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RESUMEN

En México se cultivan al menos 107 variedades mexicanas y 47 variedades extranjeras de cafia de azucar,
las mas cultivadas son la MEX 69-290 y la CP 72-2086 las cuales representan el 24.61 %y el 37.89%,
respectivamente de la superficie nacional; algunas variedades poseen alta susceptibilidad a la virulencia
de hongos fitopatogenos, lo que causa pérdidas de produccion. La identificacion especifica de estos
hongos es importante para establecer estrategias preventivas y correctivas. El presente estudio tuvo como
objetivo, identificar a las especies de hongos fitopatogenos locales, aislados en distintas variedades de
cafia de azucar. El estudio se hizo en la Estacion Nacional Cuarentenaria de la Cafa de Azlcar ubicado
en Tizimin, Yucatan; la cual cuenta con 125 variedades en cuarentena abierta, procedentes de Guatemala,
Colombia, Venezuela, Francia y EE.UU. Se hicieron muestreos peridodicos en las variedades con
sintomas inducidos por hongos. Las muestras se desinfestaron con NaClO al 2% y un doble lavado con
agua destilada estéril. Se utilizd6 medio de cultivo Papa-Dextrosa-Agar (PDA) para el aislamiento de
hongos. La identificacion preliminar se realizé con claves morfotaxonémicas y su confirmacion
mediante amplificacion de la region ITS1-5.8s-1TS2 del rDNA, utilizando iniciadores ITS1 e ITS4. Se
encontrd la presencia de los hongos: Curvularia lunata, Exserohilum rostratum, Nigrospora oryzae,
induciendo manchas foliares y Fusarium oxysporum y Fusarium moniliforme presentes en las variedades
en campo y semillero, causando muerte descendente de la planta y pokkah boeng. La comparacion de
las secuencias con el Banco de Genes del Nacional Center For Biotechnology Information, mostr6é un
rango de identidad del 99- 100%.
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ABSTRACT

In Mexico at least 107 Mexican varieties and 47 foreign varieties of sugarcane are grown, the most
cultivated are the MEX 69-290 and CP 72-2086 which represent 24.61% and 37.89%, respectively of
the national area; some varieties have high susceptibility to virulence of pathogenic fungi, causing
production losses. Specific identification of these fungus is important to establish preventive and
corrective strategies. This study aimed to identify local species of plant pathogenics fungus, isolated on
different varieties of sugarcane. The study was done in the National Quarantine Station for Sugarcane
located in Tizimin, Yucatan; which has 125 varieties in open quarantine, from Guatemala, Colombia,
Venezuela, France and the USA periodic samplings were made in varieties with symptoms induced by
fungi. The samples were disinfected with NaClO al 2% and double wash with sterile distilled water.
Culture medium was used Potato-Dextrose-Agar (PDA) for isolation of fungus. The preliminary
identification was performed with morfotaxonomics keys and confirmation by amplification of the ITS1-



5.8S-ITS2 region of rDNA, using primers ITS1 and ITS4. It was found to: Curvularia lunata,
Exserohilum rostratum, Nigrospora oryzae, inducing leaf spot and Fusarium oxysporum and Fusarium
moniliforme present in the field and seed varieties, causing dieback of the plant and pokkah boeng. The
comparing the sequences with the GenBank National Center for Biotechnology Information, this showed
a range of 99- 100% identity.

Keywords: Taxonomy, anamorph, fungy, Saccharum officinarum.

INTRODUCCION

En México existen diferentes zonas productoras de cafia de azticar (Saccharum officinarum), este cultivo
es afectado por enfermedades de etiologia fungosa como la roya café (Puccinia melanocephala) y en
menor grado por la roya naranja (Puccinia kuehnii). Estas ocasionan pérdidas de produccion
considerables en variedades susceptibles. Sin embargo, la presencia de patogenos virulentos induce la
vulnerabilidad de las variedades al ataque de otros hongos fitopatdgenos a los cuales no se le debe restar
importancia (Bermutdez et al., 2015). Para que una enfermedad se desarrolle se necesita de condiciones
ambientales favorables, un hospedante susceptible y un patégeno virulento, y al menos el 60 % de las
enfermedades son causadas por hongos, debido a su diversa distribucion a nivel mundial y
principalmente en el tropico, junto con el cambio climatico, los hongos oportunista o secundarios, se han
convertido en patégenos de gran importancia agricola, lo que implica una disminucioén en la calidad y el
rendimiento del cultivo; la presencia de diversos hongos fitopatdgenos en el cultivo de cafia, demanda
investigacion enfocada a la identificacion precisa para implementar con éxito un esquema de control y
manejo durante el ciclo del cultivo (Agrios, 1999; Srivastava, 2016). Por lo tanto, no es posible
generalizar sobre la incidencia de las enfermedades ni sobre su control o tratamiento, sin realizar una
identificacion y caracterizar cada caso. La identificacion precisa de los hongos fitopatogenos que se
presentan en campo posibilita, tanto la generacion de informacion del rol ecologico de una especie asi
como las posibles consecuencias que potencialmente se pueden presentar y la manera de controlarlos
(Ochoa et al., 2007). La identificacion a nivel especie de hongos fitopatogenos, en forma rapida y eficaz
es mediante el analisis la secuencia de regiones del DNA (Aguin et al., 2001; Seifert et al., 2007. El
presente estudio tuvo como objetivo, aislar e identificar especies de hongos fitopatégenos locales,
presentes en variedades de cafa de azucar.

MATERIALES Y METODOS

El estudio se realizo en la Estacion Nacional Cuarentenaria de la Cafia de Aziucar (ENCCA), ubicado en
Tizimin, Yucatan. Cuyo clima predominante es calido subhiimedo con lluvias en verano, con temperatura
media anual de 25.3 °C, con maximas en el mes de mayo de hasta 42°C y minimas en enero de hasta 15
°C, y lluvias en los meses de junio a octubre de hasta 650 mm.

La Estacion Cuarentenaria Nacional de Cuarentena de la Cana de Aziacar (ENCCA) cuenta con al menos
100 variedades, cuyos origenes son: Guatemala, Colombia, Venezuela, Francia y EE.UU, de las cuales
se realizaron muestreos perioddicos entre los meses de julio a diciembre, en campo. Las muestras
presentaron sintomas inducidos aparentemente por hongos.

Aislamiento e identificacion fungica

En el laboratorio de la ENCCA, de tejidos con sintomas se examinaron bajo el microscopio estereoscopio
con la finalidad de observar estructuras fungicas (micelio, cuerpos fructiferos y esporas). Las muestras
fueron desinfestadas con NaClO al 2% para eliminar organismos saprofitos contaminantes y aislar los
patogenos causales de los sintomas. Posteriormente, cada muestra se depositdé en medio de cultivo Papa



Dextrosa Agar (PDA) y se hicieron camaras humedas; después de su crecimiento micelial en PDA o en
las camaras humedas se procedid a la identificacion genérica, mediante las caracteristicas y criterios
tradicionales: desarrollo y coloracion de micelio, forma y tamafio de esporas (Barnett y Hunter, 2006).

Caracterizacion molecular

La identificacion molecular a nivel especie, fue con la obtencion del DNA, de acuerdo a la metodologia
de Liu et al. (2002) con modificacion por Moo et al. (2014). Se utilizé el Kit ZR Fungal/Bacterial DNA
MiniPrep TM. Con el DNA extraido, se realizé la amplificada de la region interna ITS1 e ITS2 entre los
genes ribosomales (rADN) 18S, 5.8S y 28S de cada aislado fungico. La mezcla de reaccion consistio en:
iniciadores ITS1 e ITS4 (1 mM), MgCI2 (3 mM), dNTP (0.2 mM), Taqg DNA polimerasa (2.5 unidades),
y ADN (100 ng) para un volumen final de 50 pL, bajo las siguientes condiciones de reaccion:
desnaturalizacion inicial de 2 min a 95 °C, seguido de 30 ciclos (desnaturalizacion a 94 °C por 1 min,
alineacion a 54 °C por 30 s y una extension de 1 min a 72 °C) con una extension final de 5 min a 72 °C
(White et al., 1990). Para la secuenciacion, los productos de DNA amplificados se enviaron a la empresa
MacrogenUSA. El analisis de las secuencias se, analizaron y compararon con el banco de genes de NCBI
(National Center for Biotechnology Information) con ayuda del programa Blast.

RESULTADOS Y DISCUSIONES

Caracterizacion de aislados fungicos

La identificacion genérica de los aislados fue posible después de 72 horas de incubacion. Al inici6 se
observo crecimiento micelial en cajas con medio de cultivo PDA, el cual culminé ocho dias después de
su purificacion. Se obtuvieron cinco aislamientos de diferentes variedades y origenes pertenecientes a
cuatro géneros fingicos (Cuadro I).

Cuadro 1: Identificacion genérica de aislados fungicos en variedades de cafia de aziicar

Clave Género del aislado Organo Origen de la Variedad
FSOT Fusarium sp. Tallo Guatemala
ITC15 Nigrospora sp. Hoja Colombia
ITC16 Helminthosporium sp. Hoja Venezuela y EE. UU
ITC19 Curvularia sp. Hoja Cuba

ITC21 Fusarium sp. Tallo Colombia

El crecimiento de los aislados fue répido lo que permiti6 la identificacion molecular con la utilizacion
de las metodologias utilizadas. Los productos de DNA fueron de aproximadamente 600 pb los cuales
con la secuenciacion y comparacion con el bando de genes del NCBI se logro la identificacion correcta
con un rango de porcentaje de identidad del 99 a 100% (Cuadro II) a continuacion se describe las especies
fitopatdgenas identificadas.



Cuadro 2. Identificacion especifica de hongos aislados

Identificacion Identificacion molecular
Clave L . Teleomorfo
morfologica Homologia 1 (%) NA

FSOT  Fusarium sp. Fusarium oxysporum 99 IN400714 Giberella sp.

ITC15 Nigrospora sp. Nigrospora oryzae 99  EU272488 Khuskia oryzae

ITC16  Helminthosporium sp, Xseronium 99 KC150019 Setosphaeria

rostratum rostrata

ITC19 Curvularia sp. Curvularia lunata 100 KJ767095 Co;:l:]rll;cizzlus

ITC21 Fusarium sp. Fusarium moniliforme 99  JF499676 Glb_b_erella}
moniliformis

1(%): Porcentaje de identidad
NA: Numero de acceso de la secuencias con la que se obtuvo el porcentaje de identidad

Fusarium sp. (FSOT) y Fusarium sp. (ITC21). Los resultados obtenidos de la comparacion de secuencias
de la region ITS con la base de datos del NCBI, muestra un 99% de identidad del Fusarium sp. (FSOT)
con Fusarium oxysporum este organismos es agente causal de la fusariosis o marchitez vascular, el
género Fusarium es considerado cosmopolita y algunas especies son patogenas de tallos y raices. En los
cultivos de cafia pueden sobrevivir en el suelo hasta por tres afios, asi como un afio en el material de
desecho de la cosecha. En los muestreos realizados se encontré en el tallo de las variedades de cafa en
desarrollo (Figura al-a3). El aislado de F. oxysporum se observo en medio de cultivo PDA de color beige
esponjoso con presencia de microconidos, ovales y cilindricos, con uno a dos células, también
macroconidios alargados, septados en forma acanalada. Este hongo ha sido reportado en leguminosas
como el garbanzo y gramineas en caso de arroz, induciendo sintomas de amarillamiento vascular y
marchitez vascular, el primero se caracteriza por el desarrollo de clorosis, amarillamiento y necrosis de
los foliolos de las hojas inferiores, que dan lugar a la defoliacion prematura de éstas (Bermudez et al.,
2015).

Para Fusarium sp. (ITC21) aislado de variedades provenientes de Colombia, se obtuvo un 99% de
identidad con la especie de Gibberella moniliformis la cual es nombrada asi en la fase sexual, sin
embargo, este organismo fue aislado en su fase asexual cuya especie es Fusarium moniliforme, esta
especie es considerada uno de los agentes causales de la enfermedad de Pokkah boeng término Javanes
que significa malformacion, punta retorcida o cogollo retorcido, en medio de cultivo se observo el
micelio de varios colores, desde blanco palido pasando por rosado y llegando a purpura, denso con
apariencia afelpada y polvoriento debido a la formacion de macroconidios. Los sintomas de este
patogeno fueron, manchas cloréticas hacia la base de las hojas jovenes, la base de las hojas afectadas a
menudo es mas estrecha en comparacion con las hojas normales, una pigmentacion rosada anaranjada
que cruzaba los entrenudos (Figura el- €3). Esta especie ha sido reportada como patdgena de cafa de
cafia de azlicar. El patdogeno se disemina través del aire, las esporas se mueven de un lugar a otro,
pudiendo colonizando hojas, flores y tallos, la dispersion de esporas depende de las condiciones
climaticas (Mohammadi et al., 2012). La presencia y dispersion de la enfermedad de forma secundaria
es por esquejes infectados, agua de riego, salpicaduras de agua de lluvia y suelo, también se puede
dispersar por medio de la semilla contaminada (Vishwakarma et al., 2013). También, el patégeno puede
sobrevivir hasta por un afio en restos vegetales y en condiciones naturales, el clima frio y seco favorece
la supervivencia del hongo.



Figura 1: Hongos Fitopatogenos presentes en cafia de azacar, al)- a3) Fusarium oxysporum (FSOT) ,
bl)- b4) Nigrospora oryzae (ITC15), cl)- ¢3) Exserohilum rostratum (ITC16), d1)- d3) Curvularia
lunata (ITC19), y el)- e3) Fusarium moniliforme (ITC21).



Nigrospora sp. (ITC15) fue identificado con un 99% de identidad con Nigrospora oryzae en su
reproduccion asexual y se aislo de variedades de Colombia, es un hongo patdogeno en plantaciones de
arroz y maiz, especies de la misma familia de la cafa de azlicar, al principio, este organismo se desarrollo
en medio de cultivo con micelio de color blanco, y conforme se llenaba la caja de Petri, el micelio se
torno6 color gris, con aglomeraciones conidiales; en el tejido foliar se observaron manchas irregulares
secas y con presencia de conidios (Figura b1- b4). Este fitopatogeno es un agente causal de la fumagina
en cafia de azucar, ya que establecen una relacion a partir de los excrementos azucarados que desechan
los insectos chupadores. En algunos cultivos como el arroz, N. oryzae se encuentra en semillas en donde
se observa una coloracion gris ceniza con puntos negros, con afectaciones del 6 al 24 % (Pineda et al.,
(2007)

Helminthosporium sp. (ITC16) fue identificado como Exserohilum rostratum con un 99% de identidad,
otros sinonimos del género son nombrados como Drechslera, Bipolaris y Exserohilum cuando su
reproduccion es de forma asexual, en forma sexual se nombra como Setosphaeria rostrata. Los sintomas
que presentaron las variedades de Venezuela y EE. UU, fueron manchas foliares ovales, con halos de
color rojizo, con el centro seco y abundante en hojas adultas en variedades de ambos origenes. Conidios
ligeramente curvos, obclavados, no rostrados, castafios, de 8-10 pseudoseptos; las células conidiales con
extremos claros, separado por septos mas oscuros y anchos que los otros pseudoseptos (Figura 1, c1- ¢3).
E. rostratum causa sintomas similares en Caryota mitis y Veitchia merrilli especies diferentes a S.
officinarum considerandose como un hongo cosmopolita (Moo et al., 2014)

Curvularia sp. (ITC19). Con un porcentaje de identidad del 100% se identificé como Curvularia lunata
la cual en su estado teleomorfo es Cochliobolus lunatus. El hongo C. lunata se encontr en hojas adultas
en variedades de Cuba; induciendo manchas clordticas secas, circulares a ovales, tornandose pardas con
el borde marrén rojizo. En un estudio con C. lunata en Thrinax radiata se reportaron (Moo et al., 2014)
caracteristicas similares a las del presente estudio como el color micelial en medio de cultivo PDA, al
inicio fue de marrdn oscuro a negro, conidios en forma de curva, las puntas ovaladas con cuatro células
y cada conidio con una célula mas grande y curva, los conidios y conidi6foros de forma libre (Figura d1-
d3), es un miembro de la familia Dematiaceae cuyas caracteristicas son hongos de color oscuro, se
denomina como un hongo causantes de manchas foliares (Manamgoda et al., 2012).

CONCLUSIONES
Las especies Fusarium oxysporum (FSOT) y Fusarium moniliforme (ITC21) son hongos fitopatogenos
que afectan los tallos de cafa de aztcar, Nigrospora oryzae (ITC15), Exserohilum rostratum (ITC16) y

Curvularia lunata (ITC19), son especies causantes de manchas foliares y presentes en las variedades del
cultivo.
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