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A Dios le pedi fuerzas
para grandes logros
Me hizo débil
para aprender humildemente a obedecer

Pedi salud
para hacer cosas grandes
Me dio enfermedad
para poder hacer cosas buenas
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para poder ser feliz
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Pedi todo
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Me concedio vida
para disfrutar de todo

No recibi nada
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Pero si todo lo que necesitaba

A pesar de mi mismo
las peticiones que no hice
Me fueron concedidas.......
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INTRODUCCION

Una de las caracteristicas de México en la historia es que es un importante
productor de tabaco (Nicotiana tabacum) este cultivo ocupa un lugar

preponderante en la economia y politica de las zonas dedicadas a la explotacion.

Desde el momento mismo que los espafoles desembarcaron en Ameérica
descubrieron la curiosa costumbre en los nativos de aspirar el humo de un rollo de
hojas que constantemente traian en la boca, costumbre que de inmediato se
aficionaron por lo que adquirié una gran importancia y aceptacion de todas las
culturas que lo conocian y esto se reflejo en una distribucién bastante rapida en el

mundo; a través de los conquistadores de América. ( Pérez y Castillo 1989 )

En México tenemos como principales zonas productoras de tabaco, los estados

de Nayarit que sobresale entre ellas que dedica una actividad del 88.5 % de su



poblacién agricola, sigue en importancia Veracruz con el 4.3 %, Chiapas con el
2.9 %, Jalisco con el 2.6 %, Sonora con el 1.1 % y Sinaloa con el 0.6 %.

(AR.I.C 1995).

En el municipio de Compostela Nayarit, ( zona productora de tabaco ), tiene una
amplia actividad agricola y la mayoria de los productores se dedican a la
produccion de tabaco, que es un cultivo bastante redituable, considerando el gran
apoyo que recibe de la cigarrera ( TADESA ), que es la empresa encargada de
supervisar, asesorar y sobre todo, de financiar todo el cultivo del agricultor,
recuperando su inversion atraves de la entrega de la cosecha ante un previo

contrato contraido por ambas partes al inicio del cultivo.

Este cultivo se ve afectado en su rendimiento por diferentes enfermedades tales
como el moho azul ( Peronospora tabacina ), el virus jaspeado del tabaco, pie
negro ( Choanephora sp ), pero todavia es mas grave cuando por descuido o
efecto de las condiciones climaticas adversas se nos llega a dafar un plantero por
el damping — off ( secadera de plantas) que si no se llega a dar la atencion debida
y oportuna se puede perder la totalidad de la produccion de plantula.

( Campos 1992)

Aun cuando no existe en México un termino adecuado que designe esta
enfermedad en muchas regiones se llama ahogamiento, secadera o muerte rapida

de plantulas. La enfermedad es ocasionada principalmente por hongos del suelo



perteneciente a los géneros Phytophthora, Fusarium, Rhizoctonia y Pythium,
entre los principales; cuando esta enfermedad ataca se observan al principio fallas
en la poblacion reciente al extraer del suelo las semillas germinadas o plantulas
marchitas se observa la pudricion de la semilla, de los embriones y del cuello, es
decir, de la parte del tallo mas cercana a la superficie del suelo, presentandose en

esta zona un estrangulamiento y la pudricién de tejidos. ( Montes 1997 )

Objetivo
[ Identificar los agentes que causan el pie negro en plantulas del cultivo

del tabaco.

0 Identificar el agente causante del pie negro plantas del cultivo del

tabaco

O Identificar los posibles microorganismos que se encuentran en el

sustrato organico que se utiliza para la obtencién de plantulas.

Hipotesis
e Se identificaran como agentes causales de la pudricion negra tanto en planta

como en plantula a los hongos como: Fusarium, Rhizoctonia, Pythyum



e Al menos se aislara a la bacteria Xanthomonas campestris como agente causal

del pie negro.

REVISION DE LITERATURA

Origen y Distribuciéon
El tabaco es originario de América del Sur, tanto de las zonas tropicales y
subtropicales; Como en estas regiones existen climas humedos y secos, hay
especies y variedades de tabaco que exigen ambientes humedos y climas secos,

segun su procedencia. ( Montes 1997 )

El tabaco fue descubierto en 1492 a la llegada de Coldn, a la tierra de los indios
Arahuacos, en las Antillas. La palabra tabaco procede de la voz Caribe tobaco,

que se emplea para designar el tubo o pipa en la que fumaban los indigenas.

El mismo autor menciona que los aztecas, lo conocian con el nombre de “Yetl”, y
lo utilizaban como narcético, medicinal y hasta embriagante, este era uno de los

tributos del imperio Azteca.



Los espafoles y portugueses en el siglo XVI dispersaron las plantas de tabaco en
otras tierras de América como Brasil, Cuba, Santo Domingo; llegando a Europa a
mediados del mismo siglo. El mayor éxito del tabaco fue durante los siglos XVII y
XVIII, y se convirtid en la gran moda y una panacea para mas de una docena de
enfermedades, por otra parte también fue y es utilizado como insecticida natural.

( Montes 1997 )

Al generalizarse el habito de fumar aumento el comercio y exportacion del tabaco,
por lo que rapidamente se extendié este cultivo en Europa, Asia y Africa; Por lo
cual los gobiernos empezaron a intervenir al grado de buscar el establecimiento
con el fin de evitar las importaciones y de esta manera al cultivarlo enriquecer sus

honorarios con impuestos. ( Garner 1951 )

En 1519 Hernan Cortes y sus acompafiantes describen también el cultivo vy
consumo del tabaco en algunas partes de lo que actualmente son los Estados

Unidos, México y América Central. ( Pérez y Castillo 1989 )

Cuando el almirante del mar del océano Don Cristobal Colén consumo la proeza
de desembarcar en la isla de Guanahani, a la que se le diera el nombre de San
Salvador, descubriendo el mundo nuevo, el vy los 119 que lo acompanaron,
pudieron mirar un espectaculo nunca antes contemplado ya que los nativos de la
isla sorbian fuego y arrojaban humo por la boca y nariz, como si tuvieran un

incendio interior. ( Zamora 1959 )



El cultivo del tabaco en Meéxico, principio alrededor de 1536, extendiéndose

después a Centro América . ( CIBA GEYGI 1989 )

Principales Paises Productores de Tabaco

Paises Afos
1988 1989
China 2,627 2,776
Estados Unidos 621 670
Brasil 419 462
India 359 445
Turquia 213 205
Italia 184 190
Indonesia 159 156
Zimbabwe 124 135
Grecia 135 128
Bulgaria 110 118
México ( 18° lugar ) 49 69

Produccion en miles de toneladas.
1989, World Tobacco Situation, U.S. Dep. Agric. Foreing Agric. Serv. Circ. Ser FT
12-89. 59 pp ( Shew. y Lucas 1998 )
Clasificacion Taxonomica
Larrea ( 1978 ) nos proporciona la siguiente clasificacion:

REINO Plantae

DIVISION Espermatofita

SUBDIVISION Angiospermae




CLASE Dicotiledoneas

ORDEN Tubifloraceas
FAMILIA Solanaceas
GENERO Nicotiana
ESPECIE tabaco

El genero Nicotiana fue clasificado por Linneo en 1753 incluyendo a solo dos
especies N. tabacum y N. rustica. Existen muchas especies de tabaco en los
cuales solo tabacum y rustica tiene importancia econdmica. La especie tabacum
es la mas cultivada y de ella existen diferentes variedades e hibridos. La especie

rustica se cultiva principalmente en paises de clima frio. ( Campos 1992 )

El tabaco pertenece a la familia de las solanaceas que comprende 85 géneros y
mas de dos mil especies muy difundidas por América, Africa, Australia y en menor

grado Europa y Asia. ( Chavez 1987 )

Uno de los géneros que comprende la familia es el Nicotiana, el cual esta
clasificado en tres subgéneros, catorce secciones y sesenta y cinco especies; de
estas, la que mayor interés presenta es la Nicotiana tabacum, a |la pertenecen casi

todas las variedades de tabacos cultivados en el mundo. ( Zamora 1987 )



Clasificacion Botanica

En su crecimiento normal como la planta anual el tabaco es potencialmente un

vegetal perenne, lefioso y parecido a un arbusto. ( Akehurts 1973 )

Segun estudios es una planta herbacea, el sistema radical, fibroso y poco
profundo a menudo ofrece un anclaje muy precario, pero voluminosa parte aérea
de la planta; el tallo grueso; hojas aovadas, agudas, enteras, pubescentes,

generalmente sentadas y muy grandes. ( Akehurts 1973 )

La inflorescencia terminal compleja, caliz globuloso, corola en tubo ensanchado
arriba, compuesta de cinco I6bulos regulares, cuya coloracién varia de rojo a
blanco, cinco estambres desiguales insertos sobre la corola. Ovario bilocular
rodeado de un nectario anular. El fruto es una capsula recubierta por el caliz
persistente conteniendo numerosas semillas reniformes, cuya superficie presenta

relieves muy sinuosos. ( Mela 1971)

Raiz



El tabaco tiene una raiz pivotante que generalmente pierde en las labores de
transplante, por ello, desarrolla un sistema radicular fibroso, con mayor porcentaje
de raicillas en los primeros 30 cm de suelo. El sistema radical, fibroso y poco
profundo, a menudo ofrece un anclaje muy precario para la voluminosa parte

aérea de la planta. ( Tafoya 1989 )

Tallo

El tallo es cilindrico, herbaceo y suave en la parte superior de la planta, con
abundante tejido secundario o madera en el inferior. El tallo y el follaje estan
cubiertos de una pubescencia viscosa, formada por pelos o tricomas de varias
formas. Los mas notables son los glandulares, que tienen una base larga y
termina en una esferita de la que sale una sustancia pegajosa. Hay otros mas

cortos, sésiles y esféricos y ortos ramificados. ( Ledn 1987)

El tallo, es fuerte, erecto, pubescente, pegajoso, ramificado cerca de su apice y

alcanza 2 m 6 mas de altura en su madurez; las ramas que se originan en la base

cerca del suelo le pueden dar una apariencia arbustiva. ( CIBA GEIGY 1989 )

Hojas

Se ha reafirmado que las hojas son lanceoladas, alternas pecioladas y de gran

tamano. ( Garcia 1959 )



Existe una variacion en cuanto a la forma de la hoja y su tamafo, se presenta una
uniformidad de distribucion, forma y tamafo dentro de los tipos cultivados. Entre
los primeros tipos la forma y el tamano pueden variar considerablemente, pero no
la distribucidn. Las caracteristicas susceptibles de variar incluyen:

e Forma de la hoja.

¢ Angulo de la hoja con el tallo.

e Forma de la punta con la hoja.

e Unidn de la hoja con el tallo: Peciolada o sésil.

e Estructura de esta union.

e Asimetria de la hoja.

En el cultivo del tabaco Nicotiana tabacum las formas de las hojas son
oblongolanceoladas son las mas comunes y las hojas acostumbran a brotar del

tallo principal. ( Montes 1997 )

Inflorescencia

Las flores son de 4 a 5 cm de largo, de pedicelo corto, bracteadas y se originan en
racimos paniculados de flores multiples, el caliz es largo, con cinco segmentos
lanceolados desiguales y apices agudos, la corola es en forma de embudo y
lanigero en su exterior, el limbo tiene cinco I6bulos y es de color rosado o rojo con

cinco estambres. ( Pérez y Castillo 1989 )



La inflorescencia es un racimo terminal de hasta 150 flores. La longitud de la
corola y el color varia dependiendo de la especie. Corola con cinco pétalos
fusionados en un tubo alargado, terminando en cinco l6bulos que se abren en su
extremo superior. Posee aproximadamente 4 % de polinizacion cruzada hecha

por los insectos. ( Pohelman 1986 )

Se menciona que el fruto es una capsula con dos cavidades que contienen de
2000 a 6000 semillas con dehiscencia septicida la semilla es ortotropa

sumamente pequefia de color obscuro. ( ETA INRA 1977 )

Fruto
El fruto es una capsula ovoide de dos divisiones de aproximadamente 2 cm de
largo, que encierran numerosas semillas pequenisimas, como polvo.

( Ochse et al. 1982 )

Se menciona que es un fruto en capsula con cubierta, con el caliz persistente

conteniendo numerosas semillas reniformes cuya superficie presenta relieves muy

sinuosos. Capsula ovoide, de dos divisiones y aveces cuatro. ( Mela 1971 )

Semilla



Cada planta de tabaco produce de 20 a 30 gr. de semilla, lo que significa muchos
miles de semilla a sembrar, dado por su tamafo tan infinitesimal. Tan pequenas
son que miden 0.5 mm de diametro y que en cada gramo entra aproximadamente

12000 semillas. ( Tocagni 1983 )

Aparte de ser inmensa productora de semilla de tabaco, son de vida larga y si se
almacenan en condiciones apropiadas en un lugar frio y seco, pueden mantener

su viabilidad por 15 6 20 afos. ( Poehliman 1986 )

Las semillas que las semillas son diminutas, aplanadas, de perfil ovoide y menos
de un milimetro de largo. Su superficie es reticulada y de color castafio oscuro.
Puede mantener su viabilidad por muchos afos, cuando se almacenan

adecuadamente. ( SEP 1987 )

Calidad y Composicion Quimica del Tabaco

Los tabacos considerados de buen cuerpo tienen un alto contenido de azucares,
relativamente alto en nitrégeno total y en extracto de éter de petréleo y mas bien

bajo en acidos y ceniza. ( Akehurst 1973 )

Se llegd a la conclusion de que hay que distinguir claramente entre la composiciéon
quimica del tabaco fermentado y la del humo mismo. Esta es la que al fumar

afecta a las propiedades que aprecia el fumador. Se dice que la base en que



trabaja los laboratorios para analizar, y definir la calidad del tabaco son la
composicion quimica y la estructura fisica de la hoja y de los componentes

quimicos del humo que produce al arder. ( Chavez 1987)

El contenido de nicotina y otros alcaloides es lo que caracteriza y diferencia el

tabaco de otros productos vegetales. ( Llanos 1974 )

Condiciones Climaticas y Edaficas

Se menciona que el tabaco a pesar de que es una planta, de origen tropical se
cultiva intensamente bajo las mas variadas condiciones de clima y suelo.

(ETAINRA 1977)

Condiciones climaticas

Temperatura
Las temperaturas 6ptimas para el desarrollo del tabaco estan entre 18 y 28
grados centigrados. Las temperaturas extremas para un crecimiento activo son 14

y 38 grados centigrados. ( Montes 1997 )

La temperatura ideal es de 24 a 27°c si es baja, los procesos metabdlicos son
lentos y las hojas no alcanzan el estado de maduracion necesario para conseguir

un buen aroma. ( SEP 1987 )



El rango optimo es de 18 a 28°C, mencionando que una temperatura elevada
favorece la germinacion y el desarrollo de la planta asi mismo estimula la
absorcion de los nutrientes del suelo. En cambio la temperatura baja provocaria la
muerte de las yemas y disminuiria la actividad del torrente circulatorio hasta la

paralisis absoluta, ocasionando la muerte. ( ETA INRA 1977 )

Humedad

La humedad Yy la precipitaciéon influyen directamente en la calidad del tabaco. En
efecto una fuerte humedad del ambiente da como resultado hojas livianas y finas.
Precipitaciones elevadas combinadas con una temperatura media elevada, dan
hojas con poca nervadura.

Las zonas de gran sequedad y con fuerte luz inducen tabacos de hojas pequenas,

muy ricas en goma y nicotina. (| ICA 1989 )

Se menciona que la humedad relativa a medida que disminuye se incrementa
tanto la evaporacion del suelo como la transpiracién de la planta, disminuyendo
asi las reservas contenidas en la tierra e incrementandose el movimiento de la

savia y por consiguiente el desarrollo vascular y la lignificacién. ( Mela 1971 )



Condiciones edaficas

Las condiciones del suelo determinan el tipo y uso de hojas producidas son
preferibles los suelos francos y franco arcilloso, profundos, fértiles, sueltos y que

no se encharquen. ( Tafoya 1989 )

Se dice que entre los factores edaficos conviene considerar ademas de la textura
fisica, el estado de agregacion de las particulas, la composicion quimica de la

tierra y su microbiologia.

La presencia de sales sodicas ocasionan fragilidad en las hojas y mala
combustion. El tabaco exige suelos con alto contenido de potasio. EI pH mas
apropiado es de neutro a ligeramente acido para los tabacos de hoja clara y de

neutro a ligeramente alcalino para tabaco de tipo obscuro. ( Llanos 1984 )

La humedad media del suelo mas conveniente para el crecimiento de la planta es
del 15 % y la temperatura minima en la zona del suelo a nivel radicular es de 9°c,

con el 6ptimo entre 24 y 35 °C. ( Haartmann 1981)



Patogenos Asociados al Cultivo

Entre los principales patégenos que afectan al cultivo del tabaco se encuentran

Erwinia, Pythium, Fusarium etc.

Clasificacion taxondmica

De acuerdo a Agrios 1989 ubica a el hongo Choanephora en las siguientes taxas:

Subdivision ... Zygomycotina
Clase ..o Zygomycetes
Orden ... Mucorales
GENEIO ... Choanephora

Caracteristicas de la clase Zygomicetes

Los zygomycetes tienen micelio cenocitico desarrollado, la mayoria de los hongos
son terrestres, algunos son saprofitos, otros son parasitos facultativos o débiles de
plantas, hasta parasitos especializados de animales y parasitos obligados de

algunos hongos. ( Agrios 1989 )

Los miembros de este orden tienen reproducciéon sexual por la union de
gametangios con la formacién de una espora sexual de paredes gruesas llamadas

cigosporas. Por lo general los gametangios son multinucleados y casi idénticos en



forma y tamano, pueden provenir dos micelios distintos, lo cual quiere decir que

hay especies heterotalicas. ( De la Garza 1996 )

Caracteristicas de la familia Choanephoraceae
Los esporangios son producidos por algunas especies pero no por otras; los
esporangiosporas o conidios, se encuentran en las terminales capitadas de las
ramas de esporangioforo o conidioforo. La clasificaciéon de acuerdo a Romero en
1988 es la siguiente:
A. Esporangio acompanado por esporangioforos o conidios.
e Esporangioforos presentes, conidios ausentes; esporangiosporas con
estrias longitudinales ... Blakeslea
e Esporangioforos ausentes, conidios presentes; esporangiosporas sin estrias,
conidios con estrias ........ccooviiiiiiiii i Choanephora
AA. Esporangios y esporangioforos ausentes; conidios presentes y

equinulados, no estriados ..........cooviiiiiiii Cunninghamella

Caracteristicas de la especie Choanephora cucurbitarum (Currey 1873)

Las fructificaciones son de dos tipos: esporangios ocasionados sin columelas y
cabezuelas pseudoconidiales sobre esporoforos dicétomos. Esporangiosporas
lisas, con apéndices arbustivos en sus extremos y estriaciones longitudinales.

( Gilman 1973)



Las colonias son de color blanco a blanco grisaceo, con esporulacion en zonas
concéntricas, mas tarde estériles. Esporangioforos simples, ensanchados
gradualmente en su parte superior, a menudo doblados o circundados por debajo
del esporangio hialino, oscureciéndose apicalmente, hasta 30 micras de diametro.
Esporangios esféricos o ligeramente aplanados, al principio blancos y finalmente
negros, hasta 156 ( 120 ) micras de diametro conteniendo pocas o muchas
esporangias; pared esporangial persistente, coloreada, frangmentandose desde
el apice hasta la base en dos partes iguales.

El mismo autor menciona que las columelas son piriformes a globosas, con un
cuello pequefio hasta 120 X 108 micras, por lo general mas pequefo.

Esporangiosporas con estrias.

Conidioforos hasta 30 micras de diametro, 5 terminando en un vesicula primaria
de la cual emergen vesiculas secundarias sobre pedicelos cortos; vesiculas
secundarias produciendo pseudoconidios, los cuales son cafés, ovoide con estrias

longitudinales y papila en uno de los extremos, 15 X 18 X 9 X 11.5

Clamidosporas presentes en algunas cepas, globosas a elipsoides-oblongas,
algunas veces en cadenas; zigosporas entre suspensores iguales, café obscuras,

50-90 micras con glébulo grande de aceite y paredes lisas. ( Gilman 1963 )



Especies mas conocidas del genero Choanephora segun Romero ( 1988 )

e Ch. Infundibulifera:_descubierta por Cunningham en la India, la cual ataca
flores de Hibiscus (okra) y por Thaxter (1914) sobre flores del mismo
hospedante en las Islas Occidentales y Sudamérica.

e Ch. Simsoni: Cunningham (1895) fue quien la colecto en India sobre Ipomea Y
Zinnia.

e Ch. cucurbitarum_Thaxter (1903)lo observo en flores marchitas de Hibicus,
Cucumis, Gossypium, Capsicum y Cucurbita.

e Ch. persicaria: descubierta por Eddy (1925 ), son especies muy parecida a la
anterior, recientemente descubierta como la causante de un tipo de pudricidon

en durazno.

* Control

Actualmente los productos que se utilizan para controlar esta enfermedad a nivel
de invernadero son:

e Sulfato de cobre

e Sulfato de estreptomicina

Comunicacion personal con Ing. Jorge Luis Salazar



Xhanthomonas campestris — Pudricién negra

Caracteristicas morfolégicas:

Las bacterias tienen forma de bastones rectos, con dimensiones de 0.5a 1.0 X 1.2
a 3 um. Se desplazan por medio de un flagelo polar. Cuando se desarrolla en un
medio de agar, a menudo son de un color amarillo. La mayoria de ellas crecen
muy lentamente. Todas las especies son fitopatogenas y se encuentran solo en
asociacién con plantas o con 6rganos de estas. ( Agrios 1989 )

Desarrollo de la enfermedad:

Las bacterias de la pudricibn negra invernan en los restos de plantas infectadas y
en las semillas. En caso de que entren en contacto de alguna forma con los
cotiledones de las hojas jovenes, los infectan atraves de los estomas, hidatodos o
heridas y se propagan através de ellos, intercelularmente, hasta que llegan a los
extremos abiertos de los vasos externos, a los que invaden.

Dichas bacterias se reproducen posteriormente en los vasos y se propagan por
ellos a través de toda la planta, llegando incluso a las semillas. Sin embargo, al
mismo tiempo se produce la desintegracion del xilema en determinadas zonas, de
ahi que las bacterias se propagan por los espacios intercelulares del parenquima

circundante. ( De la Garza 1996)

En las infecciones de las hojas, las bacterias llegan a la superficie de ellas atraves
de hidatodos o heridas y son diseminadas posteriormente con el viento y las

gotas de lluvia, o son llevadas por el equipo agricola a otras hojas a las que



invaden a través de hidatodos heridas causadas por insectos. Cuando el clima es
calido humedo, la infeccion se desarrolla con rapidez y los sintomas visibles de

ella pueden aparecer al cabo de unas horas. ( Agrios 1989 )

Sintomas

La infeccion produce achaparramiento, crecimiento desigual y caida de hojas de la
parte inferior de la planta. Los primeros sintomas aparecen en el campo en forma
de grandes manchas cloréticas, con frecuencia en forma de V en los bordes de las
hojas que avanza hasta la costila de las hoja, mientras se produce
ennegrecimiento de algunas nervaduras y venillas que se encuentran
comprendidas dentro del area clordtica.

La zona afectada posteriormente se empardece y se seca, al mismo tiempo el
manchado de las nervaduras avanza hasta el tallo y desde ahi hasta las demas

hojas y raices de la planta. ( Agrios 1989 )

Control

El control de la pudricibn negra es dificil y depende del uso de semillas y
transplantes libres de bacterias. Cultivados en suelos en los que dicha enfermedad
no aparecio en los dos o tres afos anteriores.

Asi la rotacion de cultivo es necesaria. El tratamiento de semillas con agua
caliente ( a 50°C durante 30 minutos ), asegura que las semillas estén libres de

bacterias. ( Agrios 1989 )



MATERIALES Y METODOS

El trabajo se realizo en el Laboratorio de Fitopatologia, que pertenece al
Departamento de Parasitologia, el cual se ubica en la Universidad Autéonoma
Agraria Antonio Narro. Se utilizaron los siguientes materiales los cuales fueron

facilitados por el mismo laboratorio:

Cajas Petri de vidrio ( 10 cm ) y plastico (9 cm )
e Mechero de alcohol y gas

e Pipetas (1Tmmy 10 mm)

e Matraces (1000 ml, 500 ml, 250 ml) y tubos de ensayo ( 15cmy 10 cm))
e Asasy agujas.

e Porta y cubre objetos.

e Jeringas (2,5,10 ml)

e Camara de flujo laminar.

e Camara de transferencia.

o Papel estraza estéril.

e Agua destilada estéril.

e Alcohol

e Vasos de poliuretano del # 6

e Lampara



Reactivos

Agar nutritivo ( AN ),Czapeek, Papa dextrosa agar ( PDA), Medios
diferenciales (YDC, KB, D1, D3)

o Cristal violeta.

e Lugol.

e Safranina.

e Lactofenol.

e Hipoclorito de sodio al 3% y 4%

e Agua destilada.

e Alcohol-acetona

Material vegetativo
e Plantas y plantulas de tabaco Nicotiana tabacum L. Variedad

RG 1444

Sustrato

e Sustrato vegetal ( Peet moss ) esterilizado y sin esterilizar.



METODOLOGIA

El material enfermo se colecto en Compostela, Nayarit, en los diferentes
viveros para la produccion de plantula de tabaco, asi como de plantas enfermas
en campo, el material se traslado al laboratorio de Parasitologia hasta el momento
de su procesamiento para la identificacién de hongos y bacterias

Aislamiento de microorganismos del tejido vegetal:

e Se cortaron partes de la planta afectada en pequenos trozos de tallo y
hoja.

e Después se enjuagaron con agua corriente, posteriormente se
desinfectaran con hipoclorito de sodio al 3 % durante tres minutos en
hoja y 4 minutos en tallo y por ultimo se lavaron con agua destilada
durante el mismo tiempo que el anterior por dos ocasiones.

e Luego se colocaron sobre papel estraza estéril para que se
secaran.

e Ya secas se siembran en cajas petri las cuales contienen ya el agar
nutritivo y se sellan con Kleen-pack y se tuvieron a temperatura

ambiente. Las observaciones se hicieron diariamente.

Identificacion de hongos
Cuando los hongos tienen un crecimiento favorable se procede a realizar las
laminillas de la siguiente forma: Se toma una pequefia muestra con una aguja y se

coloca sobre el porta objetos, el cual debera tener una gota de lactofenol y



después se le coloca el cubre objetos y se observa al microscopio. ( Brock 1978 )
Y con la ayuda de las claves de Barnett y Hunter en 1998 se procedié a su
identificacion.

Para la identificacion de las bacterias se hizo de la siguiente manera:

e Se realizaron siembras de Peet moss sobre cajas petri las cuales
contenian agar nutritivo. A las 24 horas de crecimiento colonial
bacteriano, se sembro por diluciones y se realizo la tincion de Gram
como se describe a continuacion:

e Se toma una pequefia muestra de la bacteria y se coloca sobre el porta
objeto sobre una gota de agua destilada, se procede a fijarla con calor
bajo para obtener el frotis.

e lLuego se pone una gota de cristal violeta durante un minuto y se
enjuaga.

e Después de enjuagado se pone una gota de lugol durante 2 minuto y
se enjuaga.

e Se lava con alcohol - acetona y se le coloca un gota de safranina
durante un minuto y se enjuaga.

e Se espera a que se seque y se observa al microscopio.

e De acuerdo a los resultados si las bacterias son fitopatdgenas se
siembran en medios diferenciales: KB, YDC, D1, D3 propuestos por

Schaad (1995) para la identificacién de los géneros.



Diluciones

Para poder realizar las diluciones se tubo que hacer antes una siembra de
Peet-moss en agar nutritivo para hacer posible el crecimiento de bacterias
y asi lograr tener material para las diluciones.

Cuando las bacterias presentaron un cierto crecimiento se realizo la
purificacion de cada bacteria.

Cuando se presento crecimiento de la bacteria la cual ya habia estado
purificada se toma una pequefa muestra de cada bacteria, las cuales

difieren en color. Después de lo antes mencionado se realizo lo siguiente:

e Se realizan las diluciones en serie transfiriendo 1ml de las suspenciones

de bacterias de un tubo a otro.

e Se vierten 0.5ml de cada dilucion en cajas Petri.

e Y se esperaron los resultados.



Pruebas Rapidas de Patogenicidad

Estas pruebas se realizan de la siguiente forma:

Se esterilizan cajas petri de vidrio, pipetas y tubo de ensaye con agua
esteril.

Se colocaron rodajas de papa y cebolla dentro de las cajas petri las
cuales tendran papel filtro para mantener la humedad.

Se realizo una dilucién con las bacterias que ya han sido observadas
como fitopatégenas en agua estéril.

Se agrego 0.1 ml de dicha solucion en las rodajas.

Se espera a que presente los sintomas representativos.

Postulados de Koch

La inoculacion de los hongos y bacterias en las plantulas fue de la siguiente forma:

Se tomo una muestra de cada una de las bacterias y hongos y se hara
una dilucion en 10 ml en tubo de ensaye, y se agita bien.

Después se toma un ml de la muestra anterior en una jeringa y se
inoculara a la plantula de la siguiente forma: por puncién, esqueje y a

nivel de raiz de cada uno de los patogenos.



Determinacion de concentracion de cada uno de los

patdogenos:

Para la obtencion de estos resultados se realizo el conteo con la ayuda de
hematocimetro y después se aplico la siguiente formula:

© Numero de celdas por milimetro cubico:

Numero de celdas contadas por milimetro X Dilucién ( siuso ) X 10

© Numero de celdas por milimetro:

Numero de celdas contadas por milimetro X Dilucién ( siuso ) X 10 000

Los resultados fueron los siguientes:

v Xanthomonas: 6.6 X 10°

v Choanephora: 8 X 10°

¢ REFERENCIA: HAUSSER SCIENTIFIC COMPANY



RESULTADOS

Los hongos que fueron aislados de planta y plantula de tabaco con las

técnicas antes descritas fueron los siguientes:

HONGOS TIPO DE PARASITISMO
Choanephora cucurbitarum Parasito facultativo
Phytophthora sp Parasito obligado
Pythium sp Parasito obligado
Torula alli Saprofito
Aspergillus niger Parasito facultativo
Hyalodendrom sp Saprofito

BACTERIA TIPO DE PARASITISMO
Xhanthomonas campestris Parasito obligado




El cultivo de tabaco ha sido actualmente atacado por el hongo Choanephora spp
el origen de este problema tiene lugar en Compostela Nayarit, ya que desde hace
dos temporadas se obtienen plantulas a nivel vivero y anteriormente la produccion
era en campo abierto y con una gran aplicacion de fungicidas. La literatura cita
que este hongo causa la pudricidon blanda en calabaza y a su vez marchita la flor.

4 Comunicacion personal

Las plantas traidas del lugar antes mencionado, presentaban sintomas tanto en
hoja como en tallo. En el tallo se presenta una pudricidon, que tiene una apariencia
aguanosa. La hoja a su vez presenta un amarillamiento y las nervaduras de las
mismas tenian una coloracién café; presentando esporulacién. A nivel de
laboratorio por medio de los Postulados de Koch en las plantulas de tabaco se

presentaron los siguientes sintomas:

0 Amarillamiento en las hojas.

[ Los tallos presentaron una pudricion color café y a medida que el hongo

se va desarrollando en la planta, esta decae y por ultimo muere.

Con esto se comprueba que este hongo Choanephora, ataca al tabaco, ya que los
sintomas que se presentaron por primera vez la planta, de tabaco fueron
posteriormente obtenidos por medio de los Postulados de Koch en plantulas de la

planta antes dicha . Fig 1 € Ing. Jorge Luis Salazar.



La bacteria Xanthomonas campestris se conoce por todo el mundo y es bien
sabido que a este patdogeno ataca a cualquier edad que tenga la planta y

principalmente dafa a los érganos aéreos.

En las plantas se muestra manchas cloroticas, la cuales tiene la caracteristica que
estan en forma de V en los borde de las hojas, esta lesion avanza hasta la costilla

de la hoja. Las nervaduras se observan ennegrecidas.

El aislamiento de esta bacteria se obtuvo a partir del Peet-moss con el método ya
antes mencionado, se purifico dicha bacteria y se inoculo a plantulas de tabaco,

las cuales presentaron los siguientes sintomas:

0 Manchas cloréticas en las hojas.
O Ennegrecimiento de las nervaduras, el cual se desplaza hacia el tallo.
0 Pudricion total del tallo

00 Dafo en forma de V en las hojas

De esta forma se los sintomas antes descritos fueron similares a los ya
mencionados, lo cual hace constatar que la bacteria Xanthomonas campestris esta
presente en el, sustrato organico y por lo cual este infecta a la plantula de tabaco

desde el vivero.



Otros microorganismos

Phytophthora sp

Cuando se aislo por primera vez, este hongo presento micelio cenocitico y hialino.
Este hongo inverna en forma de oosporas, clamidosporas o micelio en el suelo o
en las raices que ha infectado.

Es un Oomyceto con micelio cenocitico, que produce esporangioforos de

crecimiento indeterminado. ( Agrios 1985 )

Pythium sp

Este hongo se encuentra ampliamente distribuidos en los suelos y el agua de todo
el mundo. Viven como organismos saprofitos sobre los restos de plantas y
animales muertos, o bien como parasitos débiles atacando las raices fibrosas de

las plantas. ( Agrios 1985 )

Pythium pertenece a la clase Oomycetes, orden Peronosporales; tienen micelio
blanquecino, delgado y sin septos.

El cigoto el cual es formado en la reproduccion sexual se transforma en una
oospora resistente a condiciones adversas y de esta forma los hongos invernan.

( De la Garza 1996 )



Torula alli

Este hongo fue aislado de plantulas de tabaco y la literatura reporta que esta
especie no tiene ninguna importancia fitoparasita ya que es saprofito comun e
invasor secundario. Este hongo se caracteriza por las cadenas simples o
ramificadas de conidios obscuros, que se rompen con facilidad y que surgen mas

0 menos directamente de las hifas vegetativas. ( CIMMYT )

Aspergillus niger

La especie de Aspergillus se reconoce por su produccién de cabezas de esporas
compactas y esféricas, este hongo actua como parasito facultativo ya que vive en
el suelo y produce grandes cantidades de esporas que son esparcidas por el

viento muy faciimente. ( CIMMYT )

Hyalodendrom sp

El micelio es de color blanco, presenta pequefios racimos de conidias con
abundantes cadenas. Este hongo se encuentra en el suelo como saprofito o
parasito y es uno de los principales contaminantes en el laboratorio.

( Barnett y Hunter 1998 )



DISCUSION

De acuerdo a los resultados en los trabajos de aislamiento y purificacién se
observaron conidias las cuales presentan una forma oval, estas a su vez
presentan estrias. Estas conidias son hialinas; esto coincide con lo descrito por
Romero en 1988 el cual menciona que el hongo Choanephora presenta

esporangioforos, y hay presencia de conidios la cuales presentan estrias

En el aislamiento del hongo, las colonias presentaron un color blanco, y las
conidias y los esporangios se presentan de un color hialino; Gilman en 1963 cita
que las colonias de este hongo son blancas, con esporulacibn en zonas
concéntricas, que mas tarde son estériles y menciona que el hongo que presenta
estas caracteristicas es Choanephora; en las siembras del patdgeno se
observaron estas caracteristicas.

Agrios en 1995 cita que Choanephora ataca a los 6rganos florales marchitos y que
apartir de ellas invade a toda la planta. Los sintomas que presentaron las plantas
al ser inoculadas fueron pudricién en tallo y hoja, y esto le ocasiona a la planta la

muerte.

La bacteria aislada se presento en forma de bastén, la cual es gram negativa
estos datos se obtuvieron por medio de la Tincion de Gram y el genero

Xanthomonas se obtuvo al existir un crecimiento en YDC el cual tenia una



coloracién amarillo intenso y de consistencia mucilagenosa, esto concuerda con lo
que cita Schaad 1995 y de la Garza 1996 que ademas mencionan que este
pigmento es insoluble en agua. Ademas, en la prueba rapidas de patogenicidad se
observa una pudricién de las rodajas de la cebolla y esto es lo que Sosa en 1997

sefala que se debe observar al inocular bacterias de este genero.

En el caso de plantulas estas presentaron manchas cléroticas en forma de V en el
borde de las hojas; esto lo reporta Agrios en 1995, quien ademas menciona que la
bacteria causa pudricidon la cual se va desplazando hacia el tallo hasta llegar a las

raices y ocasionar la muerte de la planta.



CONCLUSIONES

Basandose en los resultados obtenidos en el trabajo de aislamiento y purificacién
y de acuerdo a los objetivos establecidos en el presente trabajo, se concluye lo
siguiente:

El agente causal que ocasiona la pudricion negra en plantula asi como también en
plantas de tabaco fue el siguiente hongo Choanephora cucurbitarum.

Se determino que en el sustrato se encuentran microorganismos, los cuales
causan deterioro en las plantulas sanas del tabaco; siendo una bacteria, la cual

pertenece al genero Xanthomonas campestris.
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