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RESUMEN

Saccharicola sp., AGENTE DE CONTROL BIOLOGICO DEL TULE (Typha domingensis Pers)

Manuel Silva Valenzuela, MC.
Colegio de Postgraduados, 2015

El tule (Typha domingensis Pers.) ocupa el tercer lugar dentro de las malezas acuéaticas de mayor
importancia econémica en México. Su manejo mediante el control quimico y mecénico ha sido
poco efectivo. El control biolégico constituye una alterativa para mitigar los efectos del tule, por
lo anterior, se probo la patogenicidad de ocho cepas de hongos (Mucor sp., Peyronellaea
glomerata, Aspergillus niger, Penicillium expansum, Cladosporium sp., cepas 2.5 y 2.6 de
Alternaria alternata y la cepa TS1), aisladas de hojas de tule con lesiones necréticas. Mediante
pruebas “in vitro”, utilizando hojas desprendidas de tule, se determind que los hongos: Mucor sp.,
P. glomerata, Cladosporium sp., A. alternata 2.5y TS1 fueron patogénicos, siendo este ultimo el
mas virulento y agresivo. Con la inoculacion de la cepa TS1 en plantas de tule adultas se
reprodujeron los sintomas observados en campo Yy se reaislo al hongo. Para determinar su potencial
patogénico en especies de plantas cultivadas, se realizaron “pruebas de rango de hospedantes” con
46 cultivares de importancia agricola; solamente las plantas de chicharo, cilantro, col de bruselas,
espinaca, melon y sandia mostraron susceptibilidad al hongo TS1 y los 40 cultivares restantes no
fueron infectados. Por sus caracteristicas morfologicas, el analisis molecular (amplificacién con
los iniciadores ITS1F e ITS4R) y el estudio filogenético, se determind que el hongo corresponde
al género Saccharicola. Los resultados obtenidos indican que Saccharicola sp. es patdgeno del

tule, y por consiguiente un agente de control biolégico con potencial para esta maleza.
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ABSTRACT

Saccharicola Sp., BIOLOGICAL CONTROL AGENT OF CATTAIL (Typha domingensis Pers.)

Manuel Silva Valenzuela, MC.
Colegio de Postgraduados, 2015

Cattail (Typha domingensis Pers.) ranks third in aquatic weeds of major economic importance in
Mexico. Its mangement through chemical and mechanical control has been ineffective. Biological
control is an alternative to mitigate the effects of cattail. Therefore, the pathogenicity of eight
strains of fungi, isolated from cattail leaves with necrotic lesions (Mucor sp., Peyronellaea
glomerata, Aspergillus niger, Penicillium expansum, Cladosporium sp., strains 2.5 and 2.6 of
Alternaria alternata and the TS1 strain) was tested. Through "in vitro" tests, using detached cattail
leaves, we determined that the isolates: Mucor sp, P. glomerata, Cladosporium sp, A. alternata 2.5
and TS1 were pathogenic, being the last one the most virulent and aggressive. With the inoculation
of the TS1 strain in adult cattail plants, the symptoms observed in the field were reproduced and
the fungus was re-isolated. To determine its pathogenic potential in cultivated plant species, "host
range tests" were performed with 46 cultivars of agricultural importance; from those only pea,
coriander, brussels sprouts, spinach, melon, and watermelon plants showed susceptibility to the
TS1 fungus and the remaining 40 cultivars were not infected. From their morphological features,
molecular analysis (amplification with ITS1F and ITS4R primers) and the phylogenetic study, we
determined that the fungus corresponds to the Saccharicola genus. The results obtained indicate
that Saccharicola sp. is a pathogen of cattail and a potential agent for biological control of this

weed.

Keywords: Cattail, Saccharicola sp., Biological control.
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I. INTRODUCCION

El tule (Typha domingensis Pers.) es una maleza acuética anual del tipo emergente, con gran
capacidad de invadir infraestructura hidraulica, principalmente canales y drenes de vasos
reguladores (Bonilla y Santamaria, 2013). Esta considerada dentro de las 10 malezas acuaticas con
mayor impacto econémico a nivel mundial; las cuales generan en USA un gasto anual de 100
millones de délares para su control (Charudattan, 2005, 2001a; Barreto et al., 2000). Esta maleza
acudtica se propaga por semilla (sexual) y por rizomas (asexual), es nativa de América y esta
ampliamente distribuida en Eurasia, Medio Oriente y Africa. La planta adulta posee un total de
siete hojas, una altura promedio de 2.44 my una densidad aproximada de 69 plantas/m? (Camarena

y Aguilar, 2012; Smith 2000, 1987).

Cuando esta maleza acuética incrementa su poblacion, provoca una diversidad de efectos
negativos, como son: disminucion de la disponibilidad de agua para riego, al obstruir su paso por
los canales que la conducen; causa inundaciones al impedir el paso del agua por drenes de vasos
reguladores y la acumulacion de sedimentos en presas; en asociacion con el lirio acuéatico
(Eichhornia crassipes (Mart.) Solms) disminuye los niveles de oxigeno afectado a la fauna acuatica
presente; sustituye a la flora local; alberga insectos vectores de enfermedades humanas (malaria y
dengue); e interfiere en la pesca y actividades acuaticas recreativas que en algunas zonas
representan el principal ingreso de muchas familias (Charudattan, 2001b; Barreto et al., 2000;
Martinez y Charudattan, 1998; Espadas y Zita, 1992). El control cultural, quimico y mecanico ha
sido poco exitoso para disminuir altas infestaciones de esta maleza (Martinez, 2014; Camarena y

Aguilar, 2012; Charudattan, 2005; Corns y Grupta, 1971).



Una alternativa para disminuir los efectos del tule, la constituye el control biolégico. El uso de
enemigos naturales que muestran un alto grado de especificidad sobre una maleza objetivo, resulta
por lo general en su control. Las estrategias de manejo bioldgico que se pueden usar son: Control
Biologico Clasico y Control Bioldégico Aumentativo; el primero se aplica a malezas exdticas
usando organismos antagdnicos especificos procedentes de la region de origen de la maleza a
controlar y en el segundo se emplean organismos antagénicos nativos con un alto grado de
especificidad con la maleza a controlar; los organismos antagdnicos utilizados en estas estrategias
se denominan agentes de control bioldgico (ach). Hongos, bacterias, virus y nematodos son los ach
que con mayor frecuencia se han utilizado en el Control Bioldégico Aumentativo (Charudattan,
2005, 2001a, 2001b, 2001c, 1996; Charudattan y Dinoor, 2000; Julien y Griffiths, 1998; Julien y

White, 1997).

El uso de hongos en el Control Bioldgico Aumentativo de malezas terrestres, ha conducido a la
comercializacion de micoherbicidas principalmente en Canada, USA, Australia y Nueva Zelandia.
En el mercado estan disponibles los productos: Smolder®, formulado con Alternaria destruens y
utilizado contra cuscuta parasitica (Cuscuta gronovii) en arandanos agrios (Hopen et al., 1997;
Bewick, et al., 1987); Chontrol® o MycoTech® o BioChon® formulados a base de
Chondrostereum purpureum y aplicados sobre tocones de arboles de hoja ancha (Becker et al.,
2005; de Jong, 2000); BioMal® que contiene conidios de Colletotrichum gloeosporioides y es
utilizado para el control de la malva (Malva pusilla); Collego® (Colletotrichum gloeosporioides
f.sp. aeschynomene) aplicado contra Aeschynomene virginica en campos de arroz; Stumpout®
formulado con Cylindrobasidium laeve utilizado para matar tocones de Acacia mearnsii y Acacia
pycnatha; DeVine® (Phytophthora palmivora) controla Morrenia odorata; Dr. BioSedge®

formulado con Puccinia canaliculata para el control de juncia avellanada (Cyperus esculentus); y
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Dyer’s woad rust strain Woad 006489® que emplea a Puccinia thlaspeos para el control de la

hierba pastel (Isatis tinctoria) (Charudattan, 2005; Charudattan y Dinoor 2000).

Otros agentes de control biolégico de naturaleza fungosa son: Ascochyta caulina, usado contra el
epazote cenizo (Chenopodium album), Colletotrichum truncatum para Hemp sesbania (Sesbania
exaltata), Phomopsis amaranthicola y Dactylaria higginsii para el control de diferentes especies
de amaranto (Amaranthus sp.) y juncia (Cyperus rotundus), respectivamente (Kadir y Charudattan,

2000; Charudattan y Dinoor, 2000).

Para malezas acuaticas, en Brasil se estd desarrollando un micoherbicida a base de Fusarium
graminearum para controlar a la elodea (Egeria sp.) (Charudattan y Dinoor 2000; Barreto et al.,
2000). Otros aislamientos con potencial para desarrollar micoherbicidas contra malezas acuéticas
son: Fusarium culmorum contra hidrila (Hydrilla verticillata), el cual al combinarse con el insecto
Hydrellia pakistanae aumenta el control de la maleza (Shabana et al., 2003), Alternaria alternata
para controlar lirio acuatico (Eichhornia crassipes) (Mohan et al., 2002, 2003; Martinez y
Charudattan, 1998), Cercospora piaropi y Acremonium zonatum tienen potencial para establecer
programas de control biolégico de lirio acuatico. Bipolaris sp., Alternaria eichhorniae,
Myrothecium roridum, Rhizoctonia solani y Uredo eichhorniae son considerados como candidatos
potenciales para controlar lirio acuatico (Charudattan, 2001b; Charudattan, 2001c; Martinez y

Gutiérrez, 2001; Martinez y Charudattan, 1998).

Otros aislamientos que estan siendo evaluados como potenciales acb de malezas acuéticas son:
Nimbya alternantherae, altamente patogénico en la maleza caiman (Alternanthera philoxeroides)

(Pomella et al., 2007; Spencer y Coulson, 1976); Septoria lythrina y Cercospora pistiae patdgenos
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de salicaria purpura (Lythrum salicaria) (Nyvall y Hu, 1997) y de la lechuguilla de agua (Pistia
stratiotes) (Barreto et al., 2000), respectivamente; y Drecshlera sp. con caracteristicas deseables

para mitigar altas infestaciones del helecho de agua (Salvinia molesta) (Barreto et al., 2000).

Para el caso particular del tule (Typha domingensis), los hongos con potencial de acb incluyen a:
Epipolaeum typharum, Colletotrichum typhae y Phoma typhae-domingensis, los cuales estan
siendo evaluados en Brasil para la elaboracion y comercializacion de micoherbicidas contra esta
maleza (Barreto et al., 2000). En México se reporta a Colletotrichum sp. como su antagonista
natural (Espadas y Zita 1992); en la India, Ponnappa (1968) consigna a Alternaria tenuissima,
Cochilobolous lunatus, Cryptomela typhae, Didymosphaeria futilis, Dreschslera hawaiiense,
Epicoccum nigrum, Leptosphaeria michotti, L. typhae, L. typharum, Mycosphaerella tassiana, M.
typhina, Periconia byssoides, Pestalotiopsis versicolor, Phoma sp., P. typharum y Pithomyces
chartarum como patdgenos de esta maleza; de igual forma Pugh y Mulder (1971) reportan a
Alternaria tenuis, Aureobasidium pullulans, Sporobolomyces sp., Cephalosporium sp.,
Cladosporium herbarum, Epicoccum nigrum y Phoma typharum. Cabe mencionar que las cepas
determinadas como L. typhae y L. michotti han sido reclasificadas como Phaeosphaeria typhae y
Paraphaeosphaeria michotti, respectivamente (Camara et al., 2001, 2002; Shoemaker y Babcock,

1988).

Adicionalmente se reportan 26 cepas de hongos asociadas a sintomas necroticos en hojas de tule
(Kowalik y Krasny, 2009; Mazurkiewicz-Zapatowicz et al., 2006). Estos antagonistas podran

considerarse acb una vez que se confirme su especificidad patogénica en esta maleza.



En relacion con el hongo Saccharicola, a la fecha no se ha consignado su patogenicidad en especies
de maleza; el género fue propuesto en 2003, a partir de un asilamiento que estaba clasificado como
Leptosphaeria bicolor y reportado como fitopatdgeno en el cultivo de la cafia de azlcar en Kenia
(Kaiser et al., 1979). Por ahora se conocen solamente dos especies S. bicolor y S. taiwanensis,
ambas patogenas de la cafia de azucar. En Brasil se aislé una cepa endéfita de Saccharicola sp. de
este cultivo y en ella se detectaron genes asociados a la produccién de metabolitos secundarios
denominados “poliquétidos”. Tales compuestos presentan estructuras quimicas muy variadas y su
sintesis se asocia con la presencia de proteinas denominadas PKS (poliquétidos sintasas). Los
poliquétidos poseen actividad antibacteriana (eritromicina y tetraciclinas), inmunosupresora
(rapamicina), antitumoral (daunorrubicina y doxorrubicina), anticolesterémica (estatinas) y
antiparasitica (ivermectina) (Kwan y Schulz, 2011). Dichos compuestos son producidos por
plantas, hongos y bacterias (Kwan y Schulz, 2011) y ademés de su amplia aplicacién en medicina
humana y animal, también tienen potencial para su aplicacion en la agricultura e industria quimica

(Rojas et al., 2012).

Por la importancia econdémica que tiene esta maleza en México y debido a que se han realizado
pocas investigaciones tendientes a determinar qué hongos de los que se encuentran asociados a
ella, podrian seleccionarse como candidatos para controlarla, el presente trabajo tuvo por objetivos:
1) realizar las pruebas de patogenicidad de ocho aislamientos de hongos asociados a lesiones
necroticas en hojas de tule, para seleccionar el mas virulento, y 2) de éste determinar su rango de

hospedantes en hortalizas de importancia agricola.



Il. REVISION DE LITERATURA

Generalidades del tule (Typha domingensis Pers.)

El tule es una planta acuética perenne del tipo emergente, originaria de América, de distribucion
nativa, herbacea y que se propaga por semilla y rizomas. Llega a medir hasta 5 m de alto y por lo
general las hojas sobrepasan la altura de las espigas. La parte superior de las vainas esta atenuada
hacia la lamina foliar, generalmente son asimétricas y ocasionalmente simétricas, la epidermis de
la superficie contiene una gran cantidad de glandulas mucilaginosas de color obscuro, dispuestas
en lineas longitudinales y comiunmente extendiendose hacia la base de la lamina foliar, el envés es
ligeramente convexo cerca de la vaina y plano hacia el dpice. Los drganos sexuales se desarrollan
en las espigas, las que contienen a las inflorescencias femeninas y son de mayor longitud y las
masculinas de menor tamario; las inflorecencias son de de color pardo claro con una o0 méas bracteas
folidceas caducas. Las flores masculinas tienen de 2 a 4 estambres total o parcialmente soldados y
las flores femeninas tinene ovario fusiforme, estilo de 1 a 2 mm de largo, estigma largo y delgado,
de 0.5 a 1.5 mm de largo y el fruto es fusiforme (Bonilla y Santamaria, 2013; Smith, 2000, 1987,

1967).

Se reconocen de ocho a 13 especies, en ocasiones estas puede confundirse con nuevas especies,
por ello Smith (1987) sugiere que en regiones tropicales, se debe caracterizar como Typha
domingensis a las siguientes sinonimias: T. agustata, T australis, T. brownii, T. javanica y T.
grossheimii. En Norteamérica es comin que se confunda a T. domingensis con T. angustifolia

(Smith y Newman, 2001; Smith, 2000, 1987, 1967).



Taxonomia

La clasificacion mas actual de esta planta acuatica se muestra a continuacion (Smith y Newman,

2001; Smith, 2000).

Reino: Plantae
Subreino: Viridiplantae
Superdivision: Embryophyta
Division: Tracheophy
Clase: Magnoliopsida
Orden: Poales
Familia: Typhaceae
Geénero: Typha

Especie: T. domingensis

Distribucion de Typha domingensis

Es una plata cosmopolita que se encuentra ampliamente distribuida en regiones con climas
tropicales, subtropicales y mediterraneos, asimismo es comun encontrarla en Ameérica, Eurasia,

Medio Oriente y Africa (Camarena y Aguilar, 2012; Smith 2000, 1987).

Con base a datos de colectas geo-referenciados y disponibles en el Sistema de Informacién de
Especies invasoras (SNIB-CONABIO) se determind que el tule esta presente en la mayoria de los

estados de México a excepcion de Durango y Zacatecas (Figura 1).
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Figura 1. Distribucion de Typha domingensis en México. Tomado del Sistema de Informacion de Especies
invasoras (SNIB-CONABIO).

Importancia econémica

Esta planta es empleada en jardines acuaticos, en arreglos florales, en la elaboracion artesanal de
diferentes productos (sillas, sombreros y hamacas, entre otros) y en la construccion de techos de

chosas, y petriles (Bonilla y Santamaria, 2013).

Debido a que estd ampliamente distribuida en el pais; es comln que invada cuerpos de agua
artificiales por lo que se le considera una maleza acuatica traslocada de importancia econémica por
su habilidad para infestar diques, presas, drenes de vasos reguladores y canales de riego; dicha
habilidad es atribuida a su capacidad para retener sedimentos, que ocupa como sustrato para su

propagacion vegetativa (Camarena y Aguilar, 2012; Smith 2000, 1987; Gutiérrez et al., 1994). En



mayor o menor grado se encuentra infestando los canales de los principales distritos de riego en el
pais como son: el DR 010 Culiacdn-Humaya, Sinaloa; DR 014 Rio colorado, Baja California; DR
018 Colonias Yaquis, Sonora; DR 024 Ciénega de Chapla, Michoacan; DR 025 Bajo Rio San Juan
Tamaulipas; DR 030 Valsequillo, Puebla y el DR 092 Panuco, Veracruz (Camarena y Aguilar,

2012).

El tule es reconocida como una maleza acuatica de gran persistencia que produce enormes
cantidades de semilla, pues se estima que por inflorescencia produce hasta 5 millones de semillas;
por lo tanto el banco de semillas disponible es muy alto (Bojorquez, 1999). Los problemas que
ocasiona son: 1) sustitucion de la flora nativa; 2) aceleracion de los procesos de eutroficacion; 3)
disminucidn de la velocidad de conduccion de agua al obstruir el canal; 4) inundaciones al taponear
los drenes de vasos reguladores; 5) al asociarse con otras malezas acudticas disminuye la
concentracion de oxigeno matando a la fauna local y creando un ambiente anaerobio ideal para el
desarrollo de algas; 6) alberga insectos vectores de enfermedades humanas (dengue, malaria y
fiebre amarilla); 7) puede ser reservorio de fitopatogenos (hongos y virus); y 8) impedir actividades
deportivas acudticas, que en algunas regiones son una fuente de ingreso para la poblacién local

(Charudattan, 2001a; Barreto et al., 2000; Bojorquez, 1999, 2009).

Estrategias de manejo del tule
Control Mecénico
Esta estrategia emplea maquinaria denominada pesada y ligera; es realizada principalmente en

drenes y canales de riego y su objetivo es extraer la mayor cantidad de plantas presentes en el canal,

pero su costo es elevado. Respecto a la maquinaria denominada pesada, dafia a los canales



revestidos incrementando ain mas los costos de aplicacion. El equipo denominado ligero, esta
disefiado especificamente para uso en infraestructura hidraulica (barra taludadora y desbrozadora),
reduce los gastos de operacién y el dafio a canales revestidos, pero en ambos casos su eficiencia
contra el tule es baja, debido a sus caracteristicas bioldgicas ya mencionadas (Camarena y Aguilar,

2012, Bojoérquez, 1999, 2009).

Control Quimico

La comision intersecretarial para el control del proceso y uso de plaguicidas, fertilizantes y
sustancias toxicas. (CICOPLAFEST) mantiene regulado el uso de pesticidas en cuerpos de agua,
permitiendo solo tres productos: Glufosinato de amonio, Diquat y Glifosato, para el caso del tule
se aplica Diaquat antes de la floracion y Glifosato durante la floracion a una dosis de 5-10 I/ha en
100 litros de agua, la aplicacion de estos quimicos no garantiza el control del tule debido a la gran
capacidad que tiene de generar nuevos brotes (Espadas y Zita, 1992). Otra desventaja del control
quimico es el uso irracional de estos productos, lo que provocaria la aparicion de biotipos
resistentes a ellos (Heap, 2006). A nivel mundial también se aplica dalapon, 2, 4-D y amitrol que

han mostrado efectividad contra el tule (Corns y Gupta, 1971).

Control Cultural

Esta estrategia se aplicada cuando el grado de infestacion es bajo y radica en la extraccién manual
de plantas y de rizomas. EI método es efectivo pero muy costoso porque emplea mucha mano de

obra, lo que algunos casos lo hace incosteable (Camarena y Aguilar, 2012).
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Control Bioldgico

Para esta maleza acuatica aln no se tiene registro de algun agente de control bioldgico (acb), pero
si tanto de organismos fungosos con potencial para generar programas de control (Kowalik y
Krasny, 2009; Mazurkiewicz-Zapatowicz et al., 2006; Barreto et. al, 2000; Espadas y Zita, 1992;
Ponnappa, 1968), como de aislamientos asociados a esta maleza. Por consiguiente existe una gran
cantidad de cepas que pueden ser estudiadas y evaluadas para seleccionar potenciales acb para el

control de esta maleza (Cuadro 1).

Para otras malezas acuéticas de importancia econémica en México, el control biologico ha sido un
componente importante en las estrategias de manejo integrado (Martinez, 2014; Camarena y
Aguilar, 2012; Martinez y Gutiérrez, 2001; Martinez y Charudattan, 1998).

Cuadro 1. Aislamientos reportados como patdgenos y como asociados al tule.

Patdgeno aislado Pais Estatus Referencia
1?5 cepas cole_ctadas y . Aislamiento e identificacion Ponnappa,
aisladas de diferentes India . 1968.

. de cepas patogenas
sintomas

Alternaria tenuis
Aureobasidium pullulans
Cephalosporium sp.

Cladosporium herbarum Inglaterra Aislamiento e identificacibn ~ Pugh y Mulder,

. . de cepas patdgenas 1971.
Epicoccum nigrum
Phoma typharum
Sporobolomyces sp.
Colletotrichum sp. México Candidato a acb Espafg;zy Zita
Colletotrichum typhae
Ep'g%'g;i”: tyﬁzs_rum Brasil y Candidatos para Barreto et al.,
domi yphe Republica Dominicana micoherbicidas 2000
omingensis
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Acremonium alternatum
Alternaria Alternata
Colletotrichum typhae
Dasyscyphus contraversus . . . e Mazurkiewicz-
Fusarium coeruleum Polonia A(ljsel‘acr:lZr;tgsgé?:;;f;c?c;:n Zapatowicz et
Monodictys levis P ! al., 2006.
Psathyrella typhae
Staganospore sacchari
Ulocladium Botrytis
Alternaria alternata
Aspergillus versicolor
Cladosporium
sphaerospermum
Cladosporium
cladosporioides
Cladosporium
macrocarpum
Chaetomium elatum
Epicoccum purpurascens
Humicola fuscoatra v.
fuscoatra
Leptosphaeria typhae
Leptosphaeria typharum Polonia Aislamiento e identificacion Kowalik y
Mammaria de cepas asociadas a tule Krasny, 2009.
echinobotryoides
Mortierella isabellina
Mortierella alpina
Mucor hiemalis f. hiemalis
Phialophora richardsiae
Penicillium expansum
Penicillium steckii
Phoma hedericola
Periconia typhicola
Scopulariopsis koningii
Sordaria fimicola
Trichothecium roseum
Ulocladium botrytis

Para el caso particular de malezas, el control biolégico se define como la accion directa y/o
indirecta de depredadores, patdgenos y/o paréasitos; esta basado en su liberacidn y/o aplicacion
premeditada y tiene por finalidad reducir la densidad de poblacion de la maleza objetivo
(Charudattan, 2005; Julien y White, 1997). EIl control bioldégico de malezas se hace mediante
Control Bioldgico Clasico o Control Bioldgico Aumentativo, los organismos empleados en ambas

estrategias pueden ser de diferente origen (Cuadro 2). Estos tienen en comin, un marcado
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antagonismo Y especificidad contra malezas objetivo, caracteristicas que se determinan mediante
pruebas de inanicion en el caso de insectos y peces, y pruebas de rango de hospedantes en bacterias,
nematodos, hongos y virus. (Charudattan, 2005, 2001a, 2001b, 2001c, 1996; Charudattan y Dinoor,
2000 Julien y Griffiths, 1998; Julien y White, 1997; Cock, 1996).

Cuadro 2. Organismos usados como agentes de control biolégico de malezas.

Naturaleza del

) Agente de control bioldgico Maleza objetivo Pais Referencia
antagonista

Watson, 19864,

Nematodo Subanguina picridis Rhaponticum repens  Canada 1986b Ou'y
Watson, 1993
. Tobacco mild green mosaic . Ferrell et al.,
Virus tobamovirus (TMGMV) Solanum iarum EUA 2008.
Bacteria Pseudomonas syringae pv. Cirsium arvense Europa Muller y Nentwig,
Tagetis 2011.
Hongo Alternaria destruens Cuscuta sp. EUA Chazrgggttan,
. . . - Camarena y
Pez Ctenopharyngodon idella Hydrilla verticillata México Aquilar, 2012,

Control biologico clasico de malezas

Se aplica sobre malezas exoticas, mediante el uso de acb procedentes de la region de origen de la
maleza a controlar y que tedricamente no formen parte del ecosistema, dada su alta especificidad
con la maleza. Los principales ach usados en esta estrategia son insectos y hongos y su
especificidad con la maleza se determina mediante pruebas de inanicion, de selectividad y de rango
de hospedante con un amplio rango de plantas cultivables y no cultivables similares a la maleza a

controlar (Julien y Griffiths, 1998; Julien y White, 1997).

La aplicaciéon en campo de esta estrategia de control tiene un costo elevado, en general es empleado
por productores con vastos recursos econémicos, el grado de control observado es alto y redituable;

los paises que encabezan los casos de éxito son: EUA, Canada, Australia y Nueva Zelandia; esto
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se debe, en gran medida a que cuentan con leyes y protocolos que describen las metodologias para
la obtencion de un acb (Charudattan, 2005, 2001a). En un esfuerzo por difundir y hacer accesible
estas metodologias en paises en vias de desarrollo, la Organizacion de las Naciones Unidas para la
Alimentacion y la Agricultura (FAO) en colaboracion con el Instituto Internacional de Control
Bioldgico (I11BC) cre6 en 1992 guias para el desarrollo de programas de control bioldgico clasico
(Cock, 1996) las cuales estan disponible en la pagina web:

http://www.fao.org/docrep/t1147s/t1147s00.htm#Contents

Entre los casos mas exitosos se reporta el control de nopal (Opuntia vulgaris) con larvas de
Dactylopsis ceylonicus y Cactoblastis cactorum en Australia, el combate de Salvinia molesta con
Cyrtobagous salviniae en Africa, el control de Chromolaena odorata con Pareochaetes
pseudoinsulata en Africa (Julien y White, 1997). En México se ha controlado exitosamente al lirio
acuatico (Eichhornia crassipes) utilizando los curculionidos Neochetina bruchi y N. eichhorniae
(Julien y Griffiths, 1998; Aguliar et al., 2003). En la literatura también se reportan casos exitosos
utilizando aislamientos de origen fungoso (Cuadro 3) (Winston et al., 2014; Julien y Griffiths,

1998; Julien y White, 1997).
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Cuadro 3. Organismos empleados en el control bioldgico clésico

Agente de control bioldgico

(insecto)

Maleza objetivo

Nombre cientifico

Nombre comUn

Pais

Longitarsus quadriguttatus

Mogulones crucifer
Agapeta zoegana
Bangasternus fausti
Chaetorellia acrolophi
Cyphocleonus achate
Larinus minutus
Larinus obtusus
Metzneria paucipunctella
Pelochrista medullana
Pterolonche inspersa
Sphenoptera jugoslavica
Terellia virens
Urophora affinis
Urophora quadrifasciata
Aulacidea acroptilonica
Jaapiella ivannikovi
Galerucella calmariensi
Galerucella pusilla

Hylobius tranversovittatus

Nanophyes marmoratus
Cheilosia grossa
Hadroplontus litura
Rhinocyllus conicus
Trichosirocalus horridus
Urophora cardui
Urophora stylata
Bruchidius villosus
Exapion fuscirostre
Leucoptera spartifoliella
Exapion ulicis
Tetranychus lintearius”
Aulacidea subterminalis
Microlarinus lareynii
Microlarinus lypriformis
Botanophila seneciella
Cochylis atricapitana
Longitarsus jacobaeae
Tyria jacobaeae
Aceria chondrillae
Bradyrrhoa gilveolella
Cystiphora schmidti
Bangasternus orientalis
Chaetorellia australis
Chaetorellia succinea
Eustenopus villosus
Larinus curtus

Cynoglossum officinale

Centaurea diffusa

Rhaponticum repens

Lythrum salicaria

Carduus nutans

Cytisus scoparius

Ulex europaeus
Pilosella flagellaris

Tribulus terrestris

Jacobaea vulgaris

Chondrilla juncea

Centaurea solstitialis
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Cinoglosa

White Knapweed

Russian knapweed

Salicaria

musk thistle

Retama negra

Retamo espinoso
Orange hawkweed

Puncturevine

Hierba de Santiago

achicoria

abrepufio

EUA

EUA

EUA

EUA

EUA

EUA

EUA
EUA
EUA

EUA

EUA

EUA



Urophora sirunaseva
Agrilus hyperici
Aphis chloris
Aplocera plagiata
Chrysolina hyperici
Chrysolina quadrigemina
Zeuxidiplosis giardi
Brachypterolus pulicarius
Calophasia lunula
Mecinus janthiniformis
Rhinusa antirrhini
Rhinusa linariae
Aphthona cyparissiae
Aphthona czwalinai
Aphthona flava
Aphthona lacertosa
Aphthona nigriscutis
Hyles euphorbiae
Lobesia euphorbiana
Oberea erythrocephala
Spurgia capitigena
S. esulae
Aceria malherbae
Tyta luctuosa
Microplontus edentulus
Omphalapion hookerorum
Rhopalomyia tripleurospermi
Agente de control bioldgico
(hongo)

Maravalia cryptostegiae

Puccinia chondrillina
Puccinia evadens
Sphaerulina mimosae-pignae

Uromyces galegae

Phragmidium violaceum
Uromyces galegae
Colletotrichum gloeosposoides
Puccinia carduorum
Entyloma compositarum
Uromycladium tepperanium
Puccinia chondrillina
Puccinia jacea var. solstitiali
Organismos con potencial
para acb clasico
Puccinia acroptili”
Coniatus splendidulus’
Diorhabda spp.’

Hypericum perforatum

Linaria vulgaris

Euphorbia esula

Convolvulus arvensis

Tripleurospermum
inodorum

hipérico

linaria

Leafy spurge

correhuela

manzanilla

Maleza objetivo

Nombre cientifico
Cryptostegia
grandiflora
Chondrilla juncea
Baccharis halimifolia
Mimosa pigna
Heliotropium
europaeum
Rubus procerus
Galega officinalis
Clidemia hirta
Cardus tenuiflorus
Ageratina riparia
Acacia saligna.
Chondrilla juncea
Centaurea solstitialis

Nombre comUn
Rubber vine

achicoria dulce
chilca
carpinchera

verrucaria

galega
soapbush
Cardus tenuiflorus
sandara
acacia de hoja azul
achicoria
abrepufio

Maleza objetivo

Nombre cientifico
Rhaponticum repens
Tamarix chinensis
Tamarix ramosissima
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Nombre comun
Russian knapweed

Tamarix

EUA

EUA

EUA

EUA

EUA

Pais

Australia

Australia
Australia
Australia

Australia

Australia
Chile
EUA
EUA

Sudafrica

Sudafrica
EUA
EUA

Pais
EUA
EUA



Altica carduorum’
Lema cyanella’
Psylliodes chalcomera’
Urophora solstitialis
Aceria anthocoptes*
Cassida rubiginosa’
Cleonis pigra’
Larinus carlinag’
Puccinia carduorum?
Terellia ruficauda’
Aceria genistae*
Agonopterix nervosa’ Cytisus scoparius Retama negra EUA
Arytainilla spartiophila’
Agonopterix nervosa Ulex europaeus Retamo espinoso EUA
Tomado de Winston et al., 2014; Julien y Griffiths, 1998 y Julien y White, 1997. “Hongo, " Insecto, *Acaro,
“Arafia roja

Carduus nutans musk thistle EUA
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Control biolégico aumentativo de malezas

Esta estrategia se aplica contra malezas exoticas o endémicas, con ach originarios del lugar donde
la maleza esté causando el problema, éstos deben expresar una alta patogenicidad y especificidad
contra la maleza objetivo, a pesar de que estos organismos forman parte del ecosistema, en
ocasiones no controlan de manera natural a la maleza; sin embargo, cuando son producidos
masivamente y aplicados sobre ellas impactan de manera negativa a la poblacion de la maleza. Los
principales acb empleados en esta estrategia son hongos, los cuales son de facil manipulacién,
asimismo se reportan nematodos, bacterias y en menor proporcion virus. En el Cuadro 4 se presenta
un inventario de organismos empleados en esta estrategia (Charudattan, 2005 y 2001b).

Cuadro 4. Aislamientos de organismos reportados para control biolégico aumentativo.

Aislamientos exitosos como acb aumentativo y en vias de desarrollo de Micoherbicidas

Maleza Aislamiento Cultivo Pais Referencia
Acacia saligna Uromycladium tepperianum  Varios cultivos  Sudafrica Morrllgé%%l,
Aeschynomene virginica  Colletotrichum gloeosporioides Australia TeBeesty

Templeton, 1985.

Barreto y Evans,

Zonas 1988; Morris,
Ageratina riparia Entyloma ageratinae . EUA 1991; Barton,
infestada . ..
2004; Truijillo,
2005.
Hasan, 1981;
Varios cultivos Burdon et al.,
Chondrilla juncea Puccinia chondrillina y zonas EUA 1981; Cullen,
infestadas 1985; Supkoff et
al., 1988.
Evans, 1993;
. Evansy
Cryptost;glgrRoxb, ex Maravalia cryptostegiae Varios cultivos  Australia Tomley,1996;
' Tomley et al.,
2003.
Senna surattensis Acremonium sp. . Zonas EUA Trujillo, 2005.
infestadas
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Passiflora tarminiana

Rubus spp

Abutilon theophrasti

Alternanthera
philoxeroides

Amaranthus sp.

Avena fatua

Calystegia sepium

Cirsium arvense

Chenopodium album

Convolvulos arvensis

Cyperus rotundus

Cytisus scoparius

Echinochloa crus-galli

Echinochloa sp.

Septoria passiflorae

Phragmidium violaceum

Colletotrichum coccodes

Nimbya alternantherae

Phomopsis amaranthicola

Alternaria alternata

Drechslera avenacea

Stagonospora convolvuli

Pseudomonas syringae pv.
tagetis

Phoma cirsii

Ascochyta caulina

Stagonospora convolvuli

Dactylaria higginsii
(Pyricularia higginsii)

Cercospora caricis

Fusarium tumidum

Exserohilum fusiforme

E. monoceras

Colletotrichum graminicola
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Varios cultivos
y zonas
infestadas

Zonas
infestadas

Varios cultivos

Cuerpos de
agua

Hortalizas

Varios cultivos

Varios cultivos

Varios cultivos

Varios cultivos

Varios cultivos

varios cultivos

Plantaciones
de arboles

Varios cultivos

EUA-
Australia

Australia

Canada

Brasil-
EUA

EUA

Australia-
Italia

Europa

EUA

Holanda

Europa

EUA

Israel

Nueva
Zelanda

Vietnam-
Australia

Canaday
corea del
sur

Trujillo, 2005.

Oehrens, 1977;
Bruzzese, 1995.

DiTommaso et
al., 1996.

Barreto et al.
2000.

Rosskopf, 1998.

Vutro et al.,
1999.

Guntli et al.,
1999.

Lethy
Andreasen, 1999.

Scheepens et al.,
1997

Pfirter et al.,
1997

Kadir y
Charudattan,
2000.

Dinoor et al.
1999.

Ribeiro et al.,
1999.

Frohlich et al.,
1999.

Van Tuat et al.,
1998.

Watson, 1997;
Yang et al.,
2000.



Egeria densa; E. najas

Eichhornia crassipes

Erythroxylum coca

Euphorbia heterophylla

Galinsoga ciliata

G. parviflora

Hakea sericea

Hakea sericea

Imperata cylindrica

Orobanche sp.

Rottboellia
cochinchinensis

Sagittaria sp.

Senna obtusifolia

Sesbania exaltata

Solanum viarum

Sphenoclea zeylanica

Striga hermonthica

Fusarium sp.

Alternaria eichhorniae

F. oxysporum f.sp. erythroxyli

Bipolaris euphorbiae

Colletotrichum gloeosporioides

Colletotrichum gloeosporioides

Ralstonia solanacearum

Colletotrichum caudatum
Drechslera gigantea

Bipolaris sacchari
Fusarium oxysporum

Sporisorium ophiuri

Colletotrichum graminicola

Rhynchosporium alismatis

Alternaria cassiae

Colletotrichum truncatum

Ralstonia solanacearum

Alternaria sp.

Colletotrichum gloeosporioides

Fusarium nygamai
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Hidroeléctricas Brasil
Lagos y EUA
canales de _
riego Egipto
Plantaciones Regiones
de coca productora
s de coca
Varios cultivos Brasil
Varios cultivos Rusia
Plantaciones Sudafrica
de arboles
Bosque§_de EUA
Hawai
) ) Malasia
Varios cultivos
EUA
En campos de Sudan
cereales Alemania
Encamposde  Tailandia
cereales y ucrania
Arroz Australia
Campos de Brasil
soya
Campos de EUA
soya y arroz
Citricos EUA
arroz Malasia
Varios cultivos  Alemania,

Nachtigal and
Pitelli, 1999.

Vincent and
Charudattan,
1999.

Hebbar et al.,
1999. Sands et
al., 1997.

R.A. Pitelli,
comunicacion
personal.

Gasich y Titova,
1998.

Morris et al.,
1999.

Anderson y
Gardner, 1999

Caunter y Lee,
1996 Yandoc et
al., 1999

Kroschel et al.,
1999

Reeder et al.,
1996

Cother et al.,
1999

Pitelli,
comunicacion
personal.

Boyette et al.,
1999

DeValerio et al.,
2000.

Masangkay et al.,
1996 Caunter y
Lee, 1996.

Kroschel et al.,
1999.



Taraxacum officinale

Trianthema
portulacastrum

Ulex europaeus

Varias Malezas anuales

Varias malezas

Pueraria lobata

Varias malezas de la
familia Asteracea

Xanthium sp

Acroptilon repens

Cirsium arvense y
Ranunculus acris

Clidemia hirta
Cuscuta campestris

Cuscuta chinensis

Cyperus esculentus

Diospyros virginiana

Fusarium oxysporum

Fusarium semitectum var. majus

Aislamiento MAC 1 Jardines

Gibbago trianthema Varios cultivos

Fusarium tumidum varios cultivos

Myrothecium verrucaria Varios cultivos

Drechslera gigantea

Citricos
Myrothecium verrucaria
_ Bordes de
Pseudomonas syringae pv. carreteras

Phaseolicola

Pseudomonas syringae pv. Varios cultivos
tagetis

Alternaria zinniae ) )
) ) Varios cultivos
Colletotrichum orbiculare

Subanguina picridis

Sclerotinia sclerotiorum Pastizales
C. gloeosporioides f.sp. Zonas
clidemiae infestadas

Alternaria cuscutacidae

Colletotrichum gloeosporioides

Varios cultivos
f. sp. cuscutae

Zonas
infestadas y
varios cultivos

Puccinia canaliculata

Acremonium diospyri
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Canada,
Africa
Canada

India

Nueva
Zelanda

EUA

EUA

EUA

EUA

Canada

EUA

Australia

Canada

Nueva
Zelandia

EUA

China

Holanda

Ciotola et al.,
1995.

Schnick et al.,
1998.

Aneja et al.,
1999.

Frohlich et al.,
1999.

Maryland Walker
y Tilley, 1997.

Chandramohan,
1999

C.D. Boyette,
USDA-ARS,
Stoneville, MS
Zidack y
Backman, 1996.

Johnson et al.,
1996.

USA Auld et al.,
1992; Abbas,
1998.

Ou y Watson,
1992, 1993.

Hurrell et al.,
2001; Bourdoét et
al., 2004.

Trujillo, 2005.

Templeton, 1982.

Templeton, 1982;
Wang, 1989.

Phatak et al.,
1983; Bruckart et
al., 1988;
Scheepens y
Hoogerbrugge,
1991.

Templeton, 1982.



Hedychium
gardnerianum

Malva pusilla

Solanum elaeagnifolium

Ralstonia solanacearum

Colletotrichum gloeosporioides

Nothanguina phyllobia

Varios cultivos

Varios cultivos

EUA

Canada

EUA

Aislamientos con potencial para agentes de control bioldgico

Maleza

Asparagus asparagoides

Baccharis halimifolia

Carduus nutans

Centaurea solstitialis

Lantana camara

Mimosa pigra

Amaranthus retroflexus

Cyperus esculentus

C. rotundus

Senecio vulgaris

Sorghum halepense

Rosa multiflora

Aislamiento

Puccinia myrsiphylli

Puccinia evadens

Puccinia carduorum

Puccinia jaceae

Mycovellosiella lantanae

Sphaerulina mimosae-pigrae

Albugo amaranthi

Puccinia canaliculata

Puccinia romagnoliana

Puccinia lagenophorae

Sporisorium cruentum

(Sphacelotheca holci; S.
cruenta)

Rose rosette disease
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Cultivo

Zonas
infestadas

Varios cultivos

Varios cultivos

Varios cultivos

Zonas
infestadas

Varios cultivos

Varios cultivos

Varios cultivos

Varios cultivos

Varios cultivos

Granjas

Pais

Australia

Australia

EUA

EUA

EUA

Australia

Europa

EUA

Israel

Europa

EUA

EUA

Anderson y
Gardner, 1999.

Mortensen y
Makowski, 1997.

Robinson et al.,
1978.

Referencia

Batchelor et al.
(2004)

Verma et al.,
1996; Tomley y
Willsher, 2002.

Baudoin y
Bruckart, 1996.

Bruckart, 1989;
Shishkoff y
Bruckart, 1993;
Suszkiw, 2004.

den Breeyen,
2004; Truijillo,
2005.

Seier y Evans,
1996; Julien 'y
Griffiths, 1998.

Juttersonke,
1998.

Phatak et al.,
1987.

Bedi and Grewal,
1999.

Muiller-Schérer y
Frantzen, 1996.

Massion y
Lindow, 1986.

Epstein et al.,
1997.



Rottboellia
cochinchinensis

Sporisorium ophiuri

Cultivos de
cereales

Ucrania

Agentes de control biolégico usados en combinacion con insectos

Maleza

Eichhornia crassipes

Euphorbia esula

Varias malezas

Maleza

Ageratina adenophora

Carduus pycnocephalus

Cirsium arvense

Clematis vitalba

Eichhornia crassipes

Galega officinalis

Heliotropium
europaeum

Mimosa pigra

Aislamiento
Acremonium zonatum
Alternaria eichhorniae

Cercospora piaropi -
Neochetina bruchi; N.
eichhorniae y otros insectos

Fusarium sp.; Rhizoctonia sp

Aphthona sp.; otros insectos

Rhizobacteria como antagonista

de malezas

Aislamiento

Phaeoramularia eupatorii-
odorati

Puccinia cardui-pycnocephali

Puccinia punctiformis

Phoma clematidina

Cercospora piaropi

Uromyces galegae

Uromyces heliotropii

Diabole cubensis
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Cultivo

Lagos canales
deriegoy
presas

En campo

Varios sitios

Cultivo

Varios cultivos

Zonas
infestadas

Varios cultivos

Varios cultivos

Presas

Zonas
infestadas y
varios cultivos

Varios cultivos

Varios cultivos

Pais

Egipto
Sudafrica
USA

EUA

EUA

Aislamientos con potencial para acb aun por verificar

Pais

Sudafrica

EUA

Holanda

Nueva
Zelanda

EUA

Europa

Australia

Australia

Reeder et al.,
1996

Referencia

Den Breeyen,
1999. Vincent y
Charudattan,
1999. Shabana et
al., 1999.

Caesar, 1999.

Kremer y
Kennedy, 1996.

Boyetchko et al.,
1999.

Referencia
Morris, 1991.

Baudoin et al.,
1993; Bruckart et
al., 1996.

Frantzen, 1994.

Gourlay et al.,
2000.

Charudattan et
al., 1985;
Charudattan,
2001.

Oehrens y
Gonzalez, 1975.

Barton, 2004;
Julien y Griffiths,
1998.

Seier y Evans,
1996; Julien 'y
Griffiths, 1998.



Parthenium Puccinia abrupta var. Varios cultivos ~ Australia Julien y Griffiths,
hysterophorus partheniicola 1998.

Tomado de Charudattan, 2005 y 2001b.

Para el desarrollo comercial de un potencial acb de tipo aumentativo, primero se debe seleccionar
al candidato probando su patogenicidad sobre la maleza objetivo cumpliendo con los postulados
de Koch; a continuacidn se evalla su rango de hospedantes, incluyendo tanto especies cultivables
como silvestres. Cuando éste es muy amplio, el aislamiento no tiene potencial, pero si el rango es
reducido, se procede entonces a determinar las condiciones que favorecen su produccion masiva
(substratos alimenticios y condiciones de tempertura, entre otros), su inocuidad en humanos, se
realizan pruebas en parcelas experimentales y se desarrollan las metodologias para su formulacion
y posible comercializacion (Charudattan, 20005). Una vez que se demuestra que el aislamiento
satisface estos requerimientos, se le puede entonces considerar como un potencial acb para el

desarrollo de un Micoherbicida.

Los micoherbicidas generalmente contienen propagulos del acb en latencia, los cuales al
suspenderse en agua se reactivan y tiene la capacidad de inducir enfermedad sobre la maleza
objetivo. Estos productos son llamados asi debido a que su efecto es comparable con el de
herbicidas y han tenido un gran auge principalmente en Australia, Nueva Zelanda, Canada y
Estados Unidos (Cuadro 5) (Charudattan, 2005, 2001a, 2001b, 2001c, 1996; Charudattan y Dinoor,
2000; Julien y Griffiths, 1998; Julien y White, 1997). Cabe sefialar que para el caso de malezas
acudticas, aun no se reportan micoherbicidas a pesar de contar con aislamientos caracterizados

como ach.

24



Cuadro 5. Micoherbicidas comerciales.

Nombre del
producto

Patdgeno

Maleza

Referencia

Smolder®

Chontrol®
MycoTech®
BioChon®

BioMal®

Collego®

Stumpout®

DeVine®

Dr. BioSedge®

Dyer’s woad

rust strain Woad
006489®

Camperico®

Alternaria destruens

Chondrostereum purpureum

Colletotrichum gloeosporioides

Colletotrichum gloeosporioides
f.sp. aeschynomene

Cylindrobasidium laeve

Phytophthora palmivora

Puccinia canaliculata

Puccinia thlaspeos

Xanthomonas campestris

Cuscuta gronovii

tocones de arboles de hoja ancha

Malva pusilla

Aeschynomene virginica (L.) B.S.P.

Acacia mearnsii y Acacia pycnatha

Morrenia odorata

Cyperus esculentus

Isatis tinctoria

Poa annua

Bewick, et al.,
1987; Hopen et
al., 1997.
de Jong, 2000;
Becker et al.,
2005.
Charudattan,
2005;
Charudattan y
Dinoor, 2000
Charudattan,
2005;
Charudattan y
Dinoor, 2000
Charudattan,
2005;
Charudattan y
Dinoor, 2000
Charudattan,
2005;
Charudattan y
Dinoor, 2000
Charudattan,
2005;
Charudattan y
Dinoor, 2000
Charudattan,
2005;
Charudattan y
Dinoor, 2000
Charudattan,
2005;
Charudattan y
Dinoor, 2000
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I11. MATERIALES Y METODOS

Pruebas de patogenicidad “in vitro”.
En hojas asintomaticas desprendidas de plantas de tule, se prob6 la patogenicidad de los
aislamientos Mucor sp., Peyronellaea glomerata, Aspergillus niger, Penicillium expansum,
Cladosporium sp., cepas 2.5 y 2.6 de Alternaria alternata y TS1 obtenidos de hojas de tule con
lesiones necroticas provenientes de Culiacan, Sinaloa; Cuautitlan lzcalli, Edo. de México; y
Xochimilco, D.F. (Silvaetal., 2011). Puntas de hifas de los aislamientos mencionados se cultivaron
en medio PDA (Papa dextrosa agar) y P. glomerata en VgA (jugo V8 agar), las cajas se incubaron
en oscuridad a 26 °C y a los 12 dias se vertieron sobre el medio de cada caja 20 ml de solucion
salina al 0.9% + 25 ppm tween 20, se rasp6 la superficie para suspender los propagulos y la
suspension se centrifugd a 10,000 rpm; se cuantifico el nimero de propagulos en un
hematocitometro y se ajusté el nivel de indculo a 108 ufc. La suspension se asperjo sobre las hojas
y se mantuvieron en un cuarto de crecimiento a 60% de humedad y 27°C. El experimento se repitio

dos veces.

2

Figura 2. Prueba de patogenicidad in vitro de hongos asociados al tule. A) Bioensayo establecido para
inocular hojas desprendidas. B) Incubacion en cuarto de crecimiento.
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Para determina el porcentaje de incidencia se usé como base la formula propuesta por Hernandez
et al. (2004), con las siguientes modificaciones: 1(%)= incidencia de hojas enfermas; ni= nimero

de hojas enfermas en cada tratamiento; Nj= namero total de hojas en cada tratamiento.
ni
(%) = (N_]) * 100

La virulencia de cada aislamiento se evalud con una escala numérica de 0 a 3, tomando como base
la propuesta por Martinez y Charudattan (1998), donde: 0 = hoja sana, sin sintomas (aislamiento
no patogénico); 1= hasta 7 lesiones clordticas con leve necrosis en algunas hojas (aislamiento
ligeramente virulento); 2= lesiones necroticas abundantes pero sin muerte de la hoja (aislamiento
moderadamente virulento); y 3 = hoja con lesiones necroticas abundantes y extensivas que causan
su muerte (aislamiento altamente virulento). Una vez inoculadas las hojas de tule se realizaron

observaciones cada 6 h durante 15 dias, registrandose los sintomas manifestados.

Pruebas de patogenicidad en planta adulta de Typha domingensis
Con base en los resultados del ensayo “in vitro” se selecciono a la cepa con mayor virulencia al
tule y se procedio a inocular plantas adultas asperjando dos niveles de indculo (10* y 10° ufc).
Durante 4 meses se mantuvieron bajo observacion en condiciones de invernadero para registrar la

aparicion de sintomas y el desarrollo de la enfermedad.

Pruebas de rango de hospedante
Se evaluo la respuesta de 43 diferentes variedades de hortalizas y tres variedades de maiz a la
inoculacion con el hongo seleccionado. En bolsas de polietileno se sembraron 160 semillas de cada

7

cultivar, una vez emergidas las plantulas se asperjaron con 10* 6 10° ufc del patogeno; se
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mantuvieron en un cuarto de crecimiento a 27°C y 2 semanas después se evalud la respuesta de los
cultivares utilizando una escala numérica de 0-3, donde: 0= planta sin sintomas (cultivar inmune);
1= planta hasta con 12 lesiones cloroticas y algunas con necrosis leve (cultivar ligeramente
susceptible); 2= planta con lesiones necréticas abundantes pero la planta no muere (cultivar
moderadamente susceptible); 3= planta con lesiones necroticas abundantes y la planta muere

(cultivar altamente susceptible).

Figura 3. Prueba de rango de hospedantes del aislamiento TS1.

Analisis estadistico
Los datos obtenidos de las variables virulencia e incidencia en las pruebas de patogenicidad “in

Vitro” se sometieron a un analisis de varianza (ANOVA) y a un analisis de comparacion de medias
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con el método de Tukey (P<0.05) utilizando el programa SAS version 9.0 (SAS Institute Inc.,

2002).

Identificacion morfoldgica y molecular de TS1
Para identificar a la cepa TS1, que result6 ser la mas virulenta, se cultivo el hongo sobre tejido
foliar esterilizado de tule y se mantuvieron a 25 °C durante un mes, tiempo en el cual se observé
la formacidn de estructuras esféricas de color negro sobre los residuos de hoja. Se realizaron cortes
longitudinales de las estructuras y se montaron en portaobjetos para su observacion en microscopio
compuesto. De las estructuras desarrolladas se obtuvieron los conidios, se sembraron en placas con

PDA y se obtuvieron cepas puras.

Para el analisis molecular se extrajo DNA gendmico siguiendo el protocolo descrito por Skroch y
Nienhuis (2000). Se extrajo DNA de los siguientes asilamiento: 1) TS1 reactivado; 2) TS1-ppi, re-
aislado de las plantas de la prueba de patogenicidad en invernadero; 3) TS1-rh, re-aislado de plantas
de la prueba de rango de hospedantes; 4) TS1-ccr, obtenido a partir de conidios provenientes de las
fructificaciones desarrolladas in vitro, en los residuos de hojas de tule de la cepa reactivada (TS1);
y 5) TS1-cppi; obtenido a partir de conidios provenientes de las fructificaciones desarrolladas in
vitro del aislamiento re-aislado de las plantas de la prueba de patogenicidad en invernadero. El
DNA de cada cepa se utilizo para amplificar tanto la region 1TS1-5.8s-1TS2 del DNA ribosomal,
con los iniciadores universales ITS1F e ITS4R (White et. al., 1990), como el cuarto intron del gen

tefl con los iniciadores EF1-728F y EF1-986R (Carbone y Konh, 1999).

La mezcla de reaccién consistié en un volumen final de 25 pl, conteniendo agua libre de DNAsas,

buffer de reaccion 1X, 1.5mM MgClI2, 200uM dNTPs, 1U de Tag DNA polimerasa, 1 uM de cada
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iniciador y 100 ng de DNA. La reaccion se llevo a cabo usando un termociclador Techne® modelo
TC-512, para los iniciadores universales ITS1F e ITS4R las condiciones fueron: un ciclo de
desnaturalizacién inicial a 94°C por 5 min., 30 ciclos a 94°C por 30s, 55°C por 30s y 72°C por 60s
y una extensién final a 72°C por 10 min; y para los iniciadores EF1-728F y EF1-986R las
condiciones fueron: un ciclo de desnaturalizacion inicial a 95°C por 8 min, 35 ciclos a 95°C por
15s, 55.3°C por 20s y 72°C por 60s y una extension final de 72°C por 5 min. Los productos
obtenidos se purificaron con el kit Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System y se mandaron a

secuenciar al Instituto de Biotecnologia de la UNAM.

Anélisis de secuencias de DNA
Las secuencias obtenidas se alinearon y analizaron mediante el programa Mega 6 y se compararon
con secuencias reportadas en la base de datos del NCBI mediante la herramienta Blast.
Posteriormente, se realizé un analisis filogenético usando el método Neighbour-Joining (Saitou y

Nei, 1987) con un re-muestred de 5000 réplicas con secuencias relacionadas con la obtenida.
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IV. RESULTADOS

En condiciones in vitro los aislamientos A. alternata 2.5, Cladosporium sp., Mucor sp., P.

glomerata, P. expansum y TS1, fueron patogénicos al tule; este Gltimo destacO por su mayor

incidencia, alto grado de virulencia y agresividad (Cuadro 6) (Figura 4). TS1 provoco la aparicion

de sintomas a los 2 dias posteriores a la inoculacién y a los ocho habia causado una necrosis

extensiva y muerte de la hoja; a los 10 se observé que la hoja se cubria de micelio (Figura 5).

Cuadro 6. Virulencia y desarrollo de sintomas y signos de aislamientos fungosos inoculados en hojas
desprendidas de tule (Typha domingensis Pers.).

% Incidenci

Aislamiento Sintomas, signos, y tiempo en que aparecieron 2 Virulencia?
Clorosis Amarilleamiento Necrosis
(+)
TS1 () 4-g+3|pi 8 dpi 813(+32)a 2.7 (x0.9)a
2 dpi. ook Diferenciacion de células A T
Micelio .
pseudoparenquimatosas
(+) (+) (+)
Alternaria alternata 2.5 3dpi 8-10 dpi 12-14 dpi 68.3(£2.8)b 2.2 (xl1.2)ab
Micelio Micelio Conidiéforos y conidia
+
*) &5 o *)
Cladosporium sp. 5 dpi Micelio 13-15 dpi 56.6 (x2.8) ¢ 1.5 (£0.5) bc
Micelio . - Conididforos y conidias.
Conidiéforos y conidia
) O "
Mucor sp. 7 dpi Vricel 11_(11'? dpi 13'16.‘,’]?' 55.0 (£2.8) ¢ 1.0 (+0.0) cd
Micelio icelio y diferenciacion Esporang_lp oroy
del esporangio6foro esporangidsporas
+
Peyronellaea glomerata 4 dpi Lo . L 14-16 dpi 53.3(¥5.7)¢ 1.0(x0.8) cd
Micelio y diferenciacién Lo -
Asg L2 L Picnidios y conidia
de picnidios y conidia
0 () 0
Penicillium expansum A 13-15 dpi 51.6 (#5.0)c  0.0(x0.0)d
sg o Asg
Micelio
s ni ) ) )
Aspergillus niger Asg Asg Asg 0.0(x0.0)d 0.0(x0.0)d
: ) ) )
Alternaria alternata 2.6 Asg Asg Asg 0.0(x0.0)d 0.0(x0.0)d

(+): sintoma presente; (-): sintoma no presente; dpi: dias posteriores a la inoculacién; Asg: ausencia de signos. YSe
estim6 mediante la formula propuesta por Hernandez et al. (2004); cada valor representa el promedio de los tres
experimentos realizados; “Se evalud con una escala de 0 a 3, donde O=aislamiento no patogénico y 3=aislamiento
altamente virulento y cada valor representa el promedio de 16 repeticiones (hojas). Valores en cada columna con la

misma letra no son significativamente diferentes (Tukey, P<0.05).
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A3 A4 AS

Figura 4. Sintomas inducidos por: Mucor sp. (Al), P. expansum (A2), P. glomerata (A3), Cladosporium
sp. (Ad), A. alternata 2.5 (A5) y TS1 (A6) en hojas desprendidas de tule.

A » Inoculacién
Testigo '
» 1diapi
2 dias pi
3 dias pi
» 4 dias pi
5 dias pi

» 6 dias pi

» 6-7 dias pi

» 10 dias pi
» 10 dias pi

» 7-9 dias pi

Figura 5. Sintomas inducidos por el aislamiento TS1. A) Testigo; B) Progreso del desarrollo de sintomas
en hoja desprendida de tule; C) Crecimiento micelial sobre lesion necrética y diferenciacion de células
pseudoparenquimatosas$ pi= posteriores a la inoculacion.
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En plantas adultas inoculadas con el mayor nivel de indculo (10° ufc) de TS1, los sintomas tipicos
de la enfermedad empezaron a aparecer a los 10 dias posteriores a la inoculacion. Al cabo de un
mes se presentd muerte de hojas y tallos, sin embargo, los rizomas no mostraron ningln dafio
aparente y se observd la emergencia de varios brotes (Figura 6). Con el nivel de indculo bajo (10*
ufc), se observaron sintomas de la enfermedad un mes después de la inoculacion y la muerte de
hojas y tallos se present6 hasta los 3 meses posteriores a la inoculacién (Cuadro 7).

Cuadro 7. Desarrollo de sintomas, tiempo en que aparecieron (dpi, dias posteriores a la inoculacié) y
signos en plantas adultas de tule (Typha domingensis Pers.) inoculadas con dos niveles de propagulos del
aislamiento TS1.

Aislamiento Nivel de propagulos
TS1 10* 10°
: +) (+)
Clorosis 18-22 dpi 10 dpi
- +) (+)
Amarillamiento 35-48 dpi 15-18 dpi
: +) (+)
Necrosis 70-80 dpi 25- 30 dpi
. e . Diferenciacion del micelio en células
. Diferenciacion del micelio en )
Signos pseudoparenquimatosas y

células pseudoparenquimatosas o
conglomerados de micelio

Incidencia 70-85 % 70-85 %
(+): Sintoma presente; (-): Sintoma no presente; dpi: dias posteriores a la inoculacion.
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Figura 6. Patogenicidad de TS1 en planta adulta. A) Hoja no inoculada (izquierda) y hoja inoculada
(derecha); B) Plantas no inoculadas (izquierda) y plantas inoculadas (derecha); 4 brotes producidos por los
rizomas de las plantas enfermas.

Los resultados de la prueba de rango de hospedantes indicaron que la espinaca fue altamente
susceptible, ya que todas las plantas inoculadas murieron, en cambio las plantas de sandia, melon,
cilantro, chicharo, y la col de bruselas fueron moderadamente susceptibles (Cuadro 8). En
contraste, en las plantas de alcachofa se observo la presencia de pequefias lesiones cloroticas y
ocasionalmente necroticas de las cuales no se logro aislar al patégeno, por lo tanto, esta hortaliza
se clasificé como resistente a TS1. Para los 40 cultivares restantes no se aprecio el desarrollo de
sintomas, ni de algln otro tipo de respuesta a la inoculacién con TS1 y por lo tanto se consideraron

como plantas inmunes (Cuadro 8) (Figura 7).
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Cuadro 8. Especies de plantas inoculadas con dos niveles de propagulos (10* y 10° ufc) de TS1
en la prueba rango de hospedantes.

Familia . . Severidad” Incidencia (%)
Nombre comun/especie”

Amaranthaceae  Acelga (Beta vulgaris L. var. cicla) I I
Betabel (Beta vulgaris var. Detroit) I I - -
Epazote (Chenopodium ambrosioides) I I
Espinaca (Spinacia oleracea var. Viroflay) S3 S3 100 100
Amaryllidaceae  Cebolla cristal (Allium cepa var. cristal) I
Cebolla roja (Allium cepa var. Red Burgundy) I
Cebollin (Allium cepa var. Aggregatum) I
Poro (Allium ampeloprasum var. porrum) I
Apiaceae Eneldo (Anethum graveolens var. Mammoth) I
Apio (Apium graveolens var. rapaceum) I - -
Cilantro (Coriandrum sativum) S2 S2 61.2 36.2
Perejil (Petroselinum crispum) I - -
Zanahoria (Daucus carota var. sativus) I
Asteraceae Alcachofa (Cynara cardunculus var. scolymus) R
Lechuga baby black (Lactuca sativa) I
Lechuga orejona (Lactuca sativa var. longifolia) I
Lechuga romana (Lactuca sativa var. crispa) I
Lechuga italiana (Lactuca sativa) I
Manzanilla (Chamaemelum nobile) I
Esparrago (Asparagus officinalis var. Marry
Washington)
Brassicaceae Arugula (Eruca sativa) I I - -
Berro (Nasturtium officinale) I I - -
Brocoli (Brassica oleracea var. italica) I I - -
Col Qe bruselas (Brassica oleracea var. 2 o 63.7 43.7
gemmifera)
Col (Brassica oleracea var. Copenhague
market)
Coliflor (Brassica oleracea var. botrytis)
Rabano (Raphanus sativus)
Cucurbitaceae ~ Calabaza italiana (Cucurbita pepo var. italiana) - -
Meldn (Cucumis melo var. Top mark) S1 S1 32.5 42.5
Pepino (Cucumis sativus) I I - -
Sandia (Citrullus lanatum var. Charleston grey) S1 S1 15 20
Fabaceae Frijol (Phaseolus vulgaris var. Strike) I I - -
Jicama (Pachyrhizus erosus var. Cristal) I I - -
Chicharo (Pisum sativum) S2 S2 55 27.5

I
| -

R 12.5 5
| -
I
I
I
I

Asparagaceae
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Lamiaceae Albahaca de hoja ancha (Ocimum basilicum) I I -

Orégano (Lippia graveolens var. berlandieri) I I -

Jitomate bola (Lycopersicon esculentum var.

Floradade)

Jitomate cherry (Lycopersicon esculentum var.

cerasiforme)

Jitomate saladette (Lycopersicon esculentum

var. Rio grande)

Chile habanero (Capsicum chinense var. Caribe

orange)

Chile jalapefio (Capsicum annuum var. annuum) I I -

Chile serrano (Capsicum annuum var.

Tampiquefio)

Pimiento morron (Capsicum annuum var.

California wonder)

Poacea Maiz variedad OU2C (Zea mays) I I -
Maiz variedad OU3C C-2006T (Zea mays) I I -
Maiz variedad V-53A SL 2007R (Zea mays) I I -

Solanaceae

Cultivares econdmicamente importantes cominmente producidas cerca de los canales de riego; I: Plantas
inmunes; R: Plantas resistentes; S1: Plantas ligeramente susceptibles; S2: plantas moderadamente
susceptibles; S3: Plantas altamente susceptibles. Cada cultivar se evalu6 en macetas de 15 x 15 cm con 20
plantas/macetas, con cuatro repeticiones. YLa severidad se evalu6 con una escala de 0 a 3 donde; O=plantas
inmunes y 3=plantas altamente susceptibles.

Figura 7. Respuesta de cultivares a la inoculacién con TS1. A) Altamente susceptible (planta de espinaca),
completamente colonizada por el hongo; B) Moderadamente susceptible (hojas de col de bruselas con
lesiones necréticasd; C) Ligeramente susceptible (planta de meldn, dos a tres hojas con lesiones
incipientes4; D) Inmune (planta de chile jalapefo, sin sintomas).

En condiciones in vitro, sobre el tejido foliar de tule esterilizado, se desarrollé micelio de color

gris, creciendo de manera profusa entre el tejido de la hoja y a los 10 dias se observaron
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conglomerados de micelio que se tornaron obscuros. A los 17 dias los conglomerados se
constituyeron en estructuras redondas de color negro y a los 24 fue evidente la presencia de cuerpos
fructiferos de formada esférica, por lo general separados e inmersos en el tejido de la hoja de tule

y fuertemente esclerosados (Figura 8).

)

-

o>

L

i

- SR

o0

= e >
L

=]

P s

r

*

L2

S

=

-

x

r " /\\ .*’.‘:‘?( : iy o : >
i flag ::. w,v‘ Do e il B
"" *" L' ‘1\ st dalatel ittt { INAKMS MM ;'(f\z,k.f,; § 1A | I
.J~ 1 g \‘ \' ‘1 o L L)’ \)— u.,tg“. WE J}L‘:..L‘z;‘m—_l--a\ ,':- n 0R Sio @ B A BN I 1 W} C

Figura 8. Formacion de cuerpos fructiferos inmersos en el tejido foliar del tule esterilizado tras la
inoculacion de TS1. A) Representacion esquematica del picnidio desarrollado en tejido foliar; B) Tipo de
conidios: 1. Conidio inmaduro con cuatro septos gatulados, 2. Conidio en proceso de maduracidn, 3. Conidio
maduro; C) Células conididgenas.

En los montajes realizados se aprecié que la fructificacion correspondiente a un picnidio
subgloboso de 360-380 um de diametro (Figura 9B y 9C) con un ostiolo central ligeramente
papilado de 18-20 um (Figura 9D). Las paredes del picnidio estdn compuestas por

aproximadamente seis filas de células siendo las exteriores de color negro, las intermedias de color
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marron y las interiores de color marrén claro; en las paredes del interior, se observo una vasta
cantidad de células conidiégenas de 4-6 um de alto y de ancho, aplanadas en el &pice,
mamiliformes y hialinas. Las conidias son producidas de manera abundante con un arreglo tipo
uniseriado, en direccion al ostiolo (Figura 9E), son elipsoidales con los extremos ligeramente
truncados, paredes lisas, con 3—4 septos gatulados y miden de (38-) 43-49 (-54) x 7-9 (-10) pm x
7-9 (-10) um (Figura 9F). Todas estas caracteristicas son consistentes con las reportadas para el

anamorfo Stagonospora sp. del género Saccharicola.

Figura 9. Desarrollo del picnidio. A) Diferenciacion de células pseudoparenguimatosas (10x). B) Picnidio
maduro (10x). C) Desarrollo del picnidio en la hoja de tule. D) Ostiolo papilado del picnidio (40x). E)
Abundante produccion de conidias en arreglo uniseriado. F) Conidios con cuatro septos gatulados.

Las secuencias obtenidas (Figura 10) con los iniciadores universales ITS1F e ITS4R tuvieron una
alta homologia con secuencias reportadas como Saccharicola bicolor y Saccharicola sp. (Cuadro

9); sin embargo, con los iniciadores EF1-728F y EF1-986R la secuencia obtenida (nimero de
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accesion en el GenBank: KP757893) no tuvo un porcentaje de homologia confiable con secuencias

reportadas con estos iniciadores para aislamientos identificados como Saccharicola.

Cuadro 9. Porcentaje de identidad de las secuencias obtenidas de DNA extraido de micelio desarrollado a
partir de diferentes aislamientos de la cepa TS1, con las reportadas en el GenBank.

. ~ Numero de
O”geirt' ri?LENA Regién Taltnozrl;%gel accesion % de identidad con secuencias
(aislamiento) amplificada gbteni do asignado en reportadas
GenBank
TS1 'TSlr'gflf&'Tsz 526 pb KP751215  97% con Saccharicola bicolor®
TS1-ppi ITSlr'g'EIZITSZ 526 pb KP751216 98% con Saccharicola sp.”
TS1-rh ITS15 86 1152 520 pb KP751217  98% con Saccharicola bicolor*
TS1-ccr ITSlr'g'gZITSZ 517 pb KP757894 97% con Saccharicola bicolor?
TS1-cppi ITSlr'g'g;ITSZ 523 pb KP757895 97% con Saccharicola bicolor?

TS1: cepa reactivada del aislamiento original; TS1-ppi: cepa re-aislada en la prueba de patogenicidad; TS1-
rh: cepa re-aislada de la prueba de rango de hospedantes; TS1-ccr y TS1-cppi; ambas provenientes de
conidios de fructificaciones desarrolladas in vitro, en los residuos de hojas de tule de la cepa reactivada y
del aislamiento re-aislado de las plantas de la prueba de patogenicidad en invernadero; pb: pares de bases.
“Morales et al., (1995); YRojas et al., (2012); *Pawlowska et al., (2014); “Quaedulieg et al., (2013).

500 bp
300 bp

Figura 10. Fragmentos amplificados a partir de DNA del aislamiento TS1. Carril 1) Marcador de peso
molecular 1Kb axygen®; 2-6) PCR con iniciadores ITS1F e ITS4R, respectivamente; 8) PCR con
iniciadores especificos EF-728F y EF-986R de la cepa TS1.
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El anlisis filogenético realizado, utilizando secuencias obtenidas con los iniciadores ITS1F e

ITS4R y reportadas en GenBank (Cuadro 10), confirmé que los cinco aislamientos de TS1

corresponden al mismo individuo, pues mostraron 99% de identidad entre ellas. Estas secuencias

a su vez se relacionaron con las de aislamientos reportados como Saccharicola bicolor (90%

identidad), Saccharicola sp. (90% identidad) y Saccharicola taiwanensis (79% identidad).

Asimismo, las secuencias de TS1 se encuentran alejadas de aislamientos reportados para el género

Leptosphaeria, Paraphaeosphaeria, Phaeosphaeria y Stagonospora (Figura 11).

Cuadro 10. Secuencias usadas en el analisis filogenético de la region ITS1-5.8s-1TS2 de la cepa TS1.

Nombre del Gen Bank Pais de
Aislamiento . . namero de  Planta hospedante . Autor
aislamiento - origen
accesion
Saccharicola bicolor ATCC 42652 104203 Saccharum officinalis ~ Kenia Moralllgggt al.
Saccharicola sp. CBMAI 1030 GQ370379 Saccharum officinalis  Brasil Rojas, 2014 *
Saccharicola taiwanensis ZJ3 KI572125 Coix lachryma-jobi China Min, 2014*

Paraphaeosphaeria AF250829 el . Céamara et al.,

michotii CBS 652.86 Typha latifolia Suiza 2001
Phaeosphaeria sp. CBS 206.87 KF251190 Zea mays Holanda Qu;lledggtlég et
Phacosphaeria eustoma CBS 574.86 AF439480 Dactylis glomerata Estgdos Camara et al.,

Unidos 2002
Leptosphaeria typharum CBS 591.86 AF439465 Typha angustifolia Suiza Camg(r)e(l)gt al.,
. N AF439466 Medicago sp Estados Cémara et al.,

Leptosphaeria weimeri ATCC 44387 Unidos 2002
. Zhang y Guo,

Leptosphaeria sp. PHY-06 JX401979 Phlomis .. China 2012*

younghusbandii
Asociado a semillas
Stagonospora sp. Po41 AY208791 de arboles forestales  Suecia Gu;t(e)g;za 2

tropicales

“Comunicacion personal.
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Saccharicola sp. (KP751216)z
Saccharicola sp. (KP751217)z
9 Saccharicloa sp. (KP751215)z
Saccharicola sp. (KP757894)z
Saccharicola sp. (KP757895)z
100 Saccharicola bicolor (U04203)
79 = Saccharicola sp. (GQ370379)

40|

—— Saccharicola taiwanensis (KJ572125)

Paraphaeosphaeria michotii (AF250829)
Phaeosphaeria sp. (KF251190)
Phaeosphaeria eustoma (AF439480)

100

Leptosphaeria typharum isolate (AF439465)
72 —|j Leptosphaeria weimeri (AF439466)
98 Leptosphaeria sp. (JX401979)

Stagonospora sp. (AY208791)

—
0.05

Figura 11. . Analisis filogenético de la region 1TS1-5.8s-1ITS2 rDNA, que muestra la relacion de las
secuencias obtenidasz de aislamientos de TS1 con secuencias de los géneros Saccharicola,
Paraphaeosphaeria, Phaeosphaeria, Leptosphaeria y Stagonospora reportadas en el GenBank utilizando
el método Neighbour-Joining con un re-muestreé de 5000 réplicas
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V. DISCUSION

Las cepas patogénicas al tule fueron A. alternata 2.5, Cladosporium sp., Mucor sp., P. glomerata,
P. expansum y TS1 (Cuadro 6) (Figura 4); con excepcion de A. alternata y Cladosporium sp (Pugh
y Mulder, 1971), las deméas no han sido previamente consignadas como patdgenos del tule, ni como
acb; y la especie A. alternata se reporta como acbh pero del lirio acuatico (Eichhornia crassipes)
(Mohan et al., 2002, 2003). P. expansum, Mucor sp., y P. glomerata, fueron menos virulentos que
A. alternata 2.5 y TS1; y de estas dos cepas A. alternata 2.5 fue menos agresiva que TS1, debido
a que tuvieron que pasar entre 12 y 14 dias posteriores a la inoculacion para observar una necrosis
extensiva de la hoja. En cambio, la cepa TS1 requirié de 8 dias para provocar dicho sintoma (Figura
4 y 5) (Cuadro 6). TS1 presentd los porcentajes mas altos de incidencia en cada repeticion del
ensayo in vitro (Cuadro 6). Los resultados obtenidos indican que TS1 tiene una alta virulencia y
agresividad sobre tule (Figura 5 y 6), caracteristicas deseables en acb potenciales (Charudattan,
2001b; Barreto et al., 2000; Charudattan y Dinoor, 2000; Kadir y Charudattan, 2000; Martinez y
Charudattan, 1998; Espadas y Zita, 1992). La virulencia y la agresividad de TS1 es comparable a

la reportada para Colletotrichum sp., (Espadas y Zita, 1992).

Con la inoculacion de TS1 en plantas adultas de tule en condiciones de invernadero, se pudo
comprobar su patogenicidad previamente mostrada en los ensayos in vitro, aunque tomo mayor
tiempo (1-4 meses) la aparicidn de sintomas y muerte de tejidos (Figura 6) (Cuadro 7). No obstante,
se reprodujeron los sintomas tipicos de la enfermedad y se reaislo al hongo. El retraso pudo deberse
al hecho de que las condiciones de humedad y temperatura en el invernadero no fueron tan
favorables, como aquellas mas constantes que prevalecieron durante los ensayos in vitro (60% de

humedad relativa y 27°C). En las plantas inoculadas ocurrié la muerte sélo de hojas y tallos pero
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no de rizomas, los cuales desarrollaron nuevos brotes en comparacion con las plantas testigo,
posiblemente como una respuesta de defensa de la planta al ataque por el patdgeno (Figura 6). Un
fendmeno similar se reporta en plantas de citricos atacadas por CTV, las cuales antes de morir
producen muchos frutos de pobre calidad (Loeza, 2008); lo mismo sucede en arboles de aguacate
infectadas por Phytophthora cinnamomi (Echemendia, 2002). Esta respuesta del rizoma estaria
limitando el impacto del antagonista en la propagacion vegetativa de esta maleza, sin embargo,

habra que determinar qué tan vigorosos y viables son dichos brotes.

Dado que solamente se realizd una aplicacion de TS1, es importante determinar si con
inoculaciones repetidas se logra incrementar la severidad de la enfermedad e impedir la formacion
de nuevos brotes en el rizoma. El potencial real del antagonista TS1 como acb del tule tendra que

determinarse mediante ensayos en parcelas experimentales.

De los 46 cultivares inoculados con TS1, siete presentaron alguna reaccion: cuatro fueron altamente
susceptibles (espinaca, cilantro, chicharo y col de bruselas), dos medianamente susceptibles (meldén
y sandia), y una resistente (alcachofa), las restantes 39 fueron inmunes (Cuadro 8) (Figura 7). En
plantas susceptibles se observo una marcada disminucion del crecimiento respecto al testigo, con
excepcion de las plantas de espinaca que murieron. En las plantas medianamente susceptibles se
desarrollé micelio sobre las hojas pero la planta se mantuvo viva. En alcachofa la presencia de
pequefias lesiones cloroticas y ocasionalmente necréticas, de las cuales no se logro aislar al
patdgeno, se considero que tales lesiones fueron una respuesta hipersensitiva al patdégeno, este tipo
de reaccion consiste en una muerte celular programada que tiene por objetivo restringir el avance
del patégeno; también es considerada como la maxima expresion de resistencia de las plantas al

ataque por un patdégeno (Sanzén y Zavaleta, 2011). Los resultados obtenidos sugieren que TS1
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puede tener un rango de hospedantes limitado y que por lo tanto podria utilizarse para el manejo
del tule en aquellas areas donde se cultiven las hortalizas y gramineas que no fueron hospedantes

del hongo.

Los picnidios producidos por TS1 son tipo Stagonospora (Figura 8 y 9), coincidiendo con lo
reportado por Eriksson y Hawksworth (2003) y aunque no fue posible observar estructuras de
reproduccion sexual (Pseudotecios), el analisis molecular de la region ITS1-5.8s-1TS2 indicé que
TS1 corresponde al género Saccharicola (Figura 11) Este ascomiceto fue descrito por Eriksson y
Hawksworth en 2003 y solamente se han reportado dos especies, S. bicolor y S. taiwanensis, las
cuales difieren en la forma y el tamafio de la ascospora. Las caracteristicas culturales de cepas puras
obtenidas a partir de conidios producidos por los picnidios, fueron similares a las observadas para
TS1, comprobandose asi que el hongo que produjo los picnidios tipo Stagonospora corresponde al

anamorfo de Saccharicola.

El alto porcentaje de identidad que mostraron las secuencias de los diferentes-aislamientos de TS1,
con las secuencias reportadas en el GenBank para Saccharicola, revelan que la cepa TS1
corresponde al género Saccharicola (Cuadro 9). Cabe destacar, que solo se aprecio la formacion
de picnidios cuando el hongo se sembro sobre hojas esterilizadas de tule; lo cual podria ser un
indicativo de una alta especificidad, cualidad ampliamente deseable en un acb de maleza
(Charudattan, 2001a, 2001b). La posibilidad de que la cepa TS1 corresponda a Saccharicola
bicolor es alta, debido al elevado porcentaje de identidad que los diferentes aislamientos de la cepa
TS1 presentaron con dicha especie (Cuadro 9). La confirmacién de que TS1 realmente corresponde

a S. bicolor, se tendra cuando se logre corroborar que nuestro aislamiento produzca pseudotecios.
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Recientemente se report6 a un aislamiento de Saccharicola sp. como enddéfito de cafia de azUcar
(Saccharum officinalis) y con la capacidad de producir metabolitos secundarios conocidos como
poliquétidos (Rojas et al., 2012). Estos compuestos tienen un alto potencial de aplicacion en la
industria, medicina (humana y animal) y muy posiblemente en la agricultura contra fitopatégenos
(Rojas et al., 2012). Chapla et al. (2012) y Honorio et al. (2013) aislaron a un endéfito identificado
como Saccharicola sp. en Eugenia jambolana, que produce una amplia gama de metabolitos
bioactivos capaces de inhibir a Cladosporium cladosporioides, C. sphaerospermum, Fusarium sp.,
Microbotryum violaceum, Escherichia coli, Bacillus megaterium y Chlorella fusca. Posiblemente
la capacidad de Saccharicola sp. de inducir enfermedad en tule se deba en parte a la produccion de
estos compuestos; por lo tanto, es necesario investigar si la cepa TS1 aislada de tule e identificada
como Saccharicola sp., produce dichos metabolitos, y de ser el caso, llevar a cabo su

caracterizacion quimica.
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VI. CONCLUSIONES

Las cepas TS1, Mucor sp., Cladosporium sp., P. glomerata, P. expansum y A. alternata 2.5 fueron
patogeénicas al tule; de ellas, TS1, fue la mas virulenta y agresiva. TS1, fue patogénico solamente
en seis hortalizas de 46 cultivares inoculados. Mediante analisis morfoldgico y molecular de la
region 1TS1-5.8s-1TS2 se concluyd que la cepa TS1 corresponde a Saccharicola sp. siendo este el
primer reporte de Saccharicola sp. como agente de control biolégico del tule (Typha domingensis

Pers.).
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