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MANCHAS FOLIARES Y DE CALICES DE JAMAICA (Hibiscus
sabdariffa L.): ETIOLOGIA, EPIDEMIOLOGIA Y MANEJO

Santo Angel Ortega Acosta, DC.
Colegio de Postgraduados, 2016.

RESUMEN

La enfermedad denominada manchado de hojas y célices de jamaica (Hibiscus sabdariffa
L.), actualmente es la principal limitante fitosanitaria para la produccion de este cultivo en
Guerrero. Para determinar el agente causal de esta enfermedad, en 2013 se realizaron colectas con
sintomas en hojas y calices de jamaica. Las muestras de érganos colectados se procesaron en medio
de cultivo papa-dextrosa-agar. Los organismos aislados se identificaron con claves taxonémicas,
estos fueron Leptosphaerulina sp., Phomopsis sp., Colletotrichum sp. y Corynespora cassiicola.
El hongo aislado con mayor frecuencia fue Corynespora cassiicola. En pruebas de patogenicidad,
unicamente C. cassiicola indujo sintomas similares a los observados en el campo. El hongo
patogénico se confirm6 por amplificacion de la region ITS como Corynespora cassiicola, y la
secuencia se depositd en GenBank (KM207768). También en este trabajo, en 2014 y 2015 se
evaluo6 el progreso temporal de la enfermedad en comunidades de Ayutla y Tecoanapa, Guerrero.
Las incidencias fueron del 100% para hojas y calices. La severidad méaxima fue de 39% para hojas
y 67% en calices. Se observd una asociacion entre los periodos de madurez de las hojas y calices
con los incrementos de severidad. Las epidemias en hojas y célices se caracterizaron en base al
modelo de Weibull y el area bajo la curva del progreso de la enfermedad (ABCPE). El modelo de
Weibull describié adecuadamente las epidemias, a juzgar por los coeficientes de determinacion
calculados, que oscilaron en 1=0.93-0.99. Las diferencias entre localidades se determinaron por
comparacion de las tasas de incremento (b!') y el ABCPE. Las mayores ABCPE y tasas de

incremento fueron en San Miguel, y los menores niveles en Xalpatldhuac. La severidad se



correlacion6 positivamente (r=0.40-1) con temperaturas de >10°C y <30° y humedades relativas
>80% y <100%. El mayor numero de horas con temperaturas >20°C y <30°C, se asociaron a las
comunidades con mayor severidad. Por otra parte, para el control de esta enfermedad se evaluaron
sustancias quimicas convencionales y alternativas para el control de esta enfermedad. Los
experimentos se realizaron en condiciones de campo y presion natural de inoculo. El disefio
experimental utilizado fueron bloques al azar. Las sustancias se aplicaron a intervalos de 7 y 14
dias. Se registro la severidad en hojas y célices, y se estimd el peso de calices en cada unidad
experimental. Se realiz6 un analisis de varianza y pruebas de separacion de medias (con ajustes de
Tukey-Kramer por multiplicidad, con un nivel de significancia de 0.05). Los productos mas
efectivos para reducir la severidad de la enfermedad fueron Mancozeb, Clorotalonil y Benomilo +
Oxicloruro de cobre, ademas con estos tratamientos se obtuvo el mayor peso fresco y seco de

calices. Los productos alternativos redujeron de forma moderada la enfermedad.

Palabras clave: Patogenicidad, cuantificacion de enfermedad, Hibiscus sabdariffa, Corynespora
cassiicola.

i



LEAVES AND CALYCES SPOTTED OF ROSELLE (Hibiscus sabdariffa L.):
ETIOLOGY, EPIDEMIOLOGY AND MANAGEMENT

Santo Angel Ortega Acosta, DC.
Colegio de Postgraduados, 2016.

ABSTRACT

The disease known as spotted of leaves and calyces of roselle (Hibiscus sabdariffa L.), is
currently the main phytosanitary limiting factor for producing this crop in Guerrero. In order to
determine the causal agent of this disease, in 2013 symptomatic leaves and calyces were collected.
The organs collected were processed in culture medium containing potato-dextrose agar. The
identification of the isolated organisms was carried out with taxonomic keys. The identified
organisms were Phomopsis sp., Colletotrichum sp., Leptosphaerulina sp., and Corynespora
cassiicola. Tests of pathogenicity resulted in that only the C. cassiicola induced similar symptoms
to those observed in the field. The pathogenic fungus was confirmed by the amplification of the
ITS region, and its sequence was deposited in GenBank (KM207768). Also in this study, in 2014
and 2015, the temporal progress of the disease was evaluated in situ localities, both in Guerrero
state. The incidences were 100% on leaves and calyces. The maximum severity was 39% in leaves
and 67% in calyces. An association between periods of maturity of the leaves and calyces was
observed with increases in severity. Epidemics in leaves and calyxes were characterized based on
the Weibull model and the area under the disease progress curve (AUDPC). The Weibull model
described adequately the epidemics, given that the determination coefficient of the fitted model
ranges between r?=0.93-0.99. The differences between localities were determined by comparing
the rates of increase (b) and AUDPC. The higher increases in AUDPC and b, are those of San
Miguel, and lowest values are those of Xalpatlahuac. The severity correlated positively (r=0.40-1)

with temperatures >10°C and <30C° and relative humidity> 80% and <100. The highest number



of hours with temperatures >20°C and <30°C, were associated at localities with higher disease
severity. Furthermore, conventional and alternatives chemical substances were evaluated to the
disease control. Experiments were performed in field conditions and at natural inoculum pressure.
The experimental design is a randomized block. The substances were applied at intervals of 7 and
14 days in leaves and calyxes. The severities were recorded, and the weight of calyces of each
experimental unit was calculated. Analysis of variance and mean separation tests (based on Tukey-
Kramer correction for multiplicity, at the significant level of 0.05) were performed. The most
effective products to reduce the severity of the disease were Mancozeb, Chlorothalonil and
Benomyl + Copper oxychloride, along with these treatments the higher fresh and dry weight of

calyces were observed. Alternative products moderately reduced disease.

Keywords: Pathogenicity, quantification of disease, Hibiscus sabdariffa, Corynespora
cassiicola.
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Figura 3. Sintomas inducidos por Corynespora cassiicola en jamaica (Hibiscus sabdariffa L.) bajo
condiciones de invernadero. A, B y C; inoculacion artificial en hojas a los 12 dias después de la
inoculacion (ddi) aproximadamente. E, F y G; inoculacion artificial en hojas a los 20 ddi
aproximadamente. I, J y K; inoculacion artificial en calices a los 12 ddi aproximadamente. M, Ny
O; inoculacion artificial en célices a los 28 ddi aproximadamente. D y H; control en hojas. L y P;
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CAPITULO III

Figura 1. Niveles de la severidad del manchado en hojas y célices de jamaica. A: 2%; etapas
iniciales en hojas (agosto). B. 70%, etapas avanzadas en hojas (noviembre). C: 3%); etapas iniciales
en calices (noviembre). D: 63%; etapas avanzadas en cdlices (diciembre). Ciclo 2014................ 33

Figura 2. Graficas del progreso no acumulado de la enfermedad manchado de hojas y calices
durante 2014 y 2015 en Guerrero. A; progreso no acumulado de la incidencia en hojas. B; progreso
no acumulado de la incidencia en CALICES. ........ovueiuiriiriiriiiieieeeet e 34

Figura 3. Graficas del progreso no acumulado de la enfermedad manchado de hojas y calices
durante 2014 y 2015 en Guerrero. A; progreso no acumulado de la severidad en hojas. B; progreso
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Figura 4. Modelo de Weibull de las curvas del progreso acumulado de la enfermedad del
manchado de jamaica durante 2014 y 2015 en Guerrero. COM=comunidades. COT=Cotzalzin.
SAN=San Miguel. TEC=Tecuantepec y XAL=Xalpatldhuac. A; progreso acumulado de la
incidencia en hojas en 2014. B; progreso acumulado de la incidencia en calices en 2014. C;
progreso acumulado de la severidad en hojas en 2014. D; progreso acumulado de la severidad en
calices en 2014. E; progreso acumulado de la incidencia en hojas en 2015. F; progreso acumulado
de la incidencia en calices en 2015. G; progreso acumulado de la severidad en hojas en 2015. H;
progreso acumulado de la severidad en calices en 2015, .......cccooiiiiiiiiiiniieee e 38
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CAPITULO L.

1. INTRODUCCION GENERAL

Se estiman alrededor de 300 especies de Hibiscus en las zonas tropicales y subtropicales
(Akpan, 2006). La jamaica (Hibiscus sabdariffa L.) es importante y popular en regiones tropicales
y subtropicales de diversos paises (Morton, 1987). Su origen es controversial, la hipotesis mas
aceptada indica que es de Africa (Gomez-Leyva et al., 2008; CONABIO, 2016). En México, de
los céalices deshidratados se elaboran “aguas frescas”, té, mermeladas y otros productos. Se le
atribuyen propiedades, por ejemplo; antioxidantes y antihipertensivo (Herrera-Arellano et al.,
2007). Ademas de los calices, se utilizan para consumo humano otras partes como hojas, tallos
tiernos y semillas (Eslaminejad y Zakaria, 2010; Duke et al., 1983). En China a partir de las
semillas se extrae aceite. En Africa occidental las hojas y semillas se utilizan como productos
alimenticios. En Europa, la jamaica es demandada en la industria farmacéutica y de saborizantes
de alimentos (FAO, 2004).

La jamaica se cultiva en climas tropicales con precipitaciones de 1,500 a 2,000 mm anuales,
y prospera desde el nivel del mar hasta los 900 m.s.n.m (Morton, 1987). Tolera los climas célidos
y humedos. Es susceptible a dafios por helada y niebla. Requiere suelos permeables, areno-
arcillosos, y es preferible su cultivo en suelos con alto contenido de humus; sin embargo, se puede
adatar a una amplia variedad de suelos. No tolera la sombra y debe mantenerse libre de malezas
(Duke, 1983).

Es un cultivo ideal para los paises en desarrollo, si la demanda del mercado es favorable
(FAO, 2004). Tolera la sequia, y es relativamente facil de cultivar, y puede formar parte del sistema

de cultivos multiples.



En México, Guerrero es el principal productor de jamaica, en Ayutla y Tecoanapa se cultiva
el 60% de la superficie estatal (SIAP, 2015). El sistema que prevalece es la asociacion maiz-
jamaica, aunque, también es comun la incorporacién en menor proporcion de especies como la
calabaza (Cucurbita spp.) y frijol (Phaseolus vulgaris L.). Los célices son comercializados
principalmente en forma deshidratada, su venta representa una fuente importante de ingresos
econdmicos para las familias productoras.

La jamaica es susceptible a la infeccion de diversos patogenos, que pueden causar pérdidas
en el rendimiento. En México, se encuentra Phytphthora parasitica Dastur causante de “pata
prieta” (Hernandez-Morales y Romero-Cova, 1999) y Pilidiella diplodiella Crous & Van Niekerk
inductor de la mancha acuosa (Correa et al., 2011), y el amarillamiento asociado a un complejo de
virus del género Begomovirus (Velazquez- Fernandez et al., 2016).

En Guerrero, una enfermedad reciente denominada “manchado de calices” disminuye el
valor comercial debido a su mala apariencia (estética) y en casos extremos ocasiona rechazo de los
calices. En condiciones favorables puede causar pérdidas totales en este cultivo. Por lo anterior, la
presente investigacion tuvo los siguientes objetivos:

Objetivos generales:
e Conocer la etiologia y epidemiologia de las manchas foliares y de célices de jamaica, y

plantear estrategias para su manejo.

Objetivos particulares:
v Determinar el (los) agente (s) causal (es) de la enfermedad.

v’ Caracterizar el progreso temporal de la enfermedad.

v Evaluar la efectividad bioldgica de sustancias quimicas para su control.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1.  Origen y descripcion general del cultivo.

La jamaica (Hibiscus sabdariffa L.) es una planta dicotiledonea y autéogama de la familia
Malvaceae y nativa de Africa (Gomez-Leyva et al., 2008; CONABIO, 2016), de donde fue
distribuido al sureste de Asia y América Central (Abdallah, 2016). Presenta crecimiento arbustivo;
con tallo liso o casi liso, cilindrico y generalmente rojo. Puede tener una altura de 80 a 320 cm;
hojas simples, lobuladas, con margenes aserrados; flores, solitarias y axilares; calices generalmente
rojos; el fruto es una capsula y contiene semillas en forma de rifion (Duke, 1983; Morton, 1987).
2.2. Requerimientos agroecologicos.

Lajamaica se cultiva en regiones tropicales y subtropicales de ambos hemisferios y requiere
de precipitaciones pluviales de 1,500 a 2,000 mm anuales y, altitudes desde el nivel del mar hasta
los 900 m.s.n.m (Duke, 1983; Morton, 1987). Dependiendo de la variedad, transcurren entre 150 y

180 dias para que los célices alcancen la madurez (Mukund, 2015).

2.2.  Usosy propiedades.

De la jamaica, se aprovecha principalmente los calices, éstos se obtienen al desprenderlos
de su capsula, utilizados para preparar aguas frescas, t€¢, mermeladas, licores, salsas, jaleas y otros
productos (Mgaya-Kilima et al., 2015; Delgado-Vargas y Paredes-Lopez, 2002). Investigaciones
recientes han demostrado que los calices deshidratados pueden reducir la hipertension arterial en
humanos (Herrera-Arellano et al., 2007; McKay et al., 2010. Poseen propiedades antimicrobianas
(Morales-Cabrera et al., 2013), y para tratar infecciones urinarias (Alshami y Alharbi, 2014). Los
calices son potentes antioxidantes (Tee et al., 2002), diuréticos, digestivos y sedativos

(Akindahunsi y Olaleye, 2003).



También, la jamaica es conocida por poseer compuestos bioactivos, responsables de su
eficacia terapéutica, tales como antocianinas, flavoniodes, polisacaridos y acidos organicos como

malico y ascorbico (Mohamed et al., 2007; Gurrola-Diaz et al., 2010).

2.3.  Produccion mundial, nacional y estatal.
El principal pais productor de jamaica es China, seguido por La India, Sudan, Uganda, Indonesia,
Malasia y México (FAO, 2004). En México Guerrero, Oaxaca, Michoacan, Nayarit, Puebla y
Campeche son los principales estados productores (SIAP, 2015).
En 2015, 19,980 ha se destinaron a la produccién nacional. En Guerrero se sembraron 14,067 ha
con un aporte de mas del 70%. El rendimiento promedio por hectarea en este estado fue de 320 kg.
Los principales municipios en donde se cultivd jamaica fueron Ayutla, Tecoanapa, Juan R.
Escudero, San Marcos, Acapulco de Juarez, San Luis Acatlan, Xochistlahuaca, Quechultenago,
Coyuca de Benitez y Cuahutepec; el 60% de la superficie estatal cultivada fue en Ayutla y
Tecoanapa (SIAP, 2015).

2.4. Principales enfermedades de la raiz.

24.1. Infecciones por hongos y oomicetos en raices.

El principal patéogeno que afecta raices en jamaica es Phytophthora parasitica Dastur
(Erwin y Ribeiro, 1990), causal de marchitez, amarillamiento y pudriciéon de tallo. Este patogeno
en México ha sido reportado en jamaica (Hernandez-Morales y Romero-Cova, 1990). Otros
patdégenos importantes son Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid., Fusarium spp. y Sclerotium

rolfsii Sacc. (Amusa et al., 2005; Hassan et al., 2014; Ortega-Acosta et al., 2015).



2.5.2. Principales enfermedades foliares.

2.5.2.1. Infecciones por hongos.

El hongo Coniella musaiaensis var. hibisci B. Sutton, fue descrito en Trinidad y Tobago, como
causante de pequefias manchas en hojas que se extienden en grandes lesiones irregulares de color
café claro. En la zona de avance se observan picnidios de color negro. El hongo infecta tallos
jovenes o maduros, en donde también forma picnidios. Cuando la infeccion es severa, puede causar
muerte de la planta (Persad y Fortune, 1989). En México, una sintomatologia similar fue reportada
en Tabasco, y fue denominada “mancha acuosa”, el agente causal fue descrito como Pilidiella
diplodiella Crous & Van Niekerk (Correa et al., 2011). Por otra parte, en Brasil, se ha reportado a
Corynespora cassiicola (Berk. & M.A. Curtis) C.T. Wei, causante de manchas foliares en hojas de
jamaica (Poltronieri et al., 2012: Silva et al., 2014).

2.5.2.2. Infecciones por virus.

En la India se reporto la sintomatologia de amarillamiento de nervaduras asociadas a virus
del genero Begomivirus, con incidencias de mas del 90% (Chatterjee et al., 2005). En México se
informo la presencia de un complejo de Begomovirus asociados a sintomas de amarillamiento en
jamaica, con indecencias de 90 a 100% (Velazquez-Fernandez et al., 2016).
2.5.2.3. Infecciones por fitoplasmas.

En Taiwan, un fitoplasma se asocié a desordenes en plantas de jamaica con sintomas de
hojas corrugadas y filodia, y fue identificado como ‘Canditus Phytoplasma asteris’, relacionada al
grupo 16SrI (Tseng et al., 2014), y en La India (Biswas et al., 2013) reportaron a un fitoplasma del
grupo 16SrV-D asociado al sintoma de filodia y enrojecimiento de hojas.

2.5. Importancia social y cultural.
Los principales paises productores de jamaica son China, India y Sudan. México ocupo el

séptimo lugar. La jamaica tolera la sequia, y es relativamente facil de cultivar. Puede cultivarse
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como parte del sistema de cultivos multiples. El sistema mas comun que prevalece en México es
la asociacion maiz-jamaica. En diversos paises se aprovecha el follaje como forraje y fibra. En
China de las semillas se extrae aceite y se utiliza en la medicina tradicional por sus propiedades
atribuidas. En Africa las hojas y semillas, se utilizan como productos alimenticios. En Europa la
jamaica se aprovecha en la industria farmacéutica y como saborizante de alimentos (FAO, 2004).

En México, la jamaica representa gran importancia, y se usa principalmente para elaborar
bebidas (aguas frescas). Un minimo porcentaje de la produccion se destina a la industria. Se estima
que aproximadamente 11,350 familias dependen directamente del cultivo de la jamaica (Fundacion
Produce de Guerrero, 2012; COFUPRO, 2016).
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CAPITULO I
ETIOLOGIA DEL MACHADO DE HOJA Y CALICES DE JAMAICA (Hibiscus
sabdariffa L.), EN GUERRERO, MEXICO

RESUMEN

En parcelas comerciales de jamaica (Hibiscus sabdariffa L.) en Guerrero, en 2013 se colectaron
hojas y calices con sintomas de manchado, de septiembre a diciembre. Adicionalmente se
colectaron tejidos asintomdaticos como control. Se realizaron aislamientos en medio de cultivo
papa-dextrosa-agar. Los hongos aislados fueron Leptosphaerulina sp., Phomopsis sp.,
Colletotrichum sp., y Corynespora cassiicola, este ultimo fue aislado consistentemente de hojas y
de calices con sintomas, ademas fue el tinico que se aislo en alta frecuencia (> 70%). De tejido
asintomatico, se aislo a Colletotrichum sp., y Phomopsis sp. Las pruebas de patogenicidad fueron
realizadas en invernadero en plantas sanas de jamaica. Después de 12 dias, unicamente
Corynespora cassiicola indujo sintomas similares a los observados en campo. El organismo, fue
re-aislado a partir de los sintomas inducidos e identificado con claves taxondmicas y moleculares
como Corynespora cassiicola. Para confirmar la identidad del microorganismo patogénico, se
amplifico la region ITS del microorganismo con el uso de primers ITS-4 e ITS-5. La secuencia
consenso reveld 100% de identidad con otros aislados de Corynespora cassiicola en GenBank. La
secuencia consenso se depositd en el GenBank con el nimero de acceso (KM207768). En base a
los andlisis morfologicos, patogénicos y moleculares, el agente causal del manchado de hojas y

calices de jamaica es el hongo Corynespora cassiicola.

Palabras clave: Hibiscus sabdariffa, Corynespora cassiicola, patogenicidad.
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INTRODUCCION

La jamaica (Hibiscus sabdariffa L.), es un cultivo de importancia economica para México,
alrededor de 19,000 ha se destinan anualmente para su produccion. En Guerrero se estima mas del
70% de la superficie a nivel nacional (SIAP, 2015).

Entre las principales limitantes sanitarias destaca Phytophthora parasitica causante de
pudriciones radicales en Africa, Costa de Marfil, Malasia, Filipinas, Puerto Rico (Erwin y Ribeiro,
1996) y México (Hernandez-Morales y Romero-Cova, 1990).

Existen pocos reportes de patdgenos foliares de jamaica. En Trinidad y Tobago Coniella
musaiaensis causa manchas de hojas y muerte de plantas (Persad y Fortune, 1989). En México,
Correa et al. (2011), reportaron a Pilidiella diplodiella como causante de “mancha acuosa”,
sintomatologia similar a la descrita por Persad y Fortune (1986). En Brasil, Corynespora cassiicola
causa manchas foliares (Silva et al., 2014; Poltronieri et al., 2012).

Recientemente, en la principal zona productora de Guerrero, se detecté una enfermedad de
etiologia desconocida en este cultivo y ampliamente distribuida. Los sintomas consisten de
manchas en hojas y calices, que al coalescer forman lesiones circulares o irregulares, cuando se
presenta en célices afecta la comercializacion debido a su mala apariencia.

En Guerrero Leptosphaerulina americana (Ellis & Everh.) J.H. Graham & Luttr.,
Corynespora casiicola, Glomerella cingulata (Stoneman) Spauld. & H. Schrenk, Cercospora sp.,
y Phomopsis sp., se asocian al manchado de hojas (Hernandez-Morales et al., 2006); en el mismo
estado, Martinez-Sanchez (2010) reporto a Coniella musaiaensis var. hibisci B. Sutton,
Lasiodiplodia theobromae (Pat.) Griffon & Maubl., Corynespora cassiicola (Berk. & M.A. Curtis)
C.T. Wei y Phomopsis sp., como hongos asociados al manchado de calices. En los ultimos afios

esta enfermedad ha incrementado su incidencia y severidad, y puede causar pérdidas significativas
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a la produccion de este cultivo. Por lo anterior, el objetivo del presente estudio fue determinar el
agente (s) causal (s) de las manchas de hojas y calices de jamaica en Guerrero, México.
2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Sintomatologia y muestreo.

El presente estudio se realizd en parcelas comerciales del cultivar “criollo”, con gradientes

altitudinales definidos y ubicados en Ayutla y Tecoanapa, Guerrero, en el ciclo 2013 (Cuadro 1).

Cuadrol. Localidades muestreadas para determinar el agente causal del manchado de la jamaica

(Hibiscus sabdariffa L.), en el ciclo 2013, en Ayutla y Tecoanapa, Guerrero.

Municipio Comunidad Coordenadas Altitud (m.s.n.m)
Tecoanapa Pueblo largo 16°59'30.93"N, 99°15'14.20"O 431
Tecoanapa Cruz quemada  16°59'14.17"N, 99°10'26.41"0O 349
Tecoanapa Xalpathahuac  17° 022.89"N, 99°19'44.66"0O 691
Ayutla Tepango 16°53'37.92"N, 99° 5'11.54"0O 306
Ayutla San miguel 16°59'20.57"N, 99° 5'54.66"0O 392
Ayutla Cotzélzin 16°54'7.98"N, 99° 5'52.17"0O 298

Se colectaron hojas y célices enfermos y asintomaticos. Los muestreos se realizaron en
parcelas con antecedentes de la enfermedad, en etapas de crecimiento vegetativo, floracion,
desarrollo y madurez de célices. El material vegetal colectado se trasladado al laboratorio del

Colegio de Postgraduados, para el aislamiento de hongos y caracterizacion de sintomas.
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Cuadro2. Programa de muestreo para determinar el agente causal del manchado de la

jamaica (Hibiscus sabdariffa L.), en el ciclo 2013, en Ayutla y Tecoanapa, Guerrero.

Material

Muestreo Fecha recolectado
1 Del 2 al 3 de septiembre Hojas

2 Del 1 al 2 de octubre Hojas

3 Del 1 al 2 de noviembre Hojas

4 Del 14 al 15 de noviembre Calices

5 Del 2 al 3 de diciembre Calices

6 Del 16 al 17 de diciembre Calices

2.2. Aislamiento de hongos.

Los aislamientos se realizaron a partir de hojas y célices sintomaticos. En cada localidad
muestreada se seleccionaron 16 fragmentos de aproximadamente 0.5 cm con sintomas tipicos de
la enfermedad por fecha de muestreo. El tejido se desinfestod superficialmente con hipoclorito de
sodio al 1%/1 min, posteriormente se enjuagaron tres veces con agua destilada estéril, elimino el
exceso de humedad con sanitas estériles y transfirieron a cajas Petri, con medio de cultivo papa-
dextrosa-agar (PDA); como control negativo, se procesaron 24 fragmentos por fecha de muestreo.

Las cajas Petri se incubaron a 25°C (Riossa-E51®). Después de una semana, las colonias
desarrolladas se transfirieron a nuevos medios de cultivos PDA y se purificaron por punta de hifa
y cultivos monospoéricos. La frecuencia de los hongos aislados se calculd con la formula:
Frecuencia (%)= niimero de fragmentos que coloniza un hongo/total de fragmentos x 100 (Rajput
etal., 2010).

2.3. Identificacion cultural y taxonomica.
Para la identificacion morfologica se utilizaron las claves taxondmicas de Wei, (1950), Ellis

(1971), Hanlin (1998) y, Barnett y Hunter (2006).
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2.4. Pruebas de patogenicidad.

Colonias fungosas de dos (Colletotrichum sp. y Corynespora cassiicola) y tres (Phomopsis
sp., Leptosphaerulina sp.) desarrolladas en PDA y V-8 agar, respectivamente, se inocularon a
cuatro densidades de inoculo (Cuadro 3) en plantas sanas de jamaica de cuatro meses de edad. Cada
microorganismo fue asperjado con un atomizador manual de forma independiente en diez hojas y
calices/planta, en 15 plantas. En plantas control se asperj6 agua destilada estéril en cinco hojas y
calices/plantas, en un total de diez plantas. Las plantas se mantuvieron en invernadero. La

temperatura y humedad relativa se registrd con un datalogger digital (Extech®-Rht10).

Cuadro 3. Concentraciones de esporas utilizadas en inoculaciones de plantas de jamaica (Hibiscus

sabdariffa L.), en ensayos de patogenicidad en condiciones de invernadero, en 2013.

Hongo inoculado Esporas/mL Referencias
Colletotrichum sp. 1 x10° MacKenzie et al. (2008)
Leptosphaerulina sp. 1x10% Olanya y Campbell (1990)
Corynespora cassiicola 2x10° Kwon y Park (2003)
Phomopsis sp. 1 x10° Dai et al. (2012)

2.5. Identificacion molecular.

El hongo aislado con mayor frecuencia de hojas y calices con sintomas de manchado y que
resultd patogénico, se identificé también por técnicas moleculares. El ADN se extrajo a partir de
cuatro aislamientos representativos mediante el método AP (Alkaline Phosphatase) propuesto por
Sambrook y Russel (2001), con algunas modificaciones (uso de balines en la maceracion) para este

estudio.
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Laregio ITS (Internal Transcribed Spacer) 1 y 2 fue amplificada por PCR con los primers:
ITS4 (5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3") y el ITSS (5'-GGAAGTAAAAGTCGTAACAA-3)
(White, 1990). La mezcla de PCR consistio de: 2.5 ul de Buffer, MgCl, 1.25 ul, dNTP’s 0.5 ul
(Promega®), Primer; forwar 1 pl y reverse 1 pl, agua ultra-pura estéril 16.25 ul, Taq DNA-
polimerasa 0.5 pl, cDNA 2 ul. La mezcla final obtenida de 25 pL, se amplifico en un termociclador
(Techne-TC-512®), con el siguiente programa; desnaturalizacion inicial a 95 °C durante 5 minutos
(min), seguido de 30 ciclos a 95 °C por 45 min para la desnaturalizacion, hibridacion a 57 °C por
45 segundos (seg), extension de 72 °C por 1 min, extension final de 72 °C por 5 min y una
temperatura final de refrigeracion de 10 °C.

Los productos de PCR se purificaron con el kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System
(Promega ®) segun protocolo del fabricante, y secuenciaron en el Instituto de Biotecnologia de la
Universidad Nacional Autonoma de México (IBt-UNAM).

Con las secuencias obtenidas se gener6 una secuencia consenso por alineamiento (forward
y reverse) con DNABaser® Ver. 2.1., y se compard en la base de datos del National Center for
Biotechnology Information (NCBI), EE.UU., con la herramienta BLASTN 2.2.26 (Zhang et al.,
2000). La secuencia consenso se deposito en el GenBank.

3. RESULTADOS Y DISCUSION
3.1. Sintomatologia.

En hojas, los sintomas consistieron de manchas circulares o irregulares con centros color
pajizo, bordes negros y halos purpuras. En estados avanzados coalescieron en extensas lesiones
necroticas (Figura 1A). Los célices infectados presentaron manchas hundidas de formas circulares
a irregulares. En estados avanzados de infeccion se origind un atizonamiento en la parte apical de

los célices, y se extendid hacia la base de los mismos (Figura 1B).
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Figura 1. Sintomas del manchado de jamaica (Hibiscus sabdariffa L.). A) Sintomas en

|

hojas. B) Sintomas en célices. Ciclo 2013, en Guerrero.
3.2. Aislamiento de hongos.

En cada fecha de muestreo se procesaron 96 fragmentos de tejidos con sintomas y 24 como
control para hojas y cdlices. En hojas y calices a partir de 576 fragmentos con sintomas, se aisl6 a
Phomopsis sp., Colletotrichum sp., Lepthosphaerulina sp., y Corynespora cassiicola, este ultimo
se obtuvo con mayor frecuencia (>70%). En calices solo se aislo a Phomopsis sp. y C. cassiicola,
y consistentemente C. cassiicola se aislo con el mayor porcentaje. En las muestras control (144
fragmentos), en hojas se aislo a Colletotrichum sp., y Phomopsis sp., en calices solo se aislo a
Phomopsis sp. En mas del 70% de los casos, en hojas y calices no hubo desarrollé de

microorganismos (Cuadro 4).
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Cuadro 4. Frecuencias totales (%) de hongos aislados de hojas y calices de jamaica (Hibiscus

sabdariffa L.) con sintomas de manchado, ciclo 2013, en Ayutla y Tecoanapa, Guerrero.

Hojas Calices
Localidad Cc¥* Col Lep Pho Sd ¥Cc Col Lep Pho Sd
Pueblo Largo 854 83 0 0 6.3 729 0 0 229 42
Xalpatlahuac 729 21 63 124 63 77.1 0 0 188 4.1
Cruz Quemada 792 6.6 45 53 44 875 0 0 2.1 104
Tepango 750 85 21 62 82 729 0 0 83 18.8
San Miguel 77.1 104 0 83 42 86.5 0 0 104 3.1
Cotzalzin 833 125 0 2.1 21 81.3 0 0 6.2 125
Control 0 9.7 0 167 73.6 0 0 0 278 722

¥Cc=Corynespora cassiicola, Col=Colletotrichum sp., Lep=Lepthosphaerulina sp., Pho=Phomopsis sp., Sd= Sin

desarrollo.
3.3. Identificacion cultural y taxonomica.

Los hongos aislados de hojas y calices de jamaica fueron; 1) Corynespora cassiicola
(Berk. & M. A. Curtis) C. T. Wei. El hongo formo6 colonias grises a verdosas; conididforos rectos
a ligeramente curvos, no ramificados, de color marron olivaceo; conidios midieron de 34.7-218.4
x 7.4-17.6 um (largo x ancho), de formas obclavadas a cilindricas, rectos o ligeramente curvos, de
subhialins a olivaceos, y con dos a 13 seudoseptos (Figura 2, A y B). Caracteristicas distintivas de
C. cassiicola (Wei, 1950) y (Ellis, 1971). 2) Lepthosphaerulina McAlpine. En medio V8-agar
presento colonias obscuras; con pseudotecios inmersos; ascomas ostiolados, de paredes gruesas y
color marrén; ascas bitunicadas, en forma de saco de 75-82 x 28-51 pum, con 8 ascosporas;
ascosporas hialinas, de forma oblongas a cilindricas, dictiosporas y segmentadas longitudinalmente

de 30-33 x 11 um (Figura 2, C y D), caracteristicas que coinciden para el género Lepthosphaerulina
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(Hanlin, 1990). 3) Colletotrichum Corda. Las colonias en PDA fueron grises obscuros, con
abundante micelio aéreo. Las colonias mostraron masas de conidios color naranja esparcidos en la
superficie del medio de cultivo; conidios unicelulares, hialinos, cilindricos, redondeados en ambos
extremos, y con rangos de 13.2-17.9 x 3.4-6.6 um (Figura 2, E y F), caracteristicas distintivas de
Colletotrichum de acuerdo a Barnett y Hunter, 2006. 4) Phomopsis (Sacc.) Sacc. En medio PDA
formo colonias blancas y posteriormente obscurecieron; con picnidios alargados, generalmente con
un ostiolo y de marrén a oscuro y con paredes gruesas; conidiéforos ramificados y con septos;
conidios alfa y beta conidios; alfa-conidios hialinos, en su mayoria elipsoides y midieron de 4-8 x
1.5-3.4 um y sin septos, beta-conidios, sin septos, hialinos, filiformes y terminacion en forma de
gancho, con dimensiones de 17.1-33.3 x 1.5-2.8 um (Figura 2, G y H), caracteristicas consistentes

para este género (Barnett y Hunter, 2006).

de hojas y calices de jamaica (Hibiscus sabdariffa L.). A y B; colonia y conidios de

Corynespora cassiicola en medio PDA. C y D; Colonia, ascas y ascosporas de
Lepthosphaerulina sp., en medio V8-agar. E y F. Colonia y conidios de Colletotrichum sp., G
y H; Colonia y conidios de Phomopsis sp., en medio PDA.
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3.4. Identificacion molecular.

En base a la region amplificada (ITS) de los aislamientos fungicos; Hl=aislado de hojas,
H2=re-aislado de hojas, H3=aislado de célices y HS=aislado de célices con sintomas de manchado,
se obtuvo una secuencia consenso de 504 pares de bases. La comparacion mediante una busqueda
(BLAST) en GenBank revel6 100% de identidad con otros aislamientos de Corynespora cassiicola,
por ejemplo; FJ852592 aislado de Plectranthus barbatus Andrews y FJ852665 aislado de Vigna
unguiculata (L.) Walp., provenientes de Samoa Americana y Republica de Palaos respectivamente
(Dixon et al., 2009), lo que confirmo6 la identidad del hongo como C. cassiicola. La secuencia

consenso se depositdé en GenBank con el numero de acceso KM207768.

3.5. Ensayos de patogenicidad.

En invernadero, el promedio de temperatura y humedad relativa fue de 25°C y 74%,
respectivamente. En estas condiciones ambientales, las plantas inoculadas con Corynespora
cassiicola manifestaron sintomas tipicos del manchado en hojas y calices (Figura 2) a los 12 dias
después de la inoculacion (ddi). En estados avanzados de infeccion (28 ddi), se form6 un
atizonamiento en la parte apical de los célices y se extendi6 hacia la base de los mismos. El hongo
fue re-aislado de los sintomas inducidos en hojas y calices. Las claves taxonémicas y moleculares
indicaron que el hongo correspondid a C. cassiicola, por lo que se cumplieron con los postulados
de Koch.

En México, Corynespora cassiicola fue reportado por Hernandez-Morales et al. (2006) y
Martinez-Sanchez (2010) como organismo asociado al manchado de hojas y célices de jamaica,
respectivamente. También, Ruiz-Ramirez et al. (2015), lo detectaron asociado a calices
deshidratados de jamaica con sintomas de manchado. En Sierra Leona, C. cassiicola fue aislado en

esta especie por Wei (1950); sin embargo, este autor no hace referencia si se trata de un patogeno.
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Figura 3. Sintomas inducidos por Corynespora cassiicola en jamaica (Hibiscus sabdariffa L.) bajo
condiciones de invernadero. A, B y C; inoculacion artificial en hojas a los 12 dias después de la
inoculacion (ddi) aproximadamente. E, F y G; inoculacion artificial en hojas a los 20 ddi
aproximadamente. I, J y K; inoculacion artificial en calices a los 12 ddi aproximadamente. M, N 'y
O; inoculacién artificial en calices a los 28 ddi aproximadamente. D y H; control en hojas. L y P;

control en calices.
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En Brasil, Poltronieri et al. (2012) y Silva et al. (2014), informaron que C. cassiicola causa
sintomas en hojas de jamaica, similares a los descritos en el presente estudio. No obstante, no se
habia reportado como patdégeno de calices. En el presente estudio se demostrd su capacidad
patogénica en ambos organos de esta planta.

El hongo C. cassiicola se ha reportado en hojas, tallos, frutos o raices en mas de 350
especies de plantas, principalmente en paises tropicales y subtropicales (Farr y Rossman, 2016).
Es patogeno de cultivos importantes como; algodon (Gossypium hirsutum L.) (Jones, 1961), arbol
del caucho (Hevea brasiliensis (Willd. Ex A. Juss.) Miill. Arg.) (Wei, 1950), jitomate (Solanum
licopersicum L.) (Mohanty y Mohanty, 1955), soya (Glycine max L.) (Seaman y Shoermaker,
1964), pepino (Cucumis sativus L.) (Blazquez, 1967), papaya (Carica papaya L.) (Norse, 1974),
entre otros (Farr y Rossman, 2016).

En México, C. cassiicola se ha informado en especies como jitomate y chile (Capsicum
annuum L.) (Castro, 1971; Tun Suarez et al., 2011). En otros paises, este hongo ha causado
pérdidas econdmicas en cultivos como soya, algodon y arbol del caucho (Conner et al., 2013; Deon

et al., 2014; Galbieri et al., 2014; Butler et al, 2016; Godoy et al., 2016).

En plantas inoculadas con Lepthosphaerulina sp., Colletotrichum sp., y Phomopsis sp., y
agua destilada estéril, no se observo la presencia de sintomas.

Los hongos que no indujeron sintomas, estos géneros, se han reportado como endoéfitos de
diversas plantas, por ejemplo; Lepthosphaerulina crassiasca (Séchet) C.R. Jacks. & D.K. Bell,
Colletrotrichum sp., Glomerella cingulata y Phomopsis sp., fueron aislados de tejidos
asintomaticos en Arachis hypogaea (Suryayanayanan y Murali, 2006). También, Rakotonirian et
al. (2008), aislaron a Leptosphaerulina sp., Colletotrichum spp., y Phomopsis sp en tejido

asintomatico de Centella asiatica (L.) Urb. Ademas, Colletotrichum gloesporioides (Glomerella
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cingulata) y Phomopsis longicolla fueron aislados de jamaica, como posibles endofitos (Ortega-

Acosta et al., 2015). Lo que coincide con lo obtenido en el presente estudio.

4. CONCLUSIONES
A partir de sintomas de manchado de hojas y calices de jamaica, se aislo a

Lepthosphaerulina sp., Colletrotrichum sp., Phomopsis sp., y Corynespora cassiicola. Los analisis

de patogenicidad, taxonémicos y moleculares indicaron que Corynespora cassiicola es el agente

causal del manchado de hojas y calices de jamaica en Guerrero, México.
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CAPITULO 111
PROGRESO TEMPORAL DEL MANCHADO DE HOJAS Y CALICES DE JAMAICA

(Hibiscus sabdariffa L.), EN GUERRERO, MEXICO

RESUMEN

En localidades de Ayutla y Tecoanapa, Guerrero, durante los ciclos agricolas de 2014 y
2015, se estudio el progreso temporal del manchado de hojas y calices de jamaica (Hbiscus
sadbdariffa L.) inducido por Corynespora cassiicola. Los niveles de incidencia en hojas y calices,
fueron del 100%. La severidad se estimd con escalas logaritmicas diagramaticas. Los valores
maximos de severidad fueron de 39% y 67% en hojas y calices, respectivamente. En hojas
incrementos de severidad ocurrieron en los meses de octubre y noviembre, y en calices a partir de
la primera semana de diciembre, con aumentos constantes hasta la cosecha (tercera semana de
diciembre). Se observo una asociacion entre los periodos de madurez de hojas y calices con los
incrementos en severidad. Las epidemias en hojas y cdlices se caracterizaron en base al modelo de
Weibull y el area bajo la curva del progreso de la enfermedad (ABCPE). El modelo de Weibull
describi6 adecuadamente las epidemias (r>=0.93 a 0.99). Las diferencias entre localidades se
determinaron mediante comparacion de tasas de incremento de la enfermedad (b!) y el ABCPE.
Los mayores niveles de la enfermedad en base al ABCPE vy las tasas de incremento (b™"), fueron en
San Miguel, y los menores niveles ocurrieron en Xalpatldhuac. La severidad se correlaciond
positivamente (r=0.40 a 1) con temperaturas en el rango de >10°C y <30° y humedades relativas
>80% y <100%. El mayor nimero de horas con temperaturas >20°C y <30°C, generalmente se
asociaron con comunidades de mayor severidad.

Palabras clave: Epidemiologia, Hibiscus sabdariffa, Corynespora cassiicola.
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1. INTRODUCCION

La enfermedad del manchado de hojas y calices de jamaica (Hibiscus sabdariffa L.)
inducida por Corynespoora cassiicola (Berk. & M.A. Curtis) C.T. Wei (Ortega-Acosta et al.,
2015), es una enfermedad importante para este cultivo en Guerrero, México. La importancia de
esta enfermedad se ha incrementado, debido a que puede causar pérdidas totales en la produccion
de dicho cultivo.

Por otra parte, la comprension de la epidemiologia en un patosistema en su aspecto
temporal, es esencial para la implementacion de sistemas de manejo (Jeger, 2004). El conocimiento
epidemiologico también ha resultado 1til en programas de irrigacion y aplicacion de fungicidas en
betabel (Beta vulgaris L.) para el manejo de la mancha inducida por Cercospora beticola Sacc.
(Skaracis et al., 1996). De acuerdo con Ojimbo y Scherm (2005), la descripcion cuantitativa del
progreso temporal de la enfermedad es un paso importante para el esclarecimiento de la
epidemiologia en patégenos de plantas. Al respecto, Madden et al. (2007), mencionan que el
progreso de la enfermedad, descrita como la proporcion de la enfermedad a través del tiempo, es
la mejor manera de representar una epidemia.

Cada epidemia en su aspecto temporal tendrd una estructura particular; la cual, estard
determinada por las caracteristicas del patosistema y las condiciones ambientales, ademas de la
resistencia intrinseca del hospedante y la relacionada con la edad de ciertos tejidos especificos
(como hojas y frutos), factores que determinan el desarrollo epidémico (Maanen y Xu, 2003;
Mersha y Hau, 2011).

Estudios epidemiolégicos realizados por Mehrotra (1989) y Sandeep et al. (2016), han
detectado etapas fenologicas criticas de infecciones por C. cassiicola. Por otra parte, en base a lo

reportado por Onesirosan (1974), Corynesopora cassiicola, presenta una temperatura 6ptima de
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desarrollo de 28 °C. Ademas, este patogeno es favorecido por altas humedades relativas (100%)
(Fernando et al., 2012).

La temperatura y humedad relativa, son utilizadas en estudios de epidemias en
enfermedades foliares (Godoy et al., 2003). Diversos trabajos han analizado la influencia del clima
en el comportamiento de las curvas del progreso temporal (Chowdhury y Hossain, 2011).

La edad de la planta y presion de inoculo, afectan el progreso de la enfermedad en ciertos
patosistemas (Ojiambo y Scherm, 2005; Chelal y Hau, 2015). Al respecto, Conover (1978) y
Schlub et al. (2009) mencionan que 6rganos viejos son susceptibles a infecciones por C. cassiicola.

En Guerrero, no se cuentan con estudios del comportamiento temporal y factores asociados
a la enfermedad manchado de la jamaica inducida por C. cassiicola.

Por lo anterior, el objetivo del presente estudio fue documentar el progreso temporal de la
enfermedad y factores asociados al manchado de hojas y calices en jamaica, en diferentes
condiciones ambientales.

2. MATERIALES Y METODOS
2.1. Sitios de estudio y variables evaluadas.

En los ciclos 2014 y 2015, se seleccionaron cuatro localidades productoras de Ayutla y
Tecoanapa, Guerrero (Cuadro 1). En cada una de ellas se seleccioné una parcela comercial,

cultivada bajo el sistema maiz-jamaica.
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Cuadro 1. Localidades y fechas de siembra en parcelas de jamaica, para evaluar el progreso

temporal del manchado de jamaica (Hibiscus sabdariffa L.), en Guerrero.

Municipio Localidad Ano 2014 Ano 2015 Altitud Coordenadas

msnm

Tecoanapa Tecoanapa 19 de junio* 17 de junio 443 N 16°59.855"
0 99°14.937"

Tecoanapa Xalpathahuac 20 de junio 19 dejunio 689 N 17°00.343°
0 99°19.748"

Ayutla Cotzalzin 18 de junio 20 de junio 302 N 16°54'9.48.
0 99°05.838".

Ayutla San Miguel 17 de junio 18 dejunio 386 N 16°59.257"
0 99°05.934"

*Fechas de siembras.

En cada localidad se selecciond una superficie cuadrangular, y se marco con estacas de
madera de 50 cm, y se registrd con un Geoposicionador Global (Garmin e-Trex®). La superficie
fue de 15 surcos separados a 1 m, en cada surco se evaluaron 8 matas (0.8 cm entre matas), en cada
mata se seleccionod una planta y se evalué durante todo el ciclo del cultivo. La planta se dividié en
tres estratos de acuerdo a Villanueva-Couoh et al. (2005), que fueron bajo, medio y alto; en cada
estrato se seleccionaron tres hojas o tres calices, segin la etapa fenologica, y se registrdé su
incidencia y severidad.

La incidencia (%) fue estimada con la siguiente formula; incidencia (%) = nimero de hojas
o calices enfermos/total observado*100. La severidad se estim6 con dos escalas logaritmicas
diagramaticas propuestas por Ortega-Acosta et al. (2016). Las escalas en hojas comprenden las
siguientes clases: 0=0, 1= (>0- 2 - 4), 2= (>4-7-12), 3= (>12-19-29), 4= (>29-42-57) y 5= (>57-
70-<100); y para célices: 0=0, 1= (>0-3-5), 2= (>5-10-18), 3= (>18-30-46), 4= (>46-63-77) y 5=
(>77-87-<100). Con esto, se obtuvo la incidencia y severidad promedio para cada planta.

Las evaluaciones en hojas iniciaron en agosto y finalizaron en noviembre; en célices fueron

en noviembre y diciembre. Los intervalos de evaluacion en hojas fueron cada 10 dias; y en calices
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semanalmente. En los sitios evaluados no se aplicaron fungicidas para permitir el desarrollo natural
de las epidemias.
2.2. Analisis del progreso temporal de la enfermedad.

Con los datos de incidencia y severidad, se estimo el area bajo la curva del progreso de la
enfermedad (ABCPE), mediante el método de integracion trapezoidal (Cambell y Madden, 1990),
y se realizoO un andlisis de varianza. Cuando se detectaron diferencias significativas entre
localidades, estas se separaron con la prueba de Tukey, p=0.05. Las epidemias registradas en ambos
ciclos de cultivo, fueron descritas en base al modelo de Weibull (Pennypacker et al., 1980), en su
forma simplificada a dos parametros (b y ¢) (Thai et al., 1984), debido a su flexibilidad para
describir diferentes tipos de epidemias (Rebollar-Alviter et al., 2001). Las tasas de infeccion
aparente se calcularon con el inverso del parametro b (b'), las diferencias entre sitios se
determinaron con la separacion de medias con el ajuste Bonferroni. En todos los casos se utilizo el
logaritmo (log) de la incidencia o severidad. Los analisis estadisticos se realizaron en SAS ver. 9.4.
2.3. Variables ambientales asociadas a la enfermedad.

Con un Datalogger (HobooWare®) se estim6 la temperatura y humedad relativa para cada
sitio seleccionado. Las temperaturas entre 20°C a 30°C (Onesirosan et al., 1974; Jones y Jones,
1984; Fernando et al., 2012, Ahmed et al., 2013 y humedades relativas de 80% a 100% (Nyvall,
1989; Fernando et al., 2012), favorecen el desarrollo de Corynespora cassiicola. Por lo anterior,
se calcularon los nimeros de horas de los siguientes intervalos: temperaturas; >10°C y <20°C,
>20°C y <30°C, >30°C y < 40°C y humedad relativa; >70% y <80%, >80% y <90% y >90% y
<100%, el calculo fue realizado para los periodos de evaluaciones en hojas y célices. Con los datos
obtenidos, se realiz6 un andlisis de correlacion aplicando el coeficiente Spearman con la severidad

registrada. Los andlisis estadisticos se realizaron en SAS ver. 9.4.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Analisis del progreso temporal de la enfermedad.

El manchado de hojas y calices inducido por Corynespora cassiicola, se present6 con alta
incidencia y severidad en ambos ciclos evaluados. Sin embargo, en general las epidemias fueron
mayores en el segundo ciclo de evaluacion (2015), y estos aumentos fueron notables en calices.
Posiblemente debido a que ocurrieron lluvias frecuentes en noviembre y diciembre, situacion que
coincidi6 con el periodo de mayor susceptibilidad para calices. En cambio, en 2014, en estos meses
(noviembre y diciembre) las lluvias fueron menos frecuentes.

Por otra parte, los niveles de incidencia en hojas y calices fueron del 100% en 2014 y 2015.
El comportamiento de la incidencia en hojas, como se puede observar en la Figura 2A,
aproximadamente a los 40 dias después de las primeras evaluaciones (ddpe), los niveles fueron
generalmente del 100% vy, hacia el final del estudio todas las localidades llegaron al 100%. En
hojas, la severidad se increment6 generalmente a los 60 ddpe (Figura 2A) (primera semana de
septiembre), y la severidad maxima promedio, en 2014 y 2015, fue mayor en San Miguel con
39.23%, seguida de Cotzalzin con 35.49%, Tecuantepec con 28.73%, y la menor severidad se
registr6 en Xalpatldhuac con 17.36%. Frecuentemente, la severidad de hojas, en las ultimas
evaluaciones se observo un efecto de dilucion de la enfermedad, principalmente en sitios con alta
severidad (San Miguel, Tecuantepec y Cotzalzin), debido a la pérdida acelerada de hojas
(defoliacion prematura). Diversos estudios han demostrado un comportamiento similar inducido
por Corynespora cassiicola en otros cultivos, tales como los realizados por Conover (1978) en
papaya (Caryca papaya L.), Seo et al. (2013) en Hibiscus syriacus L., y Galbieri et al. (2014) en
Gossypium hirsutum L. Sin embargo, este comportamiento no se habia registrado en el patosistema

Corynespora cassiicola-Hibiscus sabdariffa.
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Chelal y Hau (2015), al estudiar el comportamiento de Oidium neolycopersici L. Kiss en
jitomate (Lycopersicon esculentum Mill.) observaron un efecto de dilucion de la enfermedad y lo
atribuyeron a infecciones severas en las laminas foliares inducidas por el patogeno.

En cdlices, a los 21 ddpe, en las localidades de San Miguel, Cotzalzin y Tecuantepec, los
valores de incidencia fueron generalmente del 100%, y la localidad de Xalphatldhuac present6 los
menores aumentos. Sin embargo, hacia el final del estudio, todos los sitios evaluados presentaron
incidencias del 100% (Figura 2B). En calices, la mayor severidad absoluta promedio en 2014 y
2015, se registr6 una vez mas en San Miguel con 67.18%, seguida por Cotzalzin con 50.73%,
Tecuantepec con 45.03% vy, en Xalpatldhuac se registro la menor severidad (20.69%). El
comportamiento temporal indica que a los 28 ddpe (primera semana de diciembre), se observd un
acelerado incremento de la severidad, y alcanzd los maximos niveles en la tercera semana de

diciembre en ambos ciclos de evaluaciones (Figura 1; Figura 2B).

Figura 1. Niveles de la severidad del manchado en hojas y célices de jamaica. A: 2%;
etapas iniciales en hojas (agosto). B. 70%, etapas avanzadas en hojas (noviembre). C: 3%;
etapas iniciales en célices (noviembre). D: 63%; etapas avanzadas en calices (diciembre).
Ciclo 2014.
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Estos resultados sugieren que el hongo C. cassiicola prefiere infectar érganos viejos (hojas
y calices) (Figuras 1, 2 y 3), resultados similares han sido reportados en papaya por Conover

(1978), y por Schlub et al. (2009) en jitomate, estos autores indicaron que C. cassiicola se asocia

mas frecuentemente a hojas viejas.
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Figura 2. Graficas del progreso no acumulado de la enfermedad manchado de
hojas y célices durante 2014 y 2015 en Guerrero. A; progreso no acumulado de la

incidencia en hojas. B; progreso no acumulado de la incidencia en célices.
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Por otra parte, Sandeep et al. (2016), estudiaron el comportamiento de C. cassiicola en el
cultivo de caupi (Vigna mungo L.) y determinaron que las infecciones iniciaron en septiembre, y
desarrollaron rédpidamente del 17 de noviembre al 29 de diciembre, resultados similares a los

determinados en el presente estudio.
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Figura 3. Graficas del progreso no acumulado de la enfermedad manchado de hojas
y calices durante 2014 y 2015 en Guerrero. A; progreso no acumulado de la severidad en

hojas. B; progreso no acumulado de la severidad en calices.
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Asimismo, en cultivos perennes, se ha observado un comportamiento similar, por ejemplo;
en ceiba (Ceiba pentandra) (L.) Gaertn., reportaron que ¢l manchado de hojas inducida por C.
cassiicola pas6 desapercibida en plantas jovenes en condiciones de vivero, y se incremento6 en los
meses posteriores, causod 40% de severidad en hojas (Mehrotra, 1989).

Como se puede observar en el cuadro 2 y figura 4, para ambos ciclos de evaluaciones (2014
y 2015), el modelo de Weibull, describié adecuadamente el progreso de la severidad acumulada de
la enfermedad, ya que los coeficientes de determinacion (1?) variaron de 0.96 a 0.99 y 0.93 a 0.99
en el progreso acumulado de la incidencia y severidad, respectivamente (Cuadro 2).

Por otra parte, los analisis indicaron diferencias estadisticas significativas para el parametro
b'y ABCPE. Para b™! en base al modelo de Weibull, indico que las mayores tasas de crecimiento
en ambos ciclos de evaluaciones ocurrieron en San Miguel, seguidas por Cotzalzin y Tecuantepec,
la localidad de Xalpatlahuac presentd las menores tasas de crecimiento. Para el parametro ABCPE,
se determind un comportamiento similar (Tukey, a=0.05) (Cuadro 2), y consistentemente en la
localidad de San Miguel estadisticamente ocurrio la mayor ABCPE, en contraste con Xalpatlahuac
en la que se determind la menor ABCPE. Estos resultados sugieren que en San Miguel se
presentaron condiciones favorables para la expresion de altos niveles de severidad, durante ambos
anos de evaluaciones, contrariamente la localidad de Xalpatldhuac, presento6 las condiciones menos

propicias para el desarrollo de la enfermedad.
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Cuadro 2. Pardmetros epidemiolédgicos correspondientes a los ciclos 2014 y 2015 de la incidencia y

severidad del progreso acumulado de la enfermedad manchado de la jamaica (Hibiscus sabdariffa L.),

en Guerrero.
2014 2015
Localidades  Epidemias Variables r? b ABCPE 1’ b ABCPE
(log)* (log)

Xalphatlahuac H¥ S€ 0.95 0.0052*d 147.49d 0.99 0.0079 ¢ 195.42c¢
Tecoantepec H S 0.99 0.0082c 211.52 ¢ 0.99 0.0106b 239.59b
San Miguel S 0.99 0.0107a 25290 a 099 0.0114a 25535a
Cotzalzin S 0.99 0.0098 b 226.65b 0.99 0.0105b 240.16b
Xalphatlahuac Cce S 093 0.0139¢ 20.47d 0.98 0.0199d 43.39¢
Tecoantepec C S 0.95 0.0206b 59.27 ¢ 0.99 0.0246¢c 79.80Db
San Miguel C S 095 0.0254 a 81.15a 098 0.0265a 89.07a
Cotzalzin C S 0.95 0.0220b 67.56 b 0.99 0.0251b 81.09b
Xalphatldhuac H I¢ 099 0.0139b 491.50 b 0.99 0.0135¢c 492.60 c
Tecoantepec H I 0.99 0.0143b 494.99 a 0.99 0.0147b 498.75b
San Miguel H I 098 0.0144a 49585 a 098 0.0153a 501.41a
Cotzalzin H I 099 0.0141b 493.49 ba 0.98 0.0153ab 500.99 a
Xalphatlahuac C I 0.99 0.0216d 151.15¢ 0.99 0.0250c 167.77c
Tecoantepec C I 097 0.0314c 185.48 b 0.98 0.0373b 187.83b
San Miguel C I 096 0.0428 a 192.61 a 098 0.0394a 189.30a
Cotzalzin C I 0.97 0.0394b 191.15a 0.98 0.0381 ab 188.44 ab

* Asignacion de literales basadas en el ajuste Bonferroni.
£ Tukey p=0.05.

¥H=epidemias en hojas; “C= epidemias en calices

€S= severidad; ¢I= incidencia.
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Figura 4. Modelo de Weibull de las curvas del progreso acumulado de la enfermedad del manchado
de jamaica durante 2014 y 2015 en Guerrero. COM=comunidades. COT=Cotzalzin. SAN=San
Miguel. TEC=Tecuantepec y XAL=Xalpatldhuac. A; progreso acumulado de la incidencia en hojas
en 2014. B; progreso acumulado de la incidencia en calices en 2014. C; progreso acumulado de la
severidad en hojas en 2014. D; progreso acumulado de la severidad en calices en 2014. E; progreso
acumulado de la incidencia en hojas en 2015. F; progreso acumulado de la incidencia en célices en
2015. G; progreso acumulado de la severidad en hojas en 2015. H; progreso acumulado de la severidad

en calices en 2015.
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3.2. Variables ambientales asociadas a la enfermedad.

Las diferencias determinadas entre sitios evaluados con la enfermedad del manchado de
hojas y célices, sugieren que las temperaturas y humedades relativas influyeron en el
comportamiento para la expresion de la enfermedad; la localidad de Xalpatldhuac presento la
menor temperatura promedio y humedad relativa en ambos ciclos de evaluaciones, contrastando
con la localidad de Cotzalzin y San Miguel que registraron las mayores temperaturas promedio.
Ademas, la localidad de San Miguel, mantuvo humedades relativas altas en ambos ciclos de
evaluaciones. Contrariamente, Cotzalzin registrd bajas humedades relativas en el segundo afio de
evaluacion, pero presento altas temperaturas promedio (Cuadro 3).

Cuadro 3. Promedio de temperaturas durante los periodos de evaluaciones de incidencia y severidad

del manchado de hojas y cdlices de jamaica (Hibiscus sabdariffa L..) en 2014 y 2015, en Ayutla y
Tecoanapa, Guerrero.

Afo Localidades Tempro*  Hrprom?®

2014 Xalpatldhuac 24.92 83.55
2014 Tecuantepec 25.51 85.26
2014 San Miguel 26.37 84.75
2014 Cotzalzin 25.54 82.11
2015 Xalpatldhuac 25.41 78.00
2015 Tecuantepec 26.50 80.34
2015 San Miguel 26.78 84.87
2015 Cotzalzin 27.71 77.00

*Tempro =temperatura promedio; ®Hrpro =humedad relativa promedio.

Cabe mencionar que para el ciclo 2015 se registraron mayores temperaturas y menores
humedades relativas promedio, comparadas con 2014, excepto para San Miguel, sitio en el cual
presentd mayor temperatura y humedad relativa promedio. Las temperaturas y humedades relativas

en ambos ciclos de evaluaciones en general fueron favorables para la presencia de Corynespora
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cassiicola (Cuadro 3). Al respecto, Onesirosan et al. (1974) estudiaron el comportamiento de
aislamientos de C. cassiicola, provenientes de diversos hospedantes y regiones de Africa y América
del Norte. Ellos determinaron que la temperatura optima de C. cassiicola fue de 28°C, con
temperatura minima de 12°C. Por su parte, Ahmed et al. (2013) reportaron que las temperaturas de
25°C a 30°C fueron Optimas para el desarrollo de C. cassiicola aislados de okra (Abelmoschus
esculentus (L.) Moench). Asimismo, Teramoto et al. (2013) mencionan que humedades relativas
altas favorecen la germinacion de conidios de C. cassiicola. En el presente estudio en sitios con
altas temperaturas y humedades relativas, generalmente se registraron los mayores niveles de
incidencia y severidad, tal fue el caso de San Miguel y Tecoantepec. La comunidad de Cotzalzin
estuvo mas asociado con altas temperaturas.

Diversos autores han documentado que las altas temperaturas y humedades relativas, son
favorables para ¢l desarrollo de Corynespora cassiicola (Onesirosan et al., 1974; Fernado et al.,
2012; Teramoto et al., 2013; Fortunato et al., 2015). Como se puede observar en el Cuadro 4,
consistentemente el mayor nimero de horas >20°C y <30°C, se registraron en la localidad de San
Miguel, con un total de 1,977 horas para el ciclo 2014, y 2,034 horas en 2015. En contraste con la
localidad de Xalphatldhuac que registré 1,681 y 1,786, para 2014 y 2015 respectivamente. Al
respecto, Jones y Jones (1984), determinaron que el rango Optimo de temperatura para el desarrollo
del manchado en jitomate (Solanum lycoperium L.) inducida por C. cassiicola en condiciones de
campo fue de 20°C a 28°C. Fernando et al. (2012) indicaron que humedades relativas altas (100%)
favorecen a C. cassiicola, lo que podria explicar las altas tasas de crecimiento de la enfermedad en
San Miguel, localidad en la cual se presentaron los mayores nlimeros horas con temperaturas >20°C

y <30°C, y humedades relativas >90% y <100%, en ambos ciclos de evaluaciones (Cuadro 4).
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Cuadro 4. Numero de horas en diferentes rangos de temperaturas y humedades relativas, en parcelas
comerciales de jamaica (Hibiscus sabadariffa L.), evaluadas con la enfermedad del manchado, durante

los ciclos 2014 y 2015, en Ayutla y Tecoanapa, Guerrero.

Temperatura Humedad relativa

>10°C a >20°C a >30°C a >70% a >80% a >90% a
Localidad <20°C <30°C <40°C <80% <90% <100%
Ao 2014
Xalpatlahuac 546 1681 551 262 242 1704
Tecuantepec 455 1702 702 188 244 1814
San Miguel 224 1977 629 197 324 1836
Cotzalzin 265 1894 651 326 456 1381
Ao 2015
Xalphatlahuac 127 1786 478 352 366 655
Tecuantepec 120 1813 607 400 439 1111
San Miguel 23 2034 627 233 248 1831
Cotzalzin 40 1970 660 162 1384 546

Por otra parte, Xalpatldhuac super6 a Cotzalzin en cuanto al nimero de horas favorables en
humedades relativas >90% y <100% en ambos ciclos de evaluaciones, sin embargo, Xalpatlahuac
consistentemente presentd las menores temperaturas favorables (>20°C y <30°C); en este sentido
Godoy et al. (2003) estudiaron en diferentes ambientes el comportamiento temporal de la roya
surefia en maiz (Zea mays L.), inducida por Puccinia polysora Underw., y registraron la
temperatura y humedad relativa. El factor que més explico las diferencias de severidad fue la
temperatura. Resultados similares fueron determinados en este estudio: la temperatura fue la
variable que mas explico las diferencias de incidencia y severidad entre localidades.

Por otra parte, los andlisis estadisticos, indicaron correlaciones positivas de moderadas a
muy altas (r=0.40 a 1) entre la severidad en hojas, principalmente con los rangos de temperaturas
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>20°C y <30°C, durante los dos ciclos de evaluaciones. Lo anterior indica que estas fueron las
condiciones que influyeron para el desarrollo de las epidemias en hojas (Cuadro 4).

En calices, generalmente la severidad se correlacion6 con temperaturas del rango >10°C y
<20°C (correlaciones positivas de 0.50 a 0.90), excepto para San Miguel en el afio 2015, que se
correlaciond positivamente (r=0.60) con temperaturas en el rango de >30°C y <40°C y baja
correlacion (r>=0.35) con el rango >10°C y <20 °C. La humedad relativa, durante los dos ciclos de
evaluaciones, se correlacionaron positivamente con la severidad en hojas, generalmente en los
rangos que fueron > 70% y <80%, y en calices en rangos que van de > 80% y <90% y rangos >
90% y <100% (Cuadro 5). En soya (Glycine max L.), Fortunato et al. (2015), mencionan que
temperaturas elevadas (28 +2 ° C), mas la asociacion de alta humedad relativa en la estacion de
crecimiento del cultivo, favorece la aparicion de epidemias severas por el hongo C. cassiicola. En
el presente estudio, la localidad de San Miguel, presento estas dos caracteristicas, y fue la localidad

mas afectada con la enfermedad del manchado de la jamaica.
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Cuadro 5. Correlaciones entre nimero de horas y humedades relativas con la severidad del
manchad de hojas y calices en jamaica (Hibiscus sabdariffa L.), inducida por Corynespora
cassiicola en diferentes condiciones ambientales de Ayutla y Tecoanaopa, Guerrero, durante 2014
y 2015.

Localidades Variables Teml¥ Tem2  Tem3  HRI1¢ HR2 HR3
Hojas en 2014
Xalpatldhuac s* -0.60 0.60 -0.60 0.80 0.40 0.32
Tecuantepec S -0.20 0.40 -0.63 0.40 -0.20 -0.20
San Miguel S 0.40 -0.40 0.74 0.60 -0.60
Cotzélzin S 0.80 -0.80 0.80 -0.40 0.00
Célices en 2014
Xalpatldhuac S 0.80 -0.90 -0.41 -0.10 0.60 -0.67
Tecuantepec S 0.72 -0.70 0.30 -0.72 0.72 -0.60
San Miguel S 0.70 -0.70 -0.30 0.10 0.70 -0.50
Cotzélzin S 0.50 -0.50 -0.50 -0.50 -0.50 0.50
Hojas en 2015
Xalpatlahuac S -0.40 0.80 0.00 0.40 0.80 -0.40
Tecuantepec S 0.80 -0.80 0.63 -0.80 -0.80
San Miguel S 1.00 -0.20 0.60 0.20 1.00
Cotzélzin S -0.77 0.40 -1.00 -0.77 0.80 -0.40
Célices 2015
Xalpatldhuac S 0.90 -0.90 -0.90 -0.21 0.40 -0.71
Tecuantepec S 0.87 -0.80 -0.70 -0.80 -0.80 0.80
San Miguel S 0.35 0.10 0.60 0.46 0.60 -0.90
Cotzalzin S 0.79 -0.70 -0.10 0.60 -1.00 1.00

*s=severidad.

¥Tem1= temperaturas >10°C y <20°C. Tem2 =temperaturas >20°C y <30°C. Tem3 =temperaturas >30 Y <40°C.
®HR 1= humedades relativas >70% Y <80%. HR2 =humedades relativas >80% y <90%. HR3 =humedades relativas
>90% y <100%.
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4. CONCLUSIONES

El progreso temporal de la enfermedad del manchado inducido por Corynespora cassiicola en
hojas los mayores periodos de crecimiento ocurrieron en octubre, y en calices fueron en la primera
semana de diciembre. La severidad de la enfermedad se intensifico en los estados avanzados de
madurez en hojas y calices. El modelo de Weibull describié adecuadamente las epidemias en hojas
y calices. Las mayores incidencias y severidades en base al ABCPE y tasas de crecimiento (b™!) se
registraron en San Miguel, Cotzalzin y Tecoantepec, en Xalpatlahuac se detectaron los menores
niveles. Las temperaturas >20°C y <30°C se asocid con mayores incidencias y severidades.
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CAPITULO IV
CONTROL QUiMICO DEL MANCHADO DE HOJAS Y CALICES DE JAMAICA
(Hibiscus sabdariffa L.) EN GUERRERO, MEXICO

RESUMEN

La enfermedad denominada manchado de hojas y calices de jamaica (Hibiscus sabdariffa
L.) inducida por Corynespora cassiicola, actualmente es considerada la principal limitante
fitosanitaria para la produccion de este cultivo en Guerrero, y puede causar pérdidas significativas
a la produccion. En los ciclos 2014 y 2015, se evalu¢ la efectividad bioldgica de diversas sustancias
quimicas (convencionales y alternativas) para el control de esta enfermedad. Los sitios de
evaluaciones quedaron establecidos bajo condiciones de campo y presion natural de inoculo en
Ayutla y Tecoanapa, Guerrero. El disefio experimental fue de bloques al azar con cuatro
repeticiones. Las sustancias (tratamientos), fueron aplicados a intervalos de 7 y 14 dias. Para cada
tratamiento, se registro la severidad en hojas y calices con apoyo de una escala logaritmica
diagramatica, y se estimé el peso fresco y seco de cada unidad experimental. Con los datos
obtenidos, se realizd un analisis de varianza y pruebas de separacion de medias (Tukey-Kramer,
a=0.05). Los resultados indicaron que los productos mas efectivos para reducir la severidad de la
enfermedad fueron Mancozeb, Clorotalonil y Benomilo + Oxicloruro de cobre, ademas las
unidades experimentales con estos tratamientos mostraron el mejor peso fresco y seco de célices.

Los productos alternativos redujeron moderadamente la enfermedad.

Palabras clave: Control quimico, fungicidas, Hibiscus sabdariffa, Corynespora cassiicola.
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1. INTRODUCCION

En México el cultivo de jamaica (Hibiscus sabdariffa L.) es importante, ya que anualmente
se destinan mas de 19,000 ha para su produccion. En Guerrero se cultiva mas del 70% de la
superficie nacional con esta especie (SIAP, 2015). En este estado se ha registrado una enfermedad
denominada manchado de la jamaica inducida por Corynespora cassiicola (Berk. & M.A. Curtis)
C.T. Wei (Ortega-Acosta et al., 2015), la cual ha causado pérdidas significativas a la produccion
de calices. Los célices infectados presentan problemas para su comercializacién debido a su mala
apariencia, y en casos extremos el rechazado total del producto. Los fungicidas convencionales
representan una importante herramienta para el manejo de enfermedades (Pernezny, 2002; Pernezy
et al., 2008; Tun-Suarez et al., 2011). Diversos fungicidas sintéticos han sido efectivos para el
control de Corynespora cassiicola en otros cultivos (Pernezy et al., 2008; Tun-Suarez et al., 2011),
y en jamaica en el control de Coniella musaiensis var. hibisci B. Sutton (Nejo et al., 2007; Apeyuan
et al., 2016). Por otra parte, las estrategias de manejo, basadas en productos biorracionales, tales
como la supresion de patdégenos a través de microorganismos vivos, o compuestos naturales
derivados de organismos vivos (Marrone, 2009), se han evaluado en los ultimos afios para el
manejo de diversas enfermedades (Pernezny, 2002; Cromwell et al., 2011; Marku et al., 2014;
Mantil et al., 2015) ya que son consideradas de bajo riesgo para la salud humana y el medio
ambiente (Cromwell et al., 2011; Marku et al., 2014).

A nivel nacional, no se cuentan con opciones de manejo que permitan reducir el dafio
inducido por Corynespora cassiicola en el cultivo de jamaica. Por lo anterior, los objetivos del
presente estudio fueron evaluar en condiciones de campo diversas sustancias quimicas

convencionales y alternativas para el control del manchado de hojas y célices de jamaica.
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2. MATERIALES Y METODOS
2.1. Area de estudio y tratamientos.

En los ciclos de cultivo primavera-verano de 2014 y 2015 se establecieron dos parcelas
experimentales de jamaica (Hibiscus sabdariffa L.) cultivar “criollo”, en Ayutla y Tecoanapa,
Guerrero. Los experimentos se establecieron condiciones de campo. Los ensayos se alojaron en la
misma parcela durante los dos ciclos consecutivos, excepto para Ayutla, que tuvo que realizarse en
un lote diferente para 2015, ubicado aproximadamente a 100 m de distancia del lote utilizado en

2014. En total fueron nueve tratamientos, que se indican en el cuadro 1:

Cuadro 1. Tratamientos quimicos, utilizados para el control del manchado de hojas y célices

en jamaica, inducido por Corynespora cassiicola, en Guerrero.

Tratamientos Dosis  Categoria del producto
Convencionales

T1. Clorotalonil 2 g/l Contacto

T 2. Mancozeb 2g/L  Contacto

T 3. Oxicloruro de cobre 2 g/l Contacto

T 4. Benomilo+ Oxicloruro de cobre 2¢g/L  Sistémico (Benomilo)

Alternativos

T 5. Acibenzolar-S-methyl 100 Inductor de resistencia

mg/L  sistémica adquirida (SAR*)
T 6. Dioxido de hidrégeno 5 mL/L Contacto

T 7. Bicarbonato de potasio 5¢g/lL. Contacto
T 8. Aceite del arbol de Té (Melaleuca 6 mL/L Contacto
alternifolia)

T9. Control

*Systemic acquired resistance.
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2.2. Programa de aplicaciones.

Durante los dos afios de evaluaciones (2014 y 2015), se realizaron en total siete
aplicaciones de forma individual de cada producto, excepto para T4 (dos aplicaciones de Benomilo
y cinco de Oxicloruro de cobre). La primera aplicacion fue de Benomilo, alternado con aplicaciones
de Oxicloruro de cobre. La segunda aplicacion de Benomilo fue en floracion y desarrollo de célices
(aplicacion namero 3). En el ciclo 2015 se realizaron cambios al programa de aplicacion. Estos
consistieron en brindar mayor proteccion a la parte comercial del cultivo (célices) en estados
avanzados de madurez (Cuadro 2), debido a que en el ciclo 2014, se detectd que este periodo fue

el mas susceptible al dafio por el patdgeno.

Cuadro 2. Programa de aplicaciones de productos quimicos, para el control del manchado de hojas

y calices de jamaica, en condiciones de campo, en Guerrero.

Programa de aplicacion (2014) Programa de aplicacion (2015)
Localidad Fechade Intervalo Etapa Fecha de Intervalo Etapa fenoldgica
aplicacion (dias)  fenologica aplicacion (dias)

Ayutla 03 oct 14 Desarrollo 20 oct 14 Desarrollo

Tecoanapa 04 oct vegetativo 2loct vegetativo

Ayutla 17 oct 14 Desarrollo 04 nov 14 Desarrollo

Tecoanapa 18 oct vegetativo 05 nov vegetativo

Ayutla 31 oct 14 Desarrollo 18 nov 14 Floraciéon y

Tecoanapa 01 nov vegetativo 19 nov desarrollo de
calices

Ayutla 15 nov 14 Floracion y 25 nov 7 Desarrollo de

Tecoanapa 16 nov desarrollo 26 nov calices

de célices
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Ayutla 22 nov Desarrollo 03 dic Desarrollo de
Tecoanapa 23 nov de célices 04 dic calices
Ayutla 30 nov Desarrollo 10 dic Desarrollo de
Tecoanapa 01 dic de célices 11 dic calices
Ayutla 7 dic Desarrollo 17 dic Desarrollo y
Tecoanapa 8 dic de célices 18 dic madurez de célices

(proximo a la

cosecha)

2.3. Diseiio experimental.

El disefio experimental fue de bloques al azar con cuatro repeticiones. La unidad
experimental quedd integrada por 4 surcos de 1 x 4 m de ancho/largo. Cada surco estuvo
conformado por seis matas a una distancia de 0.80 m, en cada mata hubo tres plantas. La parcela
util fueron los dos surcos centrales. Para evitar la interaccion entre tratamientos, existid una
separacion de 2 m entre bloques.

2.4. Variables evaluadas.

Se evalud la severidad en hojas y célices con ayuda de dos escalas logaritmicas
diagramaticas, con las que se calcul6 el porcentaje de tejido lesionado, para hojas y calices (Ortega-
Acosta et al., 2016). Por cada parcela util, se selecciond una planta de cada mata, y se dividié en
tres estratos de acuerdo a Villanueva-Couoh et al. (2005), en cada estrato se evaluaron tres hojas o
calices segun la etapa fenologica del cultivo. Se realizaron cinco evaluaciones en hojas, y tres para
calices. La parcela util se cosechd y se estimo el peso fresco y seco para cada tratamiento.

La temperatura y humedad relativa se registraron con un datalogger (HobooWare®), durante

el periodo de estudio.
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2.5. Analisis de datos.

La severidad absoluta, fue transformada a grados de infeccion (%) en base a la formula
descrita por Townsend y Heuberger (1943):
Grado de infeccion (%) = Zh(ni x vi) / N x V

Donde v; es dafio en la clase, #; es el numero en una clase, N es el nimero total de observaciones,
V valor mas alto de clases, i es el nimero de clases.

Los grados de infeccion de la severidad acumulada en hojas y calices, y el peso fresco y seco
para cada tratamiento fueron sometidos a un analisis de varianza y pruebas de separacion de medias
con el logaritmo (log) de cada valor (con ajustes de Tukey-Kramer por multiplicidad) con un nivel

de significancia de 0.05. El andlisis fue realizado con en el paquete estadistico SAS. Ver. 9.4.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

El manchado de hojas y célices se presento en altos niveles de severidad durante los dos
periodos de evaluaciones (2014 y 2015). Las condiciones ambientales, fueron favorables para el
desarrollo de la enfermedad. Los promedios de temperaturas y humedades relativas en Tecoanapa
en 2014 para octubre, noviembre y diciembre fueron de: 25.68°C y 92.34%, 25.56°C y 83.67%, y
25.01°C y 73.78%, respectivamente; para Ayutla fueron de; 25.35°C y 95.67%, 26.03°C y 84.39
%, y 26.09°C y 71.46%, respectivamente. Durante el ciclo 2015, los promedios de temperatura y
humedad relativa en Tecoanapa, para octubre, noviembre y diciembre fueron de: 28.24°C y
80.32%, 25.73°C y 84.65%, y 26.41°C y 78.8%, respectivamente; para Ayutla estas fueron de;
27.01°C y 94.03%, 27.42°C y 86.77%, y 26.45°C y 81.06%, respectivamente. Con base a lo
reportado por Onesirosan et al. (1974) y Teramoto et al. (2013) en general estas condiciones son
favorables para Corynespora cassiicola, causante de la enfermedad.

Durante los dos ciclos consecutivos de evaluaciones, los analisis estadisticos mostraron que

Mancozeb, Clorotalonil y Benomilo + Oxicloruro de cobre, promovieron la menor severidad en
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hojas y célices, comparado con el tratamiento control (Cuadro 3). Los fungicidas a base de
Mancozeb, Clorotalonil y Benomilo han sido efectivos en el control de Corynespora cassiicola en
otros cultivos (Pernezny et al., 2002 Pernezy et al., 2008; Nejo et al., 2007; Tun-Suarez, 2011), lo
que coincide con lo determinado en el presente estudio.

Las aplicaciones individuales de Oxicloruro de cobre redujeron moderadamente la
severidad de hojas y célices (Cuadro 3), resultados similares fueron determinados por Mehrotra
(1989) y Manju et al. (2002) en el control de Corynespora cassiicola sobre Ceiba pentandra C.F.
Gaertn. y Hevea brasiliensis (Willd. ex A. Juss.) Miill. Arg., respectivamente. Ademas, Godoy et
al. (2016) evaluaron Mancozeb y Oxicloruro de cobre en condiciones de campo para controlar
Corynespora cassiicola en soya. Como resultado, ellos determinaron que Mancozeb presentd un
mayor control de la enfermedad que Oxicloruro de cobre.

El Chlorothalonil y Mancozeb son fungicidas de amplio espectro, utilizados para el control
de diversos patogenos incluyendo a C. cassiicola en cultivos como el jitomate (Lycopersicon
esculentum Mill.) (Jones y Jones, 1984; Pernezny, 2002), haba (Vicia faba L.) (Ahmed. 2016),
fresa (Fragaria X ananassa Duch) (Kososki et al., 2001), uva (Vitis vinifera L.) (Nita et al., 2006),
y otros cultivos (Gullino et al., 2010; Erincik et al., 2016).

En el presente estudio, el uso de Benomilo con dos aplicaciones, alternado con Oxicloruro
de cobre, resultd en un control eficaz, al reducir los niveles de severidades en hojas y calices
(Cuadro 3). Con base a las recomendaciones de FRAC (2016), cuando se trata de fungicidas tales
como el Benomilo, sugieren reducir el nimero de aplicaciones durante el ciclo de cultivo, con el
proposito de evitar el desarrollo de resistencia en las poblaciones de fitopatogenos. Por esta razon,
en el presente estudio, Uinicamente se realizaron dos aplicaciones de Benomilo, alternado con
Oxicloruro de cobre. En Nigeria, el Benomilo ha mostrado tener un buen control de Coniella

musaiensis var. hibisci B. Sutton, patogeno de la jamaica (Nejo et al., 2007; Apeyuan et al., 2016).
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El Oxicloruro de cobre, fue el menos efectivo de los productos convencionales, sin
embargo, resultd efectivo cuando se alternd con aplicaciones de Benomilo. Este tratamiento
(Oxicloruro de cobre) es autorizado en programas de manejo organico en algunos cultivos como
cucurbitaceas (Cucurbita spp.) (Marine et al., 2016), en ¢l control de patdogenos foliares. Su
efectividad para el control de C. cassiicola en el presente estudio fue moderada; no obstante, su
eficacia pudiera mejorar, si se incorpora junto con otras practicas de manejo del cultivo.

Los productos alternativos (Cuadro 1), en general promovieron un efecto moderado en el
control de la enfermedad (Cuadro 3), al reducir los niveles de severidad de la enfermedad
comparado con el tratamiento control; resultados similares fueron determinados por Becktell et al.
(2005), al evaluar los productos a base de Bicarbonato de potasio, Dioxido de hidrogeno y
Asibenzolar-S-Methyl para el control de Phytophthora infestans (Mont.) de Bary en jitomate;
determinaron que estos productos fueron menos efectivos comparado  con
Dimethomorph/Mancozeb y Fosetyl-Aluminio. Pero debido a las ventajas que ofrecen estos
productos (Bicarbonato de potasio, Dioxido de hidrogeno y Asibenzolar-S-Methyl), resultan
prometedores para ser incorporados como parte de un programa de manejo de la enfermedad. Al
respecto, Marine et al. (2016), evaluaron la combinacion de Dioxido de hidrogeno + Oxicloruro de
cobre y otros productos biorracionales, en un programa de manejo orgéanico del cultivo de
calabacita, para el control de Pseudoperonospora cubensis (Berk. & M.A. Curtis) Rostovzev y
Podosphaera xanthii (Castagne) U. Braun & Shishkoff, y determinaron un control moderado de la
enfermedad comparado con el tratamiento control.

En los tratamientos alternativos (cuadros 1 y 3), el producto a base de Acibenzolar-S-methyl
mostré una tendencia en reducir los niveles de severidad en hojas y célices, por lo que, de este
grupo es el tratamiento que sobresale. Otros autores han demostrado un efecto similar con el uso

de Acibenzolar-S-methyl, por ejemplo; Obanor et al. (2013), evaluaron el Acibenzolar-S-methyl
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para el control de Spilocaea oleagina (Castagne) S. Hughes, inductor de la mancha del olivo (Olea
europea L.), determinaron una efectividad ligeramente menor comparada con Sulfato de cobre, sin
embargo estos autores sugieren el uso de Acibenzolar-S-methyl en programas de manejo de la
enfermedad, por las ventajas que ofrece (un producto de bajo riesgo).

Las modificaciones realizadas al calendario de aplicaciones en el periodo de evaluacion del
ciclo 2015, que consistieron en reducir los intervalos de aplicaciones de fungicidas en el periodo
mas susceptible (noviembre y diciembre), con el proposito de ofrecer mayor proteccion a la parte
comercial (calices), generalmente, redujeron ligeramente la severidad de la enfermedad; sin
embargo, estadisticamente presentaron un comportamiento similar al determinado en 2014 (Cuadro
3). Esto posiblemente fue debido a la presencia de lluvias irregulares en noviembre y diciembre de

2015, que coincidi6 con la etapa de mayor susceptibilidad de los calices.
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Cuadro 3. Efecto de la aplicacion foliar de productos quimicos para el control del manchado de
jamaica (Hibiscus sabdariffa L.), en condiciones de campo, durante los ciclos 2014 y 2015 en Ayutla

y Tecuanapa, Guerrero.

Severidad en hojas

Severidad en calices

Ayutla Tecoanapa Ayutla Tecoanapa
Tratamiento 20148 2015 2014 2015 2014 2015 2014 2015
Clorotalonil 4.83% ¢ 481 ¢ 479 ed 476 d 226 ¢ 241 ¢ 2.14 ¢ 2.14 ¢
Mancozeb 482 ¢ 476 ¢ 473 e 471 d 241 ¢ 234 ¢ 2.14 ¢ 2.10 ¢
Oxicloruro de
cobre 5.03 bc 4.99 bc 489 ¢ 482 cd 3.69 b 328 bc 330 bc 2.84 bc
Benomilo +
Oxicloruro de
cobre 492 ¢ 4.85 ¢ 482 d 480 d 271 c 24 ¢ 224 ¢ 2.16 ¢
Acibenzolar-S-
Methyl 5.05 abc 5.07 ab 488 ¢ 493 bc 390 ba 383 b 328 b 3.18 b
Dioxido de
hidrégeno 5.12 ab 5.11 ab 500 b 495 b 395 ba 385D 348 ba 3.40 ba
Bicarbonato de
potasio 5.13 ab  5.10 ab 503 b 498 b 382 b 3790 3.34 ba 3.28 ba
Aceite del
arbol del Té¢ 5.12 ab 5.10 ab 498 b 496 b 4.00 ba 394 b 3.48 ba  3.35 ba
Control 535 a 542 a 530 a 526 a 428 a 530 a 394 a 4.40 a

$Afio de evaluacion.

¥Logaritmo del porcentaje de infeccion de la severidad.
S Separacion de medias, Tukey-Kramer a=0.05
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Cuadro 4. Efecto de la aplicacion foliar de productos quimicos en el peso fresco y seco de calices,
en condiciones de campo en Ayutla y Tecuanapa, Guerrero, México.

Ayutla Ayutla Tecoanapa Tecoanapa
20148 2015 2014 2015
Peso Peso Peso Peso Peso Peso Peso
. Peso seco
Tratamientos fresco seco fresco seco fresco fresco seco
Clorotalonil 7.95%a8 5.89a 8.14a 6.03a 8.17a 6.06 a 792 a 5.78 a
Mancozeb 7902 582a 813a  602a g15a  6.05a 795a 578
Oxicloruro de cobre 7.56ab  5.49 ab 7.89 ab 5.90 be 8.03 ab 5.92 ab 7.60ab  5.47ab
Benomilo + Oxicloruro
de cobre 7.86 a 5.77a 8.08 a 6.0l a 813 a 6.00 a 7.79 a 572a
Acibenzolar-S-Methyl 7.36ab  5.29 abc 7.63 be 5.81 be 7.90 ab 5.81 ab 7.43 ab 5.35bc
5.26 bed
Didxido de hidrogeno 724b  5.18bc 760bc  5.64bd 7.74b 5.65 be 7.34 ab
5.29 bed
. . 7.41ab 5.34 abc
Bicarbonato de potasio 7.62 be 5.80 bd 7.90 ab 5.81 abc 7.49 ab
Aceite del arbol del Té 7.38ab  5.31 abc 7.63 be 5.89 bd 7.97 ab 5.88 abc 743ab  5.40bc
Control 7.13b 5.05¢ 741c 5.62d 7.72b 5.62 be 7.19b 5.10d

SAfio de evaluacion
¥Logaritmo del peso.
$ Separacion de medias, Tukey-Kramer 0=0.05

Por otra parte, el mayor peso fresco y seco de calices se determind en aquellos tratamientos
que promovieron los menores niveles de severidad en hojas y célices (Clorotalonil, Mancozeb y
Benomilo+Oxicloruro de cobre) (Cuadro 3 y 4). Al respecto, Nejo et al. (2007) y Apeyuan et al.
(2016) evaluaron el fungicida Benomilo contra Coniella musaiensis y determinaron que los
tratamientos en donde se suministrd el fungicida, las plantas de jamaica presentaron un mejor peso

de calices. Ademas, de otros trabajos como los realizados por Godoy et al. (2013) en el cultivo de
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soya en ensayos de fungicidas contra Corynespora cassiicoa causante del manchado. Estos autores
determinaron que las parcelas tratadas con fungicidas mostraron mayor rendimiento comparado

con el tratamiento control. Esto coincide a lo determinado en el presente estudio.

4. CONCLUSIONES
Los productos a base de Mancozeb, Clorotalonil y Benomilo+Oxicloruro de cobre, fueron

los mas efectivos para reducir el dafo inducido por Corynespora cassiicola en hojas y calices de
jamaica, ademas; estos tratamientos registraron el mayor peso fresco y seco de célices. Los

productos alternativos tuvieron un efecto moderado en la reduccion de severidad de la enfermedad.
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