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PATOGENOS ASOCIADOS AL FOLLAJE Y SEMILLAS DE Jatropha curcas L. EN
EL ESTADO DE PUEBLA

PATHOGENS ASSOCIATED TO Jatropha curcas L. LEAVES AND SEEDS IN PUEBLA STATE.

Vicente Nolasco Guzman y H. Gloria Calyecac Cortero

RESUMEN GENERAL
De 2010 a 2012, se tomaron muestras de
raices, tallos, hojas, flores, frutos y semillas de
parcelas establecidas en asociacion con
diferentes cultivos. El objetivo fue determinar los
dafios de diferentes patdgenos presentes, asi
como las que se encuentran presentes en
semillas. En las hojas se detect6 la presencia de
roya Phakopsora arthuriana, causando hasta
85% de defoliacion, e hiperparasitado por
Sphaerelopsis  filum; también se detecto
Colletotrichum  gleosporioides. Lasiodiplodia
theobromae se encontré en tallos; Fusarium spp.
se encontré causando pudricién en raices y
follaje. En semillas se detectaron Fusarium spp.,
Colletotrichum  gleosporioides, Lasiodiplodia
thebromae, Phomopsis sp., Curvularia sp,
Alternaria alternata, Cladosporium sp,
Aspergillus flavus, A. niger, Penicillium sp,
Glioclidium sp, Chaetomium sp, con una
incidencia que varié de 62 a 95% en semillas sin
desinfestar y de 325 a 90% en las

desinfestadas.

Palabras clave: Biocombustibles, Jatropha

curcas, hojas, semillas, hongos fitopatdgenos.

ABSTRACT
In 2010 and 2012, some leaves samples were
taken in J. curcas intercropping plots. The goal
was to determinate wich pathogens are causing
damage, in their different structures. Seeds
samples were made for detect and compare
probably presence of pathogenic fungal spores.
Roya (Pakopsora arthuriana) was detected in
leaves samples causing almost total defoliation
in 85% of the plants at the end in the fruit
development.  Colletotrichum gleosporioides.
Lasiodiplodia theobromae was detected causing
damage in stems. Fusarium spp. was detected
causing less level of damage in fruits and leaves.
The most pathogenic fungus was detected in
both samples seeds; treated with sodium
hypochlorite and others without treatment
showing different incidences (4 a 85%), the
fungus presented were; Fusarium oxisporum, F.
verticillioides, F. subglutinans, Colletotrichum
gleosporioides, Lasiodiplodia thebromae,
Phomopsis sp, Curvularia sp, Alternaria
alternata, Cladosporium sp, Aspergillus flavus,
A. niger, Penicillium sp, Glioclidium sp,

Chaetomium sp.

Key words: Jatropha curcas, pathogenic fungus,

seeds diseases, biofuels

! Tesista, Posgrado en Proteccion Agricola Vegetal. Parasitologia Agricola. UACh.

2 Director. Profesor-Investigador, Preparatoria Agricola. UACh.



INTRODUCCION GENERAL

Jatropha curcas L. es una especie perteneciente a la familia Euphorbiaceae, que
empieza a tomar importancia agricola y que se empieza a cultivar en diferentes partes
del mundo, debido al contenido de aceite que contiene su semilla y la calidad de estas
para la produccién de biodiesel. En México se desarrolla en regiones costeras, con
clima tropical y subtropical, de 0 a 1300 msnm. En Chiapas y Oaxaca existe genotipos
toxicos, los genotipos no toxicos se distribuyen en Tamaulipas, Veracruz, Tabasco,
Yucatan, Quintana Roo, Guerrero, Michoacan, Sinaloa, Sonora, Puebla, Hidalgo y
Morelos (Martinez, 2006). Los ésteres de forbol son los responsables de la toxicidad de
la semilla (Makkar et al., 1997). En la region del Totonacapan de Veracruz y Puebla a J.
curcas se le conoce como chuta, chota o chut, nombres de origen totonaco o bien
naxtli, nombre de origen nahuatl; la semilla es consumida tostada o bien en la
preparacién de comidas como salsas, pipian y tamales. La savia es de uso medicinal,

para sanar heridas; ademas se utiliza como tutor del cultivo de vainilla (Bautista, 2007).

De los organismos asociados se encuentran hongos saprofitos, fitopatogenos e
hiperparasitos, y que son potencialmente importantes para el control biolégico,
principalmente para hongos fitopatdgenos. El hiperparasitismo de hongos son
frecuentes en diferentes patosistemas principalmente en donde se encuentran especies
del Orden Uredinales (Sandoval, 2001). Darluca filum, Cladosporium uredinicola,
Trichothecium roseum, Penicillium sp., han sido reportados colonizando uredosoros de
royas de las especies Melampsora larici-populina, Chrysomyxa abietis, Uromyces

phaseoli y Puccinia melanocephala (Sandoval, 1990).



Debido a que la planta, en ultimos afios se ha empezado a establecer en
grandes extensiones, de forma comercial, se ha incrementado los problemas
fotisanitarios que presenta la planta, siendo los mas comunes: la pudricién de raices,
cuello y tallo, causados principalmente por hongos, en el follaje, frutos y flores también
se tienen problemas de enfermedades causados por hongos, ademas de insectos plaga
gue se alimentas de las estructuras, asi como la dispersién de esporas de los hongos.
Bajo este comportamiento de los insectos, cumplen dos propdsitos en de plaga al
causar dafos fisicos a las hojas, frutos y flores al momento de alimentarse, y el de
dispersores de enfermedades, ya que por su movilidad viajan grandes distancias
relativamente, y en este viaje transportan esporas de diferentes hongos en su cuerpo,

ademas de favorecer su penetracion al cultivo al momento de alimentarse.

Debido a lo anterior, diagnosticar y ubicar las vias de transmision de las
enfermedades, y principalmente ubicar la presencia de esporas o estructuras de
reproduccion en semillas, posibles fuentes de infeccién y de transmisién hacia nuevas
plantaciones, relacionando también la presencia de enfermedades en las plantas madre
y las esporas encontradas en las semillas. Por lo que para este trabajo se propuso
como objetivo general la de identificar algunos hongos fitopatdgenos en semillas
provenientes de diferentes colectas, asi como la relacion que existe entre las

enfermedades presentes en las parcelas muestreadas, tanto en raiz y follaje.

Objetivo General

e Identificar los hongos asociados a las semillas de J. curcas de diferentes

colecciones.



Objetivos particulares

e Identificar los hongos fitopatdégenos que puede ser trasmitidos a través de las
semillas, al momento de trasportar de una parcela a otro.

e Identificar los hongos que pueden demeritar la calidad de semilla en almacén.

e Determinar e identificar los patdégenos causantes de los dafios en follaje de
Jatropha curcas, en las parcelas de la region.

e Determinar la patdégenicidad de cada organismo aislado, mediante la aplicacion

de los postulados de Koch.

REVISION DE LITERATURA

Origen y distribucién de Jatropha curcas L.

Jatropha curcas, es una especie de la familia Ephorbiaceae, del Genero Jatropha
integrada por aproximadamente 175 especies descritas. La mayoria de estas especies
se ubican en América, aunque también se han encontrado especies en Africa y Asia. J.
curcas es una planta monoica, caducifolia y de porte arbustivo; que puede alcanzar
desde dos hasta mas de cinco metros de altura, dependiendo de las condiciones de

crecimiento (Heller, 1996).

De acuerdo a los reportes de diferentes investigadores, se considera que México
es el posible Centro de origen de Jatropha, debido a que se registra abundantemente

en zonas tropicales de América Central: Belice, Costa Rica, Guatemala, El Salvador,



Honduras, Panama y México, en donde se han registrado la mayor presencia de

especies (Heller, 1996).

En México, se localiza en las costas por el lado del Golfo de México, desde
Tamaulipas y norte de San Luis potosi, incluyendo los Estados de Hidalgo, Puebla y
Veracruz. Por el Lado del Pacifico se encuentra en los Estados de Chiapas, Oaxaca,
también se reportan colectas de los Estados de Tabasco, Yucatan, Michoacéan, Sinaloa,

Guerrero (Reyes, 2003).

Importancia

El interés comercial por la especie J. curcas, conocida en México como “Pifidn”,
inici6 desde la primera mitad del siglo XIX, principalmente por las aplicaciones del
aceite de sus semillas en la elaboracion de detergentes y como combustible para
lamparas (Heller, 1996), aunque este uso del aceite principalmente en las regiones de
la Sierra Norte del Estado de Puebla, fue decayendo principalmente por la introduccién
de la red eléctrica en zonas rurales pronunciadamente en la década de 1970 (Cuevas,

2010; comunicacion personal).

Para el afio 2000, esta planta huevamente atrajo el interés de los investigadores,
por la posibilidad de producir biodiesel a partir de su aceite, contenida en sus semillas
(Henning, 2002; Toral et al., 2008). En los afios posteriores, el establecimiento de
extensiones para su produccion comercial en el Estado de Chiapas, asi como en otros

Paises, comenzo6 con gran auge, por lo que en diferentes trabajos de investigacion se



plantean objetivos con el fin de aclarar las diferentes capacidades ecoldgicas y ventajas

econdmicas sobre esta especie.

El contenido de aceite en la semilla varia de acuerdo al tipo de clima en que se
desarrolle. En paises como Brasil, La India, Tailandia, Madagascar y otras regiones
(fuera de México) donde se produce J. curcas (Casotti, 2008), el aceite extraido
contiene cantidades letales de ésteres de forbol, por lo que es toxico al consumo
humano. En México, se encuentran materiales no toxico o con bajo contenido de
ésteres de forbol, por lo que se pueden incluir en la alimentacién humana, de hecho en
comunidades indigenas Nahuas y Totonacas de los estados de Puebla y Veracruz, asi
como algunas regiones de San Luis Potosi, preparan platillos regionales usando estas
semillas (Martinez et al., 2004). En diferentes regiones de Meéxico, se utiliza para
establecer cercas vivas, ya que se desarrolla rapidamente y se puede multiplicar por
estacas, por lo que también puede utilizarse para reforestar (Reyes, 2003; Casotti,

2008).

Otros usos, es la medicinal, ya que la savia se le atribuyen propiedades
curativas, tutor en el cultivo de vainilla (Bautista, 2010), asociacidon con otros cultivos
como café, cacahuate, chia, frijol, maiz, quelites, platano (Cuevas, 2009; comunicacion

personal).

Caracteristicas botanicas

J. curcas L. es una especie con una alta resistencia a condiciones extremas, por

esta razon se cultiva extensamente en las zonas tropicales como cerca viva. Diferentes



partes de las plantas se emplea en la medicina tradicional. Sin embargo ciertos ecotipos
tienen semillas téxicas para los seres humanos asi como para algunos animales

(Reyes, 2003).

La planta demuestra crecimiento articulado, con una discontinuidad morfologica
en cada incremento. La inactividad es inducida por fluctuaciones en la precipitacion,

temperatura y luz.

Es un arbusto caducifolio androdiomico de 4-6 m de altura, el diametro del tronco
aproximado es de 14-18 cm en arbustos adultos con una corona delgada de ramas muy
redondeada y extendida, las plantas jovenes tienen una corona delgada e irregular,
corteza externa lisa escamosa y muy delgada, de color pardo claro, con pequefas
lenticelas, corteza interna lisa verrugosa de color verde oscuro, latex blanquecino con
sabor amargo, olor a hierba fresca; ramas de 3-5 cm de diametro, de color verde claro

y grisaceo con cicatrices marcadas.

Raiz: el sistema radical se conforma de principalmente por 4 raices laterales y
una principal en el centro y con raices finas en abundancia, esta caracteristica solo se
observa en plantas a partir de semillas y sembradas directamente. En plantas
germinadas en bolsas, aun siendo a partir de semillas, el crecimiento de las raices
pueden desarrollarse de diferente manera, ya que las raices no se desarrollan de forma
normal, o también pueden perder algunas raices por la manipulacion (Sharma, 2005).
En las plantulas obtenidas a partir de estacas, las raices solamente se desarrollan en la
superficie, ya que las raices formadas son principalmente adventicias y no se

desarrollan de forma vertical.



Hoja: Las hojas adultas miden de 15 a 20 cm de largo y de 14 a 18 cm de ancho,
son alternas con una duracion de 7 a 8 meses, pentalobuladas, delgadas, glabras, haz
de color verde claro con nervios mediales y secundarios color amarillo y ligeramente
unidos, el envés de color verde opaco con los nervios mediales y secundarios muy
pronunciados, el margen entero, el apice agudo, la base cordada, pubescente por el
envés, nerviacion palmitifida, con cinco nervios principales originados desde la base de

la hoja (Miller, 1962).

Flor: Las inflorescencias se forman terminalmente en el axial de las hojas en las
ramas. Las flores masculinas estan conformadas por diez estambres colocadas en dos
espirales distintas de 5 cada uno en una sola columna en el androceo. Gineceo; las
flores femeninas estdn compuestas por 3 estilos delgados conatos que estan
aproximadamente a dos tercios de su longitud, terminando en un estigma bifurcado
macizo. Ambas flores, masculinas y femeninas, son pequeiias (6 a 8 mm), verdoso-
amarillo y pubescentes. Los pétalos miden de 6 a 7 mm largo. La longitud del peciolo
es de 6 a 23 mm. En condiciones donde el crecimiento continuo ocurre un desequilibrio
entre el nimero de flores masculinas y femeninas, produciendo un nimero mas alto de
flores femeninas. Son verdosas o blanco-amarillentas de 10 a 25 cm de largo y con un
pedunculo de 4 a 10 cm del largo. Las flores femeninas presentan bracteas acuminadas

y las masculinas presentan bracteas aovadas y pedicelos pubescentes (Heller, 1996).

Fruto: Son cépsulas drupaceas y ovoides, trilocular es de forma elipsoidal. Las
frutas son capsulas inicialmente verde pero volviéndose a café oscuro o negro en el
futuro. Las cépsulas de los frutos son de 2.5 a 4 cm de largo por 2 cm de ancho,

elipsoidales y lisas que cuando maduran van cambiando a amarillas. Al inicio son



carnosas pero dehiscentes cuando son secas. Se producen los frutos en invierno
cuando el arbusto bota sus hojas, puede producir varias cosechas durante el afio si la
humedad de la tierra es buena y las temperaturas son suficientemente altas. Cada
inflorescencia produce aproximadamente 10 frutos ovoides o mas. El desarrollo del
fruto necesita 90 dias desde la floracion hasta que madura la semilla (Heller, 1996;

Miller, 1962).

Polen. Esférico, radical, con un didametro de 77 um, sin aberturas, la superficie

redondeada verrucosa. NUmero cromosémico: n=11; 2n=22 (Miller, 1962).

Semilla: La fruta produce tres almendras negras, cada una aproximadamente de
2 cm de largo y 1 cm de diametro. La semilla es cosechada cuando la cdpsula esta
madura y esta cambia del verde a amarillo, ocurre después de dos a cuatro meses de la
fertilizacion. Las semillas descascaradas negruzcas, delgadas se parecen a las semillas
del ricino pequeio. El volumen de aceite es 35-40% en las semillas y 50-60% en el

grano.

Ecotipos

Las especies de la familia Euphorbiaceae, se caracterizan generalmente por
producir fitotoxinas, por lo que es posible que algunas de las especies que se
distribuyen en su habitat sean toxicos para animales y humanos (Brittaine y Lutaladio,
2010; Becker et al., 2008). Aunque las semillas de J. curcas cuentan con sustancias
antinutricionales, que se degradan al exponerlos a altas temperaturas, por lo que solo

se considera la presencia de los esteres de forbol, como principal sustancia toxica
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presente, esta sustancia causa principalmente dolor de estémago, diarrea, vomito,
irritacion en la piel (Martinez et al., 2010). De acuerdo con Schmook y Sanchez (2000)
las procedencias téxicas, que son capaces de causar sintomas de envenenamiento,
pueden contener cantidades de esteres de forbol de 2.17 mg x g 0 mas. Mientras las
procedencias no téxicas, que no representan riesgos al ser consumidas después de
tostarse o cocerse, poseen cantidades muy limitadas de esta substancia de 0.11 mg x
g’ o menos. Para Martinez et al. (2010) los contenidos de esteres de forbol de las
semillas consideradas téxicas varian entre 0.6 — 4.05 mg x g, y se encuentran

ausentes o0 no son detectados en las semillas consideradas como no toéxicas.

Condiciones ambientales

J. curcas, es una especie de origen tropical y subtropical, por lo que se adapta a
condiciones de sequia y lluvioso, ya que en apocas de baja humedad pierde las hojas
para sobrevivir, por lo que también se puede establecer en condiciones éaridas y
semiaridas, aunque es poco tolerante a condiciones de temperaturas bajo cero e
inundacién (Sanchez, 2010; Heller, 1996; Brittaine y Lutaladio, 2010). Aunque se han
reportado establecimientos en condiciones de baja humedad (250 — 300 mm al afo),
pero sin productividad (Jongschaap et al., 2007), ya que para tener produccion se
encuentra en humedad de 1000 y 1500 mm anualmente. En condiciones de alta
humedad y lluvia, tiene gran susceptibilidad a ataques de enfermedades fungosas

(Ouwens et al., 2007).
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Problemas fitosanitarios

Generalmente reportan a J. curcas como una planta libre de plagas y
enfermedades, o con poca susceptibilidad de ser atacado, debido a sus caracteristicas
toxicas en diferentes partes de la planta, como hojas, semillas, frutos, etc. En
observaciones de diferentes puntos, en donde se encuentra esta especie de forma libre
o silvestre, los reportes pueden afirmarse, pero en condiciones de monocultivo la
presencia de problemas de hongos y plagas, los dafios son significativas
econémicamente. Bajo estas condiciones de cultivo se ha observado la presencia de
enfermedades como pudricion de cuello, pudricion de hojas, pudricion de raiz por

danping-off, entre otros problemas en flores y frutos (FAO, 2010).

También se reportan la presencia de virus (African cassava mosaic virus),
aungue no directamente en la especie de J. curcas, pero si en una especie del género,
J. multifida, por lo que es recomendable no asociar estas especies, que puede ser una

fuente de infeccidn (Achten et al., 2008).

En el Cuadro 1 se listan las especies de patdégenos que han sido reportadas dafiando a

J. curcas.
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Cuadro 1. Agente causal, dafio y fuente, de problemas fitosanitarios en J. curcas.

Agente causal Dafios Fuente
Phytophthora spp. Pudricion de raiz y tallo de plantulas  Heller, 1992
Phytium spp. Pudricion de raiz y tallo de plantulas Heller, 1992
Fusarium moniliforme Pudricion de raiz y tallo de plantulas Heller, 1992;CABI 2005
Helmintosporium tetrameta Manchas en hojas Singh, 1983
Cochliobolus spicifer Dafio en hojas CABI, 2005

Pestalotiopsis paraguensis

Pestalotiopsis versicolor

Cercospora jatrophae-curcas

Clitocybe tabescens
Colletotrichum gloesporioides
Phakopsora jatrophicola
Capnodium spp.

Elsinoe brasilinesis

Xhantomonas axonopodis pv.

malvacearum

Manchas en hojas

Manchas en hojas

Manchas en hojas

Pudricion de raiz

Manchas en hojas

Roya en hojas

Cubre el follaje evitando que realice
fotosintesis

Causa elongacion en la planta

Se puede encontrar en toda la planta,

manchas negras en hojas y frutos

Singh, 1983; Kar y Das,
1987

Singh, 1983

Heller, 2002,

CABI, 2005

Behl, 2009

Behl, 2009

Behl, 2009

Orihuela'y Bocanegra,
2009

Behl, 2009

CABI, 2005

Enfermedades

Gran cantidad de especies fungosas causan enfermedades a las plantas, tanto

cultivados como silvestres. En las platas de interés agricola, causa una reduccién en la

produccion, reduciendo el rendimiento, calidad del producto, limitando el tiempo de

disponibilidad de los alimentos y materias primas a las industrias (Agrios, 2005). Los

hongos puede ser parasitos obligados o no obligados, en el primer caso el control es

relativamente facil controlar al suspender el cultivo de las plantas hospederas, mientras

gue los biotroficos es mas dificil ya que se pueden reproducir aun en materia organica
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en descomposicién (Agrios, 2005; Kavanagh, 2011). La manifestacibn de las
enfermedades en las plantas puede ser de diferentes maneras y sintomas como

amarillamiento, cancro, marchitamiento, etc. (Kavanagh, 2011).

La presencia de determinados hongos fitopatdogenas, puede ser un limitante o
condicionante para la implementacion de ciertas especies agricolas (caso Jatropha

curcas), con interés econémicos (Cuevas, 2012, comunicacion personal).

Algunos géneros de hongos causantes de enfermedades en plantas Fusarium
spp., Verticillium sp., Phytophthora sp., Ceratocystis sp., Alternaria sp.,
Helminthosporium sp., Botrytis sp., Pythium sp., Rhizopus sp., Monilia sp.,
Colletotrichum sp., Mycosphaerella sp., Venturia sp., Puccinia sp., Hemileia sp.,

Ustilago sp., Tilletia sp., Erysiphae sp., Plasmodiophora sp., (Kavanagh, 2011).

Algunas de las enfermedades que ataca a J. curcas son:

Cenicilla (Oidium hevea). Es un patdgeno que se presenta en las hojas,
pudiendo causar defoliacion y caida de frutos. Generalmente ocurre durante la estacién

seca (Andrade y Gabriel, 2008).

Gomosis (Phytophthora sp.). Este patdgeno se presenta en la base del tallo, con
una pudricion blanda, despidiendo un liquido oscuro, del mismo color que las partes
afectadas. A causa del ataque, se aprecia marchitez, amarillamiento y caida de hojas,

progresando hasta la muerte de la planta (Andrade y Gabriel, 2008).

Pytium (Pytium aphanidermatum). Este hongo ataca a plantulas pequefas,

principalmente en semillero. También afecta la germinacion y emergencia, bajando
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hasta 65%. Ya que afecta directamente al embrién al inicio de crecimiento (Valdés,
2012). Para aumentar la supervivencia de plantulas durante la germinacion es
importante establecer el semillero en suelo arenoso (Ouwens et al.,, 2007; Valdeés,
2012), ya que en suelo con buen drenaje el desarrollo del hongo es minima (Romero,

1988).

En plantulas ya emergidas e infectadas con este patdgeno durante la
germinacion, solo sobreviven el 20%, ya que los dafios en las raices hacen imposible

su desarrollo, mientras que la estructuras del hongo crecen mas rapido (Valdés, 2012).

Roya (Phakopsora jatrophicola). Cuando se presenta, se establece directamente
en las hojas, formando pustulas, lo que reduce la superficie fotosintética de la planta, en
ataque mucho mas fuertes provoca una defoliacion completa de la planta (Andrade y

Gabiriel, 2008).

Antracnosis (Colletotrichum gloeosporioides, C. capsici). El ataque de estos
hongos es similar, causas manchas en las hojas de 0.2 a 0.5 cm, y que pueden
incrementarse hasta la muerte de la hoja completa. En los frutos también aparecen

manchas caracteristicos de color marrén (Andrade y Gabriel, 2008).

Alternaria (Alternaria spp.). Es causante de caida de hojas de forma prematura,

empezando los dafios por una mancha (Andrade y Gabriel, 2008).

Mancha de Passalora (Passalora ajrekari). Es un patdégeno que se presenta en
las hojas, causando lesiones de forma redonda de 1.0 a 2.0 cm de diametro, color
marron claro, cremoso, con una delgada linea del mismo color mas oscura (Andrade y

Gabriel, 2008; Crous y Braun, 2003).
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Pudricion (Lasiodiplodia theobromae). Se presenta en los tallos, presentandose
como inicio de la infeccion en estructuras secas, y puede evolucionar en el tallo y
causar la muerte (Andrade y Gabriel, 2008), esta enfermedad se ha observado en

diferentes regiones del mundo, aparte de Brasil (Freire et al., 2004).

Hongos fitopatdgenos en el suelo

Los hongos son dominantes de todo tipo de suelos y representan la gran parte
de la biodiversidad del suelo. Poseen micelio filamentoso compuestos por hifas
individuales, pudiendo ser uni, bi o multinucleadas, asi como, septadas o no septadas

(Hawksworth, 1991b).

Diferentes factores son necesarios para la presencia de los diferentes
microorganismos en el suelo (Hawksworth, 1991a, b). Sin embargo, la cantidad y
calidad de la materia organica existente influye en el nUmero de hongos ya que estos

son heterétrofos.

Los géneros comunmente encontrados en el suelo son Acrostalagmus,
Aspergillus, Botrytis, Cephalosporium, Gliocladium, Monilia, Penicillium, Scopulariopsis,
Spicaria, Trichoderma, Trichothecium, Verticillium, Alternaria, Cladosporium, Pillularia,
Cylindrocarpon y Fusarium, Absidia, Cunninghamella, Mortierella, Mucor, Rhizopus,
Zygorynchus, Pythium, Chaetomium, y Rhizoctonia (Newman, 1985; Hawksworth,

1991a; Subba, 1997, citado por Buscot y Varma, 2005).
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CAPITULO 1
DIVERSIDAD DE HONGOS ASOCIADOS A SEMILLAS DE Jatropha curcas L.

COLECTADAS EN LOS ESTADOS DE PUBLA, VERACRUZ Y CHIAPAS

FUNGAL DIVERSITY ASSOCIATED TO Jatropha curcas L. SEEDS COLECTED IN THE STATES OF
PUEBLA, VERACRUZ Y CHIAPAS

RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue
determinar la diversidad de hongos asociados a
las semillas de J. curcas colectadas en los
estados de Puebla, Veracruz y Chiapas durante
los aflos 2008, 2009, 2010 y 2012. Durante el
2012, se aislaron los hongos asociados a las
semillas mediante la técnica de papel secante.
Los hongos aislados se identificaron mediante
caracterizacion morfolégica de sus estructuras
de reproduccién y de las colonias desarrolladas
en medio de cultivo. Los hongos asociados a la
semilla fueron: Fusarium spp., Colletotrichum
gleosporioides, theobromae,
sp., sp.,
alternata, Cladosporium sp., Aspergillus flavus,

Lasiodiplodia

Phomopsis Curvularia Alternaria

A. niger, Penicillium sp., Gliocladium sp. y

Chaetomium sp.
Palabras clave: Jatropha curcas, Fusarium,

Colletotrichum, Lasiodiplodia, Alternaria

semillas.
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ABSTRACT

The objective of this study was to
determinate the fungal diversity associated to J.
curcas seeds collected in the states of Puebla,
Veracruz and Chiapas during the years 2008,
2009, 2010 and 2012. In 2012, fungi associated
to seeds were isolated using the blotter test. The
identified by

morphological characterization of reproductive

fungal species isolated were
structures and colonies grown on culture
medium. The fungal species associated were:
Fusarium spp., Colletotrichum gleosporioides,
sp.,
alternata,

theobromae,

sp.,
Cladosporium sp., Aspergillus flavus, A. niger,

Lasiodiplodia Phomopsis

Curvularia Alternaria

Penicillium sp., Gliocladium sp. y Chaetomium
sp.

Key words: Jatropha curcas, Fusarium,

Colletotrichum, Lasiodiplodia, Alternaria

semillas.



INTRODUCCION

Las semillas de J. curcas, a pesar de que se encuentran cubiertas de una
testa dura y densa (Saturnino et al., 2005), casi impenetrable por el agua, pueden
ser facilmente infectados por diferentes tipos de hongos, principalmente por su
contenido de proteinas (Jayaraman et al., 2011). Generalmente durante la
cosecha de las semillas se generan dafios fisicos por el contacto con otros frutos,
0 por dafios causados por insectos, los cuales ocasionan que las semillas se
contaminen con algunos patdgenos que pueden afectar durante el

almacenamiento, o adherirse otros hongos de potencial patogénico.

La resistencia de J. curcas a las enfermedades se consideraba como poco
susceptible, e incluso resistente. Sin embargo, por la incidencia de enfermedades
gue se han observado en las plantaciones, principalmente en plantas baje estrés,
esta caracteristica poco a poco se ha retirado (Pereira, et al., 2009). En
plantaciones comerciales, y principalmente bajo estrés, se pueden observar los
efectos inmediatos y negativos que pueden ocasionar diferentes patdgenos en

cuanto se presenta.

Enfermedades como Lasiodiplodia theobromae (Pereira et al., 2009),
Fusarium spp, Clloetotrichum gleosporioides, Cladosporium sp., Phakopsora
arthuriana (Garcete et al., 2009), Botryosphaeria dothidea (Srinivasa et al., 2011),
pueden causar graves dafos en una plantacién comercial, esta condicion se debe
a que en estas plantaciones se carece de diversidad de especies, por lo que se
pierde el equilibrio bidtico (Cuevas, 2010, Comunicacion personal).
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Por ello para este trabajo se plante6 como obijetivo identificar algunos de los
hongos que pueden ser trasmitidos por semillas, los cuales se pueden mantener
activos durante el almacenamiento y disminuir la viabilidad de la semilla, asi como
las especies fungosas potencialmente patdégenas al momento de germinar y que

puedan afectar la calidad de las plantulas.

MATERIALES Y METODOS

Obtencién de semillas

Las colecciones de semillas que se utilizaron en este estudio se obtuvieron
de 10 diferentes sitios, los cuales se distribuyen en los estados de Puebla,

Veracruz y Chiapas (Cuadro 2).

Cuadro 2. Relacion de colectas de J. curcas que se utilizaron para la

identificacién de hongos asociados a las semillas.

Coleccion Lugar Ano de Proporcionadas por
colecta
Chicuasen 1100 Xochitlan, Puebla 2010 Sra. Lucia
Chicuasen 1100 Xochitlan, Puebla 2012 Sr. Vicente
Zaca 1020 Xochitlan, Puebla 2010 BANGEV
Zaca 1020 Xochitlan, Puebla 2012 Sr. Ernesto
BAZ-CAZ01 Cazones, Veracruz 2010 BANGEV
Cazones Cazones, Veracruz 2012 Dr. Ubaldo
Totonacapan 019 Tuzamapan, Puebla 2009 BANGEV
Chiapas 02 Chiapas 2008 BANGEV
Chiapas 005 Chiapas 2008 BANGEV
Totonacapan 031 Tetelilla, Puebla 2009 BANGEV
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Aislamiento de hongos

Para la induccion del crecimiento micelial y esporulacion de los hongos
presentes en las semillas de J. curcas, estas se lavaron con abundante agua, se
desinfestaron en una solucién de hipoclorito de sodio al 3% durante 4 min y se
enjuagaron con agua destilada estéril. Una vez lavadas, las semillas se secaron
con papel absorbente estéril y se colocaron en una camara humeda. Las semillas
se dejaron en la camara humeda durante tres dias, bajo condiciones de

temperatura de 30 £ 2 °C y con luz blanca continua.

Pasados los tres dias, los crecimientos miceliales de los hongos presentes
sobre la semilla se transfirieron a cajas Petri con medio de cultivo Papa-Dextrosa-
Agar (PDA). En cada caja Petri se colocé un tipo de crecimiento para su posterior
observacién e identificaciébn, asi como las pruebas de patégenicidad. Este
procedimiento se llevd a cabo para cada una de las colectas de semillas

analizadas.

Purificacion y conservacion de hongos

La purificacién de los aislados se realiz6 mediante la técnica de cultivos
monosporicos. Para evitar el crecimiento de bacterias, los aislados se transfirieron

a medio de cultivo Agua-Agar (AA) + acido lactico (6 gotas L™).
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Unas vez que se purificaron los aislados fungosos, estos se conservaron en
glicerina al 20 %, dentro de tubos criogénicos. Los tubos se colocaron a -80 °C

para su buena conservacion.

Identificacién de hongos

Para la identificacién cultural se realizaron observaciones para cada colonia
creciendo en medio de cultivo PDA de acuerdo a la forma del crecimiento,

coloracion, y presencia de estructuras reproductivas (Lezcano et al., 2010).

Para la caracterizacion morfologica, se realizaron preparaciones de las
estructuras de reproduccion en glicerina y lactofenol, las cuales se analizaron en
un microscopio compuesto a 40X. Se registr6 la medida y forma de cada

estructura observada.

La identificacion de los hongos a nivel de género se realizé con las claves
especializadas de Barnett y Hunter (2006), mientras que la identificacion de la
especie se llevo a cabo usando las descripciones y claves de Sutton (1980), Leslie

y Summerell, (2006), Simmons (2007).

Frecuencia de hongos

Por cada muestra se tomaron 80 semillas al azar, las cuales se dividieron
en dos partes para su procesamiento, la primera parte (40 semillas) se desinfesto
con hipoclorito de sodio, mientras que la segunda parte (40 semillas) se procesoé

sin desinfestar.
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Se calculé la frecuencia de cada patégeno desarrollado en cada muestra,
contando los crecimientos en cada semilla. Para diferenciar a cada especie de
patdbgeno se realizaron aislamientos en PDA, para observar su desarrollo e

identificacion.

Pruebas de patogenicidad

Una vez teniendo purificados e identificados cada uno de los aislados
fungosos, se procedio a realizar la pruebas de patogenicidad. Las verificacion de
la patogenicidad Unicamente se realiz6 para los hongos aislados que presentan
potencial patogénico en plantas, tales como Fusarium spp., Colletotrichum

gloeosporioides, Cladosporium sp., Lasiodiplodia theobromae. y Phomopsis sp.

Se utilizaron plantas de J. curcas obtenidas a partir de semillas. Las
plantulas, contaban con cinco meses de edad y una altura de 15 cm. Desde la
germinacion, las plantulas no mostraron ningun sintoma de enfermedades, ni
dafos en las raices, por lo que se consideraron como sanas y adecuadas para las

pruebas de patogenicidad.

Las pruebas de patogenicidad se realizaron bajo condiciones de
invernadero, en suelo estéril (Peat moss® + tezontle), en donde se establecieron
las condiciones adecuadas para el desarrollo de las plantulas. Para favorecer el
desarrollo de los hongos, se coloco un humificador para elevar la humedad de 60
a 85 %. La temperatura en el invernadero fue de 25 + 2 °C en la noche y de 30 £+ 2

°C durante el dia.
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La inoculacion consistié en aplicar 10 mL de una suspensién de conidios a
una concentracién de 1 x 10° esporas mL™ del hongo potencialmente patogénico a
cada plantula. Las suspensién preparada con el inoculo se colocé en la base del
tallo de la plantula, tratando de que la suspension llegara hasta las raices. Para el
caso de Colletotrichum gleosporioides, la suspensién se depositdé en las hojas
superiores, mientras que la suspension de conidios de Fusarium spp. se aplico en
la raiz. Para las especies de Lasiodiplodia theobromae y Phomopsis sp., la
suspension de fragmentos miceliales se inoculd en cuello y raiz. Para cada
tratamiento se establecieron 5 repeticiones. Cinco plantas que Unicamente fueron
asperjadas con agua destilada sirvieron como testigo. Una vez inoculadas las
plantulas, se mantuvieron las condiciones de humedad relativa, temperatura y
riego periédicamente, durante 40 dias. La observacion y el registro de sintomas se
llevo a cabo cada tercer dia. Posterior al dia 50, todas las plantulas inoculadas
mostraron sintomas iniciales, por lo que se procedié al re-aislamiento de los

hongos en laboratorio siguiendo el procedimiento descrito anteriormente.

RESULTADOS Y DISCUSION

Calidad de semilla

En las colecciones analizadas se encontr6 que todas las muestras estaban
contaminadas con algunas especies de hongos, ya sea patégeno, saprofito o de
almacén. En el Cuadro 3 se presenta el porcentaje de semillas que desarrollaron
alguna o varias especies de hongos durante el experimento, tratadas con cloro y

sin tratamiento. El porcentaje de crecimientos en semillas sin tratamiento va de 62
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a 95 %, mientras que, en semillas tratadas se observé de 32 a 90 % de frecuencia
de hongos. En promedio, el porcentaje de disminucion de semillas con
crecimientos fungosos, después de tratamiento con cloro fue de 25 %, por lo que
es importante dar algun tratamiento a las semillas previo a su germinacién
(Goldfarb et al., 2009), aun cuando estas no se hayan mantenido en
almacenamiento, ya que la presencia de especies fangosas disminuye el
porcentaje de viabilidad (Toba et al., 2011) y calidad de plantulas (Vanzolini et al.,

2010).

Cuadro 3. Porcentaje de semillas con crecimiento fungoso, bajo tratamiento

con cloro y sin tratamientos, para cada coleccién.

Semillas enfermas (%)

Colecta
Sin cloro Con cloro
Chicuasen 1100 _1 70.0 47.5
Chicuasen 1100 2 92.5 37.5
Zaca 1020_1 85.0 45.0
Zaca 1020 2 62.5 32.5
Baz caz 02 62.5 50.0
Cazones 1 62.5 37.5
Totnacapan 19 95.0 90.0
Chiapas 02 95.0 85.0
Chiapas 005 90.0 75.0
Totnacapan 031 82.5 42.5
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En la Figura 1, se observan las diferencias en porcentajes de semillas con
crecimientos fungosos en ambos tratamientos (con y sin tratamiento con
hipoclorito de sodio). Las colecciones provenientes de “Totonacapan”, Puebla y
Chiapas, fueron colectadas en 2008 y 2009, y se mantuvieron en almacenamiento
con baja temperatura (-16 °C + 2), los cuales mostraron mayor incidencia de
hongos aun después de haber sido desinfestadas, ademas de que disminuyd por
igual el porcentaje de germinacion (Vanzolini et al., 2010) y viabilidad, por efecto

de la humedad y de los hongos (Setyawati et al., 2009).

100

M sin cloro

M con cloro

Figura 1. Porcentajes de semillas con crecimiento fungoso, para cada coleccion, y

de acuerdo a cada tratamiento (desinfestadas y no desinfestadas).

Setyawati et al. (2009), reportaron que diferentes especies de hongos son
resistentes a bajas temperaturas en almacenamiento de semillas de J. curcas, por

lo que pueden ser una forma de dispersion de diferentes tipos de patdégenos,

31



ademas de que hongos de almacén pueden incrementarse y seguir deteriorando
las semillas (Jayaraman et al., 2011; Tiwari et al., 2012), lo que concuerda con las

observaciones realizadas en el presente trabajo.

Hongos aislados de semillas

De las semillas procesadas se aislaron 10 especies fungosas (Cuadro 4),
entre los que destacan Fusarium spp. (Vanzolini et al., 2010), Aspergillus flavus y
A. niger (Jayaraman et al., 2011; Tiwari et al., 2012), las cuales se encontraron en

todas las colecciones.

Colletotrichum gleosporioides se aislé en nueve colecciones, Cladosporium
sp. se encontro0 en siete (Goldfarb et al., 2009), mientras que Lasiodiplodia
theobromae solo se encontr0 en dos colecciones, aunque es una de las
enfermedades que pueden causar dafio de mayor importancia econémica, ya que

los dafios inician en el cuello de la planta (Latha et al., 2009; Pereira et al., 2009).
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Cuadro 4. Frecuencia de hongos asociados a la semilla de diferentes

colecciones de J. curcas.

Semillas (%)

Coleccibén Origen Genero o especie No
Desinfestadas Desinfestadas
Fusarium spp. 50.0 40.0
Aspergillus flavus 37.5 5.0
Chicuasen Xochitlan, Aspergillus niger 15.0 0.0
1100 Puebla C. gloeosporioides 27.5 15.0
Chaetomiun sp. 0.0 37.5
Cladosporium sp. 10.0 0.0
Fusarium spp. 37.5 37.5
Cladosporium sp. 15.0 5.0
Chicuasen Xochitlan, Asperg?llus flgvus 50.0 75.0
1100 Puebla Aspergillus niger 50.0 10.0
C. gloeosporioides 97.5 15.0
Chaetomiun sp. 75.0 12.5
Pennicillium sp. 50.0 20.0
Fusarium spp. 17.5 5.0
Aspergillus flavus 0.0 17.5
Xochitlan , Aspergillus niger 0.0 22.5
Zaca 1020 Puebla C. gloeosporioides 27.5 30.0
Chaetomiun sp. 20.0 20.0
Cladosporium sp. 17.5 15.0
Fusarium spp. 62.5 30.0
. Aspergillus flavus 47.5 7.5
Zaca 1020 éﬁgg}gan’ Aspergillus niger 0.0 7.5
C. gloeosporioides 50.0 0.0
Chaetomiun sp. 47.5 20
Fusarium spp. 95 0.0
Aspergillus flavus 42.5 0.0
Cazones, Aspergillus niger 0.00 22.5
BAZ-CAZ01 Veracruz L. theobromae 57.5 20.0
Fusarium spp. 47.5 22.5
L. theobromae 22.5 30.0
Phomopsis sp. 15.0 32.5
Cazones Cazones, Asperg?llus flgvus 5.0 42.5
Veracruz  Aspergillus niger 42.5 0.0
C. gloeosporioides 67.5 0.0
Cladosporium sp. 47.5 45.0
Curvularia sp. 17.5 27.5
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Chiapas 02

Chiapas 005

Totonacapan
019

Totonacapan
031

Chiapas

Chiapas

Tuzamap
an,
Puebla

Tetelilla,
Puebla

Pennicillium sp. 25.0 17.5
Fusarium spp. 77.5 22.5
Aspergillus flavus 75.0 10.0
Aspergillus niger 67.5 47.5
C. gloeosporioides 77.5 40.0
Cladosporium sp. 0.0 77.5
Fusarium spp. 60.0 12.5
Cladosporium sp. 15.0 95.0
Aspergillus flavus 0.0 35.0
Aspergillus niger 0.0 32.5
C. gloeosporioides 47.5 57.5
Fusarium spp. 92.5 92.5
Aspergillus flavus 47.5 32.5
Aspergillus niger 15.0 5.0
C. gloeosporioides 0.0 32.5
Chaetomiun sp. 75.0 55.0
Cladosporium sp. 0.0 12.5
Fusarium spp. 47.5 32.5
Aspergillus flavus 75.0 37.5
Aspergillues niger 50.0 47.5
C. gloeosporioides 20.0 12.5

A continuacién se mencionan algunas de los hongos aislados y su importancia:

Fusarium spp. se encontré en todas las colecciones procesadas, invadiendo

del 17 a 95 % de las semillas de las diferentes colecciones. Vanzolini et al. (2010)

y Kobayasti et al. (2009), reportaron la presencia de esta especie durante la

germinacion en semillas desinfestadas. Aun en las semillas que se han mantenido

en almacenamiento durante 3 0 4 afios a baja temperatura y humedad (Kobayasti

et al., 2009; Vanzolini et al., 2010; Srivastava et al., 2011), como en el caso de las

colecciones provenientes de Chiapas y Totonacapan. Este patégeno debe ser

considerado en la prevencion de enfermedades al momento de germinar las
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semillas, ya que se ha reportado asociado a pudricién de raices y tallos (Sharma

et al., 2001; Gour, 2006).

Fusarium spp., se desarrolla muy bien bajo condiciones de 25 °C, y 24 h de
oscuridad y 12 h de luz en medio PDA, lo cual es indispensable para su
identificacién en laboratorio (Kausar et al., 2009). Melo et al., (2007), reportan la
presencia de Fusarium spp. en gran incidencia bajo este método, principalmente
en semillas no desinfestadas y con testa (Correa et al., 2011), lo que coincidi6é con

los resultados obtenidos en este trabajo.

Cladosporium sp. se presentd en 7 colecciones (“Chicuasen 1100_1 y 27,
“Zaca1020_1y 27, “Cazones2” y “Chiapas02 y 005”), por lo que su distribucion es
abundante, considerandose como un patdgeno resistente hasta en el
almacenamiento (Vanzolini et al., 2010). Kobayasti et al. (2011), detectaron a
Cladosporium clasdosporioides en semillas de frutos secos de J. curcas en Brasil,
reportando una incidencia de 4.5 a 85 % de las semillas muestreadas, teniendo
mayor incidencia en semillas no desinfestadas. La presencia de este hongo puede
causar el deterioro de la calidad de las semillas, ya que puede desarrollarse
mientras que las semillas se encuentren en almacenamiento (Srivastava et al.,

2011).

Dentro de los hongos patdgenos, se identificé a Lasiodiplodia theobromae
(Figura 2), el cual se presenté en las colecciones “Baz-Caz01” y “Cazones2’,
ambas obtenidas de Cazones, Veracruz, con una incidencia de 62.5 %, sin cloro y
50 y 37 %, en semillas con cloro, respectivamente. Este hongo patégeno se ha

reportado como el agente causal de la pudricién de raiz y cuello en plantas adultas

35



de J. curcas, en Brasil (Pereira et al., 2009) e India (Latha et al., 2009). Ademas,
este organismo es responsable de causar gomosis en J. podagrica, en China (Fu
et al., 2007). Debido a que este patdgeno se ubica en el cuello y sistema radical,
se considera como un problema serio en plantaciones comerciales (Pereira et al.,

2009).

Figura. 2. (A) Crecimiento micelial de L. theobromae en semilla de J. curcas en
camara humeda. (B) Colonia de L. theobromae cultivada en medio de cultivo PDA.

(C) Conidio en desarrollo de Lasiodiplodia theobromae.

Colletotrichum gloeosporioides se presentd con una frecuencia que vario
entre 40 y 60% en cada coleccién de semillas (Figura 3), coincidiendo con los
resultados obtenidos por Vanzolini et al. (2010), al comparar la germinacion de

semillas de J. curcas, desinfestadas y sin desinfestar, en donde obtuvo incidencia
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de 35y 42.5 %, respectivamente. Este patdégeno se ha reportado principalmente
infectando el follaje, aunque también se ha observado en tallo, ramas y frutos. En
infecciones severas, este hongo puede causar caida de flores y posteriormente
aborto de frutos. Ademas, a pesar de ser un parasito facultativo y poder
encontrase en materia en descomposicion, también causa dafio y en algunas
ocasiones si no es controlado puede causar dafios considerables (L6pez, 2001).
Este hongo se detectd, aun cuando las semillas se desinfestaron con hipoclorito
de sodio al 3%, durante 4 min, lo que también coincide con los resultados de

Vanzolini et al. (2010).

Figura 3. Semillas de J. curcas (Coleccion CAZ 2-2012) con crecimiento micelial
de Colletotrichum gloeosporioides a 5 dias después de ser colocadas en camara

humeda.
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En la coleccion de Cazones, se detectdé a Phomopsis sp. teniendo una
frecuencia del 20 % con respecto al total de las semillas analizadas, y
presentandose solamente en semillas no tratadas con hipoclorito de sodio (Figura
4 A y B). Estos resultados concuerdan con lo encontrado por Kobayasti et al.
(2011), quienes reportaron una incidencia de Phomopsis sp. del 2 % en semillas

de frutos maduros no desinfestados.

Generalmente las semillas infectadas por este hongo no germinan (Figura
4), ya que su infeccién se present6 desde antes que madurara, por lo que la
calidad de la semilla fue baja, ademas de que el hongo puede seguirse

desarrollando bajo condiciones més o menos favorables (Dorrance y Mills, 2009).
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Figura 4. (A, B) Crecimeinto micelial de Phomopsis sp. en semillas de J.
curcas colocadas en camara humeda. (C) Crecimiento en caja petri sobre medio

PDA.

Aspergillus niger y A. flavus estuvieron presentes también en todas las
colecciones procesadas (Figura 5) coincidiendo con los resultados de Sahad et al.
(2011) y Jayaraman et al. (2011), quienes reportaron incidencias de 90 y 85 % en
el total de sus muestras procesadas procedentes de 4 diferentes localidades, y
almacenadas de entre 12 y 60 meses. Estos resultados coinciden con los de este
trabajo, ya que como se observa en la grafica de la Figura 1, las colecciones que
se han mantenido almacenadas durante mayor tiempo, presentaron una mayor
incidencia de este hongo (Srivastava et al., 2011; Jayaraman et al.,, 2011).

Aspergillus sp., es un hongo que se encuentra en la mayoria de granos
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almacenados, principalmente si esta esta bajo condiciones que propicien el
crecimiento del hongo (temperatura elevada, alta humedad). Kobayasti et al.
(2009), reportaron la presencia de Aspergillus en muestras de semillas
provenientes de frutos maduros, con una incidencia de 7 a 15 %, mientras que
Melo et al. (2007), en Colombia encontraron incidencias de 57 %. Por su parte
Jamaraman et al. (2011), reportaron la presencia de siete especies de Aspergillus
en diferentes muestras de semillas, ubicados en la superficie, dentro de la testa y
en los cotiledones, las principales especies ubicadas por estos autores fueron A.
niger y A. flavus (Worang et al., 2008), teniendo incidencia hasta de 90 % en la

superficie, 75 % en el interior de la semillas y 10% presente en los cotiledones.

La presencia de este género de hongo, incluso puede afectar la calidad del
residuo después de la extraccion de aceite ya que puede contener micotoxinas,
degradacion de proteinas, y presencia de otros microorganismos asociados a
estos hongos (Jamaraman et al., 2011). Lo anterior plantea un riesgo en el uso del
subproducto después de la extraccion de aceites. Worang et al. (2008),
encontraron que diferentes hongos disminuian sus conidios conforme pasaba el
tiempo de almacenamiento, mientras que en especies como A. niger y A. flavus,

aumentaban.
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Figura 5. (A) Esporulacion de Aspergillus spp. en semilla en la camara humeda.

(B) Crecimiento en caja Petri, sobre medio PDA.

Penicillium sp. se encontré en las colecciones de “Chicuasen 1100_2”, del
Estado de Puebla, con incidencia de 50 y 20 % sin y con tratamiento con cloro,
respectivamente; y en “Cazones2”, del Estado de Veracruz, con incidencia de 25 y
17 %, sin y con tratamiento de cloro, respectivamente. Aunque este hongo no
causa dafio de importancia en plantulas, ya que solamente ataca a granos en
almacén, su importancia es precisamente el efecto en semillas almacenadas que
afecta la calidad y disminuye la viabilidad (Srivastava et al., 2011; Correa et al.,
2011). Correa et al., (2011), reportaron que este hongo puede trasmitirse entre las
semillas de un lote a otro, cuando se mezclan las semillas en almacén, ademas de
gue pueden crecer bajo condiciones de baja temperatura, poca humedad y

oscuridad (Srivastava et al., 2011; Alves et al., 2011).

De las semillas procesadas se aislaron diferentes especies de hongos
fitopatégenos: Fusarium spp., Lasiodiplodia theobromae, Colletotrichum
gloeosporioides y Phomopsis sp. También se encontraron hongos que afectan la

calidad de las semillas durante su almacenamiento como Aspergillus spp.,
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Penicillium sp., Curvularia sp., Chaetomium sp. y Gliocladium sp. (Kobayasti et al.,
2009). Los primeros mencionados son importantes principalmente en semillas que
son destinados para la obtencién de plantulas, ya que se activan cuando la
semillas se somete a germinacion y afectan la calidad de plantula, e incluso llegan
a matarla inmediatamente al causar pudricion en raices y tallo, como es el caso de

Fusarium spp. y Lasiodiplodia theobromae (Kausar et al., 2009).

Chaetomiun sp. se encontré en colecciones de “Chacuasen1100_17,
“Chicuasen1100_2", “Zaca1020_1", “Zaca1020_2" y “Totonacapan 19", todas
provenientes del Estado de Puebla, con incidencias que fluctuaron entre 12.5y 55
%, en semillas desinfestadas, mientras que, en semillas sin desinfestar las

incidencias fueron de 20 a 75 %.

Curvularia sp. solo se encontré en la coleccién de “Cazones 2” proveniente
del Estado de Veracruz, con incidencia de 17.5y 27.5 %, en semillas sin cloro y

con cloro, respectivamente.

Hongos como Chaetomium sp., Curvularia sp. y Gliocladium sp, son
saprofitos, encontrandose generalmente en materia organica en descomposicion
(Correa et al., 2011). La causa de encontrarlos en las semillas de J. curcas puede
deberse, a que cuando las semillas son cosechadas se mezclaron con las que

habian caido al suelo, debido a que los frutos no maduran al mismo tiempo.
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Pruebas de patogenicidad

La mayoria de los hongos inoculados mostraron ser patogénicos, al causar

sintomas en las diferentes partes de las plantulas expuestas a estos patdégenos.

Fusarium spp. fueron las especies que mas dafios causaron en las
plantulas, principalmente en las raices, deteniendo la formacion de nuevas raices,
asi como provocando la muerte de las raices ya formadas con diametro menor a 1
mm, mientras que, en raices con mayor didAmetro, caus6 dafos principalmente en
el area del cambium, induciendo que los tejidos se tornaran coloridos (puntos rojos
a color vino). En el follaje, también se observaron dafios, aunque con menor
frecuencia, comparado con las raices. En estas partes, los dafios se
caracterizaron por presentar una necrosis en el foliolo, y formacion de estructuras

casi imperceptibles por el crecimiento de hifas.

En relacion al género Fusarium evaluado en las pruebas de patogenicidad
sobre plantulas de J. curcas, se identificaron tres especies que se asociaron a este
cultivo como hongos patdégenos. En primer lugar se encuentra Fusarium
oxysporum, que ataca principalmente a raices, deteniendo el crecimiento del
sistema radicular y ocacionando necrosis en raices de mayor diametro, asi como
muerte prematura de raices de reciente formacion. Otras especies fueron
Fusarium subglutinans y F. verticilliodes (sin. Fusarium moniliforme), los cuales se
presentaron atacando follaje y tallo, aunque también se encontré en raiz y cuello.
Debido a estas caracteristicas se consideran de importancia fitosanitaria, ya que

los dafios pueden multiplicarse, dificultando su control. Sintomas similares fueron
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observados por Kaushik et al., (2001) por el dafio de Fusarium moniliforme en J.

curcas.

Se encontraron dafios causados por Lasiodiplodia theobromae,
principalmente en raices y cuello, causando la muerte de tejido, empezando por el
cambium y corteza. Cuando la enfermedad fue avanzada, los dafios se apreciaron
en la superficie del tallo a manera de pudricion de cuello, en donde se formaron
picnidios semi-inmersos de color negro (Figura 7 A), ademas de que la planta dej6
de crecer y murié lentamente (Figura 7 B). Los resultados coinciden con los
descritos por Pereira et al. (2009 ) en donde mencionan que Lasiodiplodia
teobromae ocasion6 pudricién de tallo en J. curcas en Brazil y por Kaushik et. al
(2001) donde mencionan que Botryosphaeria dothidea L. teobromae y F.
moniliforme ocasionan pudricion y tallo en J. curcas en la India . Lasiodiplodia

teobromae se considera una de las fases asexuales de B. dothidea.

Figura 6. Estructuras reproductivas de Lasiodiplodia theobromae en el cuello de la
plantula y plantulas de J. curcas semisecas, dos meses despues de la inoculacion

de fragmentos miceliales.
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CAPITULO 2

DETECCION DE Phakopsora arthuriana EN Jatropha curcas L. EN MEXICO

DETECTION OF Phakopsora arthuriana ON Jatropha curcas L. IN MEXICO

RESUMEN

Durante 2011 y 2012, se observaron
sintomas severos de roya de la hoja en
plantas de Jatropha curcas L. en Xochitlan de
Vicente Suérez, Puebla, México. En plantas
con infecciones severas se observo la
defoliacion total de la parte media inferior. El
objetivo de este estudio fue identificar al
agente causal de dicha enfermedad. Para la
caracterizacion morfologica del hongo, se
realizaron preparaciones semi-permanentes
en glicerina con cortes longitudinales de las
estructuras (uredios y telios) presentes en la
superficie abaxial de las hojas. Mediante un
analisis en microscopia de luz a una
400

determinaron las caracteristicas morfolégicas

magnificacion de aumentos, se

cualitativas y cuantitativas de uredios,
urediniosporas, parafisis uredinales, telios y
teliosporas. Basados en caracteristicas
morfoldgicas, el agente causal se identifico
como Phakopsora arthuriana Buritica & J. F.
Hennen (sin. P. jatrophicola). Adicionalmente
a la deteccién de P. arthuriana, se observo
un 30 %

parasitados por picnidios de Sphaerellopsis

de uredinosoros de la roya

filum (Biv.) B. Sutton (sin. Darluca filum).

Palabras clave: Phakopsora jatrophicola,

Sphaerellopsis filum, roya, biocombustible.
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ABSTRACT

During 2011 and 2012, rust symptoms were
observed on Jatropha curcas L. leaves in
Xochitlan de Vicente Suérez, Puebla, Mexico.
Plants with severe infection showed total
defoliation of inferior part. The objective of
this study was to identify the causal agent of
The
characterization of fungus was performed by
the

preparations of

rust symptoms. morphological

examination of  semi-permanent
longitudinal sections of
structures (uredinia and telia) located on the
light
400

magnification were determined the qualitative

abaxial surface of leaves. By a

microscopy  analysis using a

and quantitative morphological characteristics

of uredinia, urediniospores, uredinial

paraphyses, telia and teliospores. Based on
the causal

morphological characteristics,

agent was identified as Phakopsora
arthuriana Buritica & J. F. Hennen (sin. P.
Additionally,

filum (Biv.) B. Sutton (sin. Darluca filum) was

jatrophicola). Sphaerellopsis

found naturally parasiting 30% of P.

arthuriana uredosorus.

Key words: Phakopsora jatrophicola,

Sphaerellopsis filum, rust, biofuel.



INTRODUCCION

Jatropha curcas L. es un arbusto de la familia Euphorbiaceae, originario de
México y Centroamérica, el cual ha sido identificado como una de las mejores
alternativas a nivel mundial para la produccion de biocombustible, debido a su
amplia adaptabilidad a diversas condiciones agrocliméticas, ciclo corto vy

produccion de aceite en elevada cantidad y alta calidad industrial (Fairless, 2007).

En el 2011, en México se reportdé un total de 2,536 ha cultivadas con J.
curcas con fines comerciales, las cuales se encuentran distribuidas en los estados
de Yucatén (2,450 ha) y Quintana Roo (86 ha) (SAGARPA, 2012). Durante 2011 y
2012, en un huerto no comercial (120 plantas) de J. curcas establecido en
Chicuasencuatla, municipio de Xochitlan de Vicente Suérez, Puebla, México, se
observaron hojas con sintomas tipicos de roya en una incidencia de 40-45%. Por
lo que, el objetivo de este estudio fue identificar al agente causal de los sintomas

de roya en plantas de J. curcas en Puebla, México.

MATERIALES Y METODOS

Se realizaron tres muestreos dirigidos a plantas de J. curcas con sintomas
tipicos de roya en hojas durante el 2011 y 2012. Las hojas colectadas en campo

se prensaron para facilitar su manipulacion en estudios posteriores.
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Los sintomas en la superficie abaxial de las hojas fueron pustulas
errupentes de color café-rojizo (uredios) a café oscuro (telios) (Figura 8A-B),
mientras que, en la superficie adaxial se observaron inicialmente manchas café-
amarillentas de forma irregular, las cuales se tornaron necréticas. En plantas con
infecciones severas se observo la defoliacion total de la parte media inferior. Para
la caracterizacion morfolégica del hongo, se realizaron preparaciones semi-
permanentes en glicerina con cortes longitudinales de las estructuras (uredios y
telios) presentes en la superficie abaxial de las hojas. Mediante andlisis en
microscopia de luz a 40X, se determinaron las caracteristicas morfologicas
cualitativas y cuantitativas de 20 uredios, 25 urediniosporas, 10 parafisis
uredinales, 20 telios y 25 teliosporas. La identificacion del hongo a nivel de género
se realizé con las claves especializadas de Cummins e Hiratsuka (2003), mientras

gue para la determinacion de la especie se utilizaron las claves de Buritica (1999).

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados de la caracterizacion morfologica mostraron uredios
subepidermales, errumpentes, elipsoidales, de 137-212 x 125-160 ym (Figura 7C-
D); urediniosporas elipsoidales-obovoides, unicelulares, con color amarillo-
anaranjado, sésiles, equinuladas, de 24-33 x 18-24 um (Figura 7C-D). Parafisis

uredinales claviformes, aseptados, color amarillo claro, rectos o curvados, de 25-
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47 um en longitud y de 7-10 ym de grosor en el apice (Figura 8E). Telios
subepidermales, no errumpentes, elipsoidales—ampuliformes, de 150-265 x 117-
220 ym, y conteniendo de 8-12 capas de teliosporas (Figura 7F). Teliosporas
cuboides-oblongas, unicelulares, subhialinas, sésiles, de 10.8-13.7 x 9.2-11.3 pm,
y dispuestas irregularmente dentro del telio (Figura 7F). Los resultados anteriores
coinciden con las caracteristicas morfolégicas de Phakopsora arthuriana Buritica &
J.F. Hennen (sin. P. jatrophicola) reportadas por BuriticA (1999), Gomes-Carneiro

et al. (2009) y Kobayasti et al. (2011).
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Figura 7. Sintomas y signos de Phakopsora arthuriana en Jatropha curcas.

(A) Sintomas iniciales en superficie abaxial de una hoja. (B) Sintomas severos en
superficie abaxial de una hoja, mostrando necrosis y abundantes uredios. (C-D)
Uredios con urediniosporas. (E) Parafisis uredinales. (F) Telio con teliosporas. (G)
Picnidio de Sphaerellopsis filum en cavidad uredinial.
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Phakopsora arthuriana se ha reportado previamente en distintas especies
del género Jatropha en paises de América como Brasil, Colombia, Costa Rica,
Cuba, EEUU, Panama, Peru Puerto Rico, Republica Dominicana y Venezuela
(Buritica, 1999). En Brasil, Gomes-Carneiro et al. (2009), Vieira-Junior et al. (2009)
y Kobayasti et al. (2011) recientemente documentaron a P. arthuriana causando
defoliacion total del tercio inferior y parcial del tercio medio de plantas de J. curcas
en huertos comerciales para la produccion de biocombustible. En Baja California,
México, BuriticA (1999) reportd a P. arthuriana en hojas de Jatropha canescens
(Benth.) Mdll. Arg, sin embargo, este es el primer reporte de P. arthuriana en

Jatropha curcas en México.

La importancia fitosanitaria y economica de la roya en J. curcas en México,
radica en los altos niveles de incidencia y severidad en los que puede presentarse
cuando las condiciones ambientales son favorables tal y como se observé en
Xochitlan de Vicente Suarez, Puebla, ya que este municipio presenta un clima
templado humedo con lluvias todo el afio, el cual favorecié el progreso de la
enfermedad. No obstante, es importante sefialar que las huertas comerciales de J.
curcas establecidas en México, se encuentran en lugares donde predominan
diferentes condiciones (clima calido subhumedo con lluvias en verano), por lo cual
posiblemente el patdgeno no se ha establecido y reportado en estos sitios de

produccion.

Poco se conoce sobre el manejo de P. arthuriana en huertos comerciales
de J. curcas. En Brasil, se recomienda evitar que los restos de hojas infectadas

gueden acumulados en el huerto, con la finalidad de disminuir la fuente de inoculo
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primario (Vieira-Junior et al., 2009), ademas se sugiere la aplicacion de fungicidas
sistémicos a base de tiofanato-metil + fuatrifol, pyraclostrobin + epixiconanazol, los
cuales se han reportado como efectivos para el control de este patdogeno (Roese

et al., 2008).

Adicionalmente a la deteccién de P. arthuriana, se observé un 30 % de
uredios de la roya parasitados por picnidios de Sphaerellopsis filum (Biv.) B.
Sutton (sin. Darluca filum) (Figura 1G). Este hongo se ha reportado
hiperparasitando de manera natural alrededor de 30 géneros de Uredinales, entre
los que se encuentra el género Phakopsora. La efectividad de S. filum se basa en
su habilidad para degradar uredios, lo cual detiene el micro-ciclé6 de propagacion
de urediniosporas y evita el desarrollo de nuevas infecciones (Liesebach y Zaspel,

2005).

Este estudio confirmo la presencia de P. arthuriana en plantas de J. curcas
en Puebla, México, sin embargo, se sugiere realizar estudios epidemiolégicos,
andlisis de riesgo, ademas de evaluar diferentes estrategias de control para

elaborar un programa de manejo integrado de la enfermedad.
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CONCLUSIONES GENERALES

En la mayoria de las semillas se encuentras esporas de diferentes hongos
potencialmente patogénicos para J. curcas, y que se desarrollan al momento de la
germinacion de las semillas, pudiendo asi deteriorar la calidad de las semillas, asi
como la calidad fitosanitaria de las plantulas obtenidas. Ademas de que es una

forma frecuente de trasmision de enfermedades.

También se identificaron hongos que deterioran la calidad de la semilla en
almacén durante su almacenamiento, tales como Aspergillus sp., Penicillium sp., y

otras de desarrollo saprofito como Chaetomium sp.

Los hongos como Lasiodiplodia sp., Fusarium sp., Colletotrichum sp.,
Phacopsora arthuriana, son especies que causa dafios principales y demeritan el
desarrollo de las plantas. Basado en las pruebas de patogenicidad realizadas para

las especies mencionadas, desarrollandose los sintomas observadas en campo.
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