the causative agent of charcoal rottenness in
sugarcane (Saccharum officinarum L.) in Veracruz, Mexico. Several methods of
identification and morphological characterization, electronic microscopy, PCR and the
realization of Koch's postulates were used. In order to determine the incidence of this
disease, an evaluation was conducted in ten promising varieties of sugarcane promoted by
the INIFAP (MEX 03-47, SP 80-32, Q 28-2, MOT 92-1424, MEX 03-36, MEX 03-2, B 33-
37, CP 2086, LAICA 82-2220 and MEX 03-50) to observe the root rottenness, therefore re-
isolate the pathogen and to confirm the causative agent of charcoal rot of sugarcane. Slide
preparationswere done to observe the reproductive structures of the pathogen and to take
measurements of the conidia. According to the morphological characterization, the isolation
of the fungi present in the stemof the sugarcane, Macrophomina phaseolina was
successfully identified, and it was obtained from the media culture as the first report PDA
of this pathogen in Sugarcane in Mexico. The DNA sequence from GenBank were
assigned: KJ577740 and KJ577741 samples and amplified by PCR of monosporic culture
gave a 99% of coincidence to Macrophomina phaseolina. Therefore, the pathogen causing

charcoal rottenness was found.

Keywords: Charcoal rot, disease, varieties, GenBank
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INTRODUCCION

Mas del 50% del consumo mundial de azucar se obtiene de la cafia de azlcar
gue crece en climas tropicales y subtropicales, el resto procede de la
remolacha azucarera, que crece en regiones templadas.La cafia de azucar se
cultiva en mas de 130 paises en el mundo; Brasil aporta el 43%, India el 20%
de la produccion seguidos por China, Tailandia, Pakistan y México (FAO,
2011).

El azdcar es un producto de consumo basico para la poblacién mexicana, es
uno de los cinco productos basicos alimenticios junto con maiz, frijol, trigo y
café. Destaca en el consumo del ambito industrial la industria refresquera,
galletera, alcoholera, dulcera y la de alimentos balanceados para alimentacion.
La cafia de azucar se produce en diversos climas y suelos en 15 entidades
federativas del pais (SAGARPA, 2011).

El cultivo se sitia entre los 37° de latitud norte y los 31° de latitud sur. Se
encuentra en las costas del Océano Pacifico y del Golfo de México, en el sur
de Quintana Roo y comprende una faja transversal sobre el paralelo de los 19°
de latitud norte. Ademas sefialan que el cultivo se desarrolla en un amplio
margen de condiciones de humedad, se encuentran en zonas con precipitacion
pluvial de 10 000 mm anuales hasta zonas que experimentan extrema sequia,
nortes se presentan en la época de zafra en la costa del Golfo de México,
huracanes y ciclones hacen acto de presencia tanto en la costa del Golfo de
México como en la costa del Océano Pacifico (Valdez et al, 2000).

En México, la cafia de azucar se cultiva en 774,243 ha las cuales producen
878,624 t con un rendimiento promedio nacional de 69.67 t/ha. En el estado de
Veracruz se cultivan 280, 509 ha con un rendimiento de 69.67 t/ha (SIAP,
2011).



Las plagas y enfermedades de la cafia de azucar constituyen uno de los
principales factores negativos para la produccién de azucar a nivel mundial. En
las dltimas décadas, el nUmero de organismos patdégenos y agentes etioldgicos
detectados sobre este cultivo ha crecido considerablemente y se han extendido
de forma notable. Por ejemplo, hoy en dia se conoce un inventario de 125
enfermedades en los 109 paises y regiones cafieras, donde se produce
aproximadamente el 60% del azlcar que se consume en todo el mundo. En
cuanto a las enfermedades, las que mayor importancia tienen en nuestro pais,
son el mosaico comun (Sugarcane Mosaic Virus), el Carbén de la cafa de
azucar (Ustilago scitaminea Sydow) y la Roya comun (Puccinia melanocephala
Sydow), Pokka Boeng (Fusarium  moniliforme  Sheldon) entre
otras(INIFAP,2012).

Actualmente se ha observado una enfermedad en cafia de azucar en el estado
de Veracruz cuya sintomatologia se presenta como lesiones negras y
posteriormente manchas extensas de color gris blanquecino, en donde se
localizan las estructuras reproductivos del patégeno (esclerocios y picnidios)
como se desconocia el agente causal fue necesario realizar un diagndéstico
adecuado y concluir con la etiologia de la enfermedad, ademas de llevar a cabo
la evaluacion de materiales en invernadero. Por lo anterior el presente trabajo
tuvo como obijetivo identificar al agente causal de la pudricion carbonosa en
cafia de azucar, asi como evaluar la incidencia del patdgeno en diferentes

variedades de cafia de azucar.

2.0BJETIVOS

¢ Identificar el agente causal de la pudricion carbonosa en plantas de cafia

de azucar en Papaloapan, Veracruz.

e Evaluar la incidencia del patégeno en las variedades comerciales de

cafa de azucar.



3. REVISION DE LITERATURA
3.1. Origen

No se conoce con exactitud el origen de la cafia de azUcar; se han propuesto
muchas teorias al respecto, sin embargo, se considera que el centro de origen
del complejo Saccharum es la region que comprende parte de la India, China,
Nueva Guinea y zonas aledafas, por encontrarse ahi el mayor numero de

especies(Subiros,1995).

La especie Saccharum officinarum fue importante en la dieta de las
civilizaciones primitivas, alrededor de 3000 afios A.C., ya era empleada para
ser mascada y para ingerir su jugo. La referencia mas antigua que existe del
azucares del siglo IV A.C. en Persia, donde se usaba con fines medicinales;
ademas, se valoraba como articulo de lujo, por lo que era vendido a elevados
precios (Subirds, 1995).

La India es considerada como el primer centro de explotacion comercial de la

cafia, donde se hizo azucar (Subirds, 1995).

Cristobal Colon, en el segundo viaje realizado a América, en 1943, introdujo la
cafia en la isla La Espafiola, que hoy es Republica Dominicana y Haiti. El clon
introducido fue Creola , presumiblemente un hibrido entre S. barberiy S.
officinarum. De esta isla se difundi6 hacia Cuba, Puerto Rico, México,

Colombia, Pera y a otros paises del continente (Subirds, 1995).

Su expansion por el territorio mexicano puede explicarse no solo por haber
encontrado condiciones favorables de clima, suelo y ambiente en general, si no
por un sostenido incremento en la demanda por parte de los colonos, que

alent6 sustancialmente el crecimiento de la produccién (Ochoa, 1991).



3.2. Taxonomia

De acuerdo a Daniels y Roach (1987) citado por Flores1991,la clasificacion de
la cafia de azucar es la siguiente:
Reino: Vegetal
Divisiéon: Espermatofitas o faner6gamas
Sub-division: Angiospermae
Clase: Monocotiledoneaes
Orden: Glumiflorae
Familia: Graminea
Tribu:Andropogonae
Sub-tribu: Saccharae
Género: Saccharum
Especie: officinarum

El género Saccharum corresponde a un complejo constituido por seis
especies; cuatro domesticadas (S. officinarum, S. edule, S. barberi y S.
sinensis) y dos silvestres ( S. spontaneum y S. robustum)(Daniels y Roach,
1987).

3.3. Saccharum officinarum

Esta especie es originaria de Nueva Guinea, de donde se extendié a Indonesia,
India y otros lugares. Es conocida como la cafia “noble”. Se caracteriza por su
alto contenido de sacarosa, tallos gruesos y pesados, con bajo contenido de
fibora y altura media. Los entrenudos son cortos, en forma de barril,
generalmente coloreados (rosado, rojo, amarillo, purpura, verde, entre otros);
las hojas son anchas y se desprenden con facilidad. Son exigentes en clima y

suelo; también son muy susceptibles a enfermedades (Subiros, 1995).



3.4. Importancia de la cafia de azucar en el mundo

Uno de los productos mas consumidos a nivel mundial es el azucar, ya sea que
este sea de la cafa de azucar o de la remolacha azucarera. Sin embargo, para
muchos paises de Latinoamérica, entre ellos México, y de Asia, el azlcar que
se obtiene a partir de la cafia de azlcar juega un papel importante como fuente
de empleo y generacion de ingresos para un amplio grupo de la poblacién
(Ochoa, 1991).

Segun los prondsticos de la FAO, en 2011/12 laproduccion mundial de azucar
podria aumentar en cerca de 8 millones de toneladas, o sea un 4.6 por ciento,
con respecto a 2010/11. Por segundo afio consecutivo se prevé que la
produccion superara el consumo, y quedara un excedente en torno a los 5.4
millones de toneladas que contribuira a reponer los niveles relativamente bajos

de las existencias. EI aumento de la produccién azucarera se atribuye a una
importante expansion de la superficie y de la utilizacién de insumos, favorecida
por la firmeza de los precios internacionales del azucar durante los dos ultimos

afos y el retorno a caracteristicas meteoroldégicas mas normales.

El cultivo no puede darse en cualquier pais si no que es de un clima tropical o
subtropical, de ahi que la mayoria de los principales paises productores se
encuentren en Asia y América Central y del Sur y unas cuantas regiones de

Europa.

De acuerdo a FAO, aproximadamente el 65% de la superficie cultivada con
cafia de azucar se encuentra en seis paises: Brasil, India, China, Tailandia,

Pakistan y México como se puede observar en la Figura 1.
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Fig. 1. Produccién mundial de cafia de azlcar en 2011Fuente: FAO,2011

3.5. Importancia de la cafia de azlcar en México

En Meéxico la industria azucarera es histéricamente una de las mas
importantes, debido a su relevancia econdmica y social en el campo; genera
mas de dos millones de empleos, tanto de forma directa como indirecta; se
desarrolla en 15 entidades federativas (Fig. 2) y 227 municipios, generan un
valor de produccién primaria de alrededor de 30 mil millones de pesos
(SAGARPA, 2011)

Cuadro 1. Principales estados productores y su participacion en la produccion
nacional (SIAP, 2011).

Superficie Produccion Rendimiento
Estado (I EGE(RE (Ton) (Ton/Ha)
Chiapas 31 564 .00 2 779 064.60 88.04
Jalisco 65 256 .93 5558 114.83 85.17
Nayarit 33 162. 08 2 694 490.87 81.21
Oaxaca 60 418. 30 3376 314.36 55.88
SLP 60 323.00 3 556 109.50 58.95
Tamaulipas 54 888.00 3 551 343.00 64.70
Veracruz 268 586.15 17 371 561.56 64.68
Nacional 713 824. 00 49 735 273.26 69.67



Fig. 2. Estados productores de cafia en México Fuente: (SIAP, 2011).

3.6. Importancia de la cafia en Veracruz

La cafia de azlcar constituye el principal cultivo perenne en el estado de
Veracruz. Otros cultivos destacados de esta indole en la entidad federativa son
el café, naranja, mango, sandia, chile verde, papaya y la pifia. La cafia de
azucar se encuentra establecida en municipios del estado, los que participan
con los mayores aportes de superficie: Atzalan, Martinez de la Torre, Misantla,
Nautla, San Rafael, Tecolutla, Tlapacoyan y Vega de Alatorre. Cuenta con mas
de 268 586 hectareas sembradas y cosechadas, con el rendimiento promedio
en campo fue de 64.8 ton/ha. En Veracruz la cafia se industrializa en 22
ingenios (SIAP, 2011)



3.7. Subproductos de la cafia de azucar

La cafia de azucar se utiliza preferentemente para la produccion de azucar y
se puede utilizar como fuente de materias primas para una amplia gama de
derivados, algunos de los cuales constituyen alternativas de sustitucion de
otros productos con impacto ecoldgico adverso (cemento, papel obtenido a
partir de pulpa de madera)(Fig.3). Los subproductos de esta industria,
especialmente los mostos de las destilerias contienen una gran cantidad de
nutrientes organicos e inorganicos que permiten su reciclaje en forma de
abono, alimento animal, etc. En este sentido es importante sefialar el empleo
de la cachaza como fertilizante, las mieles y los jugos del proceso de
produccion de azucar pueden emplearse para la produccién de alcohol, lo que
permite disponer de un combustible liquido de forma renovable y la
incorporacion de los derivados tradicionales (tableros aglomerados, papel y
cartdon, cultivos alternativos para alimento animal y mieles finales). Una
pequefia parte la produccion de cafia de azUcar tiene fines de produccion de
piloncillo, también es conocido como panela. El piloncillo tiene varios usos,
como materia prima en la industria de la reposteria, pasteleria, y como
endulzante en diversos alimentos y también se usa para la elaboracion de
alcohol y otros licores. Otra cantidad de cafia aln mas pequefia se utiliza como
fruta de estacion, aunque se vende todo el afio, se concentra en la temporada

navidefa para las pifiatas y el tradicional ponche (SIAP, 2011).
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Fig. 3. Subproductos obtenidos de la cafia de azlcar FUENTE (SIAP, 2011)

3.8. Enfermedades fungosas de la cafia de azGcar en México

Debido a la importancia que revisten los hongos, como causantes de las
enfermedades de la cafia de azlcar a continuacion se da una breve

descripcion de los méas importantes.

3.8.1. Muermo rojo o pudricién roja (Physalospora tucumanensis)

3.8.1.1. Organismo causal
Colletotrichum falcatum Went, estado imperfecto. Physalospora tucumanensis

Speg., estado imperfecto(Agnihotri, 1990).

3.8.1.2. Historia

La pudricién roja del tallo conocida también con el nombre de muermo rojo de
la cafla es una de las enfermedades mas antiguas que se conocen y se
presenta en la mayoria de los paises que cultivan cafla de azlcar. Esta
enfermedad fue considerada de importancia econémica y causo el fracaso de
algunas variedades comerciales importantes en varios paises, principalmente

en Estados Unidos de Norteamérica y la India.



3.8.1.3. Sintomas

Puede atacar cualquier parte de la planta, pero principalmente a los tallos y a
los trozos de semilla. La enfermedad en los tejidos del tallo presenta un color
rojizo, con algunas manchas blancas de forma alargada en los angulos a la
derecha del axis del tallo. Estas manchas blancas son especificas de la
pudricién roja y varian en tamafio y cantidad. Las variedades susceptibles
pueden mostrar un color rojizo a lo largo del tallo y pueden desarrollar
cavidades longitudinales que contienen micelio. Ademas sefiala que las
lesiones que se producen en la nervadura de las hojas comienzan por
pequefias manchas rojas alargadas y toman un color pajizo, a menudo se
extienden a lo largo de toda la nervadura de la hoja. Las pequefias manchas
negras sobre las lesiones son los cuerpos fructiferos de los patégenos
(Agnihotri, 1990).

3.8.1.4. Fuentes de inoculo

Lesiones en las nervaduras, tallos enfermos, trozos de cafa infectados y
desechos de la cosecha. Los conidios producidos en las lesiones de la
nervadura de las hojas y de los tallos son la mayor fuente de inoculo durante el
periodo de crecimiento. Estos son diseminados por el viento, la lluvia o el rocio
en la cepa de la cala y a otros tallos o en la cafia joven adyacente. La infeccion
se presenta principalmente en el area del nudo, la yema, la raiz primordial, la
vaina de las hojas, la escama de la yema o a través delas grietas o lesiones en
los tallos (Subiros, 1995).

Las condiciones ambientales tienen un gran efecto sobre el grado de infeccion
y en las pérdidas que ocasiona; pueden ser por el deterioro de los trozos de la
cafia semilla y de las socas, la muerte de tallos o planta individuales, la
reduccion del contenido de sacarosa, la pureza del jugo y problemas durante el
procesamiento. Se han reportado perdidas en algunos paises que se han

extendido hasta la perdida completa de la cosecha (Subiros,1995).
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3.8.1.5. Medidas de control

Las buenas practicas de cultivo e higiene del campo son importantes para el
control de la enfermedad. La buena preparacion de la cama de siembra, el uso
de semilla de cafa de buena calidad, la siembra en época de calor en lugar de
frio, buen drenaje, humedad adecuada del riego y la destruccién de los
residuos de cosecha pueden ayudar(Subiros,1995).

3.8.2. Pokkah boeng (Fusarium moniliforme)

3.8.2.1. Organismo causal
Fusarium moniliforme Shedon, estado imperfecto, Giberella fijikuroi (Sawada)
Wollen., estado perfecto (Sheldon, 1904).

3.8.2.2. Historia

El pokkah boeng es un término javanes que denota un cogollo mal formado o
retorcido. La enfermedad fue originalmente descrita por Wakker y Went en
Java en 1896, pero no fue establecido ningun agente causal. Bolle en 1927 fue
el primero en demostrar que la enfermedad es causada por un hongo,
Fusarium moniliforme. La enfermedad ha sido registrada en casi todos los

paises donde se cultiva la cafia de azlcar.

3.8.2.3. Sintomas

Los sintomas del pokkah boeng son el desarrollo de una condicion clorética
hacia la base de las hojas jévenes, acompafiado por una deformacion de las
hojas afectadas, deformacién del tallo con lesiones externas e internas y en
casos agudos la muerte del tallo (pudricion del cogollo). En el campo se
presentan muchas variaciones de los sintomas generales, pero el resultado
final es usualmente una copa y tallo defectuosos o dafiados (Martin et
al.,1961).

La base de las hojas afectadas es a menudo mas angosta que las hojas
normales. Cuando las hojas maduran se desarrollan rayas rojizas de forma
irregular y manchitas dentro de las partes cloréticas y algunas veces también

en porciones verdes de las secciones inferiores de la hoja. Las areas rojizas
11



algunas veces se desarrollan en perforaciones que no tienen un arreglo
definido, o en forma de lesiones escalonadas. El tejido a lo largo de los
margenes y puntas de las hojas pueden llegar a ser de un color rojo cafesoso
a negro. Las vainas afectadas por la enfermedad se vuelven cloréticas y
desarrollan areas necréticas irregulares de un color rojizo, similares aquellos de
las hojas(Martin et al.,1961).

La infeccidn de la hoja algunas veces continta hacia abajo y penetra el tallo a
través del punto de crecimiento y rayas rojizas obscuras pueden extenderse a
través de varios entrenudos. El estado mas avanzado y serio del pokkah boeng
es la pudricion del cogollo; la espiga joven y la copa entera de la planta
mueren(Martin et al.,1961).

3.8.2.4. Fuente de inoculo

La transmision de la enfermedad es principalmente por el movimiento de las
esporas de un lugar a otro por las corrientes de aire. La transmisién por trozos
de semilla tomadas de plantas enfermas puede ocurrir ocasionalmente, pero

tiene poca importancia econémica (Subiros, 1995).

3.8.2.5. Medidas de control
El control mas satisfactorio del pokkah boeng es el uso de variedades

resistentes y la aplicacion de fungicidas como Bavistin y/o Oxicloruro de cobre
(Patil et al., 2007).

3.8.3. Roya café (Puccinia melanocephala)

3.8.3.1. Organismo causal
El hongo causante de la roya pertenece al grupo de los chahuixtles que atacan
a las gramineas como el trigo, el maiz y los pastos (Subiros,1995).

3.8.3.2. Historia

En México fue localizada en 19179 en Cardenas, Tabasco, en la variedad B
4362 y se supone que el inoculo llego acarreado por los vientos. Poco después
aparecid en todos los ingenios de la Cuenca del Papaloapan. El hongo se

propago rapidamente en los cafiaverales ubicados a lo largo de la vertiente del
12



Golfo de México, donde encontré condiciones favorables para su desarrollo
(Huerta et al, 1979).

3.8.3.3. Sintomas

Los sintomas de la roya comun son pequefias manchas amarillentas
alargadas, visibles por los dos lados de la hoja. Estas manchas se agrandan
sobre todo alargadndose, y se vuelven amarillo- rojizas o pardas. Un pequefio
halo, de color amarillo-verdoso pélido se forma alrededor de las lesiones. En
las variedades sensibles estas lesiones toman rapidamente una apariencia
pustulosa, principalmente en el envés de las hojas. Aparecen con mas
frecuencia hacia la extremidad de las hojas y se abren muy pronto, liberando

masas densas de esporas de color entre naranja y pardo (Flores, 1997).

Pueden aparecer numerosas lesiones sobre la hoja individualmente,
confiriéndole una apariencia parda o herrumbrosa. Las plantas afectadas
toman una coloracidon caracteristica, yendo del color oxidado al pardo,
dependiendo de la variedad, y esta coloracién es visible incluso desde lejos.
La roya es mas severa en las cafias de seis meses de edad, en planta comun
en retofios y se disemina generalmente con la edad aunque no en todas las
variedades explotadas. Las regiones y estaciones templadas favorecen
también la roya (Flores, 1997).

3.8.3.4. Fuentes de inoculo
El patégeno es diseminado principalmente por el viento, y en menor cantidad
por el agua de lluvia(Subiros, 1995).

3.8.3.5. Medidas de control

La Unica medida eficaz para controlar la roya comin es el empleo de
variedades resistentes. Los fungicidas son ineficaces, ya que hay que proteger
constantemente las hojas nuevas y teniendo en cuenta que la cafia crece

durante todo el afio, resultan extremadamente costosos (Victoria et al., 2007)
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3.8.4. Carbon (Ustilago scitaminea)

3.8.4.1. Agente causal

Ustilago scitaminea

3.8.4.2. Historia
Descubierto en 1980, en la zona del ingenio Alvaro Obregén, Quintana Roo, en
la variedad Méx 56-18; se supone que la infeccién provino de Corozal, Belice,

donde la enfermedad se conocia desde 1978(Flores, 1980).

3.8.4.3. Sintomas

La caracteristica de la enfermedad es la formacion de una vara como latigo que
nace del cogollo y puede medir d 2-3 cm de diametro, por 10 hasta 120 cm de
longitud y que encierra millones de esporas (Ferreira y Comstock, 1989).Los
autores indican que la infeccién tiene lugar después que las esporas llevadas
por el viento caen sobre los brotes expuestos y penetran bajo las escamas de
las yemas. Incluso antes de la aparicién del latigo, los tallos infectados crecen
delgados con apariencia de zacate. Las yemas laterales pueden igualmente
ser infectadas y producen latigos. En las variedades susceptibles, la infeccion
precoz produce tallos herbaceos y el amacollamiento aumenta de dos a tres
veces.Después de la germinacién de las teliosporas, los esporidios o
basidiosporas pueden ser unicelulares como las levaduras o filamentosas como

un micelio (Ferreira y Comstock,1989).

3.8.4.4. Fuentes de inoculo

La dispersién de las esporas se da por el viento, las cuales al llegar a las hojas
de la cafia son arrastradas por el rocio o la lluvia hasta las yemas, que es por
donde penetra el micelio, esta es la forma mas natural y efectiva. El transporte
de las esporas en los residuos de cosecha, procedentes de campos infectados
por los vehiculos, los animales, maquinaria e implementos de labranza(Subiros,
1995).
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3.8.4.5. Medidas de control

Para un efectivo control de esta enfermedad es necesario seguir las siguientes
indicaciones: (a) la siembra de variedades resistentes.; (b) seleccion de
semilleros sanos; (c) en plantaciones con presencia de la enfermedad, realice
la “entresaca” de plantas enfermas y “latigos” para su posterior quema en las
afueras de la parcela; y (d) control de malezas y limpieza de carriles,
especialmente zacates y otras gramineas, pues sirven de hospederas del
hongo causante de la enfermedad (INIFAP, 2012).

3.8.5. Hongo en estudio (Macrophomina phaseolina)

El hongo Macrophomina phaseolina (Tassi) Goidataca a mas de 500 especies
de plantas y cerca de 100 familias (Mihail y Taylor,1995). El gran nimero de
hospederos sugiere que es un hongo altamente variable en patogenicidad
(Dhingra y Sinclair, 1978). Los mismos autores indican que M. phaseolina
causa la pudricion carbonosa en frijol comin (Phaseolus vulgarisL.) y otros
cultivos de importancia econdmica como soya [Glycinemax (L.) Merr], sorgo
[Sorghumbicolor (L.) Moench], maiz (Zea mays L.), ajonjoli (Sesamumindicum
L.) y girasol (Helianthus annuus L.). Los dafios que se reportan por pudricion
carbonosa son variables y generalmente fluctian entre el 10 y 60% en pérdidas
del rendimiento de grano, asi como incidencias de hasta del 100% en paises
como Estados Unidos de América, México, Venezuela y Brasil (Abawi y Pastor-
Corrales, 1990).

En México el hongo se ha detectado en regiones aridas, subtropicales y
tropicales (Mayek- Perez et al., 2001).

3.8.5.1. Clasificacion taxonomica ( Wheeler, 1975)
Division Eumycota
SubdivisionDeuteromycotina
Clase Coelomycetes
Orden Sphaeropsidales
Familia Sphaeropsidaceae
Genero Macrophomina

Especie phaseolina
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3.8.5.2. Agente causal

El hongo imperfecto M. phaseolina presenta una fase esclerocial
(miceliasterilia) denominada Rhizoctonia bataticola (Taub) Butler y una fase
picnidial (Sphaeropsidal) denominada M. phaseolina (Dhingra y Sinclair, 1978).
El hongo presenta micelio ramificado con hifas hialinas, filiformes y septadas;
mismas que pueden tener ramificaciones secundarias. Los conidios del hongo
son fusiformes, unicelulares, levemente curvos, puntiagudos en un extremo y
redondeados en otro. Como estructuras de resistencia, M. phaseolina produce
microesclerocios que son esféricos o ligeramente alargados, rodeados de
micelio cuyas prolongaciones contribuyen a su formacion. Los microesclerocios
son articulados, duros, coraloides y de color negro (Abawi y Pastor- Corrales,
1990).

3.8.5.3. Ciclo biolégico

La pudricién carbonosa es favorecida por el déficit hidrico y altas temperaturas
(Abawi y Pastor- Corrales, 1990) M. phaaseolina existe en el suelo como una
masa compacta de micelio endurecido llamadas esclerocios que pueden
permanecer latentes durante muchos afios. Bajo condiciones apropiadas, las
hifas germinan a partir de esclerocios, penetrando a las raices en la pared
celular de plantas hospederas. Curiosamente M. phaseolina se ve favorecida
por las condiciones de altas temperaturas, y el hongo puede crecer
rapidamente en el tallo y se multiplica en el hospedero cuando las plantas se
estresan en los veranos calurosos y secos (Olaya y Abawi, 1996).

3.8.5.4. Sintomatologia

En frijol causa lesiones negras e irregulares, hundidas y cercana a la base de
los cotiledones, mismas que pueden llegar a cubrirlos por completo,
extendiéndose en el tallo, y a menudo, envolviendo los peciolos de las hojas, lo
gue causa estrangulamiento del tallo y la muerte de la plantula (Abawi y Pastor,
1990). En planta adulta, el hongo causa secamiento al invadir los vasos del
xilema. La raiz presenta coloracion de rojo a café y se produce micelio que va

de gris a negro; ademas, se producen microesclerocios de color negro. El tallo
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presenta poca o nula turgencia al secarse las plantas adquiriendo un color
pajizo. Las plantas infectadas mueren sin producir semilla o sufren

achaparramiento y reducen su rendimiento (Dhingra y Sinclair, 1978)

En soya las plantas enfermas pueden marchitarse y morir prematuramente con
hojas senescentes ademas del desprendimiento de los tejidos corticales de la
parte inferior del tallo y la raiz principal y el aspecto gris moteado en estos
tejidos, asi como la formacion de microesclerocios (Bressano et al, 2010).

En girasol el patégeno generalmente afecta el sistema fibrovascular de las
raices y entrenudos basales ,el marchitamiento progresivo, la pérdida de vigor
y rendimiento, después de la floracion ahuecamiento del tallo y la presencia de
microesclerocios negros puede ser tan numerosos como para dar un aspecto

negro grisaceo al tejido(Salik, 2007).

3.8.5.5. Importancia y dafos

M. phaseolina es un grave problema en soya causando pérdidas en
rendimiento en Argentina, Brasil, Canada, Paraguay y los Estados Unidos
durante 1994 de 1.23 millones de toneladas, valoradas en 272.260.000
dolares. Solo en los Estados Unidos, la pérdida de rendimiento atribuibles a la
pudricion carbonosa en 1994 fue de 0.28 millones de toneladas, con un valor
de 60.650.000 dolares (Wratheret al, 1998).

3.8.5.6. Métodos de control

El control de Ila pudricion carbonosa incluye: la rotacion de cultivos, la
eliminacién del material vegetal después de la cosecha, la manipulacion de las
fechas de siembra, fertilizacion adecuada y oportuna, la densidad de siembra y
el riego segun sea necesario. Otras estrategias, como la aplicacion de
fungicidas a las semillas y el suelo o el uso de agentes de control biolégico
también se han empleado. Sin embargo, estas estrategias hasta la fecha no
han facilitado el control efectivo del patdégeno y con frecuencia son dificiles de
aplicar, debido a los altos costos. Por lo tanto, la opciébn mas viable para
controlar el patdgeno es desarrollar germoplasma resistente (Abawi y Pastor-

Corrales, 1986).
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Colecta de plantas enfermas

La colecta del material enfermo se realiz6 en lotes de plantas obtenidas del
Ingenio Cosamaloapan en la regién del Papaloapan, en el estado de Veracruz
(Fig. 4.)Las plantas seleccionadas mostraban sintomas de pudricién de tallo y
raiz, asi como la presencia de microesclerocios de color negro. Las plantas
afectadas fueron etiquetadas, colocadas en bolsas de polietileno para su
transporte al laboratorio de Micologia del Departamento de Parasitologia
Agricola de la Universidad Autonoma Chapingo para realizar la identificacion
del agente causal.

ZONAS CANERAS VERACRUZ

Fig. 4. Zonas caieras en el estado de Veracruz FUENTE: (SAGARPA, 2013)

4.2. Aislamiento del patégeno

El material colectado se lavé con agua corriente y posteriormente se secciond
el tejido que presentaba sintomas de la enfermedad con una navaja en trocitos
pequefios los cuales fueron desinfectados en una solucion de hipoclorito de
sodio al 1% por espacio de 1 a 5 minutos, enjuagados con agua destilada
estéril y secados con papel filtro, finalmente se transfirié el tejido infectado a
cajas Petri distribuyéndose en toda la caja con medio de cultivo PDA, se
etiqueto la caja y se dejo crecer a temperatura ambiente por tiempoindefinido

hasta que se observo el crecimiento miceliar .
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4.3. Purificacién de la cepa del hongo

Cuando se observo el desarrollo del micelio del hongo se transfirieron trozos a
otras cajas Petri con PDA. Se dej6é desarrollar el hongo por una semana,

transfiriendolo nuevamente a cajas Petri con PDA para obtener un cultivo puro.

El hongo desarrollado abundantemente fue transferido a tubos con PDA para

posteriores estudios y conservados en aceite mineral.
4.4. Incremento del in6culo

Una vez que el hongo crecio se procedié a incrementarlo en cajas Petri con el
medio de cultivo PDA, a fin de obtener una gran cantidad de inoculo para la

prueba de patogenicidad.
4.5. Identificacién morfoldgica del patégeno

Para la identificacion del patdgeno se hicieron preparaciones para observar
sus estructuras al microscopio compuesto, esto se realizd utilizando
portaobjetos y cubreobjetos convencionales, siendo el medio de montaje con
lactofenol. Las caracteristicas que se determinaron fueron el tipo de micelio,

estructura reproductiva, tamafo, forma, color de los conidios.

Para la determinacién del tamafio de los conidios se procedi6 a la medicion de
100 de ellos, utilizando el microscopio previamente calibrado, las medidas que
se tomaron fueron: largo y ancho. El medio de cultivo utilizado para la

identificacion fue PDA.
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4 .6. Identificacion molecular
4.6.1. Extracciéon de ADN

Las cepas utilizadas para llevar acabo la extraccion de ADN, fueron derivadas
del reaislamiento que se hizo en las pruebas de patogenicidad, mismas que
fueron transferidas a medio de cultivo PDA.

A los 15 dias de cultivo en AN, se muestrearon aproximadamente 100 mg de
micelio con una asa bacterioldgica, y se transfirieron a un tubo de centrifuga de
1.5 ml. Se realizé una extraccion de ADN de cada muestra utilizando el kit
AxyPrep Multisource Genomic MiniprepMR (AxygenBiosciences) siguiendo el
procedimiento de la compaifiia con ligeras modificaciones: A 100 mg de micelio
se adicionaron 350 pL de buffer PBS y 0.9 uL de RNasa A. Se homogenizé la
mezcla por 30 segundos en vortex y se adicionaron 20 pL de Proteinasa K y
150 uL de buffer C-L, se mezclé en vortex durante 1 minuto, se incub6 a 56°C
por 15 minutos y se adicionaron 350 uL de buffer P-D mezclando nuevamente
en vortex por 30 segundos. Se centrifugd 10 minutos a 12, 000 x g a
temperatura ambiente. Posteriormente, se colocé una columna miniprep en un
tubo nuevo de microcentrifuga de 2 ml y se transfirié el sobrenadante obtenido
en el paso anterior y se centrifugé un minuto a 12, 000 x g. Se descarto el
filtrado del tubo de 2 ml y se regresoé la columna miniprep al tubo de 2 ml. Se
agregaron 500 pL de buffer W1 a la columna miniprep y se centrifugé 1 minuto
a 12, 000 x g. Se descart6 el filtrado y se regreso la columna al tubo de 2 ml.
Se adicionaron 700 pL de buffer W2 y se centrifugé 1 minuto a 12, 000 x g, se
descartd nuevamente el filtrado y se repitio el paso con una segunda alicuota
de 700 pL de buffer W2. Se descart6 el filtrado y se coloc6 nuevamente la
columna en el tubo de 2 ml. Se centrifugé 1 minuto a 12, 000 x g. Finalmente
se transfirid la columna a un tubo nuevo de 1.5 ml para eluir el ADN genémico
con 100 pL de eluente (precalentado a 65°C) sobre la membrana, dejando

reposar 1 minuto a temperatura ambiente y se centrifugé 1 minuto a 12, 000 x g
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4.6.2. Pruebade PCR

Para las reacciones de PCR se utilizaron los ADN'’s de 4 muestras de micelio
aislado a partir decafia de azucar. La amplificacion por PCR fue realizada con
oligonucledtidos especificos a Macrophomina phaseolina, MpKF1/MpKR1
cuyas secuencias 5’-ccg cca gag gactatcaa ac-3’ y 5’-cgt ccgaagcgaggtgta tt-3’
respectivamente, amplifican un espaciador intergénico interno (ITS) y producen
un producto de talla de 350 pares de bases (pb).

Las reacciones de PCR se realizaron en un volumen final de 25 pL con una
mezcla cuyos componentes finales fueron: amortiguador de reaccién a una
concentracion 1X, 2 mM de MgClz, 200 uM de cada uno de los cuatro dNTP’s,
20 pmoles de cada oligonucleétido, 1 unidad de Taq DNA polimerasa
(Promega) y una cantidad variable de ADN total entre 30-70 ng. El programa
térmico utilizado consistié en una temperatura inicial de 95 °C durante 1 min,
seguido de 35 ciclos a 95-56-72 °C durante 30-60-120 seg, y una extension
final de 4 min a 72°C. Se utilizé un termociclador PTC-150 (MJ Research). Los
productos amplificados fueron separados por electroforesis en geles de
agarosa a 1.5 %, y las bandas se observaron en un transiluminador de luz

ultravioleta marca UVP y fueron fotografiadas.
4.6.3. Secuenciacion

Las 4 muestras amplificadas por PCR fueron secuenciadas directamente en un
secuenciador de automatizado ABI con un kit de reaccion de terminadores ABI
prism y los resultados fueron comparados con las secuencias disponibles en la
base de datos del GenBank del Centro Nacional de Informacion Biotecnol6gica
(NCBI) del Instituto Nacional de Salud (NIH) de E.E.U.U.

(www.ncbi.nlm.nih,gov).

Las 2 secuencias que se enviaron a GenBank se les asignaron los numeros
KJ577740 y KJ577741 con el que apareceran en la proxima liberacion, donde

se confirma que el hongo es Macrophomina phaseolina.
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4.7. Pruebas de patogenicidad e inoculacién en el invernadero

Con el fin de comprobar los postulados de Koch con el hongo aislado y la
posibilidad para utilizarlo para valorar el comportamiento de los materiales de
cafa de azucar se probaron en canutos de cafia, la cual se llevo a cabo en el
invernadero del Departamento de Parasitologia Agricola, utlizando 10
variedades : MEX 03-47, SP 80-32, Q 28-2, ITV 92-1424, MEX 03-36, MEX 03-
32, B 33-37, CP 2086, LAICA 82-2220 y MEX 03-50

El inoculo utilizado en la prueba de patogenicidad se prepard de la siguiente

manera.

La cepa desarrollada en el medio de cultivo PDA se mantuvo bajo condiciones
de laboratorio hasta la cobertura completa de la caja Petri. Posteriormente al
contenido de 10 cajas se les adicion6 agua destilada estéril y fue triturado en la
licuadora de uso doméstico, para luego aforar la suspension a un litro a una
concentracion de 1x108propagulos por mL. Esta suspension se colé en un
tamiz para eliminar todos los trozos grandes y el resto se paso6 a través de una
malla triple de manta de cielo. Esta actividad se realizd6 10 veces para tener

suficiente suspension del hongo para las 10 variedades a inocular.

Al hongo purificado se le determino la prueba de patogenicidad de la siguiente
forma. Se sembraron en cajas de plastico 7 canutos de cafa, los cuales se

inocularon con el hongo por 24 horas.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

El patégeno aislado e identificado en laboratorio concuerdan con los reportados
en algunos trabajos realizados en diferentes cultivos porAbawi y Pastor-
Corrales (1986) yDhingra y Sinclair (1978). La especie del fitopatdogeno
encontrado en el tallo de la cafia de azlcar de la variedad MX 69-290
procedente Cosamaloapan, Veracruz fue Macrophomina phaseolina con
incidencias de 100% bajo condiciones de laboratorio respectivamente, las
cuales corresponden con algunas de las mencionadas por Abawi y Corrales
(1986) yDhingra y Sinclair (1978), ademés de que este hongo que atacan alos
cultivo de trigo, sorgo, maiz provocando la pudricion carbonosa en estos
cultivos ademas que pueden transmitirse de un ciclo a otro por los residuos

vegetales.

EL patégeno que fue aislado en laboratorio concuerda con la morfologia
descrita por Watanabe (2002) en cuanto a todas las caracteristicas
morfologicas de tamarfio de picnidios, conidios, coloracién de la cepa en medio
de cultivo especifico, y tipo de micelio, asi como la formacion de sus

estructuras reproductivas.

Los re-aislamientos resultantes de los postulados de Koch corresponden a las
mismas cepas y las mismas especies identificadas morfolégicamente que
fueron aisladas en el primer postulado (Agrios, 2006), por lo que la pudricién
carbonosa y micelio observado en condiciones de invernadero inoculadas en

10 variedades fueron las correspondientes a Macrophomina phaseolina.

De las 10 variedades inoculadas las que presentaron un grado de tolerancia
mas alto son: SP 80-32, Q 28-2, ITV 92-1424, MEX 03-36, MEX 03-32, B 33-37,
CP 2086 y MEX 03-50 y las variedades susceptibles son MX 30-47 y LAICA 82-
2220.

23



5.1. Aislamiento del patégeno

El crecimiento micelial se registré a los 8 dias posteriores a la siembra en el
medio de cultivo de PDA utilizado para el aislamiento del agente causal de la
pudricion carbonosa de la cafla de azucar, se observaron colonias de color
grisdceo que posteriormente se volvieron negras, con un desarrollo abundante
de micelio; lo que coinciden con los resultados reportados por (Watanabe,
2002) para el género Macrophomina (Fig. 5).

Fig. 5. Cultivo de PDA con la colonia aislada.

5.2. Postulados de Koch

De las plantas que se inocularon con el hongo para confirmar los postulados de
Koch, estas se encontraban en condiciones de 100% de humedad relativa. Los
primero sintomas que se observaron fueron a los 3 meses después de las
inoculaciones; las hojas empezaron a secarse por las puntas. A los 5 meses
después de la plantacién se realiz6 nuevamente la evaluacion de los sintomas
en las plantas la planta comenz6 a secarse completamente(Fig. 6b y 7b)y al
desenterrar los trozos de cafia que se sembraron y al partirlos por la mitad se
observo presencia de micelio grisaceo(Fig. 6¢ y 7¢), al visualizar al microscopio
el micelio se observdé una gran cantidad de conidios, como los descritos

anteriormente.
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Fig. 6. Variedad LAICA 82-2220; a) Testigo, b) Planta inoculada con el
patdégeno, c¢) Tallo de cafia con micelio del patégeno y d) Conidios obtenidos de

la planta inoculada.
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Fig. 7. Variedad Méx 03-47; a) Testigo, b) Planta inoculada con el patégeno, c) Tallo de

cafia con micelio del patégeno y d) Conidios obtenidos de la planta inoculada.

De las plantas con sintomas mas notorios se hizo el re-aislamiento para cumplir
con el cuarto postulado de Koch. Se obtuvieron colonias en medio de cultivo
PDA similares a las obtenidas de las muestras obtenidas de la region del
Papaloapan, Veracruz.
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5.3. Identificacion del patégeno
5.3.1. Caracteristicas del hongo

La colonia del hongo en Papa-Dextrosa- Agar eran de color negro y el micelio
se mostraba generalmente denso, con aspecto velloso, los conidios (Fig. 6c,
7c y 8c) tuvieron medidas entre 8.22-13.51pm x 2.21-3.69 pm (Fig. 9),
dispuestos aleatoriamente hialinos, cilindricos, unicelulares y microesclerocios
negros homogéneos en tamafos. Hay ausencia de picnidos (Fig. 8c y 8d) ya
gue la formacion es poco usual en el medio de cultivo. El desarrollo de la
colonia fue répido cubriendo la caja en aproximadamente 5 dias a una
temperatura de 25° C aunque el desarrollo de los microesclerocios se tardaba

aproximadamente 2 semanas.

Fig. 8. a) Caracteristica del hongo; a)Picnidio de M. phaseolina en microscopio electronico de barrido, b)
Micrografia del picnidio de M. phaseolina, ¢) Micrografia de conidios de M. phaseolina'y d) Picnidio
obtenido del tejido vegetal
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5.3.2. Identificacién por PCR

Se logré la amplificacion del ADN de la region ITS en las 4 muestras de hongos
asiladas a partir de cafia de azucar con lesiones de pudricién carbonosa. Estos
primers son especificos a la especie y son utilizados para amplificar la region
ITS de Macrophomina phaseolina y no se ha encontrado que se unan al menos
a 26 microorganismos probados por Kisore-Babu et al. (2007). Se obtuvieron
productos de la talla esperada 350 pb (Fig 11).

350 pb

Fig. 10. Amplificacion por PCR a partir de ADN’s aislados de micelio de hongos de cafa
de azucar: Carriles 1 al 4 son productos de 4 aislamientos. Carril 5 control positivo. M es
el marcador de peso molecular ladder-100 de AxygenBiosciences.

5.3.3. Secuenciacion

Con respecto a la secuenciacion de los productos obtenidos, se realizé una
comparacion de las secuencias obtenidas con las del GenBank del Centro
Nacional de Informacion Biotecnologica (NCBI) del Instituto Nacional de Salud
(NIH) de U.S.A. encontrandose una similitud de 99% y con secuencias de la

especie.
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5.3.4. Prueba de patogenicidad
En el Cuadro 2 se muestran los resultados de la prueba de patogenicidad y

las variedades que presentaron los sintomas.

Variedad Presento sintomas Imagen del sintoma
MEX 03-50 NO
LAICA 82-2220 SI
CP 72-2086 NO
B 3337 NO
MEX 03-32 NO
MEX 03-36 NO
ITV 92-1424 NO
Q 28-2 NO
SP 80-32 NO
MEX 03-47 Sl

Cuadro 2. Sintomas de prueba de patogenicidad en las variedades de cafia de azUcar.
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6. CONCLUSIONES

El agente causal de la pudricion carbonosa en cafia de azucar (Saccharum
officinarum)en México es Macrophomina phaseolina y este hongo no se ha

reportado en Caia de azucar en el pais.

Las variedades MEX 03-47 y LAICA 32-2220 son las que presentaron mayor
incidencia del hongo Macrophomina phaseolinaen forma de micelio en el

interior del tallo de la cafa de azUcar.
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