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ABSTRACT

Fungal pathogens and insects have been used for years as a successful
strategy in the control of water hyacinth (Eichhornia crassipes). A survey was
conducted to identify and evaluate fungal isolates as potential biological control agents
of water hyacinth in Puerto Rico during 2002 to 2003. One hundred fifty four fungal
isolates were identified from water hyacinth leaves; some species such as Alternaria sp.
and Myrothecium roridum have been previously reported as pathogens. Pathogenicity
tests conducted in vitro with Alternaria sp., M. roridum and Glomerella cingulata
(teleomorph of Colletotrichum gloesporioides) isolates confirmed their pathogenicity to
water hyacinth leaves showing significant tissue damage. Disease incidence and
severity were evidenced by leaf necrosis caused by all pathogens evaluated. To
evaluate insect (weevil) Neochetina eichhorniae potential to disseminate fungal
diseases, combinations of each fungal isolate were tested on whole plants during two
experiments under greenhouse conditions. Greenhouse tests confirmed that all three
isolates can be disseminated by N. eichhorniae. Higher fungal disease incidence and
severity was obtained with individual pathogens rather than pathogen and insects
combinations. The Alternaria sp. isolate, evaluated during this study, was found to be
the best candidate for biological control of water hyacinth, both in vitro and under
greenhouse conditions. Combined weevil and fungal pathogen could be a good control
for water hyacinth weed. Future studies focused on the assessment of the
pathogenicity of fungal pathogens of water hyacinth and their relationship with N.

eichhorniae are needed.



RESUMEN

El control biol6gico mediante la utilizacién de hongos patégenos e insectos ha
sido una de las estrategias més utilizada en el control del jacinto de agua (Eichhornia
crassipes). Se realiz6 un catastro de hongos para identificar y evaluar hongos con
potencial para el control del jacinto de agua, en Puerto Rico durante 2002 y 2003. Un
total de 154 colonias de hongos se aislaron de plantas de jacinto de agua incluyendo
especies de Alternaria sp. y Myrothecium roridum que han sido reportados como
patégenos de esta planta. Se realizaron pruebas de patogenicidad in vitro con los
aislados de Alternaria sp., M. roridum y Glomerella cingulata (estado teleomorfo de
Colletotrichum gloeosporioides) y se confirmando su patogenicidad causando dafios
significativos en las hojas. Todos los hongos evaluados desarrollaron lesiones
necréticas foliares que evidenciaron la incidencia y severidad de la enfermedad. Para
evaluar el potencial del picudo Neochetina eichhorniae en la diseminacion de las
enfermedades fungicas, se realizaron ensayos de la combinacion de los tres patdgenos
en dos experimentos bajo condiciones de invernadero. Los experimentos de
invernadero confirmaron que N. eichhorniae puede diseminar de forma parcial los tres
hongos patégenos en estudio. Se obtuvo mayor incidencia y severidad de la
enfermedad mediante la inoculacion individual de los hongos en comparacion con
combinacion de hongos e insectos. El aislado de Alternaria sp. evaluado en este
estudio fue el mejor candidato para el control del jacinto de agua in vitro y bajo
condiciones de invernadero. La combinacién del picudo N. eichhorniae con los hongos

patdgenos puede ser una alternativa de control viable para obtener un buen control de



esta maleza. Se recomienda realizar estudios que evallen la patogenicidad de hongos

patégenos del jacinto de agua y su interaccidn con especies del picudo Neochetina.
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INTRODUCCION

El jacinto de agua (Eichhornia crassipes) es una planta acuatica flotante que
tiene raices plumosas, largas y ramificadas. Sus hojas son redondas-reniformes vy
estan arregladas en grupos de 6 a 10 hojas (Fig. 1) (Lugo y Semidey, 2002). La flor es
azul-purpura y da origen al fruto, que es una capsula que puede contener alrededor de
50 semillas (Barrett, 1980). Esta se reproduce asexualmente mediante la formacion de
estolones, y también por semillas, las cuales pueden permanecer viables, en
sedimento, de 15 a 20 afios (Gopal, 1987).

El jacinto de agua se considera una de las malezas mas nocivas en el mundo
entero, debido a los problemas que causan su rapido y vigoroso crecimiento (Holm et
al., 1977). Su crecimiento es favorecido por las temperaturas altas y un alto contenido
de nutrimentos. Estas condiciones provocan que la planta se duplique cada 12 a 15
dias mediante la reproduccion asexual (Penfound y Earl, 1948). Basicamente estas
caracteristicas han favorececido una infestaciéon excesiva en el sur de los Estados
Unidos, México, Panama, Africa, Asia y la India, ocasionando pérdidas millonarias
(Holm et al., 1977).

Las grandes infestaciones de esta maleza provocan problemas econdmicos,
ecologicos y de salud. Entre los problemas econémicos se mencionan, la disminucion
en el flujo de agua en rios y canales utilizados para riego y, las pérdidas de produccién
en los campos dedicados a diferentes cultivos, especialmente al cultivo del arroz
(Gopal, 1987). Otro problema es la limitacion de las actividades de pesca, navegacion
y natacion.

Como problema ecoldgico, la acumulacién excesiva de estas plantas, reduce el
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Figura 1. Hojas y flor de jacinto de agua (Eichhornia crassipes).



oxigeno en el agua lo que provoca la muerte de poblaciones de peces y otros animales
acuaticos (Gopal, 1987). Entre otras consecuencias se encuentran la competencia que
ocurre entre el jacinto y las plantas nativas, por espacio, luz y nutrimentos. Dentro de
los problemas de salud, el jacinto de agua ayuda a la formacion de habitat favorable
para el desarrollo de vectores de enfermedades tales como: malaria, schistosomiasis
(bilarzia), filariasis, dengue, paludismo y fiebre amarilla entre otras (Harley, 1990;
Hernandez y Pérez, 1995).

Algunos estudios han demostrado que debido a la capacidad reproductiva,
facilidad de dispersién, requerimientos nutricionales y resistencia a condiciones
adversas, el jacinto de agua no puede erradicarse, sino solo controlarse (Gutiérrez et
al., 1994; Harley, 1990). Los métodos mas utilizados para el manejo y control de esta
maleza son el mecanico, el quimico y el bioldégico. EI control mecanico y el control
quimico son practicas que se consideran muy costosas e inapropiadas debido a
posibles efectos adversos sobre otras especies y la reduccién en la calidad del agua.
La remocion manual es un método ambientalmente seguro, util para reducir pequefas
infestaciones y para el mantenimiento de canales. Sin embargo, existe una
probabilidad alta de que ocurra una re-infestacion a partir de fragmentos de plantas y
semillas que queden en el agua. Por otro lado, el uso de los herbicidas tiene la
limitacion de que contamina el agua potable, la que se utiliza para riego y aquella que
es suministrada a los animales de fincas. Ademas, éstos representan un riesgo para la
salud humana y la vida silvestre (Medal y Norambuena, 2002; Potter et al., 1990).
Debido a los inconvenientes que tienen el uso de productos quimicos, es importante

desarrollar un programa de control enfocado en el uso de enemigos naturales de esta



maleza (Charudattan, 1996). Debido al riesgo que reporta el control quimico se le ha
dado énfasis al control biolégico ya que representa una alternativa potencial y libre de
riesgo para el humano y el ambiente.

El control biolégico de malezas se basa en utilizar insectos y microorganismos
patogenos (bacterias y hongos) para reducir el vigor y la capacidad reproductiva de las
malezas (De Loach, 1997). Estudios reportan una variedad de hongos patégenos con
potencial para controlar el jacinto de agua, entre los cuales se mencionan: Alternaria
eichhorniae, Acremonium zonatum, Cercospora piaropi, Cercospora rodmanii y
Myrothecium roridum (Charudattan, 2001; Gopal, 1987). Estos patégenos han
demostrado su capacidad para disminuir la biomasa del jacinto de agua y causar una
reduccion substancial en su poblacién (Charudattan et al., 1985). Hasta el momento
una o mas especies de estos agentes se utilizan en mas de 21 paises del mundo
(Harley, 1990).

Ademas de los patdégenos, en EE.UU. y otros paises se han utilizado con éxito
los insectos Neochetina eichhorniae y N. bruchi (Coleoptera: Curculionidae) para
reducir la infestacion del jacinto de agua (Charudattan, 1996; Charudattan, 2002).
Estos insectos se consideran especies idoneas para el control biolégico, debido a su
alto grado de especificidad (Fig. 2). Las especies de Neochetina se alimentan de las
hojas y peciolos del jacinto de agua y no atacan otras plantas de importancia
econdmica.

Los insectos pueden controlar las malezas alimentandose de las flores, fruto,
follaje, tallos y raices o transmitiendo organismos fitopatégenos (Daniel et al., 1973).

Stakman y Harrar (1957), mencionan que los insectos contribuyen directamente a la



Figura 2. A) Dafo en hojas de jacinto de agua (Eichhornia crassipes)
causado por Neochetina eichhorniae y B) Adulto de N. eichhorniae



diseminacién de esporas de hongos. Las esporas pueden ser transportadas dentro y
fuera del cuerpo del insecto. Estas se encuentran en el tracto digestivo, la excreta, los
pelos, el aparato bucal y las patas de los insectos (Galbraith, 1987b). Ademas, los
hongos penetran en la planta a través de las heridas causadas por los insectos
(Charudattan et al. 1978).

Existen pocos estudios que evaluen la interaccion de hongos con el insecto
Neochetina. Sin embargo algunos investigadores sugieren que el uso combinado de
dos agentes bioldgicos puede causar un dafio mayor en las plantas y facilitar la
infeccion por patdgenos (Phiri et al., 2001).

En Puerto Rico el jacinto de agua se encuentra comunmente presente en lagos,
quebradas, canales y cafos. El uso de herbicidas a base de glifosato, diquat, 2,4-D y
la remocion manual son practicas que se realizan para tratar de controlar esta planta,
pero existe la necesidad de evaluar otro tipo de control.

Algunos estudios se han realizado otros estudios para determinar la presencia
de microorganismos afectando esta maleza en Puerto Rico. Por ejemplo, para 1990,
se realiz6 un catastro de bacterias presentes en la superficie del jacinto de agua en tres
areas del Rio Hondo de Afasco. Este estudio informd6 cinco géneros de bacterias
Gram positivas: Bacillus, Corynebacterium, Micrococcus, Staphylococcus vy
Streptococcus 'y nueve géneros de bacterias Gram negativas: Edwardsiella,
Enterobacter, Klebsiella, Morganella, Pseudomonas, Rahnella, Vibrio, Xenorhabdus y
Yersinia (Arbelo, 1990). Actualmente, se evaluan experimentos en distintos lagos y
rios de Puerto Rico, donde las especies de Neochetina han sido liberadas en un intento

por controlar la maleza (Abreu, com. pers.).



Al presente, se desconoce el impacto que los hongos patégenos puedan tener
sobre el jacinto de agua en Puerto Rico. Por lo tanto, la investigacion propuesta estuvo
dirigida a la identificacion y evaluacion de hongos patdégenos con potencial para el

control del jacinto de agua y su interaccion con N. eichhorniae.



OBJETIVOS

1. Realizar un catastro en areas infestadas con el jacinto de agua para identificar,
seleccionar y evaluar hongos patégenos con potencial para su control.
2. Evaluar la aspersion de hongos patégenos en combinacion con Neochetina

eichhorniae como un método para diseminar su infeccién en el jacinto de agua.



REVISION DE LITERATURA

El jacinto de agua (E. crassipes (Mart.) Solms) es una planta acuatica y perenne
perteneciente a la familia Pontederiaceae. Esta planta tiene la capacidad de
reproducirse rapidamente, lo cual le permite duplicarse a los 12 o 15 dias (Penfound y
Earl, 1948). En climas tropicales, su ciclo se reduce duplicando su poblaciéon cada
siete dias con una productividad anual que fluctua entre 930 y 2,900 toneladas por acre
(Lareo, 1981). Su rapida reproduccién ha provocado grandes infestaciones en los
cuerpos de agua de Asia, Africa, Estados Unidos, India, y otros paises causando
pérdidas econdmicas que exceden los 100 millones de délares (Holm et al., 1977). Por
ejemplo, en EE UU, se estima que el manejo de las malezas, en general, implica un
gasto econdmico de mas de 15 billones de ddlares anuales (Bridges, 1994).
Actualmente los costos anuales para el manejo del jacinto de agua estan en un rango
de $500,000 en California y se han reportado pérdidas de $43 millones de doélares en el
estado de la Florida en el intento por controlar el jacinto y la lechuga de agua, Pistia
stratiotes (Schmitz et al., 1993; Mullin et al., 2000).

El manejo del jacinto de agua se hace a través de la combinacion de practicas
culturales y quimicas. EI control quimico es una tactica de supresion de malezas muy
importante cuando ocurre infestacibn o cuando los niveles endémicos de las
poblaciones sobrepasan los niveles de dafio economico (Chokar y Balyan, 1999).
Algunos herbicidas como el 2,4-D, dalapon, diquat, glifosato, sulfato de cobre, entre
otros, se han utilizado por afos para controlar el jacinto de agua y otras malezas
acuaticas (Singh y Muller, 1979). Los herbicidas se utilizan por su rapida accion y la

facilidad de aplicacion y manejo, sin embargo pueden causar problemas ambientales
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tales como: la contaminacion del suelo y agua (Zimdahl y Clark, 1982). Ademas existe
una preocupacion por el uso indiscriminado de herbicidas ya que causan la reduccion
en la biodiversidad ecoldgica y la contaminacién por la exposicién directa o indirecta a
residuos de estos componentes. También causan efectos adversos a la salud humana
y a la vida silvestre en los lugares de aplicacion y en los ecosistemas distantes (Abdalla
y Lobby, 1987; Hoar et al., 1986; Potter et al., 1990). Otro aspecto del uso de
herbicidas es que puede ocurrir una re-infestacion en los sitios tratados, a través de la
germinacion de semillas y plantas que escapan de la aplicacién las cuales pueden
desarrollarse mas rapido aprovechando la ausencia de los enemigos naturales. El uso
de estos quimicos causa un efecto adverso sobre los enemigos naturales de las
malezas y/o aquellos agentes seleccionados para el control bioldgico. Por ejemplo, en
Africa del Sur, el control del jacinto de agua depende de aplicaciones de herbicidas, y
esta practica suele ser antagonista para el control bioldégico por varias razones. Las
altas aplicaciones de herbicidas, especialmente aquellos que contienen altos niveles de
surfactantes, causan la muerte de los enemigos naturales de esta planta. Un ejemplo
lo es el picudo N. eichhorniae, el cual se utiliza como control biolégico del jacinto de
agua. Este insecto es resistente a las altas aplicaciones de herbicidas. Sin embargo,
los herbicidas que contienen diquat como ingrediente activo, resultan toxico para este
insecto (Ueckermann y Hill, 2000).

La utilizacion de quimicos puede provocar el desarrollo de resistencia en
muchas malezas (Holt, 1994). La resistencia es la habilidad de un biotipo de sobrevivir
a la aplicacion de un herbicida al cual la especie es normalmente susceptible (Le

Baron, 1987). EIl primer caso de resistencia a un herbicida (triazina) se report6 en la
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maleza Senecia vulgaris en el 1970 (Ryan, 1970). Durante los ultimos afos se han
reportado numerosos casos de resistencia en malezas. Por ejemplo, en Estados
Unidos, Canada, Europa, Israel y Japon se han reportado 55 especies de plantas (40
de hoja ancha y 15 gramineas) resistentes a las triazinas y 11 especies resistentes al
paraquat (Holt y Lebaron, 1990).

El control mecanico también se ha utilizado para tratar de minimizar los efectos
de esta planta, pero solo resulta util en reducir pequefnas infestaciones y/o para el
mantenimiento de canales. Este método resulta muy costoso y al igual que el control
quimico, existe una probabilidad de que ocurra una re-infestacidon a partir de
fragmentos de plantas y semillas que persisten en el agua. Por esta razon es que
surge la necesidad de desarrollar otros métodos y estrategias alternas que ayuden al
control y manejo de las malezas.

Una alternativa viable y que ha sido estudiado por afios, es el control biolégico
(TeBeest, 1991; Rosskopf et al., 1999). El control biolégico de malezas es la utilizacion
planificada de insectos, microorganismos patdégenos que puedan reducir el vigor y la
capacidad reproductiva de estas plantas (DeLoach, 1997). Algunas de las ventajas de
este método es que no contamina el ambiente y puede ser altamente especifico contra
la planta que se quiere controlar. En el aspecto economico, al iniciar un nuevo
proyecto se requiere una inversion relativamente alta, sin embargo, a mediano y largo
plazo, la relacion beneficio-costo llega a ser altamente exitosa (Chippendale, 1995;
Cullen y Whitten, 1995).

Los primeros trabajos realizados en el control de malezas acuaticas se

reportaron en el aflo 1962 en Argentina. Este estudio se inicié con la busqueda de
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agentes potenciales para controlar la yerba caiman Alternanthera philoxeroides
(Amaranthaceae) y el jacinto de agua. La yerba caiman se comenzo a controlar con el
la pulga de la yerba caiman, Agasicles hygrophila Selman y Vogt (Coleoptera:
Chrysomelidae), que fue liberado en el norte de la Florida en 1965. Tres afos después
de la liberacién de este escarabajo, se suspendieron las aplicaciones de herbicidas ya
que se observd un excelente control de esta maleza (Medal y Norambuena, 2002).
Este hallazgo provocd que otros investigadores se dieran a la tarea de buscar mas
agentes con potencial para el control de malezas.

Desde la década del 70, se han realizado numerosas investigaciones que
reportan una gran cantidad de hongos afectando las plantas de jacinto en distintas
partes del mundo. Por ejemplo, en 1970 se describié por primera vez al hongo A.
eichhorniae y se relacion6 con el dafio al jacinto de agua y su potencial en biocontrol
(Raj y Ponnappa, 1970). La utilizacion de hongos patdgenos para el control de
malezas es relativamente un concepto nuevo, comparado con el uso de insectos, sin
embargo se presenta como una alternativa potencial de control (Charudattan, 1986). El
uso de patogenos ofrece una especificidad en control, seguridad al ambiente, evita el
desarrollo de biotipos por la resistencia a herbicidas y su elaboracion es menos costosa
en comparacion con la de los quimicos (Charudattan, 1990).

Algunos investigadores han identificado  varios hongos, ascomicetos y
deuteromicetos atacando el jacinto de agua. Entre estos se mencionan: Alternaria
eichhorniae Nag Raj y Ponnappa, Alternaria alternata (Fr.), Acremonium zonatum
(Saw.) Gams, Cercospora piaropi Tharp, Cercospora rodmanii Conway, Myrothecium

roridum Tode ex Fr., Rhizoctonia solani Kuhn, y Uredo eichhorniae Gonz Frag. y Cif.
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(Charudattan et al. 1985). Estos hongos han demostrado su capacidad para disminuir
la biomasa del jacinto de agua, y en algunas ocasiones han causado una disminucion
substancial en la poblacion de esta planta.

En 1975, se aislaron 13 hongos de plantas de jacinto de agua y se encontré que
A. eichhorniae, M. roridum y R. solani fueron patogénicos al jacinto (Rakvidhyasastra y
Visarathnonth, 1975). Freeman (1977), encontré que A. zonatum, Bipolaris stenospila
Drechs., C. rodmanii, Rhizoctonia spp. y U. eichhorniae fueron patogénicos al jacinto de
agua.

Otro estudio realizado en Egipto en el 1980, evalué la capacidad de infeccion de
algunos hongos del filo Ascomicetos contra el jacinto de agua. Se encontré6 que
Alternaria grises Szilvinyi fué altamente viruleto al jacinto de agua mientras que, A.
alternata, Alternaria humicola Oudem., Cladosporium cladosporoides (Fresen) de Vries
y Cladosporium herbarum (Pers) Link ex Fr., fueron poco virulentos, induciendo
pequefas lesiones foliares de color marron y amarillas (Mansour et al., 1980). En
Sudan, se encontr6 Phoma sorghina (Sacc.) Boerema, Dornbosch y Van Kesteren
causando lesiones foliares en el jacinto de agua, desde siete a 10 dias después de la
inoculacion (Abdel-Rahim, 1984). También se estudid el efecto de varios hongos y
bacterias en plantas de jacinto de agua y se encontraron que los siguientes fueron
patogénicos: A. zonatum, Drechslera specifera (Bain) v. Arx, Fusarium equiseti (Corda)
Sacc., P. sorghina y Bacillus sp. (Abdel-Rahim y Tawfig, 1984). Galbraith (1987?) aislo
33 especies de hongos de plantas de jacinto de agua y entre estos se identificod los
patégenos: C. piaropi, A. zonatum y Fusarium sp. Este también observé una mayor

diversidad de hongos en plantas atacadas por N. eichhorniae y S. albiguttalis.
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Investigadores en Egipto reportaron el género Alternaria como uno con potencial
para el control bioldgico del jacinto de agua (Elwakil et al., 1989; Shabana et al., 1995).
Shabana y colaboradores (2001a) encontraron que A. alternata era capaz de causar
dafos severos hasta llegar a suprimir la maleza. También los aislados identificadas
como A. eichhorniae y A. alternata se evaluaron entre si, confirmando que A.
eichhorniae fue la especie mas virulenta.

Barreto y Evans (1996) aislaron 70 hongos y bacterias de plantas de jacinto de
agua, y soélo 15 de estos aislados resultaron altamente virulentos a la planta. En otros
estudios los patogenos A. zonatum, A. eichhorniae. C. piaropi y C. rodmanii
demostraron ser altamente efectivos controlando el jacinto de agua bajo condiciones
experimentales (Martyn y Freeman, 1978; Charudattan et al., 1985; Shabana et al.,
1995).

Ademas de los hongos patdégenos se han estudiado insectos con alto potencial
para controlar el jacinto de agua. Los insectos que han resultado mas exitosos en el
control biologico del jacinto de agua son: Neochetina bruchi Hustache, y N. eichhorniae
Warner, Niphograpta albiguttalis (Warren) y O. terebrantis (Harley, 1990; Julien, 1992;
Julien, 2000). Estos insectos son coledpteros pertenecientes a la familia Curculionidae.
Los picudos son nativos de Argentina, y fueron liberados en Florida en el afio 1972 y
1974, respectivamente. El adulto de Neochetina eichhorniae es de color gris con un
moteado de color brown oscuro y tiene 3.2 mm de longitud (Center, 1994).

El uso de estas especies se ha convertido en la estrategia mas utilizada para reducir la
infestacion de esta planta en el sur de los Estados Unidos, Africa y otros paises

(Charudattan, 1996; Charudattan, 2002; Limon, 1984). Por ejemplo, en el Lago Victoria
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en Kenya, luego de cuatro afios de haber introducido especies de Neochetina, se
redujo un 75% del volumen de la poblacion del jacinto de agua (Center et al., 2002).
Otros resultados similares se obtuvieron en los lagos del Rio Sepic en Nueva Guinea y
México, donde tres afios después de la introduccion de Neochetina, se redujo un 62%
del jacinto de agua (7,724 cuerdas) (Julien y Orapa, 1999; Center et al., 2002). En la
Florida, el efecto combinado de estos insectos causé una reduccién en el crecimiento
del jacinto de agua. Las plantas atacadas por los insectos durante su crecimiento,
mostraron ser mas susceptibles a las bajas temperaturas en el invierno y a las
infecciones de hongos (Center et al., 1997).

Otro grupo de agentes de control que se estan estudiado lo componen especies
de insectos recientemente liberadas: Eccritotarsus catarinensis, Xubida infusellus,
Cornops aquaticum, Bellura densa y Thrypticus spp. (Charudattan, 2001). En Australia
en el 1981 se liberd X. infusellus sin ningun éxito, sin embargo, en 1996 se volvio a
introducir en esta region y en Papua Nueva Guinea, donde persistio por algunos afos
pero sin aparente impacto sobre las plantas de jacinto de agua (Julien y Stanley, 1999).
Bellura densa fue rechazado como control biolégico porque se encontré que causaba
dafios a la yautia, Colocasia esculenta (L.) Schott. (Center y Hill, 1999). Actualmente
en Africa se realizan estudios con C. aquaticum para determinar su rango de
hospederos (Oberholzer y Hill 2001). Varias especies de Thrypticus han sido
estudiadas en Argentina para evaluar su posible impacto en esta maleza (Cordo,
1999). Este género no se habia estudiado dado a su amplio rango hospedero, pero en
estudios recientes realizados en Argentina se encontraron algunas especies con alto

grado de especificidad al jacinto de agua.
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Existen pocas investigaciones disefiadas con el propdsito de estudiar la posible
interaccién entre especies de Neochetina y las enfermedades causadas por patégenos.
Sin embargo, algunos investigadores sugieren que el uso combinado de dos agentes
bioldgicos puede causar un dafio mayor en las plantas de jacinto de agua. Ademas el
uso de insectos puede facilitar la infeccidn causada por patégenos (Phiri et al., 2001).
Freeman (1978), sugiere que para obtener un buen control del jacinto de agua, se
puede utilizar C. rodmanii solo, o en combinacién con otros patdégenos y/o insectos.
Charudattan et al. (1978) realizaron un catastro de hongos y bacterias en plantas de
jacinto de agua contaminadas con N. eichhorniae y O. terebrantis. Sin embargo, no
encontraron relacién entre los microorganismos aislados en las plantas infectadas y las
no infectadas con N. eichhorniae y O. terebrantis. Entre los géneros de hongos
aislados encontraron: Acremonium zonatum, Cercospora, Alternaria, Cladosporium,
Helminthosporium, Fusarium, Nigrospora, Periconia, Pestalotia, Trichoderma,
Curvularia y Macrophoma. Acremonium zonatum fue el patégeno mas virulento.
Ademas encontraron que la combinacion de N. eichhorniae y O. terebrantis con A.

zonatum, resulté en un excelente biocontrol de la maleza.
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MATERIALES Y METODOS

La identificacion de los patégenos y las pruebas de patogenicidad in vitro se
realizaron el en el Laboratorio de Fitopatologia del Departamento de Proteccién de
Cultivos del Recinto Universitario de Mayaguez (RUM), ubicado en el Edificio Pifero.
Los experimentos de invernadero se realizaron en la finca del mismo Recinto.

1. Catastro e identificacion de patdégenos

Durante el periodo de septiembre de 2002 hasta agosto de 2003 se realizaron
tres muestreos en las siguientes localidades de Puerto Rico: Lago Dos Bocas (Utuado),
Lago Guayabal (Villalba), Lago Carraizo (Trujillo Alto) y el Cafio Majagual (Mayaguez).
Las muestras en el Lago Carraizo y el Cafio Majagual se realizaron entre septiembre y
diciembre de 2002, y en Utuado y Villalba entre febrero y marzo de 2003. Ademas
entre junio y agosto de 2003 se realiz6 un muestreo en cada localidad.

En cada muestreo se recogieron diez plantas de jacinto con lesiones necréticas
caracteristicas de enfermedades causadas por hongos. Las plantas se recogieron en
bolsas plasticas dentro de una nevera portatil con hielo y fueron transportadas al
laboratorio. Las muestras se identificaron por localidad y se documenté la morfologia
de las lesiones mediante fotografias y descripciones. De cada muestra se realizaron
cinco cortes, del margen de las lesiones, de aproximadamente 2 mm. Las secciones
de tejidos se desinfectaron superficialmente utilizando alcohol etilico al 70%, hipoclorito
de sodio al 0.05% y finalmente con agua destilada estéril (todos los tratamientos por un
minuto cada uno). Estos se transfirieron al medio de cultivo de agar de papa y

dextrosa acidulado (PDA ac) y/o agar de agua (WA). Los platos petri se incubaron a

28°C. Luego de tres a cinco dias de incubacion se documentd la presencia y/o
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ausencia de hongos y se purificaron las colonias transfiriéndolas a nuevos platos petri,
conteniendo los medios de cultivo correspondientes. Los diferentes asilados fueron
identificados segun su morfologia, utilizando descripciones macroscédpicas,
microscopicas y claves taxondmicas (Barnett y Hunter, 1998; Hanlin, 1997).

2. Pruebas de patogenicidad in vitro

Se realizaron pruebas de patogenicidad en hojas sanas de jacinto de agua con
el propdsito de evaluar y confirmar el potencial patogénico de los aislados de Alternaria
sp., G. cingulata y M. roridum. Las hojas fueron colectadas de plantas de jacinto de
agua, crecidas en piscinas bajo condiciones de invernadero. Estas se mantuvieron con
una solucién de abono 20-20-20, aplicado cada dos semanas. Se seleccionaron 10
placas del cultivo puro de cada uno de estos aislados y con una espatula estéril se
removid el micelio y las conidias transfiriéndolos a frascos conteniendo 50 ml de agua
destilada estéril. Para lograr una suspension de las conidias se afiadieron dos gotas
de Tween 20 (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) en cada frasco. La concentracién
de conidias se ajustd a 10° conidias/ml utilizando un hemacitémetro (Shabana et al.,
2001b).

Se desinfectaron superficialmente ocho hojas de jacinto de agua segun descrito
anteriormente. Los peciolos de las hojas se colocaron en tubos de ensayo con agua
destilada estéril. Se colocé parafina para evitar la pérdida de agua. Las hojas se
colocaron sobre placas petri (150 x 15 mm), dentro de una caja plastica (85 x 40cm)
tapada. Se evaluaron cuatro tratamientos, cada uno con ocho replicaciones. Cada

tratamiento se evalué de forma individual para determinar la patogenicidad de cada
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aislado. Las hojas se inocularon con 1.5 ml de la suspension de conidias, utilizando un
atomizador manual. El control consistié de agua destilada estéril.

La incidencia de enfermedad fue evaluada de acuerdo al porcentaje de hojas
con lesiones durante cuatro semanas correspondientes a los 7, 14, 21 y 28 dias
después de la inoculacion (DDI). La severidad de la enfermedad se determiné
evaluando el desarrollo de lesiones por hoja, causado por cada patégeno. Se
promedio el total de lesiones por cada hoja individual para determinar la severidad de
dafio por hoja (Walker, 2000; Freeman y Charudattan, 1984). Para comprobar la
patogenicidad de los aislados se realizaron aislaciones de los tejidos infectados,

siguiendo el procedimiento antes descrito, hasta completar los postulados de Koch.

3. Diseminacién de hongos patdégenos por Neochetina eichhorniae bajo
condiciones de invernadero.

Se realizd6 un experimento para evaluar la dispersion de Alternaria sp., M.
roridum y G. cingulata por N. eichhorniae. Luego se realizé un segundo experimento,
para evaluar la combinacion de los hongos con N. eichhorniae bajo condiciones de
invernadero.

Experimento |

El primer experimento se inicio el 14 de julio de 2005 utilizando plantas jévenes
de jacinto de agua crecidas bajo condiciones de invernadero. Estas se desinfectaron
de forma similar al ensayo in vitro y se colocaron en envases plasticos (30 x 40 cm.)
con capacidad para 2.5 galones de agua. Cada envase comprendia una parcela
experimental que contenia tres plantas de jacinto de agua con 6 a 8 hojas y una altura

promedio de 15 cm.
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Se utilizdé un disefio completamente aleatorizado con ocho tratamientos y cuatro
réplicas. Los tratamientos fueron: T1: Alternaria sp. (A); T2: G. cingulata (Gc); T3: M.
roridum (Mr); T4: N. eichhorniae + Alternaria sp.; T5: N. eichhorniae + G. cingulata; T6:
N. eichhorniae + M. roridum; T7: N. eichhorniae solo y T8: Control Absoluto.

Se utilizaron un total de 60 adultos de N. eichhorniae, colectados de viveros del
Programa de Control Biolégico de Malezas de la Subestacién Experimental de Isabela
dirigido por el Profesor Edwin Abreu. Estos se mantuvieron en bandejas plasticas con
tapas y se alimentaron con hojas jovenes de plantas de jacinto de agua. Los picudos
fueron desinfectados con una solucién de hipoclorito de sodio al 0.25%, por un minuto y
enjuagados con agua destilada estéril. Los insectos se colocaron en placas petri
conteniendo el cultivo de cada hongo, por 30 min. para permitir que el insecto se
impregnara del micelio y las conidias de los patégenos bajo evaluacion (Charudattan et
al. 1978) Luego de 30 minutos, se colocaron cinco insectos por bandeja tratada. La
preparacion e inoculacién de los hongos se realizé de forma similar al ensayo in vitro,
asperjando 5 ml de la suspensidn de conidias para cada aislado. El tratamiento
inoculado con N. eichorniae solo, consistid de insectos que caminaron sobre una placa
de PDA, por 30 min. EIl tratamiento de control absoluto se asperjé con agua destilada
estéril. Los envases plasticos se cubrieron con un mosquitero para evitar la salida del
insecto.

La incidencia de enfermedad fue evaluada segun el porcentaje de hojas con
lesiones de hongos, durante las siguientes cuatro semanas (7, 14, 21 y 28 DDI). El
porcentaje de hojas con dafo se determiné basado en el numero de hojas infestadas

por el numero total de hojas presentes (total de hojas con lesiones/total de hojas x
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100). La severidad de la enfermedad se determiné basada en el promedio del total de
lesiones por cada hoja individual, segun descrito anteriormente.

Experimento Il

El segundo experimento se realizd para comparar la combinacién de los hongos
patégenos con y sin el picudo N. eichhorniae. Las aspersiones correspondientes a
tratamientos de hongos sin Neochetina se asperjaron con la suspension de conidias de
forma similar al primer experimento. Los tratamientos inoculados con Neochetina se
asperjaron primero con una suspension de conidias de los hongos bajo evaluacion
seguido de la liberacion de los insectos. Se tomaron datos de incidencia de
enfermedad y severidad de dafio segun fue descrito anteriormente.

4. Andlisis Estadistico.

Los datos de las pruebas de patogenicidad in vitro se analizaron mediante
pruebas no paramétricas. Los datos de las pruebas en invernadero se analizaron
mediante analisis de varianza segun el programa Infostat version 2.0 (DiRienzo et al.,
2002) y la prueba de diferencias minimas significativas (DMS) a la probabilidad de 5%

(P = 0.05).
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RESULTADOS

1. Catastro e identificacion de patdogenos

Se obtuvieron un total de 154 aislados de hongos asociados a plantas de jacinto
de agua de cuatro localidades muestreadas (Cuadro 1). Del total de hongos, se
identificaron 73 aislados y los 81 restantes, fueron clasificados como desconocidos, ya
que no produjeron estructuras de reproduccion que facilitaran su identificacion. Las
plantas colectadas en el Lago Carraizo en Trujillo Alto, mostraron el mayor numero de
hongos aislados (64%), mientras que el Lago Guayabal en Villalba presentd el menor
numero de hongos (25%).

Se aislaron 16 géneros de hongos diferentes, basado en sus descripciones
microscopicas y aspectos morfologicos (Cuadro 2). La mayoria de los hongos
identificados son patogenos de plantas y son principalmente Ascomycetes. El género
mas frecuente en plantas colectadas en las cuatro localidades fue Curvularia,
representado por un 12.3% del total. Este se encontré asociado a lesiones foliares,
necréticas que no representaban dafno severo en las plantas. Las colonias de
Curvularia spp. crecidas en medio de PDA ac. mostraron micelio marrén oscuro, y se
identificaron por sus conidiéforos simples con conidias oscuras y una célula terminal
hialina.

Otro género relativamente frecuente fue Colletotrichum, que predominé en las
localidades de los Lagos Carraizo, Guayabal y el Cafo Majagual. Este fue aislado con
una frecuencia de 11.0%. De este género se identificaron tres especies: C.
gloesporioides (5.2%), C. graminicola (1.3%) y Colletotrichum spp. (4.5%). Se

observaron ambas fases de su ciclo de vida, su estado anamorfo (Colletotrichum
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Cuadro 1. Numero y porcentaje de colonias aisladas del jacinto de agua E.
crassipes en cuatro localidades de Puerto Rico.

Localidad Colonias aisladas

Identificadas (%) Desconocidos (%) Total (%)
'Lago Carraizo 28 (44) 36 (56) 64 (42)
'Cafo Majagual 22 (56) 17 (44) 39 (25)
?Lago Dos Bocas 11 (42) 15 (58) 26 (17)
*Lago Guayabal 12 (48) 13 (52) 25 (16)
Total 73 (47) 81 (53) 154 (100)

" Muestreos realizados entre septiembre y diciembre de 2002.
2 Muestreos realizados entre febrero y marzo de 2003.
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Cuadro 2. Diversidad de hongos presentes en plantas de jacinto de agua
en cuatro localidades de Puerto Rico.

Género Aislados (%) ‘Localidad
Alternaria sp. 4 2.6 C
Aspergillus sp. 1 0.6 D
Cladosporium sp. 1 0.6 A
Colletotrichum spp. 7 4.5 ACD
C. gloesporioides / Glomerella cingulata 8 52 ACD
C. graminicola 2 1.3 D
Curvularia spp. 19 12.3 ABCD
Fusarium oxysporum 2 1.3 BD
Fusarium solani 1 0.6 B
Lepthosphaerulina crassiasca 3 2.0 A
Mucor/Rhizopus 3 2.0 AC
Myrothecium roridum 2 1.3 D
Nectria spp. 2 1.3 A
Nigrospora spp. 9 6.0 ABD
Penicillium sp 1 0.6 B
Pestalotia sp. 1 0.6 A
Phomopsis spp. 2 1.3 B
Verticillium spp. 5 3.2 ACD
Desconocidos 2 81 52.6 ABCD

Total 154 100

" Estaciones de muestreo: A= Lago Carraizo, B= Lago Dos Bocas, C= Lago Guayabal y D= Cafio Majagual.
2 Colonias que no produjeron estructuras reproductivas para su identificacion.
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gloesporioides) y su estado telomorfo (Glomerella cingulata).

Nigrospora fue aislado con una frecuencia de 6.0%, encontrandose en tres
localidades, exceptuando el Lago Guayabal en Villalba. Este género, caracterizado por
ser un saprofito, se observd con frecuencia en plantas que mostraban varios tipos de
sintomas y se encontré asociado a dos o mas patdégenos. Se identificdé por sus
conidiéforos simples y cortos con conidias oscuras unicelulares. Nigrospora desarrollé
un micelio crema mostrando manchas negras en la parte posterior de la placa.

Las lesiones que causaron Alternaria sp., G. cingulata y M. roridum mostraron ser
mas severas en comparacion con los otros hongos, aunque no fueron aislados con
mucha frecuencia. Alternaria sp. presentd lesiones foliares necréticas, de formas
irregulares, formando halo clorético. Sus conidias muriformes, formadas en cadenas o
solitarias, fueron de color marrén palido, arregladas en un conidiéforo oscuro,
mayormente simple. Las conidias fueron ovoides y multicelulares, con septos
transversales y oblicuos (Fig. 3-A). Su crecimiento en PDA ac. mostréo un micelio
abundante gris oscuro (Fig. 3-B).

El género de Colletotrichum se observé causando daino foliar, representado por
lesiones necroticas circulares de color marrén oscuro. En la fase asexual se observo
un micelio poco algodonoso de color blanco, con un exudado de color anaranjado
donde se encontraron las conidias hialinas de formas cilindricas. La fase sexual, G.
cingulata, se caracterizo por la formacion de peritecios de color marron oscuros y
ascosporas truncadas y elipsoidales, hialinas. La Figura 3-C muestra un peritecio de
G. cingulata con ascas clavadas conteniendo las ascosporas. La Figura 3-D presenta

los peritecios sobre el tejido foliar del jacinto de agua.
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Figura 3. Estructuras reproductivas y cultivos puros de hongos patégenos
aislados de plantas de jacinto de agua. A) Conidias de Alternaria sp.; B)
Crecimiento de Alternaria sp. en PDA ac. C) Peritecio y ascas de
Glomerella cingulata; D) Peritecios de G. cingulata sobre el tejido foliar; E)
Conidias de Myrothecium roridum y F) Crecimiento de Myrothecium
roridum en PDA ac.
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Myrothecium roridum mostro lesiones necréticas marron oscuro y de forma
oblongada. Las conidias pequefias, pigmentadas, unicelulares y ovoides, se
observaron arregladas en la parte terminal de un esporodoquio subhialino (Fig. 3-E).
En PDA ac. produjo un micelio blanco con un exudado negro donde se observo
abundante esporulacién (Fig. 3-F). Los géneros de hongos restantes fueron aislados
con porcentajes relativamente bajos (< 4.0). Estos en su mayoria correspondieron a
géneros saprofitos, parasiticos y/o patégenos débiles. Ademas estos hongos no
presentaron dafios severos en comparacion con los mencionados anteriormente.

2. Pruebas de patogenicidad in vitro

Basado en la informacion de la literatura y los hallazgos del catastro, se
seleccionaron los siguientes hongos patdgenos con potencial para el control del jacinto
de agua: Alternaria sp., M. roridum y G. cingulata.

Las pruebas de patogenicidad in vitro confirmaron que Alternaria sp., M. roridum y
G. cingulata causaron lesiones foliares en plantas sanas de jacinto de agua, lo cual
confirmd la patogenicidad de los tres aislados. Alternaria sp. causoé las lesiones de
mayor tamafio en las hojas evaluadas. Este aislado produjo lesiones foliares
necroticas de forma irregular con un halo clorético, de 2 a 4 mm de longitud (Fig. 4-A).
La aparicion de sintomas para Alternaria sp. ocurrid6 nueve dias después de la
inoculacién (DDI). Las hojas inoculadas con G. cingulata presentaron lesiones
necroticas de 0.5 a 1.5 mm de longitud luego de tres DDI (Fig.4-B). Myrothecium
roridum produjo lesiones necréticas de 1.5 a 2 mm de longitud, de forma circular y con

margenes marron oscuro. Ademas, M. roridum presenté lesiones rodeadas de un
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Figura 4. Pruebas de patogenicidad in vitro en hojas de jacinto de agua.
A) Lesiones causadas por Alternaria sp.; B) Lesiones causadas por
G. cingulata; C) Lesiones causadas por M. roridum y D) Control.
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micelio algodonoso blanco con un exudado oscuro que contenia las conidias (Fig. 4-C).
Los sintomas se desarrollaron cinco DDI. En la evaluacion de los tres patdgenos, en
algunos casos se observé marchitez en las hojas debido a la pérdida de agua y esto
dificultdé la recoleccion de datos. Las hojas del control mostraron sintomas de
marchitez y se observaron algunas lesiones foliares rodeadas por micelio blanco a los
28 DDI (Fig. 4-D).

El Cuadro 3 presenta la incidencia y la severidad de la enfermedad causada por
Alternaria sp., G. cingulata y M. roridum, a los 14 y 28 DDI. Se observo un aumento en
la incidencia de la enfermedad en todos los tratamientos hasta alcanzar mas del 80%
de incidencia. La incidencia de enfermedad causada por G. cingulata fue mayor a la de
M. roridum y Alternaria sp. a los 14 y 28 DDI.

La severidad de la enfermedad aument6 de forma progresiva para los diferentes
tiempos de incubacion (Cuadro 3). La severidad de la enfermedad fue mayor para M.
roridum seguido de G. cingulata 14 DDI. Sin embargo, a los 28 DDI ambos
tratamientos obtuvieron igual severidad de la enfermedad, alcanzando un 100%. La
severidad de la enfermedad fue menor en plantas inoculadas con Alternaria sp. (42%)

en comparacion a los otros dos patogenos (Fig. 5-A, By C).
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Cuadro 3. Incidencia y severidad de la enfermedad causada por hongos
patdgenos en hojas de jacinto de agua in vitro.

Incidencia de la Severidad de la
Hongos enfermedad enfermedad ®
14 DDI * 28 DDI 14 DDI 28 DDI

Alternaria sp. 82 88 13 42
Glomerella cingulata 94 94 28 100
Myrothecium roridum 82 88 65 100
Control 0 19 1 4
(P=0.05) * 0.14 0.14 0.01 0.03

' Basado en el porcentaje de hojas con lesiones.

% DDI= Dias después de la inoculacion de los hongos.

® Basado en el promedio de lesiones por hoja.

* Diferencias significativas mediante andlisis no paramétrico.
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Figura 5. Severidad de la enfermedad a los 14 y 28 DDI, causada por: A)
Alternaria sp.; B) G. cingulatay C) M. roridum en un ensayo in vitro.



32

3. Diseminacion de hongos patdogenos por Neochetina eichhorniae bajo
condiciones de invernadero.

Experimento |

Se observo una tendencia de mayor incidencia de enfermedad con la aspersion
de hongos solos en comparacion con la inoculacion de Neochetina (Cuadro 4). La
inoculacién de G. cingulata mediante aspersion resultd en mejor incidencia de la
enfermedad que la inoculacion de cualquiera de los tres patégenos con Neochetina a
los 14 DDI. No hubo diferencias significativas en la incidencia de enfermedad entre los
tres patégenos inoculados con cualquiera de los dos métodos, a los 14 y 28 DDI. Sin
embargo, se observaron diferencias en relacion al control con la aspersion de los tres
patdgenos, a los 14 y 28 DDI. La aspersion de M. roridum resultdé en una mayor
incidencia de la enfermedad que la inoculacion de los tres patdgenos y la inoculacién
con Neochetina, luego de 28 DDI. Alternaria sp. y G. cingulata no tuvieron diferencias
en incidencia de enfermedad a los 28 DDI. Los tratamientos inoculados con
Neochetina no fueron significativamente diferentes del control tratado con Neochetina
durante los 14 y 28 DDI.

No se observaron diferencias significativas en la severidad de la enfermedad
entre los tres patdgenos a cualquiera de los dos tiempos de inoculaciéon (Cuadro 5). La
aspersion de G. cingulata y M. roridum mostraron diferencias significativas en relacién
al control para ambos tiempos de inoculacion. La severidad de la enfermedad causada
por la aspersion de G. cingulata, fue mayor que el dafio causado por la inoculacién de
los tres patdgenos con Neochetina a los 14 DDI (Fig. 6-A y B). Sin embargo a los 28
DDI, la severidad de la enfermedad fue mayor con la aspersion de M. roridum que con

cualquiera de los tres hongos en combinacion con Neochetina. Los tratamientos
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Cuadro 4. Incidenciay severidad de la enfermedad causada por hongos patégenos inoculados por
aspersion y con Neochetina eichhorniae en invernadero (Exp 1).

Incidencia de la enfermedad * Severidad de la enfermedad *

14 DDI ® 28 DDI 14 DDI 28 DDI
Tratamientos Aspersion Con Ne® Aspersion Con Ne Aspersion Con Ne Aspersion Con Ne
Alternaria sp. 6.3 abc* 0.0 c 10.2 ab 5.9 bc 2.8 abc 00c 7.3 abc 5.5bc
G. cingulata 10.7 a 3.3 bc 10.4 ab 6.2 bc 50a 2.0 abc 9.0 ab 5.0 bc
M. roridum 6.8 ab 2.6 bc 12.0 a 5.9 bc 4.0 ab 1.5 bc 11.3a 4.8 bc
Control 00 c 0.0 ¢ 50 ¢ 29 ¢ 0.0c 0.0c 38 ¢ 30c

"Valores representan el porcentaje de hojas con lesiones de hongos (Hojas con dafio/ Total de hojas x 100).

2 Basado en el promedio de lesiones por hoja.

3 DDI= dias después de la inoculacion de los hongos.

* Promedios en y entre columnas con letras distintas indican diferencias significativas de acuerdo a la prueba de DMS.
5 N. eichhorniae se colocé sobre una placa con cada hongo por 30 min
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inoculados con Neochetina no mostraron diferencias significativas en relacion al
control.

Experimento I

El cuadro 5 muestra la incidencia y severidad de la enfermedad causada
por los tres patdégenos inoculados por aspersion sin y con Neochetina. Se
observo una tendencia de mayor incidencia de enfermedad en la aspersion de
los hongos sin Neochetina. Glomerella cingulata causé mayor incidencia de la
enfermedad cuando se asperjé solo, que combinado con Neochetina a los 14
DDI. La incidencia de la enfermedad para los tres patdgenos sin Neochetina
mostré diferencias significativas en relacién al control. La inoculacién de M.
roridum fue similar a la inoculacién con Neochetina a los 14 DDI. A esta misma
fecha, M. roridum con Neochetina mostré diferencias significativas en relacion al
control. A los 28 DDI la incidencia de la enfermedad fue mayor para la aspersion
de G. cingulata que la combinacién con Neochetina. Los tres patdgenos sin
Neochetina no mostraron diferencias entre si, pero se observaron diferencias
con respecto al control. Myrothecium roridum y Alternaria sp. no mostraron
diferencias en incidencia de enfermedad para ambos métodos de inoculacién
durante esta fecha. La incidencia de la enfermedad para todos los tratamientos
fue mayor que el control no tratado y el control con Neochetina a los 28 DDI.

No se observaron diferencias significativas en la severidad de la

enfermedad para cualquiera de los tres hongos asperjados sin Neochetina.
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Figura 6. Severidad de la enfermedad en plantas de jacinto de agua a
los 14 y 28 DDI: A) Asperjadas con G. cingulatay B) inoculadas con
Neochetinay G. cingulata en invernadero 14y 28 DDI.
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Cuadro 5. Incidenciay severidad de la enfermedad causada por hongos patégenos inoculados por
aspersion sin y con Neochetina eichhorniae en invernadero (Exp. 2).

Incidencia de la enfermedad * Severidad de la enfermedad *
14 DDI 3 28 DDI 14 DDI 28 DDI
Tratamientos Sin Ne Con Ne® Sin Ne Con Ne Sin Ne Con Ne Sin Ne Con Ne
Alternaria sp. 242 ab* 19.0 bc 29.4 bc 18.7 bc 13.3 abc 13.0 bc 30.5 bc 17.0 bc
G. cingulata 32.3 a 18.6 bc 44.3 a 22.2 bc 31.0a 12.6 bc 61.0 a 21.3 bc
M. roridum 31.0 a 32.1 a 37.7 ab 31.1 abc 27.8 ab 29.3 ab 58.8 a 40.3 ab
Control 7.7 cC 74 c 85 d 83 d 53c 56¢c 83 ¢ 80c

Valores representan el porcentaje de hojas con lesiones de hongos (Hojas con dafio/ Total de hojas x 100).

2 Basado en el promedio de lesiones por hoja.

3 DDI= dias después de la inoculacién de los hongos.

* Promedios en y entre columnas con letras distintas indican diferencias significativas de acuerdo a la prueba de DMS.
5 N. eichhorniae se liberé luego de realizar una aspersion de los hongos.
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Sin embargo, la severidad de la enfermedad fue significativamente mayor en los
tratamientos de aspersién de G. cingulata solo en comparacion a tratamientos con
Neochetina a los 14 y 28 DDI. Los tres patdégenos asperjados solos, no mostraron
diferencias entre si a los 14 DDI. Sin embargo, G. cingulata y M. roridum mostraron
diferencias significativas con Alternaria sp., a los 28 DDI. La severidad de la
enfermedad para M. roridum con Neochetina fue significativamente diferente del control
a cualquiera de los dos tiempos de inoculacion. Se observd mayor niumero y desarrollo

de lesiones para los tratamientos con Neochetina en el segundo experimento (Fig. 7).
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Figura 7. Lesiones causadas por la aspersion de Myrothecium roridum con Neochetina

en hojas de jacinto de agua; A) experimento 1y B) experimento 2.
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DISCUSION

1. Catastro e identificacién de patégenos

Se aislaron e identificaron 16 géneros de hongos asociados al follaje del jacinto
de agua en su ambiente natural en cuatro lagos de Puerto Rico. Los hongos
identificados en este estudio, no han sido reportados en Puerto Rico para esta planta.
Sin embargo, se han aislado hongos del jacinto de agua en otras regiones del mundo
como: USA, Australia, Egipto, India, Malasia y Africa del Sur (Elwakil et al., 1989;
Shabana et al., 1995; El Morsy, 2004; Bardur-ud-Din, 1978; Aneja y Singh, 1989).

El Lago Carraizo y el Cafio Majagual mostraron la mayor cantidad de hongos
aislados lo cual podria estar relacionado a la época en que se realizaron los muestreos.
Los muestreos en estas dos localidades se realizaron en los meses mas lluviosos
(septiembre y diciembre), mientras que en el Lago Dos Bocas y el Lago de Villalba los
muestreos se realizaron durante el verano (febrero y marzo), la época mas seca. La
humedad en las distintas localidades podria tener alguna relacion con la cantidad de
hongos presentes en las plantas de jacinto de agua. Se recomienda realizar los
muestreos durante la misma época para cada localidad.

A pesar de gue no se evalud la patogenicidad de todos los hongos encontrados
en este estudio, en su mayoria son hongos fitopatdgenos pertenecientes a los
Ascomycetos. Se identificaron Curvularia spp. Colletotrichum spp. y Nigrospora spp.
con alta frecuencia. Los aislados de Curvularia y Nigrospora se encontraron en su
mayoria, asociados a diferentes lesiones en una misma planta, y a tejidos afectados
por acaros y picudos. Charudattan et al. (1978) observaron especies de Curvularia en

plantas de jacinto de agua, sin embargo no lo mencionaron como un patégeno con
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potencial para controlar esta maleza. Varias especies de Curvularia, se han reportado
con mucha frecuencia, causando lesiones foliares necréticas, aunque se considera un
patébgeno débil (Schwartz y Mohan, 1995). Nigrospora spp. es considerado
principalmente un saprofito o patégeno débil. En muchas ocasiones se encuentra
asociado a otros patégenos y a lesiones de insectos. Charudattan et al. (1978),
encontraron Nigrospora sphaerica (Sacc.) Mason, y Nigrospora oryzae (Berk. & Br.)
Petch en plantas afectadas por el acaro, Orthogalumna terebrantis y el picudo, N.
eichhorniae, sin embargo no encontraron ninguna relacién entre los insectos y las
especies de Nigropora. En este mismo estudio se evalué la patogenicidad de otros
hongos encontrados en plantas afectadas por O. terebrantis y N. eichhorniae y se
encontr6 poca patogenicidad de especies de Alternaria, Cladosporium, Nigrospora y
Pestalotia.

Los hongos de mayor interés para nuestro estudio fueron: Alternaria, M. roridum
y G. cingulata, encontrados causando dafio severos en las plantas de jacinto de agua.
El género de Alternaria es facil de reconocer por la morfologia de sus conidias
formadas en cadenas o solitarias, tipicamente ovoides, frecuentemente afilada, de color
marrén pdlido. Las conidias son multicelulares con septos transversales y oblicuos
(Rotem, 1994). Este género estd compuesto por mas de 50 especies en las cuales se
incluyen hospederos especificos y otros patdégenos no especificos (Shabana et al.,
1995). Algunas especies de Alternaria han sido reportadas causando dafios severos
en el cultivo de la cebolla (Schwartz y Mohan 1995). Fernandez, (2005) comprobd la
patogenicidad de Alternaria allii y Alternaria tenuissima en el cultivo de la cebolla en

predios experimentales y comerciales en la region sur de Puerto Rico. Este género
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incluye patdgenos que afectan cultivos de importancia econdmica, pero algunas
especies tienen limitado rango de hospedero. Por ejemplo, A. cassiae, A. crassa, A.
macrospora y A. eichhorniae se han encontrado causando dafios severos en algunas
malezas y se han utilizado como agentes de control (Walker, 1980; Raj y Ponnappa,
1970). Aungue algunos de estos hongos no son especificos para un hospedero, se
podrian utilizar en ambiente acuético en forma selectiva teniendo en cuenta los cultivos
cercanos a los cuerpos de agua.

Myrothecim roridum se ha reportado causando lesiones en jacinto de agua en la
India, Filipinas, Tailandia Malasia Indonesia, México y algunas regiones de Africa
(Evans y Reeder, 2001; Barreto y Evans, 1996). Este es un hongo de distribucion
cosmopolita, considerado como un habitante comdn del suelo, frecuentemente,
asociado a materia organica en descomposicion en condiciones de alta humedad
(Bunster y Torres, 2003). Myrothecium roridum se considera uno de los principales
patdgenos causantes de cancros y pudricion de la raiz en plantulas de café
desarrolladas en viveros (Mercado, 1997). Otros estudios reportan que este hongo
puede comportarse como un patdégeno ocasionando manchas foliares, pudriciones y
otros sintomas en diversas plantas ornamentales y frutales tales como el melén y la
sandia (Bunster y Torres, 2003; Singh y Chohan, 1984). En este estudio se encontrd a
M. roridum causando dafio severo en las hojas de jacinto, siendo aislado en el Cafo
Majagual en Mayaguez.

Colletotrichum es uno de los principales hongos patégenos responsables de
importantes pérdidas econdomicas en frutales y diferentes cultivos de regiones

tropicales y subtropicales (Bailey y Jeger, 1992). Se ha reportado causando la
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enfermedad de antracnosis en frutales de mangé, parcha, fresa, china, papaya,
aguacate, manzana, almendra y otros cultivos de importancia econémica (Cedefio et
al., 1994; Arauz, 2000). G. cingulata (estado teleomorfo de C. gloeosporioides ) se
reportd en Sir Lanka ocasionando dafios en el jacinto de agua, sin embargo no se
conoce mucho acerca de su patogenicidad en esta planta (Evans y Reeder, 2001).

2. Pruebas de patogenicidad in vitro

La patogenicidad de Alternaria sp., M. roridum y G. cingulata fue confirmada, al
completar los postulados de Koch, luego de observar las lesiones que se desarrollaron
durante las pruebas in vitro. Este estudio permitié discriminar el grado de virulencia
entre los tres hongos evaluados y también se evidencié su potencial patogénico para
invadir el tejido foliar de las plantas de jacinto de agua.

El desarrollo de la enfermedad y el tiempo de apariciéon de sintomas fueron
diferentes para los tres hongos patdégenos bajo estudio. Cada patdogeno desarrollé
lesiones particulares de distintos tamafios luego de la inoculacion. También se observo
una variacion en el numero de lesiones desarrolladas por cada hongo. EIl estudio
demostré que Alternaria sp. fue el hongo que presento las lesiones de mayor tamafio
(2-4 mm). Resultados similares obtuvo Charudattan (2001) quien describio las lesiones
de A. eichhorniae como necréticas, de 2-4 mm de longitud y rodeadas de un halo
clorético. Shabana et al. (1995), describieron esta especie como una altamente
virulenta, que causa la enfermedad del tizon de la hoja (“leaf blight”).

En nuestro estudio, las plantas inoculadas con Alternaria, desarrollaron lesiones
foliares nueve dias después de la inoculacién. Estos datos contrastan con un estudio

realizado por Elwakil y colaboradores (1989), donde evaluaron diferentes cepas de A.
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alternata y estas desarrollaron sintomas de enfermedad de dos a tres dias luego de su
inoculacién en plantas de jacinto de agua.

La especie de Alternaria aislada en este estudio, no ha sido descrita, lo que nos
sugiere que podria ser una especie nueva. (Dr. Emory Simmons, com. pers.,). Segun
los datos obtenidos en las pruebas in vitro, esta especie puede ser utilizada para el
control del jacinto de agua.

El aislado de Alternaria mostré poca produccion de conidias en medio de PDA,
lo cual dificulté la preparacion del in6culo. Para aumentar la produccion de conidias de
Alternaria se recomienda el uso de otros medios de cultivos como el agar de papa y
zanahoria, el cual promueve su esporulacién (Simmons, 1992). Por otro lado, estudios
demuestran que el uso de micelio, de algunos aislados de Alternaria (Ae5), como
fuente de inéculo, causan severidad de dafio similar a la que se obtiene cuando se
utiliza una suspension de conidias (Shabana, 2005 y Shabana et al., 1995).

Los sintomas de M. roridum se observaron cinco DDI y las lesiones se
desarrollaron a medida que aumentd el tiempo de incubaciéon. Los sintomas de M.
roridum observados en este estudio, fueron similares a los descritos por Charrudattan
(2001), donde indica presencia de lesiones necréticas de 1-2 mm de longitud, con
margenes marrdén oscuro, y en el centro rodeado de una masa de conidias negras.
Hasta el presente no se han reportado estudios que determinen la virulencia de M.
roridum en jacinto de agua. Sin embargo, Charudattan lo menciona en sus
investigaciones como un potencial agente de control biologico (Charrrudattan, 2001).
Estudios recientes, sugieren que algunas especies de Myrothecium, pueden utilizarse

como bioherbicidas contra algunas malezas tales como: Euphorbia esula, Senna
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obtusifolia, Ipomoea cocinea, |. heredacera, |. purpurea y Jacquemontia tamnifolia
(Walker y Tilley, 1997; Millhollon, et al., 2003).

La incidencia de la enfermedad para M. roridum fue alta en las pruebas in vitro.
Este hongo produjo una gran cantidad de conidias en el medio de PDA. Segun los
datos encontrados en las pruebas in vitro, M. roridum podria ser una alternativa de
control para el jacinto de agua. Sin embargo su utilizacién podria estar limitada debido
a su actividad patogénica en cultivos de importancia econémica. Segun Rodriguez et
al. (1996), M. roridum puede ocasionar pérdidas de hasta un 100% a los productores
de café en Puerto Rico.

Glomerella cingulata presenté pequefias lesiones de 0.5 a 1.5 mm de longitud y
colonizé el tejido foliar rapidamente desarrollando sintomas severos de la enfermedad
a los tres DDI. Este patdgeno alcanzé mayor incidencia de enfermedad a los 14 y 28
DDI en la prueba in vitro. También la produccion de numerosas conidias en medio de
PDA permitié el buen desarrollo de lesiones y una alta severidad de la enfermedad.
Aunque G. cingulata no se menciona como un excelente agente de control para el
jacinto de agua, este estudio demostré que es una especie patogénica y sus lesiones
pueden causar dafos significativos a la planta. Por otra parte algunas especies de este
género se utilizan como herbicidas biologicos para el control de malezas. Por ejemplo
Colletotrichum gloeosporioides f. sp. aeschynomene (Collegoe), fue utilizado para el
control de Aeschynomene virginica en arroz y soya (Smith, 1986; y Te Beest, 1982). Al
igual que M. roridum, G. cingulata es una especie patogénica en cultivos de

importancia econémica, por lo cual su utilizacion como control biologico del jacinto de
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agua seria limitado y dependeria de la especificidad del aislado evaluado para esta
maleza.

Algunos de los sintomas observados en las plantas no tratadas, especialmente
la clorosis y marchitamiento, podrian estar asociados a patdgenos secundarios o
saprofitos, que se desarrollaron dadas las condiciones de alta humedad en la cual se
incubaron las plantas. Ademés del marchitamiento de las hojas, por la pérdida de
agua, se observo un aumento en el desarrollo de hongos sapréfitos y pudricion y
envejecimiento del tejido foliar. La pudricién y muerte de las hojas puede afectar la
toma de datos, al momento de contar el nimero de lesiones. Por esta razén se
recomienda utilizar periodos cortos de incubacion para los ensayos in vitro.

3. Diseminacion de hongos patdogenos por Neochetina eichhorniae bajo
condiciones de invernadero.

Experimento |

El método mas efectivo para el desarrollo de enfermedad, fue la inoculacion por
aspersion de los tres hongos patdgenos. La combinacion de hongos e insectos indicé
poca incidencia y severidad de la enfermedad causada por los hongos, contrario a lo
observado en las pruebas in vitro. Como se explic6 anteriormente, las camaras
hamedas utilizadas en las pruebas in vitro promueven un ambiente propicio para el
desarrollo de los hongos. Aunque no se tomaron en consideracion las condiciones de
humedad y temperatura en el invernadero, se conoce que estos factores influyen en el
desarrollo y germinacion de los hongos. Por esto se recomienda el uso de bolsas
plasticas para cubrir las bandejas tratadas. Esto aumentaria la humedad relativa y por

lo tanto se lograria una mejor germinacion de los hongos (Shabana, 2005).
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Los resultados del primer experimento nos sugieren, que el insecto podria ser un
vector del hongo de forma parcial. Este puede de alguna forma diseminar las esporas
o conidias de los hongos a través del aparato bucal o las patas, logrando una infeccion
en las hojas. Esto compara con un estudio realizado por Galbraith (1987b), donde
encontré que las esporas de A. zonatum fueron transportadas en las patas y en el
tracto digestivo de N. eichhorniae.

Experimento I

En el segundo experimento observamos mayor incidencia de enfermedad en los
tratamientos sin Neochetina que los combinados con el picudo. En este experimento,
todos los tratamientos se asperjaron con los hongos solos, por lo tanto existe mas
cantidad de conidias en la superficie de las hojas. Sin embargo, en los tratamientos
combinados con Neochetina no se observd mayor numero de lesiones de los
patdogenos. En nuestros experimentos no se realizaron estudios minuciosos de las
heridas causadas por Neochetina en las hojas de jacinto de agua. Sin embargo, éstas
no mostraron sintomas de lesiones de hongos. El picudo Neochetina se alimenta del
tejido foliar de las hojas, removiendo gran parte del tejido epidermal, y esto provoca
gue la planta se debilite y por consiguiente aumente la pérdida de agua (Jullien, 2000).
El dafio foliar causado por Neochetina, en las plantas podria influenciar en el desarrollo
de los hongos ya que existe menos area foliar expuesta para el desarrollo de lesiones.

Den (1998), encontr6 mayor desarrollo de lesiones en la combinacion de
insectos y hongos que aquellos tratamientos inoculados con hongos solos. Este
también encontré poco desarrollo de lesiones en las heridas causadas por Neochetina

en tratamientos combinados con hongos e insectos. Por otro lado, en un estudio
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realizado por Charudattan et al. (1978), no encontraron relacion alguna entre
Neochetina spp. y la incidencia de la enfermedad causada por los patdégenos. Sin
embargo las heridas causadas por los insectos crearon una via de entrada para los
hongos aumentando su patogenicidad. Nuestros hallazgos indican que cuando se
realiza una aspersion directa del patégeno, se obtiene un mejor desarrollo de lesiones
que utilizando el método de inoculacion con el insecto.

En los tratamientos asperjados con hongos se observé un aumento en la
incidencia y severidad de dafio, sin embargo se observé desarrollo de nuevos brotes.
Contrario a lo observado en tratamientos con Neochetina, donde hubo poca incidencia
y severidad de la enfermedad pero no se observo desarrollo de nuevos brotes. Es por
esto que mencionamos que la combinacion de ambos controles podria resultar en un
excelente control de la maleza representado en mortalidad de las hojas y poca
produccion de brotes. Esto compara con estudios realizados por Moran (2005), donde
observd mayor severidad de la enfermedad y desarrollo de lesiones, cuando inoculd
plantas de jacinto de agua con especies de Neochetina, seguido de una aspersion del
hongo C. piaropi. Moran encontré que la combinacion de ambos agentes, caus6 una
disminucién en la produccién de brotes y hojas. En otro estudio realizado en México,
se encontré una disminucion en el peso fresco (29%), nimero de plantas por metro
cuadrado (59%), numero de hojas verdes por planta (65%) y numero de nuevos brotes
(85%), luego de dos meses de haber realizado un aplicacibn combinada de especies
de Neochetina y dos aspersiones de C. piaropi y A. zonatum en plantas de jacinto de

agua (Martinez y Gémez, 2007).
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Se observé un aumento en la incidencia de enfermedad y severidad de dafio, sin
embargo el dafio foliar causado por los hongos no resulté en valores tan altos como lo
observado durante las pruebas in vitro. El desarrollo de las lesiones fue de forma
localizada limitandose al follaje asperjado. Las hojas que emergieron luego que las
plantas fueron inoculadas, no presentaron lesiones de hongos y el crecimiento sano
redujo la proporcion del tejido enfermo disminuyendo los valores de incidencia y
severidad de la enfermedad en las plantas.

Uno de los aspectos méas importantes en el desarrollo de enfermedades
causadas por hongos patégenos son la humedad y la temperatura (Duthie, 1997). El
pobre desarrollo de lesiones de hongos podria estar relacionado a condiciones
desfavorables de alta temperatura y baja humedad que pudieron ocurrir en los meses
de julio a noviembre en Mayagulez, bajo condiciones de invernadero. La mayoria de los
hongos se desarrollan en temperaturas desde 23- 28° C. Se ha documentado que el
mayor obstaculo al utilizar un patdgeno foliar, es la necesidad de humedad mediante la
formacion de rocio sobre la hoja para promover la germinacion y la infeccion del hongo
en la planta (Shabana et al., 1997; Huber, 1992; Talley et al., 2002). Shabana realizé
un estudio donde menciona que un largo periodo de rocio (26 a 28 horas) puede
aseqgurar el desarrollo de la enfermedad y una mayor infeccién del hongo (Shabana,
2005). Sin embargo, esto no ocurre en las condiciones naturales donde crece la
planta.

En el invernadero el estrés fisico al que se exponen las plantas es critico ya que
las temperaturas suelen ser mas altas que en condiciones de laboratorio lo cual es

dificil de controlar. También la pérdida de agua en las plantas a través de la
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evapotranspiracion aumenta, causando marchitez en las hojas e interfiriendo con el
desarrollo de lesiones y la coleccién de datos. En nuestro estudio en las pruebas
realizadas en invernaderos, no fue posible controlar la humedad ni la temperatura, por
lo que se recomienda realizar un estudio de estos pardmetros y su efecto sobre los
hongos en cdmaras de crecimiento. Shabana (2005), recomienda utilizar emulsiones
invertidas, aceite vegetal, y/o agentes humedecibles para lograr un mayor periodo de
humedad al momento de aplicar el in6culo. Estos productos aumentan la duracién de
la humedad en el follaje y permiten que las esporas y/o el micelio del hongo, se peguen
a la superficie foliar, logrando un mejor desarrollo de la lesion (Boyette et al., 1992). En
nuestros experimentos no se utilizé ningun aditivo que permitiera una mayor infeccion
del patdgeno, sin embargo se simularon las condiciones dadas en el ambiente natural

de la planta.
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CONCLUSION
Se encontrd una gran diversidad de hongos fitopatégenos afectando las plantas
de jacinto de agua en las cuatro localidades estudiadas.
Los datos de este estudio podrian ser Utiles para futuras investigaciones creando
una base de datos para el uso hongos patégenos contra el jacinto de agua.
Alternaria sp., M. roridum y G. cingulata fueron altamente virulentos y no han
sido previamente reportados afectando plantas de jacinto de agua en Puerto
Rico.
Las pruebas de patogenicidad in vitro demostraron el potencial patogénico de
Alternaria sp., M. roridum y G. cingulata para invadir el tejido foliar de las plantas
de jacinto de agua.
El aislado de Alternaria sp. evaluado es un candidato potencial para el control
del jacinto de agua basado en este estudio.
Neochetina eichhorniae contribuyé de forma parcial a la diseminacion de los
hongos fitopatdgenos, pero no aumentd la incidencia y severidad de la
enfermedad.
La integracion de insectos y patdgenos puede ser una alternativa viable para

complementar el control actual del jacinto de agua.
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RECOMENDACIONES
Continuar con estudios que evallen la virulencia de estos aislados Alternaria sp.,
M. roridum y G. cingulata.
Estudiar la biologia de estos patégenos para determinar sus condiciones
Optimas de crecimiento.
Evaluar la patogenicidad de los hongos encontrados durante el catastro sobre
las plantas de jacinto de agua.
Estudiar la combinacion de diferencies aislados de hongos en el jacinto de agua.
Identificar y estudiar los factores que influyen en el éxito, desarrollo y
establecimiento de estos controles bioldgicos e identificar los factores que
restringen o previenen el control de la maleza.
Desarrollar métodos de producciéon de indculo para la formulacion y aplicacion
de estos patdégenos como micoherbicidas.
Realizar un estudio donde se evalué la incidencia y severidad de la enfermedad
utilizando micelio como in6culo, ya que es mas facil utilizar fragmentos de
micelio que una suspension de conidias.
Evaluar el efecto de aplicaciones de estos patdgenos sobre cultivos aledafios o
cercanos a los predios con jacinto de agua.
Estudiar el uso de productos que promuevan la viabilidad y germinacion de las
esporas para aumentar la patogenicidad del inéculo.
Para obtener un mejor control de malezas al utilizar hongos patégenos se
recomienda aplicarlos aumentando el nivel de humedad y temperatura para

promover un buen desarrollo del hongo.
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