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PROLOGO

A producao agropecuaria contemporanea depende de uma compreenséao cada
vez mais precisa das relacdes entre organismos, ambiente, manejo, nutricao e tecnologia.
O desenvolvimento de sistemas produtivos mais eficientes exige ndo apenas aumentar
rendimentos, mas compreender os mecanismos fisiologicos que condicionam a adaptacéo
das plantas, aprofundar o conhecimento sobre os fatores relacionados a ocorréncia de
pragas e doencas, aprimorar a nutricao animal e incorporar praticas capazes de favorecer
0 bem-estar, a reproducgéao e a saude dos animais.

O nono volume de Estudos em Ciéncias Agrarias e Ambientais reline quatorze
capitulos organizados em trés eixos tematicos: Produgao vegetal, fisiologia e adaptacao;
Sanidade vegetal e manejo de pragas e doencas; e Producao, nutricao, bem-estar
e saude animal. Essa organizagcdo acompanha diferentes dimensdes da producdo
agropecuaria, partindo das respostas fisioldogicas e produtivas das plantas, passando
pelos fatores que afetam sua sanidade e chegando aos processos relacionados a
producao animal.

O primeiro eixo reune investigagcdes sobre producdo vegetal, adaptacdo e
respostas fisiologicas diante de diferentes condigdes de cultivo e fatores ambientais. A
interagcao entre genadtipos de milho e ambientes de produgao evidencia a importancia de
compreender a estabilidade e a adaptabilidade dos materiais vegetais diante de diferentes
condi¢cbes de semeadura e disponibilidade hidrica. Outros estudos analisam os efeitos
do estresse salino em oliveiras, as respostas fisiologicas de Zinnia elegans cultivada
em sistema hidroponico e as alteracdes fenotipicas e fitoquimicas de Agave salmiana
submetido ao estresse por zinco. O eixo contempla ainda a aplicacéo da técnica in vitro
de duplo-haploide como estratégia para acelerar a obtengao de linhagens homozigoéticas
e apoiar o melhoramento de plantas cultivadas. Em conjunto, esses estudos evidenciam
como fatores ambientais, nutricionais, fisioldgicos e biotecnoldgicos podem contribuir
para a compreensao e 0 aprimoramento da producao vegetal.

O segundo eixo concentra-se na sanidade vegetal e no manejo de pragas e
doencas. O controle microbioldgico da broca-do-café por meio de Beauveria bassiana
exemplifica a aplicacdo de agentes bioldgicos no manejo fitossanitario. O estudo
epidemioldgico do manchado de célice de jamaica investiga as relagdes entre patdgenos,
condigdes climaticas e severidade da doenga, enquanto a analise da abundancia
de Oebalus spp. em cultivos de arroz relaciona dinamica populacional, temperatura
e monitoramento como suporte ao manejo integrado de pragas. Esses trabalhos
evidenciam a importancia de conhecer tanto os agentes causadores de danos quanto

as condi¢coes ambientais que favorecem sua ocorréncia.



O terceiro eixo amplia o olhar para a produgao animal, reunindo estudos sobre
nutricdo, metabolismo, desempenho produtivo, bem-estar, reproducdo e saude. As
pesquisas sobre absorcdo e retencdo de fosforo em ovinos e sobre a utilizagdo de
fontes gluconeogénicas diante do estresse térmico abordam processos metabolicos
associados a eficiéncia nutricional e a adaptacao dos animais. A utilizacdo de curcuma
na alimentagédo de cuyes é investigada como alternativa para melhorar o desempenho
produtivo, enquanto o estudo realizado com galinhas poedeiras compara sistemas de
criagao a partir de indicadores de bem-estar animal.

O eixo também incorpora abordagens relacionadas a biotecnologia reprodutiva e
a medicina veterinaria. A avaliacdo de um diluidor quimicamente definido, originalmente
desenvolvido para sémen equino, na conservacao refrigerada de sémen caprino
evidencia o potencial das tecnologias reprodutivas para o aprimoramento dos programas
de inseminacéo artificial e a conservacao de recursos zoogenéticos. Ja o estudo clinico e
post mortem de Coendou rufescens amplia o escopo do volume ao campo da medicina de
fauna silvestre, demonstrando a relevancia do diagnostico clinico e anatomopatolégico
também para espécies ndo domésticas.

Os capitulos que compdem este volume evidenciam a diversidade de fatores
bioldgicos, ambientais e tecnoldgicos que interferem na produgdo vegetal e animal. Ao
reunir pesquisas experimentais, revisdes e estudos aplicados provenientes de diferentes
contextos, Estudos em Ciéncias Agrarias e Ambientais IX oferece um panorama de
diferentes frentes de investigacdo, desde as respostas fisioldgicas das plantas e os
desafios fitossanitarios até a nutricdo, o bem-estar, a reproducédo e a saude animal.
Essa diversidade reafirma a importancia da produgao cientifica para a compreenséo dos
processos que sustentam os sistemas agropecuarios e para o aprimoramento continuo

das praticas de producéo, manejo e conservagao.
Boa leitura!

Eduardo Eugénio Spers
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RESUMEN: La jamaica (Hibiscus sabdariffa)
es afectada por severas enfermedades como
tizon y manchado del caliz (MCJ). El objetivo
fue estudiar las relaciones entre fluctuacion
estacional de esporas de Corynespora y
Coniella patégenos del manchado y tizon de
calices y hojas, las condiciones de clima vy
severidad (MCJ) en Ayutla, Gro., México. Las
esporas fueron monitoreadas, en dos ciclos, se
aislaron los hongos y se realizé la identificacion
morfologica y molecular de Coniella, el
estudio se centro en patégenos reportados
en Meéxico. Las pruebas de patogenicidad
con C. diplodiella y C. cassiicola confirmaron
la sintomatologia muy similar entre ambos
hongos. Coniella fue el mas abundante (48%)
y con menos cantidad Corynespora (8.7%).
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La dinamica de esporas tuvo una fluctuacién mensual y relacionada con el clima. Las
temperaturas maximas y medias (°C) y promedio de radiacién global (W/m?) mostraron
correlaciones positivas significativas con la abundancia de esporas de Coniella y el total
de esporas, mientras que la precipitacion (mm), temperatura minima, velocidad del viento
maxima (Km hr') y horas de radiacion solar, sus relaciones fueron negativas con las
fluctuaciones de esporas de Corynespora. La severidad del manchado de hojas y calices
fue correlacionada positiva y significativa con el nimero de esporas capturadas.
PALABRAS CLAVE: Hibiscus sabdariffa; Coniella; Corynespora.

1. INTRODUCCION

La jamaica es un cultivo de importancia econdmica, social y medicinal a pesar
de su susceptibilidad a varias enfermedades. En el afio 2018 generd un valor de
produccién superior a los 293 millones de pesos, donde Guerrero aportd el 70 % de
la produccion de este cultivo del total en el pais. No obstante, el cultivo es afectado
por varios factores durante el desarrollo vegetativo y produccion, dentro de los cuales
destaca los problemas fitosanitarios como la enfermedad denominada manchado de
caliz (MCJ), inducido por los hongos Pilidella (=Coniella) diplodiella (Correa et al., 2011),
C. javanica (Barron et al., 2019) y Corynespora cassiicola (Ortega-Acosta, 2016). El MCJ
aparecio en Guerrero, en el ciclo 2009, donde el Consejo Estatal de la jamaica reportd
pérdidas cercanas al 80 % de la produccion. Por lo que el objetivo de este trabajo fue
estudiar la fluctuacion estacional de esporas de los principales fitopatégenos y evaluar

la influencia del clima sobre sus concentraciones y la severidad del MCJ.

2. MATERIALES Y METODOS

Area de estudio. El trabajo se realizd en una plantacién de jamaica localizada
en Pozolapa, Mpio. de Ayutla de los Libres, Guerrero, México (16° 53’ 35.2”N, 99° 05’
59.770), a una altitud de 275 msnm, con antecedentes de alta incidencia de la mancha
acuosa de hojas, tizon calices y MCJ, durante dos ciclos de produccion en primavera-
verano 2017 y 2018. El municipio presenta clima calido subhimedo (Aw1) (Garcia, 2004).
La plantacion bajo estudio fue de una hectarea. La siembra se realizé el 04 y 10 de julio
de 2017 y 2018 respectivamente, con espeque, con cuatro a seis semillas por mata del
genotipo denominado “Coneja”, a distancia de 1.0 m entre surcos y matas. Cuando las
plantas tuvieron 10 cm de altura, se realizé un raleo, para dejar dos a tres plantas por
mata, con una densidad aproximada de 25,000 plantas ha™. La fertilizacion se realizé con
la féormula 45-30-20 en dos aplicaciones (Alejo, 2016). En la plantacion no se aplicaron

agroquimicos para el control de plagas y enfermedades.
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Identificacion de hongos. En 2017 se colectaron dos hojas y dos célices con
manchas irregulares con puntos hundidos necréticos de la parte intermedia de 14 plantas,
los cuales se cortaron en 56 fragmentos de 2.0 mm, se desinfectd la superficie con
hipoclorito de sodio al 1.0% durante 30 s y se enjuagaron en tres cambios sucesivos de
agua destilada estéril y se sembraron en medio de cultivo papa-dextrosa-agar (PDA),
y se incubd durante seis dias a 26 °C por 12 horas de fotoperiodo. De estas colonias
en crecimiento se obtuvieron 28 subcultivos y se realizaron cultivos monoconidiales por
la técnica de rayado en agar al 2 %. Luego de seis dias se procedio a identificar hasta
nivel de género las colonias fungosas obtenidas en cada muestra, empleando las claves
Barnett y Hunter (1998).

De los aislamientos realizados se seleccionaron dos colonias de Phoma, se
purificaron mediante transferencias de puntas de hifas. Para la extraccion de ADN se
realizaron transferencias a medio liquido papa-dextrosa, se incubaron por 24 horas en
agitacion y se colecto el micelio. La extraccion del ADN se realizé mediante el método de
Dellaporta et al. (1983), su concentracion, calidad y pureza se cuantificé en un nanodrop
One marca Thermo Scientific®, colocando 2 uL de ADN por muestra. Para confirmar la
identificacion de las cepas, se amplificaron las regiones del espacio transcrito interno
(ITS) usando los iniciadores ITS1/ ITS4 (White et al., 1990), las PCR se realizaron con el
kit de QIAGEN Top Tag Master mix, en el termociclador Bio-RadT-100®. Las condiciones
para la amplificacion fueron una etapa inicial de pre-incubacion por dos min a 95 °C
seguida de 35 ciclos de desnaturalizacion por 30 s a 95 °C, hibridacion por 30 s a 55
°C y extensioén por un minuto a 72 °C y una etapa final de extension durante 10 min a 72
°C (White et al., 1990). Los fragmentos amplificados fueron visualizados mediante gel de
agarosa en TAE al 1.0 %, tefiidos con GelRed. El fragmento de ADN amplificado se envio
a secuenciar en ambas direcciones con el metodo de didesoxinucleotidos marcados en
el secuenciador 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems®) en el Laboratorio Nacional
de Biotecnologia Agricola, Médica y Ambiental del Instituto Potosino de Investigacion
Cientifica y Tecnoldgica, A.C. (IPICYT). Las secuencias obtenidas se compararon para su
identificacion con una busqueda de secuencias en las bases de datos del banco de genes
del National Center for Biotechnology Information (NCBI) utilizando el algoritmo BLAST
(Altschul et al., 1997; Zhang et al., 2000).

Para confirmar la patogenicidad de dos cepas seleccionadas, se utilizaron
plantas sanas de jamaica susceptibles de los genotipos Ayutla y Tecoanapa. La cepa
de C. cassiicola proveniente de H. sabdariffa (MFO00878.) fue obtenida de la coleccion

de micologia del Colegio de Postgraduados México (Dr. Javier Hernandez-Morales)
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y la segunda cepa, identificada por morfologia como Phoma, seleccionada para su
identificacion con marcadores ITS. Cada cepa se considerd un tratamiento y la unidad
experimental fue una planta. Seis plantas por genotipo fueron inoculadas con C. cassiicola
y otras seis por genotipo con Phoma y se usaron tres plantas por genotipo como testigo
(aspersion con agua destilada estéril) de 28 dias de edad en un bioespacio ubicado en el
Campo Experimental Iguala en 2017 (28°C y 66% de humedad relativa). La inoculacion se
realizo rociando las hojas sanas con una suspension de esporas (6x10” esporas/mL para
C. cassiicola y 1x107 esporas/mL para Phoma. Posteriormente, las plantas se cubrieron
durante tres dias con una bolsa plastica, desinfectada con alcohol, para mantener una
temperatura de 28.9°C y 88% de humedad relativa, se evaluaron las 12 primeras hojas
para determinar la incidencia de los sintomas. Una segunda inoculacioén se realizé a los
77 dias de edad de las plantas, la temperatura fue 27.3°C y 70% humedad relativa, los
botones de flor fueron asperjados con una suspension de esporas (6x107 esporas/mL
para C. cassiicola y 10x107 esporas/mL para Phoma) y el tratamiento testigo se asperjo
con agua destilada estéril, se evaluaron los tres primeros calices por planta. La incidencia
de la enfermedad se calculé dividiendo el nimero de hojas y calices con sintomas entre el
numero total de hojas y célices multiplicado por 100. Las evaluaciones en hojas y calices
se hicieron a los 3, 8 y 15 dias después de la inoculacion. Una hoja y caliz por planta fue
sembrado en PDA por tratamiento con la metodologia anteriormente descrita y se volvioé
a aislar de los tejidos con manchas, las colonias y sus estructuras reproductivas, las que
se compararon con las caracteristicas de las colonias inoculadas originalmente.
Muestreo de esporas. En 2017 y 2018, durante julio a noviembre, se capturd y se
contaron las esporas presentes en el aire, en la plantacion experimental, se utilizé una
trampa volumétrica tipo Burckard, la que trabaja mediante un proceso de succion de aire
continuo, con un registro de siete dias (Gadoury y MacHardy, 1983). La trampa de esporas
se coloco en el centro de la plantacion, a 1.7 m de altura por encima del dosel de la jamaica.
Las esporas succionadas fueron impactadas sobre un tambor cilindrico, cubierto por una
cinta Janel transparente recubierta con vaselina, la cinta fue cortada en secciones de
39.5 mm correspondientes a cada periodo de 24 horas y montada sobre un portaobjetos.
El conteo de esporas fue en tres transectos a 400x de aumento, calculando el promedio
observado por 24 h. Cuando menos de cinco esporas fueron observadas, otros tres
transectos fueron contados y se calculd el promedio; para reportar la concentracion de
esporas acumuladas en siete dias. El monitoreo de esporas se realizé durante 133 y 122
dias en 2017 y 2018 respectivamente, en las etapas fenologicas de crecimiento vegetal,

desarrollo de yemas florales, fructificacion y previo a cosecha.
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Mediciones meteorologicas. Los factores climaticos de precipitacion,
temperatura, humedad relativa, radiacion global y velocidad del viento se registraron en
una estacion meteoroldgica Davis Vantage PRO2, desde julio a diciembre, en 2017 y 2018
respectivamente. Con los registros radiacion global se estimé el nimero de horas con luz
solar por dia.

Monitoreo de la severidad de la enfermedad. El nivel de dafo de la enfermedad
se determind en 25 plantas seleccionadas al azar, en cada una se seleccioné una
hoja y céliz por rama de la base, intermedia y superior de la planta por punto cardinal,
contabilizando 12 hojas y cdlices por planta y con una escala diagramatica de Ortega-
Acosta et al. (2016), con rango de O al 5, en hoja O=sano (0% de dafio) y 5=dafo severo
(>57 % de dano); en céliz O=sano (0% de dano) y 5=dafo severo (>77 % de dafo) para
determinar la severidad. El periodo de evaluacion para hojas fue en septiembre previo a
la emergencia de flores y para calices en noviembre antes de la cosecha de 2017 y 2018.

Analisis estadistico. Los registros de captura de esporas se agruparon en
periodos de siete dias y se analizaron con estadisticas descriptivas y la correlacion
de Spearman (SAS, 2010) entre densidad de esporas acumuladas semanalmente
y datos de clima. También se utilizd la correlacion de Spearman para relacionar la
cantidad de esporas acumuladas semanalmente con severidad de la enfermedad en

hojas y calices.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

Identificacion de hongos. Cuatro géneros patogénicos fueron identificados:
Coniella, Corynespora, Lasiodiplodia, Curvularia y Alternaria. EI género Coniella con
44.4 % de abundancia de esporas. ElI género Corynespora tuvo uno de las menores
concentraciones con 9.0 % de esporas. El estudio se concentrd en Coniellay Corynespora
debido a que han sido reportados como agentes causales del MCJ.

Distribucion temporal de inoculo en el aire. En el periodo de muestreo se
observo la presencia de inoculo de Coniella y Corynespora (Figura 1). Después del
periodo de siembra, a los 10 dias se registro la primera presencia de esporas de Coniella
y Corynespora con un promedio de 20 y 4.5 esporas/semana en julio respectivamente.
En el desarrollo vegetativo, ambos hongos, bajaron sus niveles poblacionales. Coniella
con 0.7 esporas/semana en promedio, del 25 de agosto al 13 de octubre. Corynespora
sus poblaciones fueron mas altas con 1.9 esporas/semana en promedio entre las mismas
semanas. Sin embargo, en el desarrollo de yemas florales, fructificacion y la cosecha sus

niveles poblaciones se incremento, Coniella con 41.2 esporas/semana en promedio del 13
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de octubre al 24 de noviembre. Mientras Corynespora sus poblaciones promedio fueron
71 esporas/semana durante el mismo lapso.
Figura 1. Distribucion semanal de esporas de Coniella y Corynespora presentes en el aire, desde julio hasta

noviembre de 2017 y 2018. La fenologia de la jamaica se muestra en la parte inferior. Los periodos tipicos de
siembra, floracion y cosecha en Guerrero se indican con lineas negras.
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Correlacion entre esporas y variables meteoroldgicas. La correlacion
entre concentraciones de hongos y variables meteoroldgicas se realizd con la
prueba de correlacion de Spearman’s (Cuadro 1). La lluvia indujo un efecto negativo
para la concentracion de inoculo de Coniella, Corynespora y total de esporas. La
temperatura fue la variable mas influyente en la dinamica de poblacién de esporas
en el aire. La temperatura maxima mostré una correlacion positiva significativa con
las fluctuaciones poblacionales de Coniella y el total de esporas. Las temperaturas
diurnas maximas menos la minima mostraron correlacion positiva con las poblaciones
de Coniella, Corynespora y total de esporas. El nUmero de horas con radiacion solar
también tuvo influencia en la dinamica de poblacion, con una influencia negativa

sobre Corynespora.
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Cuadro 1. Correlacion de Spearman’s entre la concentracion de esporas acumuladas semanalmente y las variables
meteoroldgicas*. Ciclos primavera verano 2017. Pozolapa Mpio. de Ayutla, Guerrero.

Hongo PP Tmax Tmax-min HRG

Coniella -0.91736 0.79007 0.86002 -0.32056
<.0001 <.0001 <.0001 01947
Corynespora -0.647 0.45803 0.56522 -0.52361
0.0037 0.0559 0.0145 0.0257

Total de
esporas -0.63326 0.56567 0.50362 0.02745
0.0048 0.0144 0.0331 0.9139

aCoeficiente de correlacion; ® Nivel de significancia; nimero de observaciones 18.
*PP=precipitaciéon (mm); Tmax=temperatura maxima (°C); Tmax-min=temperatura diurna maxima-minima y
HRG=horas de radiacion global (W/m?).

Correlacion entre el MCJ y las esporas de Coniella y Corynespora. La
correlacion entre la enfermedad MCJ y la fluctuacion de esporas se presentan el
Cuadro 2. La severidad de la enfermedad en las hojas (evaluadas en septiembre) y caliz
(evaluadas en octubre-noviembre) y el numero acumulado de esporas de Coniella y el
total de esporas fue positiva y significativa. Los resultados mostraron la interaccion entre
el hospedero, clima e in6culo, durante las etapas fenologicas del cultivo, favoreciendo en
parte el MCJ, por lo que su distribucion sobre el follaje no fue uniforme.

La concentracion de esporas sobre el cultivo estuvo estrechamente relacionada
con las condiciones ambientales previas a su captura. Se encontraron correlaciones
negativas entre la lluvia y concentracion de Coniella, Corynespora y esporas totales, al
parecer cuando ocurren lluvias torrenciales > 138 mm, la concentracion de esporas en
el aire se reduce. Similar a lo reportado para otros hongos, donde indican que la lluvia
aparentemente lava el indculo (Blanco et al., 2006). No obstante, las condiciones himedas
del suelo y hojas que persisten después de un evento de lluvia contribuyen a aumentar
la densidad de esporas de hongos en el aire (Ganthaler y Mayr, 2015). En crecimiento
vegetativo, la presencia de esporas de Coniella y de una continua presencia de tejido
susceptible (hojas jovenes y maduras), de julio-septiembre, no es limitante en cuanto a
disponibilidad de tejido hospedante. No obstante, en septiembre, previo a la floracion se
presenta una defoliacion de hojas afectadas por manchas foliares, lo cual disminuye el
MCJ, a pesar del rapido incremento de tejido nuevo libre de la enfermedad, aunado a la
poca concentracion de inoculo en el aire, posiblemente por el lavado de las esporas por
las lluvias torrenciales en este mes. Cuando se presenta la floracion (octubre-noviembre),
coincide con lafase de crecimiento acelerado de la enfermedad presente en el follaje joven,

con altos niveles de indculo (Coniella'y Corynespora con >100 y 8 esporas/semana sobre
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el cultivo respectivamente) y con las condiciones atmosféricas idéneas para la epidemia
(temperatura media por dia 25.3-26.6°C, con humedades relativas >84% y con 12-11.2 hr de
radiacion solar por dia). Es importante reducir las aplicaciones de fungicidas inoportunas y
potencialmente innecesarias, a través de informacion de indculo transportado por el aire,
que permita estimar el riesgo de acumulacion potencial de esporas y su germinacion, lo
que ayudaria ajustar los intervalos de aplicacion de fungicidas bajo un manejo integrado.

Cuadro 2. Correlacion de Spearman’s entre la severidad de manchado del céliz de jamaica y la concentracion de
esporas acumuladas semanalmente. Ayutla de los Libres, Guerrero. Ciclo 2017.

Hongo Severidad MCJ en planta*
Coniella 0.73055°
0.0396"
8c
Corynespora 0.64458
0.0845
8
Total de esporas 0.73055
0.0396
8

" Evaluacion de severidad en hoja (septiembre) y caliz (octubre-noviembre)
a Coeficiente de correlacion; ® Nivel de significancia y © NUmero de observaciones.

4. CONCLUSIONES

Las esporas de Coniellay Corynespora fueron los géneros comunes presentes en
el aire sobre el cultivo de jamaica. Las variaciones del clima, temperatura y precipitacion
principalmente, determinan las concentraciones de esporas sobre el cultivo. La severidad
del manchado del céliz estuvo correlacionada positiva y significativamente con el numero

de esporas de Coniella 'y Corynespora acumulados semanalmente.
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