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1.- INTRODUCCION Y OBJETIVO 

La producción vegetal es esencial para el sostenimiento de 
la vida humana y animal en nuestro planeta. Este proceso-
dinámico es influido por factores ecológicos, en forma po-
sitiva o negativa, así como por las necesidades de consumo; 
lo que determina cambios en la ecología natural, e intro—
ducción de nuevas alternativas de cultivo. Lo que trae - 
consigo nuevos problemas de manejo de las plantas, y de sa 
lud y enfermedad de las mismas. 

Para cada variedad o especie vegetal existe un conjunto de 
condiciones ambientales, que favorecen su desarrollo ópti-
mo. 

Cuando una planta es continuamente afectada por algún fac-
tor que interfiere con su estructura normal, o actividades 
fisiológicas, se dice que está enferma. Una planta se con 
sidera enferma, cuando no se desarrolla o produce normal--
mente. 

Las enfermedades de las plantas se dividen en dos grupos -
principales: Fisiogénicas, o sea, aquéllas provocadas por 
factores abióticos, como son las condiciones del suelo: hu 
medad, estructura física, provisión de oxígeno composición 
química; las condiciones meteorológicas: luz, temperatura, 
humedad relativa, viento, lluvia, granizo. Las prácticas-
avricolas inadecuadas, y la contaminación atmosférica. 

Y aquellas causadas por parásitos: bacterias, hongos, vi-- 
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rus, nemátodos, etc. denominadas enfermedades parasitarias 
o infecciosas. 

Las enfermedades que se van a considerar en este caso, son 
las causadas por hongos. 

Los hongos parásitos causan enfermedades infecciosas, que, 
a menudo se propagan fácilmente, de las plantas enfermas -
a las plantas sanas. (26, 31) 

Las pérdidas causadas por este tipo de microorganismos son 
muy cuantiosas. Por ejemplo, para el caso específico del-
aguacate, en México se han reportado pérdidas hasta del -
10%. La "pudrición negra" que disminuye significativamen- 
te la producción del cacao, ocasionando cuantiosas pérdi—
das en El Soconusco y otros lugares del Estado de Chiapas, 
es producida por un hongo que ataca las flores, mazorcas,-
ramas, tallos y hasta las raíces de los árboles de cacao. 

Lo anterior indica la importancia que tiene la aplicación - 
de medidas preventivas o curativas, a nivel agrícola y ex-
perimental, pues se ha observado que a nivel de invernade-
ro, frecuentemente se presentan contaminaciones por micro-
organismos que alteran el desarrollo de las plantas en es-
tudio. Por lo cual, en el presente trabajo, se tiene como 
objetivo, ailar e identificar a hongos establecidos en bar 
basca y limón, en experimentos que se están realizando en-
la División de Estudios de Posgrado de la Facultad de Quí-
mica. Así mismo, aplicar métodos químicos de su control, -
investigando el fungicida más efectivo para controlar o -
erradicar estos hongos. 
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2.- REVISIDN DE LITERATURA 

2.1 Generalidades sobre Hongos. 

Los hongos son plantas simples que carecen de clorofila; -
obtienen sus nutrimentos de las plantas y animales vivos, - 
o de las plantas y animales en proceso de descomposición, - 
que constituyen la llamada materia orgánica, contribuyendo 
a su degradación. 

Un hongo típico, usualmente empieza su vida en forma de -
una espora microscópica, que puede compararse en su fun-
ción, a la semilla de una planta superior. En condiciones 
de profundidad y humedad adecuadas, la espora germina y --
produce una o más ramificaciones filamentosas, llamadas - 
hifas. 

Las hifas, o ramificaciones, crecen y dan origen al mica--
lio, o cuerpo fungoso. El micelio varia en sus caracterís 
ticas, observándose como un conjunto de filamentos mezcla-
dos en forma laxa, ❑ bien en forma compacta, dando la apa-
riencia de masa velluda, o bien, de un cuerpo uniforme só-
lido, más o menos compacto. 

Un micelio parasítico puede crecer en la superficie de una 
planta hospedera apareciendo como delicados filamentos - -
blanquecinos, o como pequeñas manchas negras o cafés, que-
dan el aspecto de tizne; este color se debe a la formación 
de esporas sobre el micelio. 
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En otros casos el micelio puede estar completamente en el-
interior de la planta hospedera, y no ser evidente en la -
superficie de la misma, produciendo alteraciones metabóli-
cas que ocasionan el marchitamiento. 

Los hongos que crecen sobre o dentro de una planta viva y - 
obtienen su nutrición de ella, son llamados parásitos, y -
la planta viva se llama hospedero. Los hongos que obtie--
nen su nutrición de la materia orgánica muerta, son llama-
dos saprófitos. 

Ciertos hongos tienen la propiedad de ser, tanto saprófi—
tos como parásitos. 

Las hifas de los hongos pueden penetrar a una planta por -
medio de una lesión de la misma (abertura natural directa) 
o forzando su entrada sobre la epidermis. 

Las esporas juegan un papel importante en la multiplica ---
cien, diseminación, y supervivencia del hongo; son fácil--
mente transportadas por corrientes de aire,agua, insectos, 
hombre, animales y plantas. 

Se tiene conocimiento de que ciertas esporas de hongos han 
sido encontradas a 24,384 m. o más, de altitud, descendien 
do frecuentemente a sustratos adecuados, por efecto del -
agua de lluvia, donde inician su desarrollo. 

Ciertas esporas resisten condiciones desfavorables de cre-
cimiento, tales como calor y frío extremosos, desecación e 
inundación. 



6 

Las esporas de ciertos hongos pueden permanecer latentes -
por muchos años. 

Cuando persisten en el suelo, son extremadamente difíciles 
de destruir. 

Determinados hongos no producen esporas, éstos, se multi-
plican por formación de masas compactas de hifas, llamadas 
esclerocio, que corresponden a fragmentos del cuerpo fúngi 
co, los que son diseminados por el agua, el hombre, y - -
otros agentes. 

Los hongos son más abundantes y perjudiciales a las plan—
tas en áreas húmedas que en zonas áridas. Esto se debe a - 
que la humedad es esencial para que se efectúe su reproduc 
alón, extensión, penetración, e infección en las plantas.- 

Los hongos causan la mayoría de las enfermedades infeccio-
sas o parasíticas en las plantas, incluyendo todo tipo de-
enmohecimiento, tizón, roya, costra, mancha de hojas, pa --
trefacción de la raíz, tallo y fruto, marchitamiento de ho 
jas, etc• 

La mayoría de las esporas e hifas de los hongos, son fácil 
mente destruidas por condiciones adversas. Conociendo las 
condiciones habituales de su desarrollo, se pueden tornar -
medidas efectivas de control. 
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2.1.2 Taxonomía, características generales de los hongos-
en estudio, y enfermedades que producen. 

Posición taxonómica, según clave de Barnett H. L. 1972. 

Clase : Deuteromycetes 

Orden : Moniliales 

Familias : Moniliaceae 

Dematiaceae 

Stilbellaceae 

Penicilliurn  

Cladoporium pladospo- 
rioides 

Alternaria  22. 

Tuberculariaceae 

Penicilliurn §2. 

Carech2risticas.- El micelio aéreo es casi siempre incolo-
ro. Comúnmente aparecen áreas de hifas amarillas y rojas -
en la sección biverticilada-simétrica, pero en el examen -
microscópico, la sustancia colorante se encuentra distri 
buida como gránulos en la superficie de la pared celular. 

El micelio sumergido de varias especies, se observe de di-
ferentes colores: amarillo, naranja, rojo, castaiio, lila - 
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con áreas verdes o negras; dependiendo de la composición -
del sustrato. 

Conidióforos: son simples, tienen el aspecto de un peque--
Bo pincel. 

Conidias: son elípticas, globosas o subglobosas, y pueden-
ser rugosas o lisas. 

Algunas especies importantes en Fitopatología son: 

P. italicum: Agente causal de la pudrición de fruto en -
cítricos. 

P. digitatum: Agente causal de la pudrición de fruto en 
sandía y cítricos. 

p.  212. 	Agente causal: enfermedad en el almacena- - 
miento de la cebolla 

Penicillium del grano en el arroz 

Pudrición del grano en el maíz 

Pudrición verde en la manzana 

Cladosporium. 

Características.- Micelio inmerso, y frecuentemente tam-
bién, superficial, septado. 
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Conidióforos: Perfectamente diferenciados del micelio, li-
sos o verrugosos, rectos o flexibles; generalmente no rama 
?izados, o con ramificaciones limitadas a la región apical. 

Conidia: Enlazada generalmente, pero a veces es solitaria, 
simple, cilíndrica, elipsoidal, fusiforme, ovoide, esféri-
ca o subesférica; de color pardo a obscuro, oliva castaño, 
o castaño; lisa, verrugosa, o erizada. 

Algunas especies importantes en Fitopatología son: 

C. herbarium: 	Agente de "El mal negro de los cereales". 

C. cdrpoenylum: Causante de "La sarna del duraznero". 

Produce ataque secundario de la hoja en-
cítricos. 

C. cueumerinum: Causante de la enfermedad conocida como-
"cucumber" en cucurbitáceas. 

C. fulvum: 	Produce moho en la hoja, y pudrición en-
la parte terminal del fruto en el tomate. 

Alternaria. 

Características.- Presenta micelio septado, de colores obs 
curas, generalmente negruzcos. 

Conidióforos: cortos, erectos. 
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Conidias: pluricelulares, en cadenas, las cuales presentan 
tabiques longitudinales y transversales. 

Entre las especies conocidas en Fitopatológia 3e pueden ci 
ter las siguientes: 

A. citri: 

A. solani: 

A. mali: 

A. sp. 

Causante de "La mancha gris" del clavel. 

Causante de "La mancha negra" del repollo, 
que puede atacar a otros vegetales, como -
el nabo, coliflor, etc. 

Agente etiológico de "La podredumbre inter 
na" de los frutos cítricos. 

Causante de la enfermedad de la papa llama 
da "tizón temprano". 

Produce la enfermedad llamada "corazón ---
mohoso" de la manzana. 

Ocasiona la pudrición en aguacate y ataca-
también al papayo, al guayabo y la vid. 

A. dianthi: 

A. brassicae: 

2.2 Generalidades sobre el Barbasco. 

El barbasco pertenece a la familia Dioscoreacea, género - 
Dloscoree. 
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Características del género Dioscorea: 

Son plantas trepadoras, con bases rizomatosas o tuberosas, 
los tubérculos generalmente son hipógenos y en algunas es-
pecies son epígeos; son grandes y con corteza escamosa; el 
tallo es sinuoso, algunas veces angular, liso y terso, oca 
sionalmente espinoso; hojas pecioladas, a menudo en forma-
de corazón, con una punta larga, y redondeadas o truncadas 
en la base; presentan de tres a 13 nervaduras, las que apa 
recen desde la inclinación del nervio central; son reticu-
ladas, horizontales, y se conectan con las venas principa-
les. (24) 

Las dioscoreas son un grupo de plantas de tipo monocotile-
dóneo, de las cuales existen más de cien especies en Méxi-
co, que se localizan desde el nivel del mar, hasta los - -
2,600 m. de altitud; su distribución corresponde a zonas -
de climas cálido-húmedos, subcálido-húmedos, subtemplados-
y templados. 

2.2.1 Importancia, distribución y descripción de las aspe 
cies más importantes. 

El barbasco es una planta tropical que se encuentra en for 
ma silvestre en México, y de cuyo rizoma o camote se ex- -
trae la diosgenina, usada para elaborar hormonas y anticon 
ceptivos; entre sus derivados se encuentran las hormonas - 
carticales, que sirven para aliviar diversos males, como -
la artritis, reumatismo, quemaduras intensas, asma, infec-
ciones de la piel, ojos y oídos. 

Las hormonas masculinas derivadas del barbasco se utilizan 
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para rehabilitar tejidos anormales, y las femeninas, para-
aliviar síntomas menopáusicos. 

A partir de los años 1943-44, el Dr. Russell Marker, que -
trabajó en México, sintetizó la hormona conocida como pro-
gesterona, cuya fórmula química es muy parecida a las hor-
monas esteroides animales, a partir de la diosgenina obte-
nida de la "cabeza de negro" (Dioscorea mexicana). 

Desde ese momento, debido a la gran demanda de ésta y 
otras sustancias hormonales, que se sintetizaron posterior 
mente, se generó una gran industria química, que en un - -
principio se sostenía a partir de camotes de Dioscorea me-
xicana (cabeza de negro). Posteriormente en 1949, se di-
rigió la demanda hacia la Dioscorea composita,  conocida co 
múnmente como barbasco. 

En la actualidad, la demanda abarca además, D. floribunda-
y D. spiculiflora aunque en menor escala. 

El rizoma del barbasco se ha venido explotando en forma -
silvestre, en los Estados de Veracruz, Chiapas, Tabasco, -
Oaxaca y Puebla. 

Se ha observado que la mayor producción ocurre en los aca - 
hueles (fases seriales de 20-25 años de edad de los tipos-
vegetativos primarios) cuyas características, son las más-
idóneas para el desarrollo de una planta con rizomas paren 
nes, guías anuales y heliófilas. 
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Distribución de las especies mexicanas más importantes: 

Dioscorea composita Hemsl. "barbasco rojo". 

Se distribúye en los Estados de Veracruz, Puebla, Oaxaca, - 
Tabasco y Chiapas. El rizoma es ramificado y subterráneo, - 
lo que proporciona mayor oportunidad de regeneración por - 
fracturación. El contenido de Diosgenina es de O - 13 %. 

Dioscorea floribunda Mart et Gal. "barbasco amarillo". 

Crece en los Estados de Veracruz, Oaxaca, Tabasco, Campe—
che, Yucatán, Chiapas y Guerrero. 

Su rizoma es ramificado, con tamaños menores A los de D. -
composita; contiene alrededor de 0.2 - 10 % de diosgenina. 

Dioscorea spiculiflora Hemsl. "barbasco blanco". 

Se localiza en los Estados de Yucatán, Campeche y Chiapas; 
contiene de 0.7 - 1.5 % de diosgenina. 

Los rendimientos y pureza de la diosgenina, sin embargo, -
varían dentro de una misma especie, de acuerdo a su situa-
ción ecológica; también la velocidad de crecimiento y dis- 
ponibilidad, varíen entre especies, por ejemplo: para 	-
Dioscorea composita se obtienen rendimientos de diosgeni--
no, de 5 - 7% en lotes de barbasco secos obtenidos en el-
norte de Oaxaca, mientras que, en Pichucalco, Chis. es de-
3 - 4 %, pero la diosgenina se encuentra mezclada con .-
otras sapogeninas, como la penogenina y la erina, den 
do como resultado la elevación del costo industrial en la- 
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extracción primaria. 

La D. floribunda contiene diosgenina de mayor pureza en -
ciertas áreas, pero la planta se encuentra más dispersa y-
can menor disponibilidad, Pediendo más difícil su concen—

tración; esto mismo se puede decir para las otras especies, 
pero la factibilidad para su cultivo es alta. 

El barbasco es una planta que se puede reproducir por semi 
11a, trozos de rizoma, o corte de tallo y hojas; siendo la 

reproducción por semilla, donde se ha adquirido mayor expe 
riencia, habiéndose detectada técnicas sobre colecta, mane 
jo y almacenamiento de ella, lo que ha permitido llevar a-
cabo reproducciones masivas de las especies comerciales. 

Considerando que el barbasco es una planta dioica, la semi 

lla que se trabaja es, en su mayoría, de origen silvestre, 
dando lugar a poblaciones muy heterogéneas. 

El barbasco es una fuente importante de divisas, y el me—
dio de subsistencia de un gran número de familias de campe 
sinos de las regiones del trópico húmedo de México, México 
abastece actualmente el 60 % de las necesidades mundiales-
de esteroides, mediante la producción de barbasco. (7) 
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2.3 Generalidades sobre el Limón Mexicano. 

Origen. 

Se cree que es nativo de la región comprendida por el Ar-
chipiélago Malayo, regiones tropicales y subtropicales de-
Asia. 

A principios del siglo XVI fue traído por los españoles a-
las "Indias Occidentales" y se extendió a Florida y Méxi—
co. 

Clasificación. 

Pertenece a la familia de las Rutáceas, género Citrus, y -
su nombre científico es: Citrus aurantifolia; también se -
le llama lima ácida. 

Principales variedades: 

Limón mexicano o lima ácida. 

Limón italiano. 

Limón canario. 

Limón Lisboa. 

Limón Eureka. 
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Características. 

El árbol es de tamaño mediano a grande, con copa general-
mente abierta y ramas provistas de espinas de color grisá 
ceo. Las hojas son de color verde pálido, con ápice agu-
do y bordes aserrados. Sus flores son hermafroditas, de -
color color morado blanquecino, por lo cual los capúllos pare-
cen rojizos. El fruto es ovalado, de piel algo gruesa, -
de color verde-amarillo, y provista de glándulas oleife 
ras; la pulpa es amarillo verdoso, de sabor ácido. Las -
semillas son ovoides, pequeñas, puntiagudas, lisas y blan 
cas. 

CONTENIDO NUTRITIVO POR FRUTO 

(análisis químico) 

CONCEPTO 	CANTIDAD 

Calorías 	30 
Proteínas 	1.0 gr. 
Grasa 	 0.2 gr. 
Hidratos de carbono 	9.2 gr. 
Calcio 	25 mg. 
Fósforo 	23 mg. 
Hierro 	 1.48 mg. 
Tiamina 	0.06 mg. 
Riboflavina 	0.03 mg. 
Niacina 	0.2 mg. 
Acido ascórbico 	42 	mg. 
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2.3.1 Importancia y aplicación 

En cuanto a las propiedades medicinales e industriales, se 
puede decir que es fuente de vitamina C. 

Usos: 

El zumo natural, o conservado, se destina a la preparación 
de bebidas refrescantes, en confitería, en perfumería; ade 
más se utiliza el fruto como guarnición y otros usos culi-
narios. 

Como fruta procesada, sus posibilidades son muy amplias, - 
ya que, sirve como base para la obtención de productos in-
dustriales, tales como: aceites esenciales, terpenos, pec-
tinas, ácido cítrico, jugos, compostas,cáscaras cristaliza 
das; enzimas, vitaminas, confitados, forrajes, etc. 

Algunos productos obtenidos de las diferentes partes 
del limón. 

Hojas 

Aceites de hoja. 

Compuestos nitrogenados. 

Perfumes. 

Descengestionentes de sinefrina. 

Praline. 

Dctomina. 

Flores: Miel de cítricos. 



Productos del fruto: 

 

le 

Celdillas congeladas 

Cáscaras deshidratadas 

bebidas 

rellenos pare pastel 

1 

 sabores para repostería 

bebidas en polvo 

 

hespetrtina 

Acido piro 

Flavonoides y 
	 catecolico 

biorlavcnoides 	nobiletina 

pigmentos 

andulzantes 

Acido P -hidroxibenzoico 

tangeritina 

hespiridina 

Aceite ctri tri fugado 

saborizantes 

desodorantes industriales 

cumerinas 

I limetina 

aceite destilado: 

- elabores 

- perrunie 

- jarabe 



Concentrado de cerotenoides 

Alimento para avicultura 

Pigmentas pare alimentos 

Vitamina C 
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Cáscara 

Acido péctico 

Pectina medicinal 

Pactaba de sodio 

Pectinas de bajo metaxilp 

Pectinas de endurecimiento rápido y lenta 

Dulces tipo "gomitas" 

Bagazo 

Esteroles 

Dextranas para sueros sanguíneos 

Alimento pare ganado 

Vinagre 

Gas metano 

Liquido 

de 

••• 

Terpenoides 

aminas fenólicas 

compuestos farmacéuticos 

medicinales 
herbicidas 

Perfumes dentífricos 

plásticos y adhesivos 

aceites penetrantes 

fitahonmonas 

Aceite 

de la 

melaza 

Acido láctico 
Acido cítrico 

Malezas 	Productos farmacéuticos 
Alcohol industrial 

	

(materia prima 	Levaduras 

	

pare le biosin 	Glicerina 

	

tesis de estos 	Antibióticos 

	

Productos) 	Jarabe 
Plásticos 
2, 3 butilenglicol 

u 

1 

p 

a 
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Vino de cítricos 

Vinagre de cítricos 

Aromas fase aceite 
Jugo concentrado 

Aromas fase agua 

valenceno 

nuktatona 

Jugo 

nieves 
Jugo reconstituido 

paletas heladas 

2.4 Generalidades sobre fungicidas. 

Los fungicidas son productos químicos que inhiben la germi 
nación de las Esporas o el crecimiento del micelio, sin -
destruir el cuerpo del hongo, propiamente deba-, ser llama-

dos fungistáticos, aunque existen conservadores orgánicos-
que aétóan como verdaderos fungicidas, eliminando los hon-
gos aún después de manifestarse la enfermedad, reprimiendo 
o erradicando dicha enfermedad. 

Los fungicidas sistémicos tienen la propiedad de pasar a -
través de la epidermis de las hojas, flores, tallos, raí—
ces, o semillas de las plantas, incorporándose a la savia, 
la cual los transporta a todas las partes de la planta, --
inhibiendo, de este modo, el desarrollo de microorganis—
mos parásitos. 
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Actividad biológica de los fungicidas. 

El mecanismo de acción de los fungicidas se conoce sólo --
parcialmente, sin embargo, sobre este aspecto existen va-
rias teorías generales sobre la forma de penetración y la-
manera en que actúan sobre la célula, ya que, en seguida -
que los fungicidas penetran en la membrana celular o en el 
citoplasma, pueden actuar por diversos caminos, para inte-
rrumpir las funciones vitales. 

Se postula que el residuo insoluble en agua de los fungici 
das libera lentamente algunas moléculas, las cuales pasan-
al interior del hongo, acumulándose en cantidad suficiente 
para envenenarlo. 

Otra teoría postula que cuando un hongo crece excreta sus-
tancias en el medio y esas sustancias transforman el com—
puesto fungicida en un compuesto soluble tóxico. Según -
esta teoría el hongo desempeña un papel activo en la elimi 
nación de si mismo. 

Teorías más actualizadas postülan que el efecto fungicida-
se debe a algunos de los siguientes factores: 

1.- La precipitación de las proteínas causada principalmen 
te por la formación de quelatos de las proteínas con -
los metales pesados. 

2.- Interferencia del compuesto fungicida con los sistemas 
enzimáticos. 

3.- Antagonismo de los metabolitos esenciales can el fungi 
cida, en el interior de la célula. 
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4.- Reacciones de oxidación - reducción del fungicida con-
los compuestos celulares. 

2.4.1 Características de los fungicidas empleados en el - 
presente trabajo. 

1. MILCURB 

Nombre químico: 5 - n butil - 2 , 2 - dimetilamino - 4 
hidroxi - 6 metil pirimidina. 

Nombre común: 	Dimetirimol. 

Acción: 	Fungicida sistémico. 

Toxicidad: 	LD 50=2,350 mg / kg 

Presentación: 	Líquido cuya concentración para diluirse-
es de 125 g/1. 

a H 9 

	

N 	N 

N 

	

NH
3
C 	CH3 

Milcurb 



CHO 
1 

N 	N - CH2 — CH2  — CH2  — CH3  

N — C 	U--CH3  
1 	►r 

• H O Benlate 
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Es un fungicida sistémico que erradica el moho que afecta - 
a cucurbitáceas, melones, y ciertas plantas ornamentales. 

Una aplicación al suelo, puede protegerlo por seis semanas, 
o más. 

2. BENLATE 

Nombre químico: Metil - 1 - (butil carbamil) - 2 - bencimi 
dazolcarbamato. 

Nombre común: Cenomn. 

Acción: 	Fungicida sisténico. 

Toxicidad 	: ID 50 	10,000 mg/Kg 

Presentación : Sólido soluble 50% en H20 



24 

Es un fungicida sistémico de baja toxicidad que presenta -
gran poder residual y un amplio rango de acción en enferme 
dades causadas por hongos en fruta encerada y almacenada y 
en vegetales y plantas ornamentales. 

3. ZINEB 0 PARZATE 

Nombre químico: Etilbisditiocarbamato de Zn. 

Nombre común : Zineb 

Acción 	• • Fungicida 

Toxicidad 	: LD 50 oral = 5,200 mg/Kg 

Presentación : Sólido soluble 85 % en H
2 

 0 

HS 
o 

CH — N - C -.S 
Zn 

CH- 2 
N - C 
I 
H S Parzate 

Es un compuesto empleado, como bactericida y como fungicida, 
es inestable al calor, a la humedad y a la luz, pudiendo - 
ser fitotóxico. 

Es incompatible con medios alcalinos, compuestos cuaterna- 



NN 	Cl Cl 

	

i 	I 
N-5 —C —C H 

	

C
1 	1 

CI Cl 
. Difolatan 
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ríos de amonio, derivados organomercúricos y sulfato de -
hierro. 

4. DIFOLATAN. 

Nombre químico: Cis - N - (1, 1, 2, 2 tetracloroetil) tio-
4 ciclohexano - 1, 2 dicarboximida. 

Nombre común : Captafol. 

Acción 	: Fungicida. 

Toxicidad 	: LD 50 = 6,200 mg/Kg 

Presentación : Liquido conteniendo 0.4 Kg/1 

o 
11 

Es un compuesto insoluble en agua, incompatible con otros-
fungicidas o productos alcalinos, es erradicante, indcuo -
a los seres humanos, animales superiores y plantas; pues, - 
incluso a dosis elevadas, no causa dallo a la vegetación. 
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5. MELPREX O VANODINE. 

Nombre químico: Acetato de n - dodecilguanidina. 

Nombres comunes Vanodine, dodine. 

Acción 	: Fungicida. 

Toxicidad 	: 11) 50 oral = 1,000 mg/Kg 

LD 50 dérmica = 1,500 mg/Kg 

Presentación : Sólido, soluble 65 % en H O 
2 

N— H 

n - C
12

H
22 

— C —NH
2 
 —CH

2 	
COOH 

Melprex 

Es fungicida y bactericida de amplio rango de acción, tie-
ne poder residual, acción inmediata, se adhiere fácilmente 
al tejido vegetal, es de gran estabilidad sistémico y no -
es fitotóxico. Su cualidad más relevante es su capacidad-
para erradicar infecciones ya implantadas; por tanto, se -
considera curativo. 

Empleándose a las dosis recomendadas, se usa como fungici-
da en tratamientos de postcosecha en frutos. 



6. 	MANIATE. 

Nombre químico: 

Nombre comün : 

Acción : 

Toxicidad : 

Presentación : 
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Etilbisditiocarbamato de manganeso. 

Maneb o Manzate 

Fungicida. 

LD SO oral = 6,750 mg/Kg 

Sólido, soluble 80 % en H20 

H 
1 	Ij 

CH — N — C —S, 2 	
Mn 

CH — N — C —S/ 2--  
I 	0 
H 5 	Manzate 

Es el menos tóxico de los etilbisditiocarbamatos, se des--
compone con el calar y en presencia de humedad, producien-
do ácido sulfhídrico y otros productos, como polisulfuros-
de cobre, que dan un color oscuro al producto en tratamien 
to, resultando fitotóxico. Es poco resistente a las llu—
vias e incompatible con productos alcalinos. 

Se utilizó el Manzate (etilbisditiocarbamato de manganeso-
al 80 %) sinónimo de Maneb, que tiene grandes propiedades-
de «herencia, dispersión y humectabilidad. 
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7. 	SAPROL. 

Nombre químico: N - N' [1, 4 - piperamina di - bis - (2, 

2, 2 tricloroetildend bis - (formamida) 

Nombre común : Triforine. 

Acción 	• - Fungicida. 

Toxicidad 	: U) 50> 16,666 mg/Kg 

Presentación : Concentrado emulsificable. 

C13 —C —CH —NH —CHO 

C1
3— C —CH—NH —CEO Saprol 

Es un fungicida sistémico, curativo, fácilmente absorbido-
por los tejidos vegetales, y con amplio espectro de acción. 



—CH —CH —0-5—C—C1 
2 2 	3 

CI 

Cl 
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COMPUESTOS "26" y "26" 

O CH --CH —O —5 — C—C1 
2 2 	 3 

CH 
3 

CI 

1 - triclorometansulfenil oxi - 2 - (4 cloro - 2 - metil 
fenoxi) etano. 

Es un compuesto sólido, blanco, más o menos compacto. 

Cl 

1 - triclorometansulfenil oxi - 2 - (2,4,5 - tricloro fano 
xi) etano. 

Es un compuesto liquido, espeso, color anaranjado. 
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3.- 	MATERIALES Y METODOS. 

Con objeto de alcanzar las metas señaladas, este estudio -
fue dividido en dos etapas: 

La primera, referente al aislamiento e identificación de -
los posibles fitopatóganos. 

La segunda, relacionada con el control químico de estos -
hongos. 

En los diagramas uno y dos, se esquematiza, de manera gene 
ral, la secuencia de cada una de las etapas, y posterior—
mente, se describe con detalle la metodología empleada. 

31 
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AISLAMIENTO 

1 

Muestreo de ojas inrectadas 

Desinfección de hojas 

1 
Separación de zonas afectadas 

Siembra en medios de cultivo 

Aislamiento identificación parcial 

411*-"."-°--------------"---.  Conservación 	 PRUEBAS DE PATOGENICIDAD 

4 
Propagación 	Arboles sanos 

Desijección 
	I 

1 
Desarrollo del dallo inicial 

Reaislamiento y comprobación 

de la presencia del microor—

ganismo inoculado. 

1 

IDENTIFICACION 

Fig. 1.— Secuencia de la primer* etapa del Experimento. 

Inoculación 
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- 
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intervalos de une-- 

mane) INOCULACION 

Otservacian 	 Control o eliminarían 

del desarrollo 	 de la 

de la enfermedad 	 enf 

I  

Fig. 2.- Secuencia de le segunda etapa del experimento. 
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3.1. 	AISLAMIENTO 

3.1.1. Muestreo 

Se tomaron muestras representativas de hojas y tallos de -
barbasco y limón que estuvieran en etapas intermedias del-
desar-ollo de la enfermedad. 

A estas muestras, que presentaban manchas negras y cafés,-
se les colocó en cajas de petri estériles en las que fue--
run transportadas al laboratorio. 

3.1.2. Desinfección 

Se lavaron las hojas y tallos con solución jabonosa para -
eliminar residuos (polvo y otras sustancias superficiales) 
que pudieran interferir en el desarrollo del hongo de inte 
rés; se enjuagó con agua de la llave y después con agua -
destilada. 

En condiciones asépticas se procedió a cortar las zonas -
afectadas can bisturí estéril, colocándolas en solución de 
Hg C12 al 0.1% durante dos minutos y se lavaron después -
con agua destilada estéril. 

3.1.3. Inoculación e incubación 

Con pinzas estériles se transfirieron a las cajas, que can 
tenían los siguientes medios de cultivo: 

Sabouraud Rosa de Bengala - Estreptomicina. (Martín P.J. -
1950) 
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Altar jugo V8. (Eddie Echandi 1971) 

P D A (Bioxon de México, S.A. 

Se incubaron a 28°C y se observaron a las setenta y dos ho 
ras procediéndose a anotar las características morfológi—
cas de las diferentes colonias (Tabla Núm. 1) y a efectuar 
el aislamiento. 

3.1.4. Obtención de cultivos puros. 

Se seleccionaron aquellas colonias con aspecto diferente y 
que estuvieran separadas y se procedió a transferir una -
parte de éstas a diferentes tubos con agua estéril para ha 
cer una suspensión de esporas y a partir de este inóculo,-
se sembró en cajas de Petri que contenían el medio de Sa--
bouraud, procediéndose a la incubación y a la diferencia-
ción en base a: la cantidad de desarrollo, aspecto supe—
rior e inferior del micelio (algodonoso, compacto, etc.),-
variaciones del color, y se obtuvo el desarrollo de nueve-
tipos de colonias diferentes en el aislamiento efectuado -
de barbasco, y cuatro en el caso del limón, las cuales fue 
ron transferidas a tubos inclinados con el misma medio, -
con fines de conservación, y que se identificaron con las-
siguientes claves: 

Aislamiento de barbasco: A, 8, C, D, E, E, G, H, 1. 

Aislamiento de limón 	: L1, L2, L3, L4  

as características observadas se presentan en la Tabla 
2. 
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3.2.1. Identificación Parcial. 

Las nueve cepas aisladas de barbasco, así como las cuatro-
cepas aisladas del limón, se cultivaron en tres diferentes 
medios: 

Sabauraúd 

Agar Jugo V8 

P A 

por duplicado para observar y comparar mejor sus caracte--
rísticas, pudiendo en esta forma eliminar las cepas que se 
sospechaba eran iguales. 

A las setenta y dos horas de incubación se efectuó la lec-
tura, anotando las características morfológicas de las co-
lonias en los tres diferentes medios, de cada una de las -
cepas (Tabla Núm. 3). 

Una vez observadas perfectamente las características, se -
procedió a eliminar algunas cepas que resultaran idénticas 
macroscópicamente, y que fueran: 

C = D 

A . 

= I = L
3 

L
1

= 

iendo entonces, seis cepas diferentes del aislamiento - 
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del barbasco: 

B, C, E, F, G, H. 

y dos en el caso del limón: L
2 
y L

4 

3. 2 . 2 . Conservación . 

Las ocho cepas aisladas se transfirieron a tubos de ensaye 
con medio de Sabouraud y por duplicado; una serie para cm 
servación con vaselina, y otra para la realización de las-
determinaciones necesarias. 

3.3 Pruebas de Patogenicidad. 

Se propagaron las ocho cepas en tubo inclinado con medio -
de Sabouraud y cuando el desarrollo fue suficiente, se pre 
pararan suspensiones de esporas, agregando agua estéril. 

3.3.2. Desinfección e inoculación de los árboles. 

Se emplearan ocho árboles sanos de limón, donados por la -
Comisión Nacional de Fruticultura (CONAFRUT). Los que fue-
ron tratados de la siguiente manera: 

lavaron hoja por hoja, con solución jabonosa, y después 
agua corriente abundante. 

seleccionaron las hojas terminales y se desinfectaron - 
HgCleal 0. 1 % durante dos minutos, y después se lava— 
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ron perfectamente con agua estéril. 

Se marcaron los árboles con números del 1 al 8, se dejaron 
secar las hojas, y se procedió a la inoculación, comenzan-
do con las hojas de la parte inferior. La inoculación se-
efectuó por contacto con hisopos estériles, aplicando la -
suspensión de esporas en un área de aproximadamente 3 cm.-
en la parte central de la hoja. Se inocularon dos cepas en 
cada árbol. 

Arbol 1: Inoculación de cepas B y C. 

Arbol 2: Inoculación de cepas 8 y C. 

Además, se trataron varias hojas aplicando solamente agua - 
estéril, las cuales sirvieron como testigo. 

En cada árbol se inocularon cinco hojas con cada una de -
las dos cepas, se cubrió la parte tratada de la hoja con -
una capa delgada de algodón estéril húmedo, y se cubrieron 
las hojas con bolsas de papel semitransparente, marcadas -
con la clave correspondiente a la cepa inoculada. 

Se sujetó el extremo de las bolsas, y se trasladaron los 
árboles al invernadero. Posteriormente se inocularon los 
árboles restantes, siguiendo el mismo procedimiento que 
can los dos primeros. 

les 3 y 4: Inoculación de cepas E y F 

les 5 y 6: Inoculación de cepas G y H 

les 7 y 8: Inoculación de cepas L2  y L4 
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Se hicieron observaciones a los tres, cinco, siete, diez y 
quince días. (Tabla Núm. 4) 

3.3.3. Reeislamiento. 

A los quince días posteriores a la inoculación, se proce—
dió a efectuar el reaislamiento de las cepas implantadas -
(B, F y L2) siauiendo la misma metodología usada en el - -
aislamiento. 

Se cultivó en medio de Sabouraud, y se compararon las ca—
racterísticas macroscópicas con las cepas aisladas origi—
nalmente y cultivadas también en medio de Sabouraud, com-

probando que eran iguales, macroscópica y microscópicamen-
te. 

transfirieron entonces a tubos de ensayo y se clasifica 
ron como: 8' F' y L1 respectivamente. 

3.4 Identificación. 

La identificación de los microorganismos se efectuó: 

3.4.1. Mediante la observación de las características ma—
croscópicas en los siguientes medios de cultivo: - 

Sabouraud 

Agar - Malta 

3.4.2. Mediante la observación de la morfología microscópi 
ca realizada en microcultivos, en los que se hizo -
observación, a tres tiempos de incubación: veinti—
cuatro, cuarenta y ocho y setenta y dos horas. 
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Para preparar los microcultivos se utilizó el siguiente mé 
todo: 

Se introdujo en una caja Petri un triángulo de vidrio y so 
bre éste, un portaobjetos, procediéndose a su esteriliza--
ción. 

En condiciones asépticas se cortó de una placa de medio de 
Sabouraud un pequefio fragmento cuadrado, y se colocó sobre 
el portaobjetos. 

Se inocularon, por picadura, los cuatro lados del corte, -
con una porción del cultivo del hongo, y el medio se cu- - 
brió con un cubreobjetos estéril, flameado previamente; se 
agregaron de 3 - 4 ml. de agua estéril en el interior de -
la caja para mantener la humedad, procediéndose a incubar-
a 28°C, a los diferentes tiempos. 

Técnica de Tinción. 

Se agregaron unes gotas de alcohol para separar el cubreob 
jetas sin destruir la estructura del hongo en estudio. 

El cubreobjetos fue retirado con unas pinzas y se procedió 
a eliminar los fragmentos del medio de cultivo, colocando-
los portaobjetos y cubreobjetos en una caja Petri limpia, - 
dejándose reposar doce horas, con objeto de que el desamo 
110 del hongo se secase. 

Se pasaron los portaobjetos y cubreobjetos al colorante 
azul de algodón por un periodo de veinticuatro horas, a 
temperatura ambiente. 
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Se lavó el colorante con agua de la llave. Se deshidrató -
rápidamente, pasándolo por alcoholes de 70, 80 y 9691, de-
uno a dos minutos, en cada uno. 

Se pasaron por Xilol y se montaron con bálsamo de Canadá. 

Las características observadas en estos microcultivos se -
compararon con los datos e ilustraciones encontrados en la 
Literatura (3, 14, 15, 25) llegando a los resultados que -
se muestran en las Tablas Núms. 5a y B. 

3.5 Pruebas de Control "in vitro". 

Se emplearon suspensiones de esporas de las ocho cepas ais 
ladas. 

Se seleccionaron siete fungicidas, teniendo en cuenta los-
de amplio espectro, de mayor actividad, y baja toxicidad 
en plantas. 

Además, se probaron dos compuestos cm propiedades fungici 
das, que fueron sintetizados en la División de Estudios de 
Posgrado (Depto. de Química Orgánica) de esta Facultad, -
clasificados como "26" y "2B". 

3.5.1. Soluciones de fungicidas. 

Se prepararan soluciones o suspensiones de los fungicidas-
en 100 ml. de agua estéril, para lo que se esterilizaron -
nueve frascos con 100 ml. de agua destilada. 



42 

Se marcaron con el nombre del fungicida correspondiente y-
se agregaron los fungicidas, en las concentraciones indica 
das, y en condiciones asépticas. (Para determinar estab -
concentraciones, se consideró el valor promedio de las do-
sis recomendadas comercialmente, para cada uno de los fun-
gicidas). 

FUNGICIDA: 

Milcurb 

CONCENTRACION UTILIZADA: 

0.1 	ml. / 100 ml. H20 

Benlate 0.075 gr. / 100 ml. H20 

Zineb 0.21 gr. / 100 ml. H20 

Difolatan 0.15 gr. / 100 ml. H20 

Vanodine 0.11 gr. / 100 ml. H20 

Manzate 0.21 gr. / 100 ml. H20 

Saprol 0.15 ml. / 100 ml. 
ti261, 0.15 gr. / 100 ml. H20 
H281, 0.15 ml. / 100 ml. H20 

Se prepararon 450 ml. de medio Sabouraud, se colocaron en- 
nueve matraces (50 ml. en cada uno), y se esterilizaron. 

Se dejaron enfriar un poco (más o menos a 35°C) ya que, al 
gunos fungicidas son termolábiles. 

Se marcaran los matraces con el nombre de cada fungicida - 
y después, con pipetas estériles y en condiciones asépti-- 
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cas, se agregó a cada matraz 0.5 ml. de la solución o sus-
pensión de fungicidas; se mezcló perfectamente, por agita-
ción, y se distribuyó el medio en Cajas Petri estériles. 

Este mismo procedimiento fue repetido para el estudio de -
todas las cepas. 

Se preparó también medio sin fungicida, el cual fue verti-
do en las cajas que se utilizaron como testigo. 

Las cajas se marcaron con el nombre del fungicida corres—
pondiente y la clave de la cepa a inocular. 

Posteriormente se procedió a inocular con 0.1 ml. de la -
suspensión de esporas, extendiendo con hisopee estériles. 

Se incubó a 26°C, haciendo observaciones cada veinticuatro 
horas, y la lectura se efectuó a las noventa y seis horas. 
(Tabla Núm. 6) 

3.6 	Pruebas de control "in vivo". 

3.6.1 Pruebas para prevenir infecciones. 

Se emplearon doce árboles sanos de limón (donados por - - 
CONAFRUT) los que se marcaran con los números, del 9 al 20, 
y con las claves correspondientes a los fungicidas emplea-
dos, probándose únicamente, los fungicidas que tuvieron ac 
tividad "in vitro". 

Se preparó la solución del fungicida en la concentración -
indicada: a 200 ml. de agua estéril, se agregaron 20 ml. 
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de la solución o suspensión original del fungicida corres-
pondiente, se homogeneizó y se transfirió a una bomba de -
aspersión, con la que se rociaron todas las hojas. 

Con objeto de que el fungicida fuese absorbido o adsorbido, 
se dejó reposar un perlado de 24 horas, y posteriormente -
se efectuó la inoculación de las cepas, por contacto, con-
hisópos estériles, en la forma antes indicada. 

DIFOLATAN 

Arbol 9: Inoculación de cepas 8, C, E, F 

Arbol 10: Inoculación de cepas 8, C, E, F 

Arbol 11: Inoculación de cepas G, H, 
L' , 2 L4 

Arbol 12: Inoculación de cepas G, H,, 
L2 L4 

Y se trasladaron los árboles al invernadero. 

Con Manzate y Benlate se siguió el mismo procedimiento: 

Arbol 13: Inoculación de cepas B, C, E, F 

Arbol 14: Inoculación de cepas 8, C, E, F 
MANIATE 	

Arbol 15: Inoculación de cepas G, H, L2, L4 
Arbol 16: Inoculación de cepas 6, H, L2, L

4 

Arbol 17: Inoculación de cepas 8, C, E, F 

BENLATE 
	Arbol 18: Inoculación de cepas B, C, E, F 

Arbol 19: Inoculación de cepas G, H, L2, L4  

Arbol 20: Inoculación de cepas G, H, L2, L4 
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Las observaciones se realizaron a los cinco, diez y quince 
días. (Tabla Núm. 7) 

3.6.2 Pruebas para controlar infecciones. 

Se utilizaron los árboles 1, 2, 3, 4, 7 y 8, los que fue—
ren inoculados en la etapa 3.3 y en los que se observaba -
una infección abundante. 

Se probaren los fungicidas Difolatan y Manzate en la con—
centración antes indicada, y se aplicaron por aspersión. 

El tratamiento con Manzate se efectuó también en las plan-
tas de barbasco, que se encontraban en el invernadero. 

Arbol 2 

DIFOLATAN 
	

Arbol 4 

Arbol 8 

MANZATE 

Arbol 1 

Arbol 3 

Arbol 7 

Plantas de barbasco 
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El tratamiento se repitió cinco veces, haciendo aplicacio-
nes cada 7 días. 

Las observaciones se efectuaron cada dos días, después del 
primer tratamiento, y a partir del secundo tratamiento, se 
observaron cada siete días. 

(Tabla Núm. B) 
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TABLA No. 1 	RESULTADOS PRELIMINARES (Muestreo) 

Características de las Colonias desarrolladas en los 3 medios de Cultivo. 

( 72 horas de incubación 28 - 30°C. 

SABOURAUD ROSA DE BENGALA - ESTREPTOMICINA. 

Tipo 1 : Colonias pequeñas, redondas, prominentes, color verde obscuro. 

Tipo 2 : Colonias tamaño regular, granulases, calor verde-azul. 

Tipo 3 : Colonias tamaño regular, filamentosas, color café-grisaceo. 

Tipo 4 : Colonias tamaño regular, de diferentes tonos verdes. 

• PAPA DEXTROSA AGAR 

Tipo 1 : Colonias pequeñas, ligeramente elevadas, color verde obscuro. 

Tipo 2 : Colonias tamaño regular, lanosas, color verde claro. 

Tipo 3 : Colonias grandes, filamentosas, color café obscuro. 

Tipo 4 : Colonias tamaño regular, granulases 	de diferentes tonos verdes. 

AGAR - JUGO Ve 

Tipo 1 : Colonias expendidas, más o menos granulosas, color verde obscuro. 

Tipo 2 : Colonias grandes, algodonosas, color azul-verde. 

Tipo 3 : Colonias grandes, lanosas, color verde claro, diferentes tonos. 

Tipo 4 : Colonias prendes, filamentosas, color café grisácea. 

sagouRAL13 ROSA DE BENGALA - ESTREPTCNICINA. 

Tipo 1 : Colonias tnesalo regular, grenulosas, color verde claro. 

Tipo 2 : Colonias pequeñas, redondas, prominentes, color verde obscura. 

Tipo 3 : Colonias tamaño regular, en diferentes tonos verdes. 

Tipo 4 : Colonias pequeñas, filamentosast  color café-gris. 

PAPA DEXTROSA AGAR. 

Tipo 1 : Colonias grandes, filamantases, color verde obscuro. 

Tipo 2 : Colonias tamaño regular, granulosas, de diferentes tonos verdes. 

Tipo 3 : Colonias pequeñas, ligeramente elevadas, color verde obscuro. 

4 : Colonias tamaña regular, lanosas, calor verde claro. .00 

Ar4R - ,rol vR 

Tipo 1 : Colonias grandes, algodonosas, color verde claro. 

Tipo 2 : Colonias expandidas, color verde obscuro. 

Tipo 3 : Colonias grandes, filamentosas, color café grisáceo. 

Tipo 4 : Colonias grandes, granulases, color azul verde. 

DE 

FRAGMENTOS 

DE Kure 

y TALLOS 

DE Lila» 

DE 

~CUENTOS 

DE HOJAS 

Y TALLOS 

DE BARBASCO 



TABLA No. 2 	PESULTADOS DEL AISLAMIEW-0. (Medio de Sabouraud, 

(4.9 horas de incubacien, 2B - 30°C. 1.  

CLAVE CEPA 
.4 

DESARROLLO 
... 

ASPECTO 	suPcRioti ASPECTO TNFEPIOP 

A Escaso con ligeras prominencias, 
color verde obscuro. 

plana, bordeado, color casi negro. 

e Escaso con prominencias, 
color verde obscuro. . 

plano, bordeado, color negro. 

C Abundante granuloso, calor azul-verde. rugoso, color amarillo claro. 

O Abundante granuloso, color azul-verde. 
(blanco en el contorno) 

rugoso. color amarillo. 

E Medio compacto, con bordes aterciope- 
lados, color verde claro. 

rugoso, color amarillo. 

F Medio compacto, con prominencias, 
color verde-gris 

plano, con bordes, color negro. 

G Abundante aterciopelado, color verde-gris rugoso, color amarillo claro 

H I Abundante filamentoso, color verde 
grisáceo 

poroso, color casi negro 

1 Abundante filamentoso, color amarillo - 
café - orla (mezcle) 

poroso, color negro 

L1  Escaso colonias compactas, separadas, plano, color verde muy obscuro 
color verde obscuro 

17 
Medio compacta, con ligeras ;nominen- 

rins, color verde obscuro 
plano, color verde nuy obscuro 

. 
L
3 

1 
Abundnnte filamentosa, color café 

amarillento 
poroso, color negro 

L4 Abundante lanoso, colar verde erusgo rugoso, color blanco amarillento 



TABLA No. 3-A 
	

PESuLTADOS DE LA IDENTIFICACION PARCIAL 	-Medio de Sabouraud- 
72 horas de incubación, 28 - 30°C 

CLAVE 
CEPA 

Tamaño de la Colo 
nia (Diám. en cm) ASPECTO SUPERIOR ASPECTO INFERIOR 

ESPMULA - 
 CION 

A 0.76 

..- 

Colonia compacta, redonda, con ligeras 
primmincIncias, color verde obscuro. 

Pl=c, color negro, contorno claro 

, . 

+ 

9 0.75 Colonia compacta, redonda, con promjnen_ 
cias, color verde obscuro. .... 

Plano, color negro, contorno claro 

4. 

+ 

C 1.9 

1. - 

Colonia grenulosa, color azul-verde; gránu 
los centrales color café y contorno blanco 

Rugoso, color blanco amarillento. 

. 

+ + + 

. 
D 1.7 Colonia granuloso, color azul-verde 	1 

gránulos untreles cafés, contorno blanco 
Rugoso, color blanco amarillento. + + + 

E 1.4 Aterciopelado, color blanco, 
centro amarillo verdoso. ll 

Rugoso, colar amarillo claro. + + 

F 

. 

me Plano, color negro, contorno gris clara. + 

- 

Colonia elevada, compacta, ligeramente - 
t aterciopelada, color verde obscuro. 

G 1.3 Aterciopelado, color blanco grisáceo. 
_ 

Rugoso, color amarillo claro. 
. 

+ + 

H 

--. 

0.9 Colonia expendida, filamentosa, color 
café-gris, con centro amarillo. - 

Poco rugoso, color café obscuro. + 

• 

I 1.0 Colonia expandida, filamentosa, color 
café grisáceo, centro amarillo. 

Poca rugoso, color café obscuro. + 

L1 
0.7 

. 	, 
Colonia redonda, compacta, con ligeras 
prominencias color verde-gris (rugosa) 

Plano, color negro, contorno claro. + 

L2 
0.6 Colonia compacta, redonda, con ligeras 

, prominencias color verde-gris (rugosa) 
Plano, color negro, contorno claro. + 

r 
L3 

0.9 Colonia expandida, filamentosa, color 
café-gris, con centro amarillo. 

Más o menos rugoso, colar café obscuro. 

... 

+ 

1 
L4 

 
2.2 Lanoso color verde, contorno blanco. Rugoso, color amarillo claro. + + 

11-5 	Eoporulocidn muy abundante + 	EspOrulecián escasa; + + EsOorulación media; + + + Esporulacian 



TABLA No. 3-9 	MEDIO PAPA DExT110BA ALAR 	(72 horas de incubación, 2e - 30°C. 

CLAVE 
CEPA 

TamaFio de la Calo 
nia (0i&m. en cm ASPECTO 	SUPERIOR ASPECTO INFERIOR 

ESPCPULA - 
CION 

A 0.7 Aterciopelado, más o menos elevado, 
color verde-gris 

Pleno. bordeado, color negro. + 

8 0.5 Aterciopelado, más o menos elevado, 
color verde-gris. 

Plano, bordeado, =lar negro. + 

C 
. 

1.6 Granuloso, rugoso, color azul-verde. 
, 

Rugoso, colar verde amerillentu. + + 

0 1.5 Granuloso, rugoso, color azul-verde. Rucosa, color verde amarillento. + + 

E 1.4 Lanoso, color verde. Rugoso, color amarillo verdoso. + 

F 0.5 Aterciopelado, más o menos elevado, 
color verde obscuro. 

Plano, más o menos bordeado, color 
negro. 

+ 

G 1.3 Aterciopelado, color azul-verde. Rugoso, color amarillo. + 

H 2-1 

w 

Filamentoso, expandido, color café- 
verdoso-amarillento. 

Plano, centro rugoso, contorno claro. + 

I 2 Filamentoso, eNpandido, color café- 
verdosa - amarillento.  

Plano, centro rugoso, contorno claro. + 

L1 
 0.5 Compacto, más o menos rugoso 

color verde obscuro. 
Plano, más o menos bordeado, color 

 negro. 
+ 

L2  

, 

0.5 

-... 

Compacta, más o menos rugoso. 
color verde obscuro. 

Plano, más o menos bordeado, calor 
negro.  _ 

+ 

L3 
2.2 Filamentoso, expandido, color wIté- 

verdoso, amarillento. 
Plano, centro rucos°, contorno claro. + 

L4 
1.8 Lanoso, expandido. contorno clero, 

color azul turquesa. 
+ + Rugoso, color verde amarillento. 

aa 



TABLA No. 3-C 
	MEDIO AGAR JuG0 vES 	(72 horas de incubación, 2B - 30De.) 

CLAVE'  
. 	- 

Tamaño de la Cola _ 
nia (Dilo. en c4 ASPECTO SUPERIOR 

. 
ASPECTO INFERIOR 

ESPORULA-
CICN 

A 1 Aterciopelado, con ligeras prominencias, 
color verde-gris. . 

Plano, contorno bordeado, colar negro + + + 

8 0.9 

4, 

Aterciopelado, con pequeñas prominencias, 
color verde-gris. 

Plano, contorno bordeado, color negro. + + + 

C 1.6 
. 

Granuloso, con puntos centrales con bri- 
llo metálico, color verde-azul, obscuro. , . 

Rugoso, color amarillo-café. 
4 

+ + + + + 

D 
. 

1.7 
1 

Granuloso, con puntos centreles cm bri- 
1.1u metálico, color verde-azul, obscuro. 

Rugoso, colar amarillo-café. 
.. 
+ ,... + + + 

E 1.7 Lanoso, más o menos elevado, 
color verde.  , 

Rugoso, color amarilla-café. + + + + 

F 1 Aterciopelado, con prominencias, 
color verde obscuro. 

Plano, contorno bordeado, color Obseu 
ro. 

+ + + 

G 
. 

1.3 Aterciopelado, color verde-azul, claro. 
. 

Rugosa, color amarillo café. 
. 

+ + + 

H 3 Colonia expandida, aluy filapantosa, 
color gris obscuro, contorno claro. 

Escanamamtc rugasc, calor megTm, 
contorno claro. 

4 	4- 	-4 

I 2.8 Colonia expendida, muy filamentosa, 
colar gris obscuro, contorno clara. -  

Escasamente rugoso, colar negro, 
contorno claro. 

+ + + 

L
1 

1.2 Con algunas prominencias, bordeado, 
colar verde gris. 

Plano, color negro, contorno bordee- 
do. 

+ + 

.. 

L2  1 Can algunas elevaciones, bordeado, 
color vende-gris. 

Plano, color negro, contorno bordeado. + + 

L3  

. 	y 

3.1 Colonia expandida, muy filamentosa, 
color gris obscuro, contorno clara. 

Escasamente rugoso, colar negro, 
contorno claro. 

1 	,  
+ + + 

L4 
._ 

1.6 Lanoso, color azul turquesa, 
contorno bienes). 

Rugoso, color café amarillenta. 
I 

+ + + + 

.1 



TABLA N'o. 4 

RESULTARLE DE LAS PRUEBAS DE PATOGENICIDAD.  

ARBOLES CEPA 3 Días 	1 5 Días 7 Días 10 Días 15 Días 

1 y 2 B - - - +- 

4,  

++ 

3 y 4 E 
. 

_ _ _ - 
. 

_ 

., 	ii F _ _ + - + + + + + 

r , 
7 y B L2  - - +- ++ +++ 

. 	. 
1 1 I 

- = No hubo desarrollo. 

+ - = Desarrollo muy escaso. 

+ = Desarrollo medio. 

+ + = Desarrollo abundante. 

+ + + = Desarrollo muy abundante. 



TABLA Na. 5-A 	RESUt.TADOS DE LA IDENTIFICAcIZ. 

CARACTERISTICAS MACROSCOPICAS DE LAS CEPAS AISLADAS DE HOJAS DE LIVON Y BARBASCO- 

medioSabouraud, 72 moras, de incubación, 26 - 30°C 

CLAVE 
CEPA 

Tamaño de la Col. 
Diámetro en cm. ASPECTO 	SUPERIOR 	 ... 

1 

ASPECTO INFERIOR 

«plk C 1.9 Granuloso, poco rugoso, color azul-verde. Rugoso, color blanco amarillento. 

** E 1.4 Aterciopelado, color blanco i  con centro amarillo . Rugoso, color amarillo claro. 

** G 1.3 Aterciopelado, color blanca, can centro verde. Rugoso, colar amerillo claro. 
*4 , 

L4 2.2 Palvoso o granular, color verde. .. Rugoso, color amerillo clero. 

***H 
- 

1.2 
Expandido, con elevación central. 
color caltgriséceo obscuro. 

Rugosa, color café obscuro. 

Medio de Ager - Malta (72 horas de incubación, 28 - 30°C) 
- 

B * 1.2 
. 

Aterciopelado, expandida, color verde-olivo. Plano, colar verde negruzco. 

F * 1.3 Aterciopelado 	expandido, color verde-olivo. 	.. Plano, color verde negruzco. 

'...2*  1.3 Aterciopelado, expendido, color verde-olivo. , Plano, color verde negruzco. 

CARACTERISTICAS REGISTRADAS EN LA LITERATURA: 

* CLADOSPORIUM CLADOSPOFIIOIDES.- Colonias difundidas, aterciopeladas, color verde olivo- -
u oliváceo casta-no; reverso verdoso negro, en Melte - Ager. 

* * PENICILLIUM.- Colonias de aspecto aterciopelada, velludo o lanoso, fuliculosa, fasciculado 
caremiforme, "polvoson. Color azul-verde, amarillo-verde. verde, blanco, -

etc. en Medio de Sabouraud 

• * * ALTERNARIA.- Colonias expandidas, micelio completamente inmerso, o parcialmente superficial 
Calor generalmente gris obscuro, café negruzco o negro, en los diversos medios 
de cultivo. 



TABLA No. 5-6 

qEsuLT A005 DE LA IDEUTIFICACION.  

MICRDCULTIVOS  

CEPA GENERO ESPECIE 

./, 

S CLAGOSPYILAP CLADOSPCRIOIDEG 

C PENICILLIUM 	Sp 

E PENICILLIUM 	Sp 

, 

F CUIDOSPORIUM CLAGGSPCRICIDES 

G PENICILLIUM 	Sp 
1 

.. ffimall.~~11 

H 

a 

ALTERNARLA 	Sp 

. 

L 2  CLADCISPOR ILBA CLADOSTRIOIDES 

L 4 P1EN MILLIUM Sp - 

9 



TABLA No' 

PIESULTADDS DE LAS PRUEBAS DE CONTP01 "IN VITRO". 

A las 96 horas de incubación, 2e - 30 C. 

CEPA MILCURB VANODINE SAPROL 
. 

DIFOLArk; vtv,JATE 

, 
BENtATE PARZATE ...7e., ,.. 28., 

8 + + + 
, 

+ + + + + + 
, 

- 
,, 

- + - + + + + + 
. 	.. 

+ 

C 
. 	 

+++++ +++++ +++++ + _ 

+ 
no espoFulacidn +  

- 
+++ +++ +++ 

E ++++ ++ - 
.. 

+ - - 
- 

+ + + 
no esporul. +++ +++ 

F + + + + + + + + + + + + - - + + + + + + 

G + + + + + - 
. 

+ + _ 
+ 

no espdFulación - 
. 

+ + 
no esporul. 

r 	- 

+ + + + + +  
. . 

H + + + + + + + + - - + + + + + + + 
, 

+ + + 

L2  + + + + + + + + + + + + - 
- 

- 
, 

+ + + + + + + + 

L
4  

+ + + + + + + + + + + + + + + - - + + + + + + + + + 

5 + . Desarrollo muy abundan:e. 
+ = Desarrollo abundante 

3 + = Desarrollo medio. 
2 + = Desarrollo escaso. 
1 + = Desarrollo muy escaso. 

+ = Desarrollo apenas visible. 

= No huno desarrollo. 	 z 
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TABLA No.7 

RESULTADOS DE LAS PRUEBAS DE CONTROL PREVENTIVO. 

Observaciones efectuadas a los 5, 10 y 15 dias. 

CLAVE 
DE LA 
CEPA 

DIFOLATAN 
- 

Tratamientos 
MANZATE BENLATE 

. 
5 	10 	15 5 	10 	15 5 	10 t5 

B - 	- 	- - 	- 	- 
e  

- 	+ - + 

C- - 	- - 	- 	- 

. 

- 	- - 

E-  - 	- 

a 

- 	- 	- - 	- - 

F-  - 	- - 	- 	- - 	+ + 

O- - 	- - 	- 	- - 	_ - 

H- 

4 

- 	- - 	- 	- 

, 

- 	- 

. 

- 

L2  - 	- 	_ 

--. 

_ 	- 	- - 	+ - 
. 

+ 

, 

L4 -- 

-.. 

-- 	- - 	- 	- - 	- - 

. No hubo desarrollo. 

+ . Desarrollo escaso. 

+ = Desarrollo medio 

Los resultados proceden de la observación 

en los diferentes árboles. 



TABLA No.8 

RESULTADOS DE LA APLICACION DE DC6 FUNGICIDAS PARA CONTROLAR LA INPECCION 

EN PLANTAS DE BARBASCO Y LIMON- 

OBSERVACIONES 	DIAS 

2 7 15* 	21* 	28* 

1.1W07,1 
DIFOLATAN 

Arboles 

2,4, 8 
Las manchas de infección 

se deshidrataron y se 	- Las manchas presenta- 

tornaron planes ron aspecto aún más - 

seco. 

Desprendimiento de las colonias tanto de 

las hojas, como de los tallos. 

LNON 

Arboles 

1, 3, 7 

MANIATE 

y 

Plantes 

dé 

Corresponde a la 2a. 3a. y 4a. aplicacien de los fungicidas empleados. 
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CLADOSPORIUM CLADOSPORIOIDES 

Conidioforos en cultivo, aislado de Dioscorea composita  

y Citrus aurantifolia•  

Foto.— Cortesía del DR. MIGUEL ULLOA 
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5. DISCUSION 

Los resultados del aislamiento efectuado de hojas y tallos 
de limón y barbasco indican que en los tres medios de cul-
tivo empleados fueren comunes los hongos de color verde -
obscuro, claro y azuloso así como un hongo de color café -
grisáceo y con un micelio laxo. (Tabla Núm. 1). 

Del aislamiento efectuado a partir de la suspensión de es-
poras de las diferentés colonias obtenidas de barbasco y -
limón y para lo que se tomó en cuenta el desarrollo de va- 
rios cultivos obtenidos de cada una de las suspensiones, - 
se lograron caracterizar trece tipos de cepas aparen temen-
te diferentes; aunque en algunos casos las características 
son muy similares como se nota en las cepas A y B, C y D,-
H e I, Li y L2, observándose también similitud entre las -
colonias obtenidas del barbasco con las colonias obtenidas 
iJGI 1..LHOU1 I - 

(Tabla Núm. 2) 

Esto hizo suponer que se podrían eliminar algunas cepas 
por corresponder al mismo hongo, procediéndose a repetir -
la observación de las características macroscópicas de las 
trece cepas inoculándolas en tres medios de cultivo dife—
rentes. 

En este caso se tomó en cuenta, además, el grado de esporu 
lación de los hongos, observando que es mayor el grado de - 
esporulación de todos los hongos en el medio de Agar - ju-
go V8, así mismo, el tamaño de las colonias es mayor en es 
te medio aunque su desarrollo es más expandido pero menos- 
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elevado que en los otros 2 medios de cultivo. 

En las tablas Núm. 3a, b y c, se aprecia claramente que en 
los tres medios hay colonias que corresponden a un mismo 
hongo y se tiene que la cepa A es igual a la cepa 8, C = D, 
H = I = L3 y Li = L2 lo que permitió reducir a 8 el núme-
ro de cepas aisladas que corresponden a: B, C, E, F, G, H, 
L2 y L4. 

Puede notarse la variación en el color e incluso en el as-
pecto de la mayoría de cepas en cada uno de los medios de-
cultivo, debido a que en diferentes sustratos, son diferEn 
tes las reacciones bioquímicas efectuadas por los hongos,-
ejemplo: en las cepas C y D hay una diferencia marcada en-
el medio agar - jugo V8 respecto a los otros 2 medios, sin 
embargo continúan siendo iguales entre sí. 

Las pruebas de patogenicidad efectuadas para cumplir con -
los postulados de Koch, solamente fueron aplicadas en árbo 
les de limón, ya que no fue posible conseguir plantas sa-
nas de barbasco. 

Los resultados (Tabla Núm. 4) indican que, de las 8 cepas-
inoculadas en las hojas de limanero sólo se logró la im—
plantación ae las cepas 8, F y L2, las que desarrollaron -
las características de las hojas de los limoneros enfermos 
de los que fueron aislados previamente y que corresponden-
a hojas con manchas con aspecto de polvo negro o tizne y -
que en los cultivos "in vitro" se observan de color verde-
obscuro en su parte superior y negro en la parte inferior. 

1 

Según lo observado, en las hojas inoculadas con la cepa B, 
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el desarrollo fue visible un poco después que en el caso - 
de las cepas F y L2, esto pudo deberse al estado fisiol6gi 
co de las hojas o a variaciones en la concentración del - 
inóculo. Sin embargo, a los 15 días posteriores a la ino-
culación se observó una infección abundante con las 3 ce—
pas. De las otras cepas probadas no hubo desarrollo y en-
determinaciones efectuadas después de los 15 días, las ho-
jas inoculadas se observaron totalmente limpias y sanas. 

Aun cuando estos resultados indican que los hongos patóge-
nos corresponden a las cepas 8, F y L2, se procedió a efec 
tuar la identificación de todas las cepas aisladas, ya que 
durante la primera siembra los hongos de color verde claro 
resultaron los más abundantes por lo que se supone que, si 
bien no son los fitopatógenos deben tener un papel impor-
tante como contaminantes secundarios. 

Con el fin de comparar los resultados obtenidos en la iden 
tificación de los microorganismos, en la tabla # 5a se ex-
ponen las características coloniales desarrolladas por los 
hongos pertenecientes a los géneros Cladosporium, Alterna - 
ria y Penicillium, y se observa que las características ma 
croscópicas reportadas en la literatura, de esos 3 géneros 
coinciden con las de los respectivos hongos aislados. Esta 
aseveración fue confirmada a través de la observación de -
las características microscópicas determinadas en microcul 
tivo. (Tabla Núm. 5b) encontrándose que las cepas C, E, G-
y L4  corresponden a diferentes especies del género Penici-
llium. 

La cepa H corresponde a Alternarla y las cepas 8, E y L2,-
que resultaron patógenos, corresponden a Cladosporium cla- 
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dosporioides. 

Es interesante hacer notar que aun cuando se sospechaba 
que las cepas B, F, y L2 correspondían al mismo hongo, al-
observar la morfología microscópica se comprobó y se iden-
tificaron a las cepas B y F como Cladosporium sp. 

Sin embargo, hubo dificultad en la identificación de la ce 
pa L2, ya que presentaba ciertas diferencias en la morfolo 
gis colonial (en los medios de Sabouraud, P. D. A. y Agar-
jugo V8) e igualmente sus características microscópicas no 
estaban bien definidas, por lo que se solicitó la colabora 
ción del Dr. Miguel Ulloa del Instituto de Biología de la-
UNAN, el que identificó a las 3 cepas (8 F y L2) como Cla-
dosporium cladosporioides (Fresen) de Vries 1952. 

Este hongo ha sido reportado como saprófito con tendencia - 
parasitaria. (14) 

Tanto Cladosporium como Alternaría son contaminantes comu- 
nes del barbasco y del limonero y en el caso de Penici- - 
llium hubo especies que fueron aisladas de barbasco y no -
se encontraban en limón y una especie que fue aislada del-
limón y que no existía en el barbasco. 

En la Tabla # 6 se muestran los resultados de las pruebas-
de actividad "in vitro" de los 9 fungicidas empleados y se 
observa claramente que los fungicidas que tienen mayor ac-
tividad con todas las cepas son: Difolatan con el cual hu-
bo desarrollo apenas visible de únicamente las cepas C, E-
y G• 
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Con Manzate solamente las cepas C y G se desarrollaron en-
formas insignificante y además se inhibió la esporulación. 

Lo importante es que ambos fungicidas son efectivos sobre-
las cepas consideradas patógenas (B, F y L2). El siguiente 
en actividad fue el Benlate aunque éste no inhibe totalmen 
te el desarrollo de las cepas patógenas. 

De los compuestos "26" y "28" en los cuales se había deter 
minado anteriormente su capacidad fungicida, se observó - 
que únicamente el compuesto "28" mostró cierta actividad -
inhibitoria con las cepas patógenas. 

En base a estos resultados se seleccionaron el Difolatan,-
el manzate y el Benlate para la siguiente etapa del experi 
mento. 

En la tabla # 7 se tienen los resultados de la determina—
ción del efecto de los fungicidas como control preventivo-
y se observa que a los 5 días posteriores a la inoculación 
no se registró desarrollo de ninguna de las cepas en los -
árboles. En tanto que a los 10 días ya se observó desarro- 
llo, aunque escaso, en los árboles tratados con Benlate, -
en las hojas inoculadas con las cepas B, F y L2, que son -
de las que se esperaba desarrollo ya que de las demás ce--
pes no hubo implantación incluso sin el tratamiento con -
fungicida. 

En los árboles tratados con Difolatan y Manzate el desarro 
llo continuó siendo negativo. A los 15 días, en los árbo--
les tratados con Benlate, en las hojas inoculadas con las-
cepas 8, F y L2 se detectó desarrollo medio; si se compara 
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este resultado con el de las Pruebas de Patogenicidad en -
el cual a los 15 días ya había bastante desarrollo de es-
tas cepas se puede determinar que el fungicida inhibe par-
cialmente el desarrollo. 

En el caso de los árboles tratados con Difolatan y Manzate 
no se detectaron indicios de desarrollo en ninguna de las-
hojas inoculadas ni a los 15 días ni posteriormente 

Esto comprueba la acción preventiva de estos dos fungici--
das y la inactividad del Benlate respecto a las cepas B, F 
y L2 que ya había sido demostrada en las pruebas "in vi- - 
tro". 

Posteriormente se probó la efectividad de los fungicidas -
Difolatan y Manzate para controlar las infecciones ya esta 
blecidas en las plantas de limón. Las plantas de barbasco - 
fuera, tratadas con Manzate por ser el fungicida del que -
se disponía en mayor cantidad y por ser éste más económico 
que el Difolatan. 

La actividad de estos 2 fungicidas se detectó desde los 2 - 
días posteriores a la primera aplicación, esta actividad -
se fue haciendo progresiva en cada tratamiento hasta termi 
nar con el desprendimiento de las colonias de hongos pre-
sentadas en formas de manchas o de tizne en las hojas y ta 
líos de las plantas. Can estos resultados queda comprobada 
la actividad del Difolatan y el ~zata, no solamente para 
evitar la infección de estos hongos aislados, sino además-
para eliminar infecciones ya establecidas de los mismos. 
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6.- RESUMEN 

La importancia económica del barbasco y limón, ha determi-
nado un estudio exhaustivo de los mismos, ya que, en la Di 
visión de Estudios de Postgrado de la Facultad de Química, 
se están realizando las siguientes investigaciones: 

En barbasco se realizan experimentos con aminas terciarias, 
para incrementar el contenido de diosgenina. (lográndose -
un incrementa del 5U1). 

En limón se planea estudiar el efecto de aminas terciarias 
sobre la variación en la composición de carotenos en los -
limones. 

Estos ocperimentos se llevan a cabo a nivel de invernadero, 
y dado que las condiciones de temperatura y humedad de un-
invernadero son óptimas para el desarrollo y la disemina—
ción de hongos, se presentó el problema de infecciones fun 
geles, localizadas en los tallos y hojas, manifestándose -
como manchas negras y cafés en el barbasco; y en la planta 
del limón, las hojas estaban totalmente cubiertas en el -
haz, por un hongo de color negro, que daba el aspecto de -
tizne; y en los tallos se observó, como pequeñas prominen-
cias color verde olivo. 

En virtud de la importancia de los estudios que se están -
realizando, y para lo que es necesario mantener a los cul-
tivos en condiciones óptimas, se procedió al aislamiento, - 
identificación, y control de estos hongos, observándose -
que el hongo causal de estas alteraciones, corresponde a -
C. cladosporioides, y asociados a éste, se encuentren - - 
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Alternarla 22. y Pgnicillium 211. y que de los nueve fungi-
cidas empleados, los de mayor efectividad en las pruebas - 
realizadas "in vitro", corresponden al Manzate y Difolatan, 
con los que se logró controlar la infección "in vivo". 

( 
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7.- 	CONCLUSIONES 

1.- Las manchas características en las hojas y tallos de -
barbasco y limonero enfermos, son ocasionadas por al hongo 
Cladosporium cladosporioides. 

2.- Alternaria sp que es un fitopatógeno infectante, en -
este caso particular, se considera como contaminante secan_ 
dario, al igual que Penicillium sp. 

3.- Un mismo hongo puede mostrar variación en su forma de-
desarrollo "in vitro", dependiendo del sustrato del cual - 
fue aislado; como fue el caso de las cepas 8 y E (aisladas 
del barbasco) con la cepa L2(aislada del limón), ya que --
las tres cepas corresponden al mismo hongo. 

4.- El establecimiento de una infección está condicionado-
por diversos factores, y es de gran importancia la sucep--
tibilidad de la planta a un determinado hongo; esto fue -
claramente observado, ya que, en el mismo invernadero, ha-
bía otras plantas diferentes al barbasco y limonero, que -
no presentaron infección, aún cuando estaban en contacto -
con las plantas enfermas. 

5.- Los fungicidas con mayor efectividad sobre los hongos-
aislados, son Difolatan y Manzate, tanto "in vitro" como -
"in vivo", en las dos pruebas: como control preventivo, y-
como control en infecciones ya establecidas. 

6.- Se recomienda efectuar una fumigación total de inverna 
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dero y hacer aplicaciones periódicas, (aproximadamente ca-
da treinta días) sobre las plantas y sobre las macetas, pa 
re evitar la reinfección, utilizando preferentemente el Di 
folatan, por sus propiedades erradican tes. 
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