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RESUMEN

Antecedentes/Objetivo. El cocotero (Cocos nucifera) es un cultivo importante en México.
En Tabasco, la variedad “Enano Verde del Brasil” (CEVB) se ha introducido para la
produccion de fruto verde para agua; sin embargo, han presentado patologias de etiologias
desconocidas. El objetivo fue identificar los hongos asociados a la pudricién del tronco del
coco CEVB, en Tabasco, México, y realizar una evaluacion comparativa in vitro de la
eficacia de fungicidas sistémicos y de contacto.

Materiales y Métodos. A partir de muestras de tronco, cogollo e inflorescencia con
necrosis, se realizé el aislamiento de hongos en medio PDA. Los aislamientos fueron
caracterizados inicialmente mediante analisis morfologico. Dos de ellos fueron
seleccionados para pruebas de patogenicidad sobre plantulas de CEVB e identificados
molecularmente mediante el analisis de secuencias parciales del gen ITS (ITS1-5.8S-1TS2
del DNAr nuclear). Ademas, se realizaron bioensayos in vitro para comparar la eficacia de
10 fungicidas sistémicos y de contacto. Cada fungicida se evalud a tres concentraciones
(alta, recomendada y baja), estimandose su efecto sobre la germinacion de esporas (GE) y
del crecimiento micelial (CM).

Resultados. Los aislamientos fueron identificados como Thielaviopsis paradoxa. Los
ensayos de patogenicidad confirmaron a 7. paradoxa como agente causal de necrosis en
plantulas. Los fungicidas sistémicos propiconazol, carbendazim y tebuconazol, mostraron
inhibicion completa del CM y de la GE a partir de la dosis mas baja evaluada (0.45x10°
1x103 y 0.5x10° ppm, respectivamente). Los fungicidas protectantes hidroxido de cobre y
captan inhibieron completamente la GE a la dosis mas baja (1x10° y 1.5x10° ppm,
respectivamente), aunque solo alcanzaron un 80 % de inhibicion del CM.

Conclusion. Se reporta por primera vez a 7. paradoxa sobre el CEVB en México. Este
estudio amplia el conocimiento sobre los hongos que afectan al CEVB en Tabasco y
proporciona una base para la seleccion de fungicidas promisorios, cuya eficacia debera
validarse en estudios posteriores bajo condiciones de campo.

Palabras clave: Carbendazim, Cocos nucifera, Propiconazol, Tebuconazol, Thielaviopsis
paradoxa
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INTRODUCCION

El coco (Cocos nucifera) es una palmera de distribucion pantropical, establecida en mas
de 80 paises. Este frutal es uno de los 10 mas cultivados mundialmente, cubriendo 11
millones de hectareas. México es considerado uno de los 10 principales paises en la
produccion de coco, con un area sembrada de 124.8 mil hectareas (FAOSTAT, 2024). En
Tabasco, el cultivo del coco ha representado una de las principales actividades agricolas
(Ramos-Hernandez et al., 2018). En 2023, Tabasco produjo 10 696 toneladas de coco,
equivalente al 4.4 % de la produccion nacional (SIAP, 2024). La versatilidad de los usos
que tiene C. nucifera la convierten en una de las plantas mas importantes, ya que se puede
aprovechar casi en su totalidad, desde las raices con fines medicinales, el tallo como recurso
maderable, las hojas para artesanias, las flores y frutos como alimento, la fibra del fruto y
la cascara en fabricacion de materiales alternativos para la industria automovilistica y para
la elaboracion de utensilios de cocina y artesanias (Granados-Sanchez y Lopez-Rios, 2002,
Montufar-Marcallay Remache-Coyago, 2021). No obstante, la nuez es la principal materia
prima, de la que se obtiene aceite, biodisel, productos nutraceuticos, harina de coco, copra
y concha (Marquinez-Marquinez et al., 2020).

Al igual que otros cultivos con importancia mundial en los trépicos, el cocotero exhibe
reduccion de produccion debido a incidencia de plagas y enfermedades. En el Caribe y
Golfo de México, la enfermedad que ha causado mayor impacto en las regiones copreras
ha sido el amarillamiento letal (ALC), causado por 'Candidatus Phytoplasma palmae’
(Ortiz et al., 2024). En Tabasco, ademas del ALC se han reportado otras enfermedades del
cocotero tales como anillo rojo (Bursaphelenchus cocophilus), marchitez (Thielaviopsis
paradoxa syn. Ceratocystis paradoxa), y pudricion del cogollo (Phytophthora sp.)
(Moscoso-Ramirez et al., 2002). Esta problematica ha generado la necesidad de realizar
investigacion en este cultivo para recuperar el potencial productivo de la zona productora.
Diversos hibridos de cocotero estan siendo evaluados en Tabasco por su resistencia al
amarillamiento letal. La variedad “Enano Verde del Brasil” (CEVB) ha sido introducida
para su evaluacién fitosanitaria, con la finalidad de produccion de fruto verde para agua.
No obstante, en Tabasco, como en otras entidades federativas mexicanas, esta variedad esta
presentando problemas fitosanitarios cuyas etiologias son desconocidas.

Uno de los problemas sanitarios de plantas adultas del CEVB es una marchitez
progresiva y pudricion del tronco de la planta a nivel de la copa, que provoca la muerte. La
sintomatologia también incluye amarillamiento, defoliacion, necrosis del cogollo, colapso
de la hoja flecha y aborto de frutos. Debido a que no se han realizado estudios que permitan
conocer el o los agentes causales de esta patologia en el CEVB en Tabasco, el objetivo de
esta investigacion fue identificar los hongos asociados a la pudriciéon del coco “Enano
Verde del Brasil”, en Tabasco, México, y realizar una evaluacion comparativa in vitro de
la eficacia de fungicidas sistémicos y de contacto. Los resultados de esta investigacion
amplian el conocimiento sobre los patdogenos flingicos asociados a esta variedad de
cocotero y a su vez contribuyen a orientar la seleccion de alternativas fungicidas para
estudios posteriores de manejo integrado.

MATERIALES Y METODOS

Sitio de recolecta. Las muestras de tejido con necrosis se obtuvieron de palmas con
marchitez de una plantacion de CEVB ubicada en la Rancheria Ojoshal, Cardenas, Tabasco
(18°14'057" N, 94° 00"18” W). La plantacion cuenta con una superficie de tres hectareas y
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cinco afos de edad. De cuatro plantas enfermas, en etapa de produccion, se recolecté tejido
de tronco con necrosis interna a nivel de la copa, tejido de cogollo necrético y tejido de
inflorescencia necrotica. Las muestras se colocaron, de forma independiente, en bolsas de
polietileno, y se transportaron al Laboratorio de Fitosanidad de la Division Académica de
Ciencias Biologicas, de la Universidad Judrez Auténoma de Tabasco, para su
procesamiento.

Aislamiento y purificacién. Fragmentos de material vegetal con sintomas de necrosis se
cortaron en secciones de 5 x 5 mm, se lavaron con agua destilada estéril (ADE) y se
desinfestaron con hipoclorito de sodio al 2 % durante 2 min. Las muestras se enjuagaron
con ADE, se dejaron secar por 30 min, y bajo condiciones asépticas se colocaron 10
secciones del tejido enfermo en cajas Petri con medio de cultivo papa dextrosa agar (PDA).
Estas se incubaron a 25 £1 °C bajo obscuridad, durante 5 dias (d), para favorecer el
desarrollo de micelio. Después se transfiri6 un fragmento de medio de cultivo con
crecimiento fungoso a otra caja Petri con medio PDA para llevar a cabo el aislamiento de
morfotipos. De cada aislamiento poliesporico se obtuvieron aislamientos monosporicos.

Identificacion morfologica. Los hongos se identificaron a nivel especie con base en las
estructuras reproductivas y utilizando las descripciones de Soytong et al. (2015) y Tzeng
et al. (2010). Para ello, los aislamientos crecieron en cajas Petri con medio PDA durante
14 dias. Adicionalmente, una suspension de esporas de 5x10° se sembraron sobre discos de
PDA de 8 mm de diametro para obtener estructuras microscopicas de cada aislamiento.
Todos los discos sembrados se incubaron a 25 + 1 °C, 12 h luz/oscuridad, en camara
htimeda durante 5 d. Las caracteristicas morfolégicas se observaron bajo el microscopio
optico. La fotodocumentacién y la micrometria se realizé con el software ZEN lite®.

Identificacion molecular y filogenia. El ADN genomico se obtuvo del micelio de dos
aislamientos (M2-18 y M3-16), siguiendo el método CTAB (Doyle y Doyle, 1990). La
concentracion de ADN se estimd por espectrofotometria (NanoDrop 2000, Thermo
Scientific®). Secuencias parciales del gen ITS (ITS1-5.8S-ITS2 del DNAr nuclear) se
obtuvieron y amplificaron por PCR. Para la amplificacion se utilizaron los oligos
universales ITS5 (5°’-GCA AGT AAA AGT CGT AAC AAG G-3") e ITS4 (5’-TCC TCC
GCT TAT TGA TAT GC-3’). Las condiciones de PCR fueron: 94 °C 2 min, 94-55-72
durante 30 s-45 s-90 s 40 ciclos, con una extension final de 72 °C por 4 min. Las reacciones
de amplificacion se efectuaron en volimenes de 25 pL conteniendo amortiguador a 1X (5
pL), MgCl, 1.5 mM (2 pL), dNTP 0.2 mM (2 pL), oligo antisentido 0.4 uM (IDT) (2 pL),
oligo sentido 0.4 uM (IDT) (2 uL), enzima Taq DNA polimerasa 1 unidad (Promega) (0.2
puL), agua grado Milli-Q serie 2 (9.8 uL) y 20 ng de ADN (2 pL). La cuantificacion del
ADN se realizd por espectrofotometria (NanoDrop 2000, Thermo Scientific®. Los
amplicones de 512 y 532 pb fueron secuenciados en Psomagen (EUA). Las secuencias
resultantes se compararon con secuencias del banco de genes del National Center for
Biotechnology Information (NCBI), mediante la herramienta Blast.

Las secuencias se alinearon con MUSCLE (Edgar, 2004) implementado en MEGA-X
(Kumar et al., 2018), y se concatenaron con SeaView 4.7 (Gouy et al., 2010), para el
analisis filogenético. Para identificar el modelo de evolucion de nucle6tidos mas apropiado,
se utiliz6 jModelTest v2 (Darriba et al., 2012). El analisis filogenético se realizé con 1Q-
TREE v2 (Minh et al., 2020) implementando el algoritmo de Méxima Verosimilitud. Este
analisis se efectud en el portal CIPRES Science Gateway v3.3. (Miller et al., 2011). Los
arboles filogenéticos fueron visualizados y editados con Itol (Letunic et al., 2021). La
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identificacion final de la especie se basé en caracteristicas morfologicas, morfométricas y
moleculares. La  sinonimia aceptada se bas6 en Index Fungorum
(www.indexfungorum.org) y MycoBank (www.mycobank.org).

Prueba de patogenicidad sobre plantulas de Cocos nucifera. Para las pruecbas de
patogenicidad se utilizaron los aislamientos M2-18 y M3-16 y plantulas de CEVB de tres
meses de edad, obtenidas bajo condiciones controladas en vivero. Para la inoculacion se
utilizaron tres plantas por cada aislamiento y el experimento se realizoé por duplicado. Para
ello, una suspension de 1x10° esporas mL™! de cada aislamiento fue preparada y aplicada
por infiltracion a 5 cm de la base de la plantula. Posteriormente, las plantas fueron
colocadas en camaras humedas a 25 +1 °C, 12 h luz/oscuridad durante tres dias. Se
realizaron observaciones cada tres dias durante 20 dias y se registraron los sintomas en los
sitios inoculados. Ademas, tres plantas fueron utilizadas como testigos, las cuales solo se
les infiltré6 ADE.

Ensayos de efectividad de fungicidas. Fungicidas sistémicos y protectantes fueron
ensayados para evaluar de manera preliminar la eficacia comparativa de los productos en
condiciones in vitro. Se evaluo6 la efectividad de los fungicidas sobre la germinacion de
esporas (GE) y el crecimiento micelial (CM) de dos aislamientos de 7. paradoxa (M2-18
y M3-16). Los ensayos se realizaron en placas envenenadas, de 90 x 15 mm, de acuerdo
con Ayika et al. (2024). Dado que no existen fungicidas registrados especificamente para
el control de T. paradoxa en cocotero, los productos evaluados se seleccionaron con base
en su uso recomendado para enfermedades fingicas en cultivos frutales tropicales como
cacao, citricos y aguacate, y con patdogenos relacionados. Se considerd ademas su
disponibilidad comercial. Las concentraciones de fungicidas se calcularon a partir de la
dosis comercial recomendada para uso en campo, estimadas en partes por millon (ppm).
Cada fungicida comercial se agrego6 al medio a 50 °C, antes de verterlo en las cajas Petri.
Tres dosis por fungicida fueron evaluadas: la dosis recomendada por el fabricante, una
dosis superior y una dosis inferior a la dosis recomendada (Cuadro 1). Todas las dosis se
expresaron en unidades de x10° ppm.

Cuadro 1. Fungicidas y dosis evaluadas in vitro sobre Thielaviopsis paradoxa.

Ingre(!iente Nombl:e Fabricante Mod.o’ de Dosis (ppm)*

Activo comercial accion 0.5x 1% 1.5x
Aceite de Melaleuca alternifolia Timorex gold Syngenta Protectante 0.83x10° 1.66x10? 2.49x10?
Oxicloruro de cobre Oximet Cuprosa Protectante 1.5x103 3x10° 4.5x10°
Captan Captan 500 Mexfer Protectante 1.5x10° 3x10° 4.5x10°
Hidroxido de cobre Hidromet Cuprosa Protectante 1x10° 2 x10° 3x10°
Propiconazol Tilt 250 Syngenta Sistémico 0.46x10° 0.93x10° 1.4x10°
Difenoconazol + cyprodinil Inspire gold Syngenta Sistémico 0.21+0.62x10° 0.43+1{25 0.65+1.87x10°

x10°

Tebuconazol Folicur 250 Bayer Sistémico 0.5x10° 1x10° 1.5x10°
Carbendazim Prozycar AgroLucava Sistémico 1x10° 2x10° 3 x10°
Tiabendazol Tecto 60 Syngenta Sistémico 0.12x10° 0.24x10° 0.36x10°
Mandipropamid + Mefenoxam Pergado cocoa Syngenta Sistémico 0.31+0.25x10°  0.62+0.5x10°  0.93+0.75x10°

Yppm= partes por millon; “Dosis comercial.
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Para evaluar la efectividad de fungicidas sobre la GE, se utilizaron cultivos de los
agentes fungicos de 10 dias de edad para preparar una suspension de 5x10° esporas mL".
Cajas Petri con medio PDA y con las concentraciones de fungicidas seleccionadas fueron
utilizadas, delimitando el medio en cuatro secciones iguales. En el centro de cada cuadrante
se depositaron 30 pL. de la suspension de esporas cubriéndose la alicuota con un
cubreobjetos estéril para facilitar su observacion. Las cajas se incubaron a 25 + 0.5 °C.
Cinco repeticiones por dosis fueron establecidas; asimismo, se incluyé un tratamiento
control (testigo) con cinco repeticiones bajo las mismas condiciones experimentales. El
porcentaje de germinacion se determiné mediante la observacion de 100 esporas por
tratamiento y repeticion. Las observaciones se realizaron cada 2 h durante el primer dia, y
posteriormente cada 24 h, concluyendo cuando el tratamiento testigo alcanzé el 90 % de
germinacion. Este experimento se llevo a cabo por duplicado.

Por otro lado, para evaluar la efectividad de fungicidas sobre el CM, se extrajeron
fragmentos de 5 mm de didmetro del borde de cultivos fungicos de 10 dias de edad. Estos
discos se colocaron en el centro de cajas Petri con medio PDA que tenian las
concentraciones correspondientes de fungicidas. Cinco repeticiones por dosis fueron
establecidas. De igual manera, se incluyd un tratamiento testigo con cinco repeticiones.
Las cajas se incubaron a 25 = 0.5 °C. El CM se registro cada 24 horas mediante la medicion
del crecimiento en dos direcciones perpendiculares por caja, tomando como referencia el
punto de inoculacion. Las mediciones terminaron cuando el tratamiento testigo llend la
superficie del medio. El experimento se realizé por duplicado.

Analisis estadistico. Con los datos obtenidos de GE y CM, se calcul¢ la efectividad de los
fungicidas mediante la formula de Abbott (1925), obteniéndose el porcentaje de inhibicion
del crecimiento micelial (ICM) y de inhibicion de la germinacion de esporas (IGE). Los
datos porcentuales de ICM e IGE fueron transformados mediante la funcion arcoseno de la
raiz cuadrada de la proporcion para cumplir con los supuestos de normalidad.
Posteriormente, se sometieron a un ANOVA. Cuando se detectaron diferencias estadisticas
(P <0.05), se aplico una prueba de comparacion miltiple de medias mediante el método
de Tukey (P <0.05). Todos los anélisis se realizaron con el software SAS, version 9.0 (SAS
Institute, Cary, NC, EE. UU.).

RESULTADOS

Descripcion de sintomas en campo. Como sintomas iniciales se observaron lesiones
necrdticas en la vaina de las hojas basales, especificamente en la zona de insercion al tronco
(Figura 1A). Esta necrosis se extendia progresivamente a lo largo del raquis, acompafnada
de amarillamiento, marchitez y muerte paulatina de la hoja (Figura 1F). Las hojas afectadas
se doblan justo detras del area necrdtica (Figura 1A) y permanecen adheridas al tronco,
formando una “falda de hojas” (Figura 1F), las cuales pueden desprenderse con facilidad.
A medida que la necrosis asciende, se afectan las hojas mas jovenes, lo que provoca una
marchitez progresiva de tipo ascendente (Figura 1F). La mayoria de las hojas colapsan y se
doblan, dejando al final unicamente las de la corona en posicion erecta. En el tronco
(estipete), a la altura de la copa, se observo tejido necrotico en los puntos de insercion foliar
(Figura 1B) con avance hacia el interior del tallo (Figura 1C). En plantas con marchitez
avanzada se detectd fermentacion del cogollo (palmito) y necrosis de la hoja flecha (Figura
1D). Debido a la desintegracién del cogollo, la corona se colapsa, aun cuando las hojas
terminales se mantienen verdes (Figura 1G). Tras la caida de la corona, las hojas secas se
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desprenden y el tronco comienza a pudrirse de forma descendente (Figura 1H). Durante el
desarrollo de la enfermedad, también se presentd necrosis en espatas e inflorescencias

(Figura 1E), asi como aborto de frutos en distintos estados de desarrollo. No se observaron
sintomas de exudacion o sangrado en el tallo.

//, | # / l \' 7% ; ’ w; \,} [\ : 3 :5 4 ]
Figura 1. Sintomas asociados a la pudricion del tronco de Cocos nucifera “Enano Verde del Brasil”, en la costa de
Tabasco, México. A) Necrosis en la vaina de las hojas basales, en la zona de insercion al tronco; B) Necrosis
en el punto de insercion foliar en el estipite; C) Progresion de la necrosis hacia el interior del tronco; D) Necrosis

de la hoja flecha; E) Necrosis en espatas e inflorescencias; F) Hojas marchitas y “falda de hojas” adheridas al
tronco; G) Colapso de la corona, con hojas terminales aun verdes; H) Pudricién descendente del tronco.
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Identificacion morfolégica. Cinco aislamientos fungicos fueron obtenidos a partir de
tejidos con sintomas de necrosis de cuatro plantas adultas de CEVB. Tres aislamientos se
obtuvieron de tronco (M2-18, M2-14, M2-07), un aislamiento se obtuvo del cogollo (M3-
16) y uno de inflorescencia (M3-02). Los aislamientos desarrollaron colonias con micelio
de color gris oscuro a negro en medio de cultivo PDA bajo condiciones de oscuridad a 25
°C (Figura 2A). Cuando crecieron sobre discos de PDA en camara humeda, a 25 + 1 °C,
12 h luz/oscuridad, los aislamientos produjeron conididforos, generalmente de manera
individual y en linea recta, que variaban en color desde hialino hasta café claro (Figura 2B).
Los conidioforos produjeron fialoconidios primarios y secundarios en cadena con forma
cilindrica u ovalada de color hialino o café claro, con paredes gruesas y superficie lisa. Sus
dimensiones fueron de 5.0 - 14.1 um de longitud y 3 - 6 um de ancho con un promedio de
8.4+ 15x4.1+0.7 pm, y una proporcion largo/ancho de 2 (n = 100) (Figura 2C, Dy E).
En cuanto a los aleuroconidios, su forma fue ovalada de color marrén oscuro y con paredes
gruesas. Los aleuroconidios tuvieron un tamafio de 11.7 - 22.2 um de longitud y 7.7 - 12.2
pum de ancho, con una media de 16.3 +3.2 x 9.6 + 1.1 pm y una proporcioén largo/ancho de
1.6 (n=100) (Figura 2F, G). Estas caracteristicas morfoldgicas concuerdan con lo descrito
por Soytong et al. (2015) y Tzeng et al. (2010) para la especie Thielaviopsis paradoxa.

Figura 2. Caracteristicas morfologicas de Thielaviopsis paradoxa. A) Colonia de 15 dias de crecimiento en medio PDA; B)
Conidioforos; C) Fialoconidios primarios en cadena; D, E) Fialoconidios primarios y secundarios en cadena; F, G)
Aleuroconidios. Barras de escala: B=20 um, C, D, E, F, G =10 um.

Identificacion molecular y filogenia. Las secuencias de la region ITS de los aislamientos
M2-18 (532 pb, nimero de acceso Genbank: PQ643222) y M3-16 (512 pb, niimero de
acceso Genbank: PQ643223), fueron 99.8 y 100 % idénticas con las secuencias reportadas
para T. paradoxa (GU358207, GU358206), en C. nucifera en Taiwan (Tzeng et al., 2010).
El arbol filogenético realizado para 7. paradoxa, aislamientos M2-18 y M3-16, mostrd
soportes significativos de maxima verosimilitud que separan a nuestros aislamientos de
otras especies de Thielaviopsis y los agrupan con 7. paradoxa (Ceratocystis paradoxa)
(Ceratocystidaceae) (Figura 3).
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—— Ceratocystis resinifera KC305127
[ Ceratocystis resinifera KC305125
Thielaviopsis paradoxa KF863801
44 38 C Thielaviopsis paradoxa AF275477
—— Thielaviopsis paradoxa PQ643223
a5 Thielaviopsis paradoxa MH368110
T': Thielaviopsis paradoxa KR183792
Thielaviopsis paradoxa KC415073
27 Thielaviopsis paradoxa PQ643222
- Thiglaviopsis paradoxa GU567772

100

73

40
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96
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Figura 3. Arbol filogenético de maxima verosimilitud construido con un conjunto de datos de secuencias
parciales del espaciador interno transcrito 1 y 2 que intervienen en la subunidad 5.8S rDNA para
los aislamientos M2-18 (mimero de acceso Genbank: PQ643222) y M3-16 (niimero de acceso
Genbank: PQ643223) de Thielaviopsis paradoxa, obtenidos de muestras de tronco y cogollo de
Cocos nucifera “Enano Verde del Brasil”, con pudricion de tronco, en la costa de Tabasco,
México. Los datos de otras cepas y especies de Thielaviopsis (Ceratocystis) se obtuvieron del
GenBank.

Prueba de patogenicidad sobre plantulas de Cocos nucifera. La prueba de patogenicidad
efectuada sobre plantulas de CEVB permitié determinar la patogenicidad de las dos cepas
evaluadas de 7. paradoxa (M3-16, M2-18), aisladas de tejido necrotico de tallo y cogollo.
Las plantulas mostraron una progresion de necrosis interna a partir del sitio de inoculacion.
Las lesiones necroticas se extendieron hacia el cogollo y hacia la parte inferior de la
plantula, y provocaron su marchitez a los 15 d después de la inoculacion (Figura 4A, B).
Las plantulas del tratamiento control no presentaron signos visibles de enfermedad durante
la evaluacion (Figura 4C). Los aislamientos inoculados se re-aislaron a partir de los
sintomas de necrosis, cumplimiento los postulados de Koch.
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Figura 4. Pruebas de patogenicidad en plantulas de coco “Enano Verde del Brasil”. A, B. Necrosis
causada por Thielaviopsis paradoxa, cepas M2-18 y M3-16 respectivamente. C. Testigo.

Evaluacion in vitro de fungicidas sobre crecimiento y germinacion. Los 10 fungicidas,
tanto sistémicos como de contacto, mostraron efectividad sobre los dos aislamientos de T.
paradoxa en las diferentes dosis evaluadas (Cuadro 2). Se encontraron diferencias
significativas (P < 0.0001) entre los fungicidas en la ICM y la IGE de T. paradoxa, cepa
M2-18. Los fungicidas sistémicos propiconazol, carbendazim y tebuconazol, inhibieron al
100 % tanto el crecimiento micelial como la germinacién de esporas en las tres dosis
evaluadas. De manera similar, el tiabendazol y difenoconazol + cyprodinil lograron una
inhibicion total del crecimiento micelial en todas las dosis, aunque so6lo alcanzaron el
100 % de inhibicion de la germinacion en la dosis més alta. Con la dosis media no se
observaron diferencias (Cuadro 2). Por su parte, el fungicida sistémico Mandipropamid +
mefenoxam no mostrd efectividad sobre el crecimiento micelial de 7. paradoxa (M2-18)
en ninguna de las dosis evaluadas (Figura 5F); sin embargo, logr6 inhibiciones de la
germinacion que oscilaron entre 40 y 97 %.

En cuanto a la efectividad de los fungicidas protectantes sobre 7. paradoxa (M2-18), el
aceite de Melaleuca alternifolia y el hidroxido de cobre inhibieron el 100 % del crecimiento
micelial a la mayor dosis evaluada (Cuadro 2). El captan mostrd una inhibicioén del 81 al
83 % del crecimiento micelial en las tres dosis evaluadas, mientras que el oxicloruro de
cobre alcanz6 un 81 % de inhibicion solo en la dosis mas alta. Por otro lado, el captan y el
hidroxido de cobre lograron inhibir al 100 % la germinacion de esporas en todas las dosis.
Los fungicidas protectantes con menor efectividad, tanto en el CM como en la GE, fueron
el aceite de Melaleuca alternifolia y el oxicloruro de cobre (Figura 5G). En el caso de T.
paradoxa, cepa M3-16, se observaron diferencias significativas (P < 0.0001) en la
efectividad de los fungicidas sobre el CM y la GE. No obstante, la respuesta a los
fungicidas, tanto sistémicos como de contacto fue similar a la observada para la cepa M2-
18 (Cuadro 2).
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Cuadro 2. Efectividad de fungicidas sistémicos y de contacto sobre el crecimiento micelial y germinacion de conidios de dos
cepas (M2-18 y M3-16) de Thielaviopsis paradoxa aislados de Cocos nucifera, “Enano Verde del Brasil”, en la
costa de Tabasco, México.

Aislamiento M2-18 Aislamiento M3-16
Dosis
Fungicida (ppm)* ICM (%)* IGE (%) ICM (%)Y IGE (%)
Testigo 0 -7 -7 -7 ----?
Propiconazol 0.46x10° 100 +0a 100 +0a 100 +0a 100 +0a
0.93x10° 100 +0a 100 +0a 100 +0a 100 +0a
1.40x10° 100 +0a 100 +0a 100 +0a 100 +0a
Tiabendazol 0.12x10° 100 +0a 777 +6¢ 100 +0a 84.7 +6.4cd
0.24x10° 100 +0a 982 +2ab 100 +0a 100 +0a
0.36x10° 100 +0a 100 +0a 100 +0a 100 +0a
Carbendazim 1x10° 100 +0a 100 +0a 100 +0a 100 +0a
2x103 100 +0a 100 +0a 100 +0a 100 +0a
3x10° 100 +0a 100 +0a 100 +0a 100 +0a
Tebuconazol 0.5x103 100 +0a 100 +0a 100 +0a 100 +0a
1x10° 100 +0a 100 +0a 100 +0a 100 +0a
1.5x10° 100 +0a 100 +0a 100 +0a 100 +0a
Difenoconazol ~ 0.21+0.62 x10° 100 =+0a 92.9 +2.9b 100 +0a 67.8 +10.1def
* cyprodinil 0.43+125x10° 100 =+0a 96.4 +4.1ab 100 +0a 847 +6.4cd
0.65+1.87x10° 100 +0a 100 +0a 100 +0a 932 +3.9bc
Mandipropamid  0.314+0.25 x103 0 =0f 402 =+11.4d 0 =0g 44.1 £8.5gh
Fmefenoxam - 616 5 %103 0 0f 509 +6d 0 +0g 63.6 =5.7efg
0.93+0.75x10> 0 =+0f 973 +3.4ab 0 +0g 983 +3.3ab
Oxicloruro de 1.5 x10° 59.6 +5.6e 223 +128¢ 393 +24f 441 +26.1gh
cobre 3x10° 58.7 +24e 384 +6de 426 +14f  46.6 +9.7f¢
4.5x10° 81.0 +ld4c 795 =+3.4c 84 +0.7c 585 +8.4fg
Captan 1.5 x10° 81.6 +l.4c 100 +0a 774 +22d 100 +0a
3x10° 83.6 +2.0c 100 +0a 84 +1.2¢ 100 +0a
4.5x10° 82.6 +0.9¢ 100 +0a 847 +1.7c 100 +0a
Aceite de 0.83 x103 12 +25f 178 42f 0 +0g 254 +14.6h
Z;Zf}f%ﬁ; 166x10° 713 +69d 446 +53f 683 49.5¢ 593 +7.3fg
2.49 x10° 100 +0a 320 +9.2de 100 +0a 83.1 +4.7cde
Hidroxido de 1x10° 842 +0.1c 100 =0a 864 +1.9¢ 100 +0a
cobre 2x103 89.7 +0.1b 100 +0a 90.8 +0.7b 100 +0a
3x10° 100 +0a 100 +0a 100 +0a 100 +0a

ICM= Inhibicién del crecimiento micelial; IGE=Inhibicion de la germinacion de esporas; *ppm= partes por millon; YMedias
con letras iguales dentro de la misma columna, no son estadisticamente diferentes (Tukey, P < 0.05); # Debido a la naturaleza
de la formula de Abbott, estos valores no se calcularon.
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Figura 5. Efecto in vitro de fungicidas sistémicos y de contacto sobre Thielaviopsis paradoxa. A) Medio con propiconazol;
B) Medio con tiabendazol; C) Medio con carbendazim; D) Medio con tebuconazol; E) Medio con difenoconazol
+ cyprodinil; F) Medio con mandipropamid + mefenoxam; G) Medio con oxicloruro de cobre; H) Medio con
captan; I) Medio con aceite de Melaleuca alternifolia; J) Hidroxido de cobre; K) Testigo. Numeros dentro de
cada imagen indican la dosis en partes por millén (ppm). Todas las dosis se expresan en unidades de x10°.

DISCUSION

La caracterizacion de los aislamientos fungicos, recolectados de palmas de CEVB con
sintomas de pudricioén del tronco, reveld la presencia de Thielaviopsis paradoxa. Esta
especie ha sido previamente descrita como patdogeno en C. nucifera en México (Moscoso-
Ramirez et al., 2002). No obstante, este es el primer reporte de 7. paradoxa causando
marchitez del cocotero en la variedad "Enano Verde del Brasil”, en México. Thielaviopsis
paradoxa ha sido reportado como el agente causal de la enfermedad “sangrado del tallo”
de C. nucifera en diversas partes del mundo, y esta enfermedad es considerada de
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importancia econdmica en la produccion de coco (Tzeng et al., 2010; Yu et al., 2012). De
acuerdo con Ayika et al. (2024), T. paradoxa es un patégeno fingico responsable de causar
la pudricién del tronco y el cogollo en las palmas, que puede colonizar todos los tejidos de
la palma, incluidas las raices, tronco, hojas, inflorescencia y fruto. En esta investigacion,
T. paradoxa fue aislado de tronco, cogollo e inflorescencia, con mayor frecuencia en el
tronco.

En Brasil, Warwick y Passos (2009) documentaron un brote de la enfermedad “sangrado
del tallo” en coco enano, encontrando como agente causal a T. paradoxa. En Tabasco,
México, Moscoso-Ramirez ef al. (2002) reportaron la incidencia de marchitez del cocotero
por Ceratocystis sp. en la variedad “alto del pacifico”, en “enano malayo” y en un hibrido
producto de los primeros dos progenitores. La mayoria de los sintomas encontrados en la
presente investigacion coinciden con los descritos por Moscoso-Ramirez et al. (2002) y
Warwick y Passos (2009); sin embargo, en este trabajo no se observo el sintoma de
“sangrado del tallo”. Recientemente, Gangadhara-Naik ef al. (2022) identificaron a T.
paradoxa como el agente causal de necrosis en inflorescencia de C. nucifera en India; esta
sintomatologia ya habia sido registrada en Brasil en 1986. Tzeng et al. (2010) sefialaron a
Ceratocystis paradoxa causando pudricién basal de frutos inmaduros de C. nucifera en
condiciones de campo, en Taiwan; no obstante, la necrosis y el aborto de frutos inmaduros
en campo ya habian sido descritos previamente en Brasil en 1985. Pinho ef al. (2013)
confirmaron la presencia de C. paradoxa (T. paradoxa) como agente causal de pudricion
interna de frutos inmaduros de C. nucifera en postcosecha, en Brasil. Segtn estos autores,
T. paradoxa ya habia sido detectada en savia de C. nucifera y sugieren que esta puede ser
una via de diseminacion del patdgeno hacia las inflorescencias y frutos inmaduros.

De acuerdo con Yu et al. (2012) y Ayika et al. (2024), T. paradoxa requiere heridas
para ingresar al tejido y causar la infeccion, lo cual es relevante para el manejo adecuado
de las plantaciones, con acciones que disminuyan las heridas de la planta durante el manejo,
evitar las podas excesivas y eliminar fuentes de indculo. Sin embargo, es necesario conocer
la efectividad de los fungicidas hacia T. paradoxa, para contribuir al establecimiento de
estrategias de manejo de la enfermedad (Ayika et al., 2024).

La prueba de efectividad de fungicidas sistémicos y de contacto sobre cepas de T.
paradoxa, aislados de C. nucifera, revelaron que los fungicidas sistémicos propiconazol,
carbendazim y tebuconazol, fueron los mas eficientes al inhibir al 100 % el CM y la GE en
las tres dosis evaluadas. Por su parte, los fungicidas sistémicos tiabendazol y difenoconazol
+ cyprodinil inhibieron al 100 % el CM y la GE a partir de la dosis comercial.

La efectividad mostrada por tebuconazol concuerda con Coelho et al. (2010), quienes
registraron 100 % de efectividad in vitro de este fungicida sobre la inhibicion del CM de
T. paradoxa aislado de C. nucifera en Brasil. En el presente trabajo, este fungicida mostro
efectividad en dosis inferiores a la dosis comercial; ademas, también demostré su
efectividad sobre la GE. Por otro lado, la eficiencia evidenciada por el propiconazol
también concuerda con Irabi et al. (2018), quienes reportaron la efectividad de este
fungicida al inhibir el 100 % el CM de T. paradoxa aislada de palma datilera (Phoenix
dactylifera) en Sudan. Adicionalmente, en este estudio también se demostrd su efectividad
en dosis por debajo de la dosis comercial y su efectividad en la inhibicion de la GE. Estos
fungicidas son efectivos a bajas concentraciones, lo cual se confirmé en el presente estudio.
Tanto el propiconazol como el tebuconazol, pertenecen al grupo quimico de los triazoles,
los cuales provocan la ruptura de la membrana celular al inhibir el proceso de metilacion
en la biosintesis del ergosterol (Marzi et al., 2022).
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Los resultados con el carbendazim concuerdan con Nambiar e Iyer (1991), quienes
documentaron 100 % de inhibicion del CM de T. paradoxa aislada de C. nucifera en India;
La dosis reportada por estos autores (0.01 g i.a. L") es mas baja respecto a las dosis
evaluadas en esta investigacion. Martinez et al. (1997) registraron efectividad del
carbendazim en el control del complejo pudricion de cogollo (7. paradoxa) de la palma de
aceite (Elaeis guineensis) bajo condiciones de campo en Colombia. De acuerdo con Zhou
et al. (2023), el carbendazim es un fungicida sistémico que pertenece al grupo quimico de
los benzimidazoles y actua inhibiendo la division nuclear e inhibe la sintesis de la beta-
tubulina, lo que detiene la multiplicacion celular y el crecimiento de los hongos.

La eficacia mostrada por el tiabendazol también concuerda con lo reportado por Coelho
et al. (2010) en la inhibicion del 100 % del CM de T. paradoxa aislado de C. nucifera.
Ademas, en este trabajo se demostr6 la efectividad de este fungicida sobre la GE y su
efectividad en dosis por debajo de la dosis comercial y en dosis por debajo de la evaluadas
por Coelho ef al. (2010). De acuerdo con Zhou et al. (2016), el tiabendazol pertenece al
grupo quimico benzimidazol y es un fungicida que interfiere con la mitosis y la division
celular, al inhibir la formacidon de microtiibulos de beta-tubulina.

La accion efectiva del difenoconazol concuerda con Coelho et al. (2010) quienes
registraron un 100 % de efectividad de este fungicida en la inhibicion del CM de T.
paradoxa. En la presente investigacion se trabajo con dosis por debajo de la comercial y en
dosis por debajo de la evaluadas por Coelho et al. (2010); no obstante, en la presente
investigacion, este fungicida se aplico formulado con cyprodinil. Ayika et al. (2024)
reportaron alta efectividad del difenoconazol mezclado con pydiflumetofen sobre T.
paradoxa aislado de C. nucifera en Florida. El cyprodinil mostré eficiencia contra Botrytis
cinerea aislado de manzanos (Malus domestica) (Sholberg et al., 2003). En la actualidad,
no existen reportes de la efectividad del cyprodinil sobre 7. paradoxa aislado de C.
nucifera. Al igual que propiconazol y tebuconazol, el difenoconazol es un triazol tipico con
alta eficiencia y accion de amplio espectro, el cual actia inhibiendo la demetilasa y detiene
la sintesis de ergosterol fingico. Por su parte, cyprodinil es un fungicida, miembro de la
clase de las anilinopirimidinas, que inhibe la biosintesis de metionina y secrecion de
enzimas hidroliticas e inhibe la elongacion del tubo germinativo y crecimiento micelial
(Qin et al., 2023).

Estos resultados sugieren que algunos fungicidas poseen un efecto inhibitorio
importante sobre Thielaviopsis paradoxa bajo condiciones controladas. No obstante, los
resultados de este ensayo in vitro deben interpretarse como una aproximacioén comparativa
preliminar, ya que las concentraciones utilizadas fueron estimadas a partir de dosis
comerciales recomendadas para aplicacion en campo. Por tanto, se requiere validacion
adicional en condiciones de campo o invernadero.

Los fungicidas de contacto presentaron la menor efectividad sobre 7. paradoxa en
comparacion con los fungicidas sistémicos, siendo el oxicloruro de cobre el de menor
efectividad. La baja efectividad de este fungicida coincide con lo sefialado por Irabi et al.
(2018), quienes reportaron una escasa actividad del oxicloruro de cobre sobre 7. paradoxa
aislado de palma datilera (P. dactylifera) en Sudéan. En contraste, el hidroxido de cobre
alcanzo6 una inhibicion del 90 % del CM de T. paradoxa a partir de la dosis comercial, y
logro un efecto del 100 % con la dosis mas alta evaluada (3 g i.a. L'!). Ademas, este
fungicida inhibi6 el 100 % de germinacion de esporas de 7. paradoxa con la dosis mas baja
(1 g i.a. LY, lo que evidencia su potencial como agente preventivo. Segun Gaviria-
Hernéndez et al. (2013), el hidroéxido de cobre es un fungicida de contacto, de accion
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multisitio, baja toxicidad y bajo riesgo de generacion de resistencia, que actia
principalmente durante la germinacion de esporas. Celularmente, reacciona con grupos
sulthidrilos, hidroxilos, amino y carboxilicos, inactivandolos y perturbando asi la cadena
respiratoria. Su eficacia sobre diversas especies de hongos lo convierte en una herramienta
quimica util para la prevencion de enfermedades fungicas en cultivos. Hasta el momento,
no existen estudios sobre el uso de hidroxido de cobre especificamente contra 7. paradoxa.

La efectividad del captan (82.3 %) sobre el CM de T. paradoxa aislado de CEVB en
Tabasco, concuerda con lo reportado por Chakrabarty et al. (2013), quienes registraron
91 % de efectividad sobre el CM de T. paradoxa aislado de C. nucifera en India. En esta
investigacion, se evidencid la efectividad del captan (100 %) sobre la germinacion de
esporas, lo cual refleja su potencial como fungicida preventivo de 7. paradoxa. El captan
es un fungicida de contacto eficaz en el control de diversas enfermedades (Tutunaru et al.,
2024). En su mecanismo de accion, este fungicida interfiere en el proceso de respiracion
celular; ademas, reacciona con las enzimas sulfhidrilicas con produccion de tiofosgeno,
sustancia toxica para las células fungicas (Ackermann et al., 2000). Otros fungicidas
sistémicos y de contacto que han demostrado efectividad del 100 % en la inhibicion del
CM de T. paradoxa son el benomyl, carboxin y tiofanato metilico (Coelho et al. 2010; Irabi
et al. 2018).

CONCLUSIONES

La presente investigacion se centrd en la caracterizacion morfologica y molecular de
hongos asociados a la marchitez y pudricion del tronco del cocotero “Enano Verde del
Brasil” (CEVB) en Tabasco, México, asi como en la evaluacion in vitro de fungicidas con
potencial para su control. Se identificé a Thielaviopsis paradoxa como el agente causal de
los sintomas observados, lo cual representa el primer registro de esta especie asociada al
CEVB en Tabasco, México. Este hallazgo constituye un avance relevante para el
diagnostico fitosanitario del cultivo, ya que permite establecer con mayor precision las
medidas de vigilancia, prevencion y manejo. Los ensayos de patogenicidad confirmaron
su capacidad para inducir necrosis en plantulas en condiciones controladas. Ademas, los
resultados del ensayo in vitro permitieron identificar a propiconazol, carbendazim y
tebuconazol con inhibicion completa del crecimiento micelial y germinacion de
T. paradoxa a partir de la dosis mds baja evaluada (0.45x10° 1x10% y 0.5x10° ppm). Esta
informacion representa una base util para la seleccion de tratamientos quimicos
promisorios, que deberan ser validados en estudios posteriores bajo condiciones de campo,
como parte de estrategias integradas de manejo fitosanitario.
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