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RESUMEN
La produccion de meldn con el paso de los afios, se ha visto afectada, ocasionando

pérdidas y bajos rendimientos en la cosecha. Dentro de ellos se encuentra la marchitez
del meldn, dafio asociado principalmente a especies de Fusarium oxysporum y Fusarium
solani. El uso excesivo de fungicidas para el control quimico de esta enfermedad ha
provocado problemas de resistencia y eficiencia en el control de la enfermedad aunado a
la contaminacién del medio ambiente. La utilizacion de microorganismos antagénicos
para el manejo de la marchitez del melon es hoy en dia una alternativa para reducir la
incidencia y la severidad de la enfermedad y asi paulatinamente la resistencia. Esta
investigacion se planted como estrategia la evaluacion de microorganismo antagénicos
del tipo Trichoderma spp y Bacillus spp como biocontrol de la pudricion radical del
meldn. Para ello se realizo el aislamiento de Fusarium partir de la raiz y tallo de plantas
de meldn que presentaron sintomas de la enfermedad. La identificacion se realiz6
mediante claves taxondmicas y los bioensayos de actividad se realizaron en placas Petri
con PDA; para Bacillus, el patogeno se coloco en el centro y el antagonista se
distribuy6 en cuatro puntos cardinales, en el caso de Trichoderma spp se colocd en un
extremo al antagonista y enfrente al patdgeno. Los resultados muestran que para el caso
de Bacillus, a B. amyloliquefaciens con un porcentaje de inhibicién de 44.54% mientras
que Trichoderma viride (Tv) T. asperellum (Ta) y T.harzianum (Th2), se ubicaron en las
categorias | y Il de Bell, T. viride, crecié mas de la tercera parte de la superficie de la
placa, lo que lo sitla en la clase 2 de la escala, excepcion las cepas de Th2 y Ta que se
desarrollaron en toda la placa, lo que hizo que se ubicaran en la clase 1. Los resultados
obtenidos son aceptables para el manejo de la enfermedad, teniendo como alternativa el
empleo de agentes microbianos para el control de la pudricion radical del cultivo de

melén.

Palabras clave: Antagonicos, Inhibicion, confrontacion

viii



INTRODUCCION
Las hortalizas constituyen un grupo de cultivos fundamentales en la produccién agricola,
representando un renglon fundamental desde el punto de vista tanto econémico como
social (Pulido et al., 2003). En la Republica Mexicana el meldn desde 1920 es uno de los
cultivos de mayor importancia por la superficie dedicada al cultivo como generador de
divisas y fuente de empleo (alrededor de 90 millones anuales) en el area rural (Espinoza,
1998). En México la produccion de meldn se ha incrementado con el paso de los afios;
entre 2015 y 2016 pas6 de 543 mil a 564 mil toneladas. Este frutal se cultiva en 22
estados del pais, siendo los principales productores Coahuila, Sonora, Michoacén,
Guerrero y Durango (SAGARPA, 2017). Los factores que ocasionan perdidas y bajos
rendimientos, son principales problemas fitosanitarios causados por hongos, bacterias,
nematodos y virus (Chew M. et al., 2008).
Entre las enfermedades mas graves y extendidas en el cultivo de meldn encontramos a
la Fusariosis o marchitez del melon, esta enfermedad se asocia a especies del hongo
Fusarium, capaz de acabar con el cultivo en cuestion de semanas al no combatirlo con
algin fungicida capaz de parar el dafio (Zapata et al., 1989), esta enfermedad es
asociada al hongo fitopatégenos Fusarium (Zapata et al., 1989).
Riveros et al., (2001) mencionan que el agente causal de la marchitez del meldn estan
asociadas a las especies F. oxysporum, F. semitectum, F. solani y F. subglutinan,
mostrando la sintomatologia tipica de la enfermedad. En suelos infestados por el
patdgeno, es capaz de acabar con todo el cultivo en cuestion de dias, el control quimico
se realiza con la aplicacion de moléculas fungicidas como los benzimidazoles, sin
embargo el uso excesivo de este ha provocado problemas de resistencia bajando la
eficiencia en el control de la enfermedad (Yossen, 2014).
El control de organismos fitopatdgenos con microorganismos antagonicos, ha tomando
gran importancia dado que los hongos fitopatégenos habitantes del suelo son de lo mas
dificil de controlar, viéndose en la necesidad de desarrollar nuevos pesticidas para su
control, lo que implica un alto costo. La busqueda de nuevas técnicas de control y
métodos que incrementen la productividad agricola y mantengan el equilibrio ecologico
sin agredir los ecosistemas, constituyen hoy en dia un gran reto para la agricultura y su

desarrollo (Gallegos et al., 2004).



Segun Davila, et al., (2013) actualmente una alternativa para bajar la incidencia y
severidad de la enfermedad marchitez del mel6n y reducir paulatinamente la resistencia
a los fungicidas quimicos es el caso de microorganismos antagénicos. Se mencionan
como agentes microbianos con efecto de biocontrol de la enfermedad a diversas especies
de Bacillus, Trichoderma y Streptomyces, los cuales actGan por competencia y

produccion de metabolitos secundarios que inhiben al patdégeno.

En este trabajo se propuso evaluar en laboratorio el efecto antagonista de diversas
especies de Bacillus spp y Trichoderma spp contra dos aislados de Fusarium spp.,

causantes de la pudricion de raiz en melon.

Objetivos
Aislar e identificar morfolégicamente al agente causal de la pudricién radical del cultivo

del melén en la zona de Paila, Municipio de Parras de la Fuente, Coahuila.

Determinar la capacidad antagonica in vitro de tres especies de Trichoderma spp. y tres

de Bacillus spp., para los distintos aislados de Fusarium spp, recuperado del cultivo.

Hipotesis
Trichoderma spp y Bacillus spp inhiben el desarrollo de Fusarium spp en distinta

proporcion y porcentaje in vitro en medio de cultivo.



REVISION DE LITERATURA

Generalidades del Cultivo de Melén

El melén (Cucumis melo L.), es una planta cucurbitacea de origen no establecido;
algunos autores mencionan que proviene de Africa, mientras que otros sugieren que es el
Oeste de Asia (Zapata, 1989)

La importancia del cultivo para México radica en la superficie sembrada y como
generador de divisas, por su gran demanda nacional e internacional (Claridades
Agropecuarias, 2000). En el pais la produccion del 2015 a 2016 se incremento de 543
mil a 564 mil toneladas, dentro de los principales estados productores se encuentra
Coahuila, Sonora, Michoacan, Guerrero y Durango, los cuales participan con 21%, 19%,
16.5%, 16.5% y 9.6%, de la produccion respectivamente. En particular el estado de
Coahuila aporta 119 mil 187 toneladas de la produccion nacional (SIAP, 2017).

El meldon es un cultivo que requiere de un alto costo de inversion, contribuye a la
economia social y genera alrededor de 120 jornales por hectarea (Arellano, 2009). En
base al precio del mercado el valor de la produccién varia cominmente desde $ 25,000

hasta $75,000 pesos por hectarea.

Ubicacion Taxonomica del Melon
USDA-NRCS (2009), ubica al cultivo de meldn de la siguiente manera.
Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Violales
Familia: Cucurbitaceae
Género: Cucumis

Especie: C. melo L.



Descripcion Bioldgica

El melon es una planta herbacea anual rastrera con tallos pubescentes, &speros, provistos
de zarcillos. La planta logra desarrollar raices de entre 30 y 40 cm del suelo, con un
tallo herbaceo cubierto de vellosidades, hojas cubiertas de vellosidad de forma entera,
pentagonal o lobulada. Las flores son monoicas, ginomonoicas o andromonoicas, se
agrupan en inflorescencia de 3 a 5 flores. Las flores masculinas llevan tres estambres,
las hermafroditas estambres normales y en la base de los pétalos de ambas flores se
hallan unos nectarios y la flor con el ovario que formara el fruto, tiene los pétalos y
sépalos por encima de éste. Los frutos son redondos u oblongos, de cascara lisa,
verrugosa, o reticulada (Arellano et al., 2009; Zapata, 1989).

Condiciones Edafoldgicas y Climaticas

El meldn se desarrolla en clima célido, es por eso que las zonas semidesérticas se
caracterizan por la produccion de melon de alta calidad, con un tamafio variable;
dependiendo de la variedad como: Amarillo, Piel de sapo, Rochet, Tendral y Cantalopu,
esta Ultima la mas cultivada en la region Lagunera. (Zapata, 1989). Las temperaturas
Optimas de desarrollo varian por etapas: 28°C a 32°C; para la germinacion de 20°C a
23°C; para la floracion y de 25°C a 30°C para el desarrollo ideal de la planta. La
humedad relativa debe oscilar entre 65 — 75%, en la floracién del 60 — 70%, y en la
fructificacion del 55 — 65% (Zapata, 1989).

Plagas del Cultivo de Melén

Las plagas que atacan al cultivo de meldn, se encuentra a: pulgones (Aphis gossypii),
trips (Frankliniella occidentalis), mosca blanca (Bemisia tabaci), arafia roja
(Oligonychus mexicanus), minador de la hoja (Liriomyza zativae) y gusano trozador
(Agrotis sp.) (Hortalizas, 2005).

Enfermedades del Cultivo de Melon
Desde épocas remotas el hombre ha padecido con las enfermedades de las plantas

(Agrios, 1996).



Las enfermedades son una amenaza constante para los cultivos, en la Comarca Lagunera
como en otras regiones de México, los dafios més graves se han presentado por
enfermedades del suelo causadas por el exceso de humedad e incremento de temperatura
que generan los acolchados (Hortalizas, 2005). Como enfermedades de la raiz se
describen: ahogamiento que es causado por un conjunto de hongos fitopatégenos como:
Pythium sp, Phytophthora sp., Rhizoctonia solani y Fusarium sp., ademéas también;
marchitez vascular por Verticillium, Fusarium, Macrophomina y enfermedades causadas
por nematodos (Chew y Jiménez, 2002).

Fusarium Oxysporum, es un hongo que se presenta principalmente como saprofito en el
suelo o bien como patégeno especializado, que también podria ubicarse como forma
especial (f sp.), segun la planta hospedante u hospedantes relacionados que afecte, esta
especie es la mas importante del género Fusarium y fue descrita por Link (1915). Este
hongo es especifico del melén pero puede atacar tambien cucurbitaceas (Romero,
1988).

Clasificacion Taxondmica de Fusarium

Alexopoulos et al. (1996), clasifican al hongo Fusarium de la siguiente manera:

Phylum: Deuteromycota
Clase: Hyphomycetes
Orden: Moniliales
Familia: Moniciliaceae
Género: Fusarium

Especie: F. oxysporum; F. solani

Fusarium oxysporum
Fusarium oxysporum es una especie distribuida amplia y perjudicialmente para la

agricultura, afectando cultivos en todo el mundo, como frijol, chile, tomate, cebolla,
pepino, meldn, platano, chicharo. Es un excelente habitante del suelo por lo que una vez

establecido permanece ahi indefinidamente (Romero, 1996).



Caracteristicas Generales

Presenta micelio blanco con tintes pdrpuras; las Microconidias presentan esporas,
unicelulares (sin septas), hialinas, elipsoidales a cilindricas, rectas o curvadas; se forman
sobre fialides laterales, cortas, simples o sobre conidi6foros poco ramificados. Los
macro conidios son originados sobre fialides laterales, cortas y simples o sobre
conididéforos variables, de ovales a elipsoidales cilindricos, de rectos a curvos, con un
tamafo de 5-12.3 x 2.2-3.5 |; con 5 septos, 35-60 x 3-5 W; de 6 a 7 septos, 50-60 x 3.5-
5u.Generalmente las clamidosporas se presentan solitarias pero ocasionalmente

formadas en pares o grupos de tres (Holliday, 1980; Nelson, 1981).

Habitat

El patogeno inverna en el suelo en forma de micelio o en cualquiera de sus formas de
esporas, con mayor frecuencia en forma de clamidosporas. se propaga a cortas
distancias a traves de agua y el equipo agricola contaminado, y a grandes distancias
principalmente en los trasplantes infectados o en el suelo que va en ellos. Es frecuente
gue una vez que un area haya sido infectada por este hongo se mantenga asi por un
tiempo indefinido (Agrios, 2007).Gracias a ellas en hongo sobrevive en condiciones
ambientales desfavorables y en el suelo como saprofito de vida libre en ausencia de

plantas hospedantes

Propagacion de Fusarium oxysporum
El hongo se propaga intercelularmente a través de punteaduras, se mantiene en los vasos
xilematicos, se desarrolla a través de ellos, en sentido ascendente hacia el tallo y la

corona de la planta (Agrios, 2004).

Sintomas

Este patdgeno tiene cuatro razas 1a 0, 1,2, 1,2 AY 1.2 W. Laraza 1,2 se divide en la 1,2
W (Marchitez) y la 1,2 (Amarillamiento) (chew y Jiménez, 2002). Este patdgeno
presenta dos tipos de sintomatologia: Tipo Yellow: que se caracteriza por un
amarillamiento en la hojas, en lo tallos se observan estrias necroéticas longitudinales de

las que exuda goma, posteriormente el hongo esporula sobre las zonas necrdticas



formando esporodoquios rosados. Tipo Wilt: marchitez en verde, muerte de la planta sin
que amarillen o desarrollen color (Infoagro, 2009). La enfermedad se inicia por un
amarillamiento de las nerviaciones seguida de un marchitamiento de las partes
alcanzadas, frecuentemente limitada a una parte de la planta (Marco, 1969).

Agrios, (2004) menciona que se caracteriza por el achaparramiento de las plantas, una
clorosis y en poco tiempo se marchita y finalmente mueren, mostrando también una

coloracion café en el xilema.

Importancia Econdmica

La economia agricola mundial sufre anualmente significativo dafio debido a
enfermedades causadas por agentes de diversas indoles, entre los cuales podemos
mencionar a los hongos, las bacterias, los virus y los nematodos. Dando como resultado
perdidas que fluctdan entre el 7 y el 10% de la cosecha total. De los hongos
fitopatdgenos se conocen actualmente mas de 8, 000 especies capaces de provocar
alrededor de 80, 000 enfermedades. Sin lugar a dudas F. oxysporum es la especie mas
ampliamente distribuida y perjudicial a la agricultura, es un excelente habitante del
suelo; un suelo infestado es inadecuado para el cultivo si no se dispone de variedades
resistentes. Ahora bien, es importante mencionar que en practicamente todos los casos
de marchitez por F. oxysporum se han encontrado individuos o variedades resistentes al
patdgeno, los cuales han sido de vital importancia para el desarrollo de variedades

resistentes. (Romero, 1988).

Fusarium Solani

Caracteristicas Generales

Fusarium Solani, en general produce un solo tipo de espora que son las asexuales, bajo
ciertas condiciones se produce una fase peritecial identificada como Nectria
haematococca. Las esporas asexuales se forman en esporodoquios e incluyen
microconidios formados por una o dos células, asi como los macroconidios tipicos de
Fusarium, que consisten de 3 a 9 células (a menudo 4 a 5), ligeramente encorvados y
con extremos mas o menos puntiagudos. Fusarium también produce clamidosporas de

pared gruesa y formadas por una o dos células que soportan la sequia y las bajas



temperaturas; presentan hifas delgadas intracelulares o intercelulares, vive como parasito

sobre plantulas o bien como saprofitos en el suelo (Agrios, 2004).

Habitad

El hongo habita los tejidos vegetales muertos e inverna en forma de micelio o esporas en
las semillas o en los tejidos muertos o infectados. Las esporas son fécilmente
diseminadas por el viento, el equipo agricola, el agua, por contacto, entre otros; de ahi
que el hongo se encuentre ya en forma de micelio o esporas en muchos suelos (Agrios,
2004; Smith et al., 1992).

Sintomas

Los primeros sintomas de la marchitez por Fusarium oxysporum son caracteristicos por
un aclareo de venas en los margenes de las hojas jovenes, seguido por epinastia en hojas
viejas, causado por el doblamiento de los peciolos en angulo inferior; a consecuencia de
esto se presenta una disminucion en el desarrollo de la planta, amarillamiento, formacion
de raices adventicias, marchitez durante las horas calientes del dia pero durante las
horas frescas hay una recuperacion por la tarde, posterior a esta marchites se vuelve
permanente, seguido de defoliacion, necrosis marginal y muerte de la planta
(Smith et al., 1992).

Importancia Econémica
La enfermedad representa un serio problema en las principales areas productoras de

hortalizas en el mundo, siendo méas agresiva en regiones donde prevalecen climas
calidos. Puede causar pérdidas muy severas, principalmente cuando se siembran
cultivares susceptibles bajo condiciones favorables para el patdgeno. Produce
marchitamiento principalmente en flores y hortalizas anuales, plantas de cultivo, entre
otras (Agrios, 1988).

Métodos de Control de Enfermedades de Suelo
Existen diferentes métodos de control que ayudan a erradicar o reducir la cantidad de

inoculo del patdgeno presente en un area. La gran mayoria de esos métodos son de



cultivo, es decir, dependen principalmente de ciertas actividades del agricultor, como la
erradicacion del hospedante la rotacion de cultivos, saneamiento, mejorando de esta
manera las condiciones de crecimiento de las plantas, la formacion de condiciones
desfavorables para los patdgenos. Algunos métodos son fisicos, es decir, dependen de un
factor fisico, como el calor o el frio. Algunos métodos son quimicos, es decir, dependen
del uso y la accién de una sustancia quimica que reduce la cantidad de inoculo del
patdgeno. Otros métodos son bioldgicos, es decir, utilizan organismos vivos para

reducir el inoculo del patégeno. (Agrios, 1996).

Control Cultural

Crear condiciones desfavorables al patdgeno es una buena estrategia, la rotacion de
cultivos, saneamiento, ventilacién del suelo, buen drenaje, fertilizacion adecuada,
mejoramiento del suelo con materia organica esteéril, inundacion prolongada de las areas
de cultivo, acolchado con polietileno, riego por goteo y ya labranza minima de la tierra
(Agrios, 1996).

Control Genético

El método de control méas econdmico, accesible, seguro y de mayor efectividad para
controlar las enfermedades de la plantas en cultivos para los cueles se disponen de esas
variedades, con las variedades resistentes que no soélo elimina las pérdidas que ocasionan
las enfermedades, si no también eliminan los gastos debido a aspersiones y a otros
métodos de control, no contamina el ambiente con quimicos toxicos que de otra manera

tendrian que utilizarse para controlar las enfermedades de las plantas (Agrios, 1996).

Control Quimico

Algunos tratamientos quimicos tienen como objetivo reducir la cantidad de inoculo
antes de que este ultimo entre en contacto con la planta. Dichos tratamiento incluyen
tratamientos de suelo (fumigacién), desinfeccion de almacenes y el control de los
insectos vectores de los patdgenos. Ciertos fungicidas se aplican al suelo en forma de
polvos, soluciones o granulos para controlar el ahogamiento y los tizones de las

plantulas, las pudriciones de corona y de la raiz entre otras enfermedades (Agrios,



1996). La aplicacion de moléculas fungicidas como los benzimidazoles, sin embargo el
uso excesivo de este ha provocado problemas de resistencia bajando la eficiencia en el

control de la enfermedad (Torres, 1992).

Control Bioldgico

A nivel mundial el interés por el control o manejo biologico de enfermedades de las
plantas, se increment6 a partir de la década de 1960 al reconocerse los problemas de
contaminacion ambiental del planeta, en parte resultante del uso excesivo y a veces
indiscriminado de los plaguicidas sintéticos (Bettiol et al., 2014).

Los métodos de control biolégico que se utilizan para proteger directamente a las
plantas del ataque que los patdgenos incluyen la accion de microorganismos
antagénicos en el sitio de infeccion antes o después de que ocurra la infeccién
(Agrios 1996). Con las nuevas regulaciones y restricciones en el uso de plaguicidas y la
demanda de productos organicos, crece el interés por el uso de tacticas alternativas a los
fungicidas para el manejo de enfermedades, particularmente el uso de microorganismos
benéficos (Davila et al., 2013). De acuerdo con Michel-Aceves et al. (2005)
Trichoderma harzianum tiene un efecto antagénico sobre especies de Fusarium en
condiciones de laboratorio, bajo condiciones de invernadero y campo por la produccion

de quitinasas y glucanasas son candidatos potenciales para utilizarse en el control

Microorganismos Antagonicos

En la dltima década se ha incrementado significativamente el nimero de trabajos de
investigacion dedicado al empleo de organismos antagonistas para el control biolégico
de fitopatdgenos. Sobre salen el uso de diferentes especies de Trichoderma y Bacillus
contra hongos fitopatogenos de los géneros Fusarium, Sclerotium, Rizoctonia y
Phytophthora (Bettiol et al.,, 2014). Estos microorganismos benéficos presentan
mecanismos 0 modos de accion que les permiten el control de los fitopatdgenos; entre
los principales se encuentran: competencia por el sustrato, micoparasitismo, antibiosis,
desactivacion de enzimas del patdgeno, resistencia inducida entre otros
(Infante et al., 2009). Entre los mecanismos de biocontrol mediados por rizobacterias

ampliamente reconocidos se encuentran: La competencia por un nicho ecoldgico o
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sustrato, la sintesis de compuestos inhibitorios como sideroforos, antibidticos, enzimas
liticas y detoxificadoras (Bais et al., 2004), asi como la induccion de resistencia

sistémica en la planta (Matiru y Dakora, 2004).

Aspectos Generales de Trichoderma

Las especies pertenecientes a este género se caracterizan por ser saprofitos, que
sobreviven en suelos con diferentes cantidades de materia organica, son hongos del
suelo y la madera, de crecimiento muy rapido (Martinez, 2009).

Trichoderma se ubica taxonémicamente segun Villegas (2005) en:

Reino: Fungi.
Division: Mycota
Subdivision: Eumycota
Orden: Moniliales
Familia: Moniliaceae

Género: Trichoderma

Caracteristicas Morfoldgicas
El género de Trichoderma presenta micelio con septos simples; haploides y su pared
compuesta por quitina y glucano. Su reproduccidn asexual es por conidios, conidiéforos

hialinos ramificados, fialides simples o en grupos, conidios de 3 a 5 p de didmetro
generalmente ovaladas, unicelulares o coloreados. (Martinez et al., 2009).

Generalidades del Género Bacillus

El género Bacillus, pertenece a la familia Bacillaceae, una de las familias bacterianas
con mayor actividad bioguimica referenciada en la literatura cientifica que abarca su
utilizacion dentro de las actuales politicas de control biolégico como el uso de sus
metabolitos para la industria (Layton, 2011). Son bacilos tanto aerobios como
anaerobios facultativos, Gram positivos, producen endosporas con morfologia oval-
cilindricas, que le permite resistir condiciones desfavorables en el ambiente, presentan

flagelos laterales que les permite moverse, en un rango de pH entre 5.5 — 8.5. Dentro de
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las especies mas representativas de este género con propiedades de antagonismo se
encuentran Bacillus brevis y Bacillus subtilis. En diferentes aislamientos se ha
evidenciado la presencia de cepas con actividad biocontroladora sobre patégenos de
plantas. La formacidn de endosporas les permite un alto poder de adaptacion a diversos
ambientes ante la falta de nutrientes y situaciones adversas, ademas que las esporas
poseen la capacidad de diseminarse en el aire, por tanto pueden migrar grandes
distancias y ser ubicuas en el medio ambiente hasta encontrar las condiciones 6ptimas

para su desarrollo (Layton, 2011).
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MATERIALES Y METODOS

Ubicacion del Sitio Experimental

El experimento se llevé a cabo en el Laboratorio de Microbiologia del Departamento de

Parasitologia Agricola, en la Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro, Buenavista,
Saltillo, Coahuila.

Obtencion de Muestras

Los muestreos se realizaron en 6 puntos representativos de parcelas de meldn de la

localidad de Paila perteneciente al municipio de Parras, de la Fuente, Coahuila como se

menciona en el Cuadro 1. El muestreo se realizo al azar, el cual consistié en obtener 25

plantas con sintomas de marchitez en parcelas comerciales de este cultivo.

Tabla 1 . Coordenadas de Localizacion del Area de Muestreo.

Localizacion Coordenadas Muestras Muestreo Cepas
Rancho Raudl 25°42'39.3” Latitud norte Melon, primera Mayo-Junio FRR-1
Rivera, Paila ~ 102° 00’ 45.5"Longitud oeste  etapa de siembra del 2015

Rancho La 25°42'22" Latitud norte Melén, segunda Mayo-Junio FRG-2
Guadalupana,  102°20'43" Longitud oeste  etapa de siembra del 2015

Paila.

Rancho 25°45'57.8" Longitud norte  Meldn, segunda Mayo-Junio FAF-3
Adolfo Flores, 101°59’50” Longitud oeste  etapa de siembra del 2015

Paila.

Rancho Elena, 25°45’10” Longitud norte  Meldn, tercera Mayo-Junio FRE-4
Paila. 102° 24" 47" Longitud oeste  etapa de siembra del 2015

Rancho Chano 25°45’20.2"” Longitud norte ~ Mel6n, primera Mayo-Junio FCA-5
Alarcon, Paila.  102° 10’ 48.5”Longitud oeste  etapa de siembra del 2015

Rancho Héctor 25°45'39" Longitud norte  Mel6n, siembra Mayo-Junio FHA-6
Alarcon, Paila.  102° 10’ 53" Longitud oeste  de la temporada del 2015

pasada
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Aislamiento del Hongo

Al microscopio esteroscopico se observd los tejidos radicales y tallos afectados. Para
detectar la presencia del patdgeno, se seleccioné tejido enfermo, se cortd en pequefios
trozos, se desinfectaron con una solucion de hipoclorito de sodio al 1% por 3 minutos,
posteriormente se lavd dos veces en agua destilada estéril y se transfirieron
asépticamente en cajas Petri con medio de cultivo papa-dextrosa-agar (PDA) adicionado
con &cido léctico (200 pl/L). Las placas fueron incubadas a 28 °C + 2 por siete dias, una
vez transcurrido el tiempo con base al crecimiento del micelio y en funcion de los tipos

de coloracion se diferenciaron los aislamientos para su resiembra y purificacion.

Purificacion e Identificacion de Fusarium

Una suspension de conidias en agua destilada estéril se difundid en placas conteniendo
PDA, transcurrido 24 hrs, se purifico por punta de hifa a partir de conidios germinados,
utilizando placas con el mismo medio. Se mantuvo por 15 dias para observar colonias
con caracteristicas diferentes, cada aislado se prepard y colocé en un microscopio
compuesto y se observé caracteristicas similares al patdgeno de acuerdo con las claves

taxondmicas de Leslie y Summerell (2006).

Material Bioldgico

Los microorganismos antagénicos utilizados fueron Bacillus liquefasciens (BIF); B.
amyloliquefaciens (BA); B. subtillis (BX); Trichoderma asperellum (Ta); T. harzianum
(Th2); T. viride (Tv) y fueron obtenidos del cepario del Laboratorio de Microbiologia de
la Universidad Auténoma Antonio Narro; los cuales fueron resembrados en PDA y

conservados a 5 °C en refrigeracion.

Bioensayo in vitro

Para evaluar la actividad antagénica de Trichoderma spp., se utilizé la técnica de Cherif
y Benhamou (1990). Para cada tratamiento, se deposito en un extremo de cajas Petri con
PDA un explante de 5 mm de diametro con micelio activo de colonias fungosas de ocho
dias de edad de cada cepa, posteriormente se colocd en el otro extremo de la caja Petri

un explante de 5 mm de especie de Trichoderma a evaluar, incubandose a 28 °C con un
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fotoperiodo de 12 h. Las lecturas se tomaron cada 24 horas y se dejé de medir una vez
que el testigo desarrollo un didmetro mayor al de los tratamientos con Trichoderma.

Para evaluar la competencia por sustrato de los antagonistas se evaluaron de acuerdo a
la en la escala de Bell et al. (1982). La escala consta de cinco clases como se muestra en
la Tabla 1

Tabla 2. Escala de Bell et al. (1982)

Clase Caracteristica

Clase 1 Trichoderma sobrecrece completamente al patogeno y al medio.

Clase 2 Trichoderma cubnd dos tercios de la superficie del medio.

Clase 3 Trichoderma vy el patogeno, cada uno colonizo aproximadamente la mitad de

la superficie del medio (mas de un tercio v menos de dos tercios) v ni un
organistmo parece dominar al otro.

Clase 4 El patégeno colonizd por lo menos dos tercios de la superficie del medio v
parecio resistir la invasion por Trichoderma.

Clase 5 El patogeno crecio completamente v ocupo toda la superficie del medio.

Disefio Experimental

Se utilizd un disefio experimental completamente al azar con cuatro tratamientos y
cinco repeticiones. La variable a evaluar fue antagonismo (competencia) de
Trichoderma sobre Fusarium. oxysporum y F. solani. de acorde a la escala de Bell
(Tabla 2). Los datos se analizaron con el programa estadistico SAS System Version
9.1.3, las medias fueron comparadas con la prueba Tukey al 0.05 de significancia.

La evaluacion del antagonismo de Bacillus, fue por confrontacion directa de las
especies de Bacillus vs Fusarium en placas de PDA, colocando al centro un explante de
4mm de didmetro del cultivo de Fusarium y en los 4 puntos cardinales de la placa una
siembra por puncion de la especie de Bacillus. Las placas se incubaron a 28 °C con un
fotoperiodo de 12 h. La medicion de antibiosis se realiz6 tomando el radio del
crecimiento fangico con un Vernier digital (PlasticCaliper Modelo 700-130B) en los
cuatro puntos cardinales referentes a la inhibicion. Con las mediciones obtenidas se
obtuvo una media por placa y procedi6 al célculo del porcentaje de inhibicién:
Porcentaje de inhibicion = ((R.D.C — R.C.T)*100)/ R.C.F, donde, RDC: radio de la

colonia control; RCT: radio de la colonia tratada.
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Las variables que se midieron fueron: radio de crecimiento del antagonista (RCA), radio
de crecimiento del patégeno (RCP)

Anélisis Estadistico

Se utiliz6 un disefio estadistico completamente al azar con cinco repeticiones, con un
nivel de significancia de 95%. La unidad experimental consistio en una placa de Petri y
la variable, cuantificacion fue el diametro de crecimiento del hongo, cada placa fue una
repeticion efectuandose el experimiento por 5 veces. Para estratificar los resultados se
realiz6 una prueba de separacion de medias segin Tukey (p= 0.05) el analisis de los
datos se realiz6 con el programa estadistico SAS Statistical System (2002).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Identificacion Taxonomica de Fusarium

A partir de la colectas realizadas sobre cultivos comerciales de melon establecidos en la
region de Paila Coahuila; se obtuvieron 25 muestras de plantas enfermas las cuales se
recuperaron 6 del genero Fusarium aislamientos a partir de tallo y raiz de plantas que
presentaron sintomas tipicos de pudricion de raiz y clorosis en follaje. Estos aislamientos
presentaron morfologias similares entre si. De acuerdo a las claves taxondmicas de
Leslie y Summerell (2006) se establecidé que tres de los aislamientos correspondian a
Fusarium oxysporum (Figura 1) (FAF-3; FRE-4; FHA-6) y fueron aislamientos que
produjeron abundantes microconidias a partir de falsas cabezas, que se transformaron en
abundantes macroconidias, la coloracion de estos en la superficie del cultivo casi
siempre fue purpura oscura, de blanco a violeta palido, o naranja palido; Los siguientes
tres aislamientos fueron identificadas como Fusarium solani (Figura 2) (FRR1, FRG-2,
FCA-5) estos aislamientos presentaron caracteristicas distintivas de F. oxysporum que
fueron: macroconidias largos, de pared gruesa y producida en menor cantidad, sus
macroconidios fueron gruesos y de forma cilindrica (Figura 3-4) y la formacion de
colonias presentaron color crema que de acuerdo a las claves taxonémicas de Leslie y

Summerell (2006) pertenecen a las cepas que se agrupan como Fusarium solani.

Figura 1 Desarrollo y crecimiento de Fusarium oxysporum en el medio de cultivo PDA.
Incubadas a 28°C por 7 dias.
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Figura 2.- Crecimiento colonial de Fusarium solani en el medio de cultivo PDA a 7 dias

de interaccién a 28°C

Figura 3 .- Caracteristicas morfoldgicas de Fusarium solani, Macroconidias (B-C)
microconidias (A-D).
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Figura 4.- Esporodoquio (A), Crecimiento micelial (B) de Fusarium solani

Evaluacion antagénica de Trichoderma spp.

De acuerdo a la escala de Bell et al. (1982), todas las cepas de Trichoderma viride (Tv)
T. asperellum (Ta) y T.harzianum (Th2), se ubicaron en las categorias | y Il de Bell
(Grafica 1). T. viride, crecié mas de la tercera parte de la superficie de la placa, lo que lo
sitla en la clase 2 de la escala, excepcidn las cepas de Th2 y Ta que se desarrollaron en
toda la placa, lo que hizo que se ubicaran en la clase 1. Estos aislados poseen mayor
velocidad de crecimiento. No obstante, todos las cepas pueden ser considerados como
antagonistas segin Bell et al. (1982). Las mejores cepas de Trichoderma Th2 y Ta
presentraron mejor control para las seis cepas de fitopatdgenos, ya que ocasionaron
micoparasitismo con estrangulamiento y lisis de las paredes de las hifas y con ello la
desintegracién y degradacion de las paredes celulares y el debilitamiento o muerte de los
hongos fitopatogenos, destacando la cepa Th2, esto muy posiblemente debido a la
produccién de enzimas hidroliticas: quitinasas y glucanasas que de acuerdo a los
estudios realizados por Michel-Aceves et al.(2005) la quitinasa de Trichoderma
harzianum inhibe el crecimiento del micelio de Fusarium spp hasta un 34%; también
pudiera atribuirse atribuir a la cantidad de metabolitos producidos y su efecto sobre los
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patdgenos (Stefanova et al., 1999) A demas que, a pesar de pertenecer a la misma
especie no utilizan los mismos mecanismos de accion tales como micoparasitismo,
inhibicién enzimatica, entre otros (Martinez et al.,, 2009). De acuerdo con
Humeres, (2004) el método de control de Trichoderma contra hongos fitopatdgenos es
principalmente a través de competencia y micoparasitismo, esto concuerda con los
resultados que obtuvo Ramos (2008), donde muestra que Trichoderma tiene contacto
con F. oxyspporum al segundo dia después de la siembra in vitro y un sobre crecimiento
al doceavo dia, tal y como se aprecio en los ensayos de antagonismo en este trabajo
(Figura 1).

5 a a a a a a . Ty
45 Tt mTh2
4T Ta
3.5 m TESTIGO
= 3
E 25 b b
5 2 bb
CER I tI
1
0.5
0

FRR-1 FRG-2 FAF-3 FRE-4 FCA-5 FHA-6

Grafica 1.- Antagonismo de Trichoderma spp contra diferentes especies de Fusarium
de acuerdo a escala de Bell et al. (1982). Patdgeno: Fusarium solani (FRR-1; FRG-2;
FCA-5), Fusarium oxysporum (FAF-3; FRE-4; FHA-6). Antagonista Trichoderma
viride (TV); T. harzianum (TH2); T .asperellum (TA).

La inhibicion de los seis aislados de las dos especies de Fusarium recuperados de
plantas de melén se observa esquematicamente muy clara en la Grafica 1, ya que las
barras del histograma pequefias corresponden al antagonismo mientras que las grandes
son del testigo, lo que ejemplifica la competencia y el parasitismo observado en el
fitopatogeno.
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Actividad antagodnica de Bacillus spp contra Fusarium spp.
La siguiente imagen (Figura 5) muestra la inhibicion de las diferentes cepas de Bacillus

spp con respecto a los aislamientos de Fusarium spp recuperado de raiz y tallo del

cultivo de meldn, donde se observan distintos grados de inhibicion.

¢RR-1 FRG-2 FAF-3 FRE-4 FCA-5 FHAG

) » M, ‘a ] e
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Figura 5.- Restriccion de crecimiento de Fusarium spp. por Bacillus spp
A). Fusarium spp vs Bacillus liquefaciens B) Fusarium spp vs B. amyloliquefaciens C).
Fusarium spp vs B. subtillis. Donde Fusaium oxysporum (FAF-3; FRE-4; FHA-6)
Fusarium solani (FRR-1; FRG-2; FCA-5).
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Interaccién del Patogeno respecto a los tres antagonicos

Se evalud la interaccion de los fitopatogeno respecto a Bacillus subtillis, B. liquefaciens,
B. amyloliquefaciens. Se pudo apreciar (grafica 2) que la cepa 5 correspondiente a
Fusarium solani (FCA-5) es la mas agresiva mostrando un mejor control mediante B.
amyloliquefaciens (BA) se muestra que la interaccion entre estos dos organismos, el
antagonista (Ba) inhibe el crecimiento del fitopatogeno.

Vanegas et al., (2006). Sefialan que existen cepas bacterianas silvestres del género
Bacillus que son capaces de inhibir el crecimiento in vitro de cepas patogenas de F.
solani y F. oxysporum. tal y como se observo en esta investigacion. Lo cual de acuerdo
con Layton (2011) el efecto biocontrolador, resulta como producto de diversos
mecanismos, entre ellos la antibiosis que ejerce Bacillus spp con la produccién de
péptidos, lipopéptidos y fosfolipidos que se utilizan como agentes terapéuticos contra

bacterias patdgenas y hongos.
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Grafica 2 Interaccion de Fusarium oxysporum (FAF-3;FRE-4; FHA-6), F. solani
(FRR-1; FRG-2; FCA-5) vs Bacillus subtillis (Bx), B. amiloliquefaciens (Ba),
B. liquefaciens (Bif).
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Porcentaje antagénico de las diferentes cepas de Trichoderma spp, Bacillus spp
aplicado a Fusarium spp.

Se clasifico el antagonismo de Trichoderma spp sobre Fusarium oxysporum y Fusarium
solani de acuerdo a la escala propuesta por Bell et al, (1982). (Tabla 3). Los resultados
obtenidos entre microorganismos muestran para la cepa FHA-6 un alto nivel de
susceptibilidad al antagénico Th2; obteniendo para Trichoderma harzianum y T.
asperellum altos niveles de antagonismo ubicando a ambas especies en la clase 1,
seguido de T. viride situado en la clase 2 de la escala, en general las diferentes especies
de Trichoderma evaluados presentaron niveles de control aceptables. de acuerdo a lo
reportado por Michel-Aceves et al (2005) quienes descubren que las diferentes especies
de Trichoderma limitan el crecimiento del micelio en Fusarium oxysporum en 34 y 27
%. Michel Aceve et al (2004), reportaron para F. oxysporum porcentajes de antagonismo
en un 47.6 y 42.6%, de acuerdo con Sanchez-Garcia et al (2017) esto debido a que los
metabolitos como quitinasas, glucanasas y otras proteinas de resistencia que producen
las cepas antagonicas de Trichoderma en el medio de cultivo inhiben el crecimiento de

los hongos fitopatdgenos.

Con respecto a las cepas de Bacillus spp. el mayor efecto fue observado con Bacillus
amiloliquefaciens presentando niveles de inhibicion del 28 y 55% siendo las cepas de
Fusarium mas susceptibles la FHA-6 con un porcentaje de inhibicion de 46.38% y para
FRR-1 con 46.87%. cabe resaltar que la cepa FCA-5 presento niveles de inhibicion bajos
con un 28.19%. Existen amplios rangos de control de Fusarium reportados in vitro como
los de Mejia —Bautista et al. (2016), Bacillus subtilis en niveles de 37.4 a 69.92 %. Esto
debido a los diferentes mecanismos de accion como la competencia por la colonizacién

de la rizosfera (Compant et al., 2005).
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Tabla 3. Antagonismo de Bacillus spp contra cepas de Fusarium

Antagonista FRR-1 FRG-2 FAF-3 FRE-4 FCA-5 FHA-6 X

TH2 14D lc 12D 12Db 16D l4c 1.3
TV 2b 22D 14D 24D 24b 24b 2.13
TA 14D 1.4cb 12D 16Db 16D l4c 1.43
Bx 45.68a  38.64a 37.16a 42.42a 34.56a 46.38a 40.80
Ba 51.35ab 38.91c 37.79c 42.85bc  41.15bc  55.19a 44.54
Bif 46.87a  38.40abc  31.41bc 34.81bc  28.19c 41.57ab  36.87

* Valores con letras distintas tienen diferencias estadisticas segiin Tukey p<0.05

En la parte superior Trichoderma asperellum (Ta); T. harzianum (Th2); T. viride (Tv).se evalud la clase de
antagonismo, segln Bell et al. (1982

En laparte inferior Porcentaje de inhibicién con diferente letra presentan diferencia significativa p<0.05 esto para

Bacillus spp. Bacillus liquefaciens (Bif); B. amiloliquefaciens (Ba); B. subtillis (Bx).
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CONCLUSIONES

Fusarium oxysporum y Fusarium solani son dos especies que estan relacionados con la
prudricion radicular en el cultivo de melon para la region agricola de Paila Coahuila.
Las dos especies son vulnerables de control in vitro por los microorganismos
antagonicos Trichoderma harzianum Trichoderma asperellum, al igual por B. subtillis,
Bacillus liquefaciens y Bacillus amyloliquefaciens con porcentajes aceptables para el
manejo de la enfermedad. Teniendo como alternativa el empleo de agentes microbianos

para el control de la pudricién radical del cultivo de melon.
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