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RESUMEN

El cacao es un cultivo originario de México, con alta importancia cultural y
econdmica, principalmente para la produccion de chocolate, cuya produccion se
concentra principalmente en el sur de México, en los estados de Tabasco y
Chiapas. Uno de los problemas méas importantes y de mayor impacto para la
produccion de cacao son las enfermedades causadas por hongos fitopatégenos,
principalmente dos especies, Moniliophthora roreri y Moniliophthora perniciosa
(Agaricales: Marasmiaceae) con pérdidas de hasta 80% en la produccion.
Recientemente, en el estado de Chiapas se observaron frutos de cacao, con
dafios tipicos de pudricién con esporulacion en forma de polvo blanco, manchas
de color chocolate y con forma de giba, tipicas de moniliasis, no obstante; se
encontré asociada a esta, el hongo Nodulosporium sp., el cual se ha reportado
como fitopatégeno en otras plantas de importancia. El objetivo del presente
estudio fue evaluar la eficiencia in vitro de los productos quimicos azoxystrobin,
clorotalonil y tiabendazol y los agentes de control biolégico Trichoderma
harzianum y Bacillus subtilis para el control del hongo Nodulosporium sp. Se
evalu6 el efecto antagonico in vitro de T. harzianum y B. subtilis sobre
Nodulosporium sp., el tiempo en el que el antagonista-fitopatégeno entraron en
contacto y se calcul6 el porcentaje de crecimiento radial y porcentaje de inhibicion
del crecimiento radial, ademas del tipo de antagonismo para T. harzianum con
base en la escala de Bell. El efecto inhibitorio de Nodulosporium sp. por los
fungicidas comerciales azoxystrobin, clorotalonil y tiabendazol se evalué en 8
concentraciones en cada uno, ademas de un tratamiento testigo sin fungicida (0
ppm). La evaluacion consisti6 en medir el crecimiento micelial, en dos ejes
(horizontal y vertical) del fitopatdégeno, cada 24 horas, hasta el llenado del testigo
y se calculo el porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial, se determiné los
valores de la concentracion inhibitris al 50 y 90% (Clso y Cloo) y sus limites
fiduciales al 95% de confiabilidad mediante un analisis Probit. Con ambos
métodos de control, se realizé un andlisis de varianza y comparacion de medias
de los tratamientos con una prueba de rango mdiltiple de Tukey (P<0.05) para

determinar el efecto de los tratamientos sobre el crecimiento micelial y porcentaje

Xi



de inhibicién. El control biolégico del fitopatogeno Nodulosporium con el
antagonista B. subtilis y T. harzianum en confrontacion ejercen un efecto
inhibitorio significativo sobre el fitopatdgeno con 71.86 y 69.93% respectivamente;
mientras que los antagonistas expresaron su crecimiento sin dificultad, incluso T.
harzianum sobrecreci6 al patégeno y lleno por completo la superficie del medio de
cultivo, ubicandose en la clase 1 de antagonismo de Bell. Nodulosporium sp.,
presento susceptibilidad a la accion de los fungicidas azoxystrobin, clorotalonil y
tiabendazol adicionados en medio PDA. El tiabendazol fue mas efectivo; con 2.5
ppm inhibe el crecimiento micelial del hongo, seguido por el clorotalonil que a 1000
ppm ya no permite el crecimiento del hongo y azoxystrobin, aunque menos
efectivo ya que requiere concentraciones altas arriba de 1000 ppm para tener un
buen control. Los productos quimicos azoxystrobin, clorotalonil y tiabendazol y los
agentes de control biolégico Trichoderma harzianum y Bacillus subtilis son

eficientes para el control in vitro del hongo Nodulosporium sp.

Palabras claves: Azoxystrobin, Bacillus subtilis, clorotalonil, Nodulosporium sp.,

fitopatdgenos, fungicidas, tiabendazol, Trichoderma harzianum.
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I. INTRODUCCION

El cacao (Theobroma cacao L.) proviene de Theobroma; vocablo griego que
significa “alimento de los dioses”, sin embargo, la palabra cacao deriva del maya
cacau; cac que significa rojo y cau que significa fuerza y fuego. Los mayas, dieron
a conocer el cacao al pueblo azteca, el cual a su vez adopto su cultivo y empezo a
consumirlo en forma de bebida hecha con cacao molido, agua y miel; a la que se le

llamo xocolatl, que significa en nahuatl “agua espumosa” (Avendafio et al., 2011).

De los beneficios mas destacados y controvertidos del cacao podemos destacar los
radicales libres y los antioxidantes, el polvo de cacao crudo contiene mas de 300
compuestos quimicos diferentes y casi cuatro veces el poder antioxidante del
chocolate oscuro promedio; ademas contiene proteina, calcio, caroteno, tiamina,
riboflavina, magnesio y sulfuro. Otros beneficios complementarios, son la
anandamida, endorfinas, feniletlamina y serotonina, los cuales afectan
directamente al cerebro, relacionados a la felicidad, bienestar y buen humor del ser
humano (SIAP, 2017).

Se estima que la produccion anual en México asciende a las 27 mil toneladas de
producto, con un valor mayor a los mil millones de pesos; produccion concentrada

principalmente en los estados de Tabasco y Chiapas (SIAP, 2017).

Los estados de Tabasco y Chiapas producen el 99.45% del total nacional del cacao;
el primero con mayor superficie de cultivo, aproximadamente 40,887 hectareas y
una produccién de 13,383 toneladas; mientras que Chiapas con una superficie
sembrada de 16,782 hectareas y una produccion de 5,247 toneladas (SIAP, 2018).
La superficie dedicada a este cultivo, asi como la produccion anual sea reducido
considerablemente, tal es el caso, que en el 2002 se reportd una producciéon de

46,194 ton de cacao seco y para 2010, apenas se produjeron 19,000 toneladas y el



rendimiento promedio por ha se estimé en 300 Kg (Plan Rector Cacao Chiapas,
2012).

En el Estado de Chiapas, este cultivo ocupa el sexto lugar en superficie cultivada, y
se distribuye principalmente en cuatro regiones agroecondmicas del estado:
Soconusco, Norte, Centro y Selva Palenque; con gran importancia desde el punto
de vista ecoldgico, econdmico, cultural e histérico (Plan Rector Cacao Chiapas,
2012).

De los principales problemas fitosanitarios, las enfermedades son el factor biético
de mayor impacto para la produccion de cacao en el mundo y Latinoamérica. En
Centroamérica, las bacterias, los virus y los nematodos no causan problemas
significativos, sin embargo; los hongos y principalmente dos especies del orden
Agaricales, familia Marasmiaceae destacan por su importancia, la moniliasis
causada por el hongo Moniliophthora roreri y la escoba de bruja Moniliophthora
perniciosa. Estas dos enfermedades pueden causar pérdidas de hasta el 80% de
los frutos, y han sido la causa del abandono de muchos cacaotales en
Centroamérica. Le sigue en importancia la mancha negra, causada por organismos
del género Phytophthora sp. (Peronosporales: Peronosporaceae) responsable de
graves pérdidas en la produccion. La mancha negra puede atacar diferentes partes
de la planta de cacao, pero, al igual que la moniliasis, su mayor impacto se da en
los frutos, que son el 6rgano de interés comercial por contener las semillas con que

se hace el chocolate (Phillips y Bustillos, 2009).

Ademas de los patdgenos antes mencionados, para la zona del Soconusco se han
observado mazorcas de cacao con caracteristicas tipicas de pudricion con
esporulacion en forma de polvo blanco, manchas de color chocolate y con forma de
giba, asociada al hongo Nodulosporium sp. (Gonzalez, 2018, Comunicacion
personal), ademas de que este hongo se ha reportado como fitopatdgeno en otras
plantas de importancia (De la Torre-Almaréaz et al., 2003; De la Torre-Almaraz et al.,
2009).



1.1. Objetivo General

Evaluar la eficiencia in vitro de métodos de control quimico y biolégico sobre

Nodulosporium sp.

1.1.1. Objetivos Especificos

Evaluar la eficiencia in vitro de tres productos quimicos de control sobre el hongo
Nodulosporium sp.

Evaluar la eficiencia in vitro de dos agentes de control biolégico sobre el hongo

Nodulosporium sp.

1.2. Hipotesis

a). Se espera que el control quimico presente un control de 80% de Nodulosporium

sp.

b). Se espera que el control biolégico presente un control de 50% de Nodulosporium

sp.



ll. REVISION DE LITERATURA

2.1. Generalidades de Nodulosporium sp.

El género Hypoxylon Bull., estd delimitado por cuatro caracteres principales:
anamorfos Nodulosporium Preuss., como el criterio principal para reconocer un
hongo Xylariaceous como miembro de Hypoxyloideae, estromata unipartite tejido
estromal por debajo de la capa peritecial sélido y homogéneo y estromata no en
posicion vertical, es decir; con una altura menor que la longitud y la anchura (Rogers
et al., 2018).

Hypoxylon difiere de los géneros en Xylarioideae como Nemania Gray., que tiene
anamorfos tipo Geniculosporium Chesters y Greenhd., Biscogniauxia Kuntze y
Camillea Fr., que tienen estromas bipartitos, Daldinia Ces. y De Not., que tiene
anillos concéntricos, Entonaema A. Mdller que tiene una cavidad hueca revestida
con tejido gelatinoso y Rhopalostroma D. Hawksw., que tiene stipitate estromata
(Rogers et al., 2018).

De los hongos Ascomycetes de la familia Xylariaceae, Hypoxylon, después de
Xylaria Hill ex Schrank., es el género con mayor numero de especies en el territorio
mexicano (San Martin, 1992). La revision mundial del género por Ju y Rogers (1996)
y el trabajo de Van der Gucht et al. (1997), arrojan un total de 121 especies, de tal
manera que México con 41, cuenta con 34% de esa cantidad global. El nimero de
componentes de Hypoxylon presentes en el pais debe ser mayor si se considera
gue no se ha explorado micolégicamente de una manera minuciosa, ni la mitad del
territorio de la Republica. Por lo anterior es de esperarse la existencia en México de
especies ya citadas de otras latitudes y por supuesto también de otras nuevas para
la ciencia (Van der Gucht et al., 1997).



2.1.1. Ubicacion Taxondmica

Hypoxylon se encuentra clasificado segun (Bull., 1791) como:
Reino: hongos
Divisidn: Ascomycota
Clase: Euascomycotina
Subclase: Pyrenomycetes
Orden: Xylariales
Familia: Xylariaceae
Género: Hypoxylon Bull.

2.1.2. Descripcién Morfolégica

Hypoxylon tiene estrecha afinidad con Entonaema y Daldinia debido a que comparte
con ellos la conexion anamorfica del tipo Nodulosporium sp., y caracteres
teleomérficos como la presencia de pigmentos estromaticos, la morfologia del anillo
apical de las ascas (mas ancho que alto), el episporio conspicuo y generalmente
dehiscente en KOH a 10%, asi como la localizacién de la linea germinal por lo
regular dorsal y recta, raramente sigmoide o espiral, en las ascosporas (Ju et al.,
1997; San Martin et al., 1999).

Los anamorfos de Hypoxylon son atribuibles al género de forma Nodulosporium sp.,
para facilitar la comunicacion, Nodulosporium sp., se subdivide en cuatro tipos,
basados en los patrones de ramificacion de las estructuras conidiégenas en listadas
en orden ascendente de complejidad: Sporothrix Hektoen y CFPerkins., Virgariella
S. Hughes, Nodulosporium y Periconiella (G. Winter) Sacc. El género
Nodulosporium presenta conidioforos simples a menudo septados,( Figura. 1) sin
un eje dominante con ramificaciones dicotdomicas o no ramificadas, ramas

adicionales que surgen del primer nivel y segundo nivel de regiones conidiégenas,
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ramas que terminan con tres o cuatro células conidiégenas que surgen en espirales
del eje principal y/o de ramas principales o de ramas subordinadas adicionales, este
proceso de produccion de conididgenas suelen continuar varias veces, puede dar
lugar a varios niveles de regiones conidiégenas quedando una o dos en cada
término, pero con conidiéforos originales y ramas adicionales que dan como
resultado una estructura mas compleja y espesa, no obstante, Periconiella al igual
que Nodulosporium tienen la tendencia a producir més de dos células conidiogenas
en cada extremo de la rama. Son similares en la produccion frecuente de ramas
adicionales, pero difieren en que la Ultima es més simple en su ramificacién (Rogers
et al., 2018).

Nodulosporium sp., presenta colonia micelial blanquecina y aspecto algodonoso con
anillos conceéntricos, adquiriendo una coloracién ligeramente verdosa y al final pardo
claro, crecimiento conglomerado de micelio que forma cuerpos globosos oscuros,
en cuyo interior hay ascas y ascosporas con masa micelial pardo claro que contiene
conidiéforos y conidios hialinos, con forma elipsoidal y un extremo truncado, con
medidas de 5.14- 6.66 x 4.13-4.86 mm. Estroma aglomerado o pulvinado formando
peritecios globosos negros y labios periteciales conspicuos, (Figura. 2) superficie
negra brillante, de consistencia serosa. Los peritecios globosos a subglobosos
miden de (0.32-0.48 mm de diametro) con ostiolos umbilicados con granulos rojizos
a negruzcos dispersos inmediatamente bajo la gruesa capa peritecial y entre las
paredes, las ascas miden entre 153.1-173.37 ym de longitud total, de 10.2-12.83
um de anchura, la parte del alineamiento de esporas de 82.37-99.96 um y el tallo
de la asca de 59.08-83.36 ym de longitud, las ascosporas son pardo-oscuras,
unicelulares, elipsoides inequilaterales, con extremos ligeramente redondeados (De

la Torre-Almararaz et al., 2009).



Figura 1. Conidioforo y conidios del tipo
Nodulosporium sp.

Figura 2. Conglomerados peritesoides
cubiertos por conidioforo de
Nodulosporium sp.



2.1.3. Distribuciéon

Xylariaceae es la familia mas grande del orden Xylariales y una de las familias mas
grandes de Ascomycota. Aunque su distribucion es cosmopolita, su mayor

diversidad se encuentra en las regiones tropicales y subtropicales (Sir et al., 2002).

Los miembros del género Nodulosporium se encuentran como saprofitos o
patégenos débiles en madera de arboles de clima templado o principalmente
tropical o como enddfitos (quizas en simbiosis mutualista) en los tejidos internos de

plantas lefiosas o herbaceas (San Martin et al., 1999).

Las especies de Hypoxylon con aspecto hipoxiloide presentan una gran
diversificacion en los tropicos y subtropicos, variando entre especies patbgenas muy
dafiinas a especies endofiticas. Algunas crecen en madera muerta de un
hospedante especifico, mientras que otras lo hacen sobre un amplio rango de
sustratos (Hladki et al., 2009).

2.1.4. Importancia y dafos

En el encino o roble Quercus L. (Fagaceae), el género Hypoxylon presenta mayor
distribucién dentro de las plantas lefiosas en el mundo, formando parte importante
de las masas arboladas de las regiones montafiosas. Este género se distribuye
ampliamente en el nuevo mundo desde el sur de Canada hasta Colombia,
incluyendo Cuba (Nixon, 1998; Valencia, 2004). Las especies del género Quercus
son de excepcional valor por la calidad de su madera, asi como por otros muchos
de sus usos y productos, entre ellos: lefia, carbdén, uso artesanal, corcho, taninos,

colorantes, alimento para el hombre y el ganado (Nixon, 1998; Valencia, 2004).

Hypoxylon sp., presente en casi toda la republica mexicana, causa dafios muy
significativos en los pinos, encinos y robles y provoca muerte descendente,
principalmente en los estados de Colima, Guanajuato, Jalisco, Nayarit y

Aguascalientes (Moreno-Rico et al., 2010).



Los sintomas que provoca es una pudricion blanquecina de la albura y con ello
cancros de diferentes dimensiones en los encinos afectados, sobre todo en la base
del tallo. La madera al inicio presenta manchas humedas, posteriormente son secas
y en los margenes se observan lineas oscuras. También, causa amarillamiento,
marchitamiento y caida de las hojas, muerte descendente de las ramas y finalmente,
declinamiento y muerte del arbol, principalmente los que se encuentran debilitados
por sequia u otros factores abioticos y bidticos (Downer, 2006; Swiecki y Bernhardt,
2006).

Poco se conoce sobre la actividad de este hongo relacionado con la muerte de
encinos en México. En la sierra fria de Aguascalientes, Romo et al. (2007)
reportaron la presencia de ascomas de Hypoxylon spp., en los tallos de Quercus
obtusata Bonpl. y Quercus potosina Trel. Sin embargo, no identificaron la especie
del hongo y no relacionaron su presencia con sintomas en los arboles. En un estudio
realizado en la Sierra de Lobos, Gto., Vazquez et al. (2004) encontraron que los
principales agentes biologicos responsables de la declinacion de los bosques de
encino son el efecto combinado de Nectria galligena (Bres.) Rossman y Samuels.,
e Hypoxylon thouarsianum (Lév.) Lloyd., quienes actian en sinergia y causan una

fuerte micosis en los encinos con un comportamiento agresivo.

En 2001, plantas de mezquite (Prosopis laevigata L.) con muerte descendente de
ramas, fueron observadas en la reserva de la Biosfera de Tehuacan Puebla, se
encontré ramas con dafios, en el cual se desarrolld6 un hongo de color pardo claro
gue produjo conidiéforos y conidios hialinos, verdosos, elipsoides con un extremo
truncado. En el estroma pulvinado y aglomerado hubo masas de peritecios negros
conspicuos y globosos. Las ascosporas son pardo-oscuro, unicelulares, elipsoides
desiguales, con extremos redondeados y un tubo germinativo a lo largo de la
espora. El hongo fue identificado como Hypoxylon diatrypeoides Rehm y su
anamorfo como una especie del tipo Nodulosporium (De la Torre-Almararaz et al.,
2009).



2.2. Métodos de Control de Enfermedades Fungosas en Plantas

Las medidas aplicadas de manejo del patosistema, relacionado con hongos en
plantas, casi en su totalidad son métodos de control que se utilizan antes de que las
plantas enfermen, es decir, los métodos son preventivos y no curativos. Los
métodos de control se clasifican de acuerdo con ciertos principios fundamentales
derivados del conocimiento de la causa y desarrollo de la enfermedad. Toda
enfermedad infecciosa tiene variabilidad de acuerdo a los fitopatégenos en la
naturaleza, particularmente los hongos. El control de la enfermedad se puede lograr
mediante un sélo procedimiento, pero en la mayoria de los casos exige la utilizacion
de medidas multiples e implica un programa integrado de manipulacién del ambiente
y de los factores -culturales, biolégicos, fisicos y quimicos. Parametros
epidemioldgicos que gobiernan su avance o desarrollo como son la cantidad de
indculo inicial, la tasa de infeccidn y el tiempo. Esto quiere decir que los métodos de
control de las enfermedades, deben tener efecto sobre esos pardmetros,
particularmente el inéculo inicial y la tasa de infeccién (Achicanoy, 2001).

2.2.1. Métodos culturales

Los métodos culturales se basan en las actividades del agricultor o labores de
cultivo destinadas a evitar que el patdgeno establezca relacion con el hospedero y
comprenden principalmente medidas de reduccién del patégeno y el suministro de
condiciones desfavorables para el patégeno. En las enfermedades causadas por
hongos fitopatégenos, generalmente la reduccion del hospedero no resulta
fructifera; en ocasiones, la eliminaciébn de plantas voluntarias, de malezas y
hospederos alternos es suficiente para reducir considerablemente el inéculo, asi
como la rotacion de cultivos y el saneamiento. En ciertos casos, en las
enfermedades virales y algunas bacteriales, la destruccion de las plantas infectadas
y las sospechosas, es una medida exitosa para eliminar patdégenos (Achicanoy,
2001).
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2.2.2. Métodos Fisicos

Los métodos fisicos para el control de las enfermedades contribuyen a erradicar el
patdgeno o a reducir su cantidad y comprenden medidas que utilizan temperaturas

altas o bajas y, el uso de las radiaciones (Achicanoy, 2001).

El tratamiento de calor permite preservar la micro flora antagénica y se logra
mediante vapor aireado a presion, con una temperatura entre 60 y 82°C durante 30
minutos que destruye semillas de maleza, nematodos, algunos oomicetos y la
mayoria de las bacterias y hongos fitopatégenos localizados principalmente en los
primeros 15 cm de la superficie del suelo (Achicanoy, 2001).

Otra estrategia de control fisico es la solarizacidon, que consiste en cubrir el suelo
humedo con plastico (generalmente transparente) durante la época soleada con el
objetivo de elevar la temperatura de los primeros 10 o 15 cm del suelo a niveles
letales para la mayoria de los fitopatdbgenos del suelo, incluyendo insectos y

malezas. El periodo de tratamiento debe ser mayor a 4 semanas (Achicanoy, 2001).

Ademas, la practica de acolchado, consiste en elevar la temperatura alrededor de
52°C en los primeros 5 cm de la superficie eficiente y es ampliamente utilizada para

control de fitopatégenos del suelo y de material de propagacion (Achicanoy, 2001).

En postcosecha, se utilizan para el control de enfermedades principalmente la
refrigeracién, que consiste tratar los productos carnosos durante el transporte y
almacenamiento. Las temperaturas cercanas al punto de congelacién, inhiben o
retardan el desarrollo de los patdgenos. De igual forma se sabe que varios tipos de
radiaciones electromagnéticas (luz ultravioleta UV, rayos X y rayos y) y radiaciones
particuladas (particulas a y B), eliminan los patégenos de productos de post cosecha

particularmente frutos y hortalizas (Achicanoy, 2001).
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2.2.3. Métodos Biologicos

2.2.3.1. Generalidades del uso de agentes bioldgicos en el control de hongos
fitopatégenos

El control biologico se define como la utilizacion de microorganismos naturales o
modificados, para reducir los efectos de organismos indeseables, favoreciendo al
mismo tiempo el desarrollo de los microorganismos benéficos para las plantas
(Pérez, 2004). La mayoria de los microorganismos fitopatogenos tienen
antagonistas biolégicos que se pueden emplear como estrategia de lucha en un
programa de control biolégico. En los ultimos afios el empleo de bacterias y hongos
antagonistas de enfermedades agricolas ha cobrado una singular importancia,
debido a que no solo actian contra un grupo determinado de microorganismos
fitopatégenos (como lo hacen los plaguicidas quimicos), sino que se estan utilizando
para un grupo muy amplio de microorganismos fitopatdgenos (Pérez, 2004;
Mondino y Vero, 2006).

Aunque el control biol6gico no pretende reemplazar completamente los sistemas de
control quimico, puede ser utilizado junto con otras técnicas como parte de un
sistema integrado de control y ha de ser puesto en practica integrandolo con los
métodos y con las estrategias de produccion existentes actualmente. El control
biol6gico depende de un funcionamiento efectivo del microorganismo antagonista

apropiado para cada ecosistema particular planta-patégeno (Pérez, 2004).

Es necesario mencionar que el control bioldgico tiene un potencial enorme, pero se
necesita una investigacion mayor sobre este tema para lograr un control efectivo,
no hay que olvidar que el control biologico tiene propiedades y requerimientos muy
distintos a los métodos de control tradicionales, y ha de ser puesto en practica
integrandolo con los métodos y con las estrategias de produccidn existentes

actualmente (Rubio y Fereres, 2005).
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2.2.3.2. Organismos antagonicos

El control de los fitopatogenos se puede lograr biolégicamente en forma total o
parcial, mediante el uso de organismos biocontroladores antagoénicos (que reducen
la cantidad de in6culo, causan inhibicion o lisis, es decir, muerte), y por lo general
ocurre en la naturaleza. Hiperparasitismo son el mico parasitismo, los bacteriéfagos
y los hongos nematéfagos (depredacion). EI mico parasito del género Trichoderma
particularmente la especie T. harzianum, es la alternativa de control bioloégico mas
importante en las enfermedades del suelo; igualmente los géneros Gliocladium
Corda y Paecilomyces Samson, se han reportado como antagonistas. Entre las
bacterias se tiene los géneros Bacillus Cohn., y Pseudomonas Migula (Achicanoy,
2001).

2.2.3.3. Microorganismos antagonistas como agentes de control en
enfermedades de las plantas

Varios tipos de microorganismos (hongos, bacterias y virus) se han descrito como
agentes de control biologico de enfermedades en cultivos. Practicamente todas las
plagas y enfermedades son afectadas en alguna medida por organismos
antagonistas, en muchos casos estos entes biolégicos representan el factor mas
importante en la regulacion de las poblaciones de microorganismos fitopatdégenos
en la naturaleza (Pérez, 2004; Ezziyyani et al., 2006; Mondino y Vero, 2006).

2.2.3.4. Interacciones Bioldgicas entre Organismos como Mecanismos de
Accion

Los organismos al convivir en una determinada area establecen interacciones en
funcién de su sobrevivencia a lo que se le conoce también como interferencia y
expresa el detrimento de sus funciones vitales; dentro de esto se encuentra
implicada la competencia como una de las interacciones bioldégicas mas comun
entre los organismos. En la naturaleza existe una continua interaccion entre los
microorganismos fitopatdgenos y sus antagonistas, de forma tal que ellos ayudan a

la regulaciéon natural de las enfermedades. En condiciones naturales los
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microorganismos estan en una proporcion dindmica en la superficie de las plantas.
No es facil establecer con precision los mecanismos que actlan en las interacciones
entre los microorganismos antagonistas y los fitopatégenos sobre la planta. En
general, los antagonistas tienen varios modos de accion y la combinacion de estos
son importantes para poder elegir un antagonista ideal. Si estos poseen diversos
modos de accion, se reducen los riesgos de que los fitopatbgenos adquieran
resistencia, lo cual se logra mediante el uso de combinaciones de antagonistas con
diferente modo de accidn. Asi, se han descrito varios mecanismos entre los cuales
esta: colonizacion e inoculacién, antagonismo, antibiosis, competencia, fungistasis,
transmision de hipovirus, resistencia sistémica adquirida, micoparasitismo y
mecanismos combinados mediante los cuales los antagonistas ejercen su accion
para controlar el desarrollo de microorganismos fitopatbgenos (Michel-Aceves,
2001; Pérez, 2004; Rubio y Fereres, 2005; Mondino y Vero, 2006; Ezziyyani et al.,
2006).

2.2.3.5. Importancia del uso de agentes bioldgicos en el control de hongos
fitopatogenos

Los agentes bidticos o abibticos son capaces de alterar el normal funcionamiento
de las plantas, con distintas enfermedades, y provocar segun la severidad de estas
la muerte de los organismos vegetales. Dentro de los agentes bidticos, entre los
distintos fitopatdgenos, los hongos constituyen uno de los principales grupos tanto
por la diversidad de especies existentes, como por las pérdidas que originan, que
constituyen mas de un tercio en los cultivos de gran importancia econémica mundial
(Andrés et al.,1988).

La manera de combatir tales perdidas, basada tradicionalmente en el empleo de
compuestos quimicos (control quimico) se caracteriza por una elevada eficiencia,
econdémica, rapida en el control, pero también por producir una toxicidad
inespecifica que elimina junto con los organismos fitopatdgenos, otros organismos
benéficos, producir resistencia y generar un gran impacto ambiental. Los

inconvenientes que presenta el control quimico, ademas, se han potenciado en los
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altimos afios debido al cambio en los sistemas de cultivo (monocultivo,

explotaciones intensivas, etc.) (Rey et al., 2000).

Este hecho, unido a la necesidad creciente de una mejora en la productividad de
los cultivos, consecuencia de un aumento de la poblacion, a una mayor
concientizacion social ante el enorme deterioro medioambiental que supone la
utilizacion masiva de compuestos quimicos, la exigencia por parte de los
consumidores en la mejora de la calidad de los alimentos y el compromiso de los
gobiernos en la reduccion de estos productos, han provocado un gran interés en la
basqueda de sistemas de control alternativos. Una de estas alternativas o un
complemento al uso de pesticidas quimicos en la proteccion de los cultivos, lo
constituye el control biolégico que incluye estrategias y métodos para controlar las
enfermedades a través de la actividad de organismos vivos distintos al hombre
(Melgrejo y De Cal, 2006).

Los hongos como agentes de control bioldgico juegan un papel muy importante en
el control de enfermedades. De esta forma, han sido aplicados con éxito frente a
insectos (micoinsecticidas), malas hierbas (micoherbicidas), nematodos
(miconematicidas), bacterias (micobactericidas) y hongos (micofungicidas),
existiendo estos productos comerciales en distintas partes del mundo. A pesar de
que hay otros tipos de agentes de biocontrol, tienen ventajas frente a los otros
organismos: la mayoria de especies fangicas, tienen la capacidad de infectar
directamente al hospedero por penetracion de su capa externa, mientras que los
virus y bacterias deben de ser ingeridos (en el caso del control de insectos) para
ser efectivos; por otra parte la diversidad genética de los hongos permite conseguir
distintos agentes de biocontrol desde una especie fungica, ademas frente a las
bacterias tienen un mayor potencial como antagonistas por su crecimiento hifal que
les permite una mayor y mas rapida dispersion en el suelo y en la rizésfera (Whipps,
2001; Chincholkar y Mukerji, 2007).
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2.2.4. Trichoderma harzianum

El género Trichoderma fue introducido por Persoon hace casi 200 afios y consiste
de hongos anamorficos aislados principalmente del suelo y de materia organica en
descomposicion (Grondona et al., 1997). Este género comprende un conjunto de
especies sin fase sexual evidente. Pertenece al grupo de hongos deuteromicetes u
hongos imperfectos, al orden hifales (moniliales) y se caracteriza por presentar
conidioforos hialinos, muchas veces blanquecinos, no verticilados, fidlides simples
0 en grupos, conidias hialinas, unicelulares ovoides que yacen en pequefios racimos
terminales, se les reconoce facilmente por su rapido crecimiento y el color verde de
las conidias. En su estado vegetativo presentan un micelio o septos simples. Son
haploides y su pared esta compuesta por quitina y glucanos. Son anaerobios
facultativos y se reproducen asexualmente por conidios. Las hifas que llevan las
esporas o conidioforos son ramificadas (Barnett y Hunter, 1972; Atlas y Bartha,
1992; Alexopuolos et al., 1996; Hermosa et al., 2000; Rodriguez y veroénica, 2002;
Harman et al., 2004).

Las especies de este género (en su mayoria micoparasiticas), son las antagonistas
mas utilizadas para el control de enfermedades producidas por hongos debido a su
ubicuidad, facilidad de aislamiento y cultivo, rapido crecimiento en varios sustratos,
combate una amplia variedad de hongos fitopatdégenos responsables de la mayoria
de las enfermedades en cultivos, pero sobretodo porque no ataca plantas superiores
(De la Cruz et al., 1995; Vazquez- Garciduefias et al., 1998; Rey et al., 2000; Howell,
2003; Ezziyyani et al., 2004).
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2.2.4.1. Ubicacion taxondmica

Trichoderma harzianum se encuentra clasificado con base en Mycobank (2018):

Reino: Fungi
Divisién: Ascomycota
Subdivisién: Pezizomycotina
Clase: Sordariomycetes
Orden: Hypocreales
Familia: Hypocreaceae
Género: Trichoderma

Especie: Trichoderma harzianum Rifai

2.2.4.2. Morfologia

2.2.4.2.1. Caracteristicas macroscoépicas

Las colonias se reconocen facilmente por su crecimiento rapido y su coloracion,
blancas- verdes, amarillo- verdosas; las areas con conidias se presentan con anillos

concéntricos (Barnett y Hunter, 1972; Arango et al., 1988).

El revés de las colonias es usualmente no coloreado, (Figura. 4) amarillo, &mbar o
amarillo- verde, y muchas especies producen grandes cantidades de clamidosporas

en cultivos sumergido (Howell, 2003).

2.2.4.2.2. Caracteristicas microscépicas

Los conidiéforos son erectos, hialinos, en las mayorias ramificadas, no verticiladas,
los cuales pueden ser solitarios 0 en grupos. Las fialides son en forma de botella,
Gnicas o en grupos, (Figura. 3) hinchadas en la region central pero delgadas hacia
el apice; son unicelulares sub-globosas u oblongas, lisas o equinuladas, hialinas o
verdes y ocurren en masas en los apices de las fialides (Barnett y Hunter, 1972;
Arango et al., 1988).
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Figura 3. Caracteristicas microscopicas de T.
harzianum.

Figura 4. Crecimiento de T. harzianum en medio
de cultivo PDA.
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2.2.4.3. Biologia

Trichoderma sp., es un habitante natural del suelo, caracterizado por un
comportamiento saproéfito o parasito, propiedades que benefician su actividad
antagonica, es considerado un colonizador secundario dado su frecuente
aislamiento a partir de la superficie de raices de varias plantas de madera y parasita
estructuras de diferentes hongos patdgenos debido a la competencia por nutrientes
y micoparasitismo (Camargo, 2005).

Las colonias de Trichoderma presentan crecimiento rapido, y forman una colonia
delgada sobre la superficie del agar, debido a la condicion que presenta a través de
su desarrollo. Las colonias al comienzo son lisas o casi transparentes y algunas
veces blancas, posteriormente se presentan penachos blancos y algodonosos, de
micelio blanco, conformando una red densa, responsable del pigmento

caracteristico (Barnett, y Hunter, 1982).

Las especies del genero Trichoderma presentan conidiéforos complejos y altamente
ramificados en forma piramidal o conica dando origen a estigmas, con extremos
ahusados. Al microscopio las fialides se observan mas estrechas en la base que en
la parte superior, que permitiendo una buena correlacién entre el sistema de

ramificacion del conidioforo y la disposicion de estas (Barnett y Hunter, 1982).

La abundancia de Trichoderma spp. en varios suelos, junto con la habilidad para
degradar varios sustratos organicos, su versatilidad metabdlica y su resistencia a
inhibidores microbianos, sugiere que este hongo puede poseer la habilidad para
sobrevivir en varios nichos ecoldgicos, pero depende de las condiciones que
prevalezcan y sobre las especies involucradas (Riegel y Nielsen, 1996).

2.2.4.4. Ecologia

El micelio y las esporas de resistencia de varios hongos fitopatogenos del suelo son
invadidos y parasitados o bien lisados por otros hongos, que por regla general no
son fitopatdgenos. Entre los hongos micoparasitos mas comunes se destaca

Trichoderma sp., principalmente T. harzianum, que ha demostrado parasitismo
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sobre micelio de Rhizoctenia sp., DC y Sclerotinia sp., (Lib.) De Bary, e inhibe el
crecimiento de muchos otros hongos, como Pythium sp., Pringsheim, Fusarium sp.,
y Fomes sp., (Fr.) P. y reduce la magnitud de las enfermedades causadas por la
mayoria de esos patdgenos (Agrios, 2004; Kredics et al., 2003).

Este hongo se encuentra ampliamente distribuido en el mundo, y se presenta
naturalmente en diferentes rangos de zonas de vida y habitats, especialmente en
aguellos que contiene materia organica o desechos vegetales en descomposicion,
asi mismo en residuos de cultivo, especialmente en aquellos que son atacados por
hongos (Grondona et al.,1997; Stefanova et al.,1999; Zago et al., 2001). Su
desarrollo se ve favorecido por la presencia de altas densidades de raices, las
cuales son colonizadas rapidamente por estos microorganismos (Domsch et al.,
1980).

Esta capacidad de adaptacién a diversas condiciones medioambientales y sustratos
le confiere a este hongo la disponibilidad de ser utilizado en la industria
biotecnolégica. Aparte de su facilidad para colonizar las raices de las plantas,
Trichoderma sp., ha desarrollado mecanismos para atacar y parasitar a otros y asi,
aprovechar una fuente nutricional adicional. Varios autores reportan algunos
mecanismos, con los cuales Trichoderma sp., actian como biocontrolador y como
colonizador de raices, como son: micoparasitismo, antibiosis, competencia por
nutrientes y espacio, desactivacion de las enzimas de los patdgenos, tolerancia al
estrés por parte de la planta al ayudar al desarrollo del sistema radicular, mejora la
solubilizacion y absorcion de nutrientes inorganicos y genera resistencia inducida.
Es importante resaltar que, de estos, los primeros cuatro mecanismos mencionados
tienen accion directa sobre el hongo fitopatdgeno, los otros son indirectos, ya que
su accion es impulsar mecanismos de defensa fisioloégicos y bioguimicos de la
planta (Grondona et al., 1997; Altomore et al., 1999; Carsolio et al., 1999, Kullnig et
al., 2000).
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Trichoderma sp., presenta diversas ventajas como agente de control biolégico, pues
posee un rapido crecimiento y desarrollo, ademas de esto produce una gran
cantidad de enzimas inducibles en presencia de hongos fitopatégenos. De las
enzimas extracelulares producidas por T. harzianum, tres diferentes enzimas con
actividad quitinolitica se han purificado y parcialmente caracterizado: N- acetil
glucosamidasa, quitobiosidasa y endoquitinasa (Margolles-Clark et al., 1996;

Garisto y Harman, 2001).

2.2.4.5. Principales mecanismos de acciéon de Trichoderma harzianum

Los modos de accion de estos hongos antagonistas pueden resumirse en
mecanismos directos, que engloban el micoparasitismo, la antibiosis y la
competencia; e indirectos, que incluyen la estimulacién del crecimiento y la
induccion de resistencia vegetal a estrés bidtico y abiético. Todos estos mecanismos
pueden darse de forma simultanea en un mismo aislado, y no se excluye ninguno
de ellos. De la eficacia de cada uno de ellos o de su combinacién dependera el éxito

en la supresion de la enfermedad (Benitez et al., 2004).

2.2.4.5.1. Mecanismos directos

a) Micoparasitismo

El ataque directo de un hongo a otro es un proceso muy complejo que involucra
eventos secuenciales, incluye reconocimiento, ataque y penetracién subsecuente y
muerte al hospedero. Trichoderma spp., pueden ejercer control directo por el rango
de parasitismo de hongo, detectando otros hongos y creciendo sobre el (Benitez et
al., 2004).

El proceso de micoparasitismo ejercido por Trichoderma se produce en varias
etapas sucesivas, comienza por el crecimiento quimiotrotico hacia el hospedero,
estimulado por las moléculas procedentes del mismo (Chet et al., 1981). Los hongos
del genero Trichoderma se adhiere con carbohidratos unidos a lectinas en la pared

celular del patégeno (Howell, 2003). El paso siguiente consiste de la produccién de,
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peptaiboles y enzimas hidroliticas (Howell, 2003), lo cual facilita la entrada de la hifa
de Trichoderma dentro del lumen del hongo parasitado y la asimilacion del contenido

de la pared celular (Benitez et al., 2004).

b) Antibiosis

La antibiosis ocurre durante la interaccion de los compuestos difusibles de bajo
peso molecular o antibiéticos producidos por cepas de Trichoderma que inhiben el
crecimiento de otros microorganismos (Howell et al, 1998).

Trichoderma harzianum es capaz de segregar una gran cantidad de compuestos
antimicrobianos capaces de afectar a los fitopatogenos. Estos metabolitos
secundarios, que pueden ser tanto volatiles como no volétiles, pueden actuar
mediante contacto directo con los patdégenos o mediante contacto en la distancia
(Hjeljord y Tronsmo, 1998).

c) Competencia por espacio y nutrientes

Los aislados de T. harzianum se caracterizan por presentar un rapido crecimiento,
gue le confiere mayor capacidad a la hora de colonizar un espacio. De este modo,
compiten directamente por los mismos nichos que algunos hongos fitopatégenos; la
colonizacion de los sitios de union de estos patégenos en la planta por T. harzianum
permite reducir la enfermedad. Ademas, su caracter saprofito les permite utilizar un
amplio rango de sustratos, compitiendo directamente por los nutrientes presentes
en el medio (Hjeljord y Tronsmo, 1998).

2.2.4.5.2. Mecanismos Indirectos

a) Estimulacion del crecimiento

Otro de los mecanismos antagonistas producidos por T. harzianum se basa en la
promocioén del crecimiento de la planta (Bailey y Lumsden, 1998). Diversos aislados
de esta especie estimulan el crecimiento vegetal hasta un 300%, debido a que son
capaces de sintetizar determinados compuestos con caracter hormonal (Brotman et
al., 2010).
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Estos aislados producen ademas diferentes acidos organicos que disminuyen el pH,
solubilizan el fésforo del medio, asi como otros nutrientes, mejorando el desarrollo
de la planta. Ademas, las enzimas hidroliticas producidos por estos hongos
movilizan la materia organica del medio, y facilitan la absorcion de compuestos mas
simples por parte de la planta, y en definitiva su estado nutricional (Verma et al.,
2007).

b) Induccidén de resistencia

Numerosos autores han revelado que las asociaciones de T. harzianum con la
planta, asi como algunos de los compuestos producidos por el hongo, favorecen la
induccion de mecanismos de resistencia en la planta, la presencia del hongo y los
elicitores que produce son capaces de activar mecanismos de defensa (Bailey y
Lumsden, 1998), reprogramando la expresion de diferentes genes y activando
diferentes rutas enzimaticas esta induccién de los mecanismos acelera la respuesta
frente al ataque de un patdgeno, y mejora de este modo la resistencia de la planta,
por lo tanto; una respuesta mas rapida frente a un ataque disminuye el impacto de
la enfermedad o el dafio producido.

2.2.4.5.3. Importancia del micoparasitismo de Trichoderma harzianum en el
control biolégico

La capacidad de T. harzianum de parasitar otros hongos (Chet et al., 1998), es un
mecanismo que puede actuar junto a fendmenos de antibiosis y competencia. Las
hifas de T. harzianum son capaces de detectar la presencia de un posible hospedero
en el medio, mediante la deteccién de moléculas liberadas por el posible hospedero,
debido a la accién de las enzimas liticas producidas por T. harzianum. Mediante
guimiotropismo, T. harzianum es capaz de crecer hasta el hospedador,
reconociéndolo mediante lectinas especificas. Es entonces cuando T. harzianum es
capaz de crecer rodeando al patégeno, mediante la formacion de ovillos y
apresorios, que atraviesan la pared celular del hongo y permiten que las hifas de

Trichoderma penetren en el hospedero (Brotman et al., 2010).
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Este fendmeno esté ligado a la sintesis de una gran bateria de enzimas liticas que

degradan la pared del patdgeno. Entre estas enzimas destacan las quitinasas, las
glucanasasy las proteasas (Viterbo et al., 2002); la combinacion de estas hidrolasas
es capaz de lisar completamente la pared celular del hospedador, compuesta
principalmente por quitina, un polimero formado por N-acetil-glucosamina unida
mediante enlace 1,4, o de celulosa en el caso de los oomicetos. Ademas, también
encontramos en la pared fibras de glucano, polisacarido lineal de residuos de
glucosa unidos por enlace 1,3 con ramificaciones con enlace 1,6. Todos estos
compuestos estan inmersos a su vez en una matriz proteica. El sistema hidrolitico
encargado de lisar esta estructura ha sido profundamente estudiado en algunas
especies de Trichoderma. De este modo, para T. harzianum, se han descrito hasta
cinco quitinasas (CHIT42, CHIT33, CHIT37, CHIT52, y CHIT40) y dos N-acetil-
glucosaminidasas (EXC1 y EXC2); cuatro 1,3-glucanasas (BGN13.1, GLUC7S,
GLU36 y LAM1.3) y tres 1,6-glucanasas (BGN16.1, BGN16.2, y BGN16.3); y tres
proteasas (PRB1, PAPA, y PRA) (Rincén et al., 2008).

2.2.5. Bacillus subtilis

El género Bacillus se encuentra entre los agentes mas adecuados para el control
bioldgico debido a cualidades tanto morfolégicas como fisioldgicas que permiten su
ubicuidad en la naturaleza (Chatterjee et al., 2007). Este género, ademas ha tenido
mucho éxito en la prevencion de patologias vegetales causadas por hongos (Sosa
et al., 2006; Reinoso-Rozo, 2007).

La mayoria de los Bacillus spp. producen muchas clases de antibiéticos como
bacilomicina, fungimicina, micosubtilina y zwittermicina, que son efectivos en
suprimir el crecimiento de patdégenos in vitro y/o in situ (Pal y Gardener, 2006;
Leelasuphakul et al., 2008). De hecho, Bacillus sp. actta via antibiosis, competencia
por nutrientes, sitios de exclusién e infeccion, parasitismo y/o induccion de

resistencia (Kloepper et al., 2004).

Dentro del género Bacillus la especie con mayores antecedentes como antagonista

es Bacillus subtilis, varios autores han analizado la liberacién de compuestos con
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propiedades antifiingicas como la subtilina y otros antibiéticos de la familia de las
iturinas (Cazorla y Romero, 2007).

Numerosos estudios sugieren la utilizacion de B. subtilis para controlar
biolégicamente diversos hongos fitopatégenos, tales como Cercospora kikuchii T.
Matsumoto y Tomoy (Mycosphaerellaceae) (Soldano et al.,, 2010) Cercospora
beticola Sacc. (Mycosphaerellaceae) (Collins y Jacobsen, 2003), Rhizoctonia solani
J.G. Kuhn. (Ceratobasidiaceae) (Montealegre et al., 2003), Botrytis cinerea Pers.
(Sclerotinaceae) (Hang et al., 2005), Colletotrichum gloeosporioides (Stoneman)
Spauld. y H. Schrenk (Glomerellaceae) (Senghor et al., 2007) y Penicillium digitatum
(Pers.) Sacc (Leelasuphakul et al., 2008).

2.2.5.1. Ubicacién taxondmica

Bacillus subtilis se encuentra clasificado con base en Mycobank (2018):

Dominio: Bacteria
Filo: Firmicutes
Clase: Bacilos
Orden: Bacillales
Familia: Bacillaceae
Género: Bacillus
Especie: Bacillus subtilis (Ehrenberg) Cohn.

2.2.5.2. Morfologia

Entre las caracteristicas mas importantes de las bacterias pertenecientes al género
Bacillus estan: forma bacilar, movilidad flagelar por flagelos insertados en forma
peritrica, pueden llegar a medir de 0.5-2.5 a 1.2-10 pym, (Figura 5 y 6) ademés son
aerobias estrictas o facultativas, saprofitas, Gram positivas, catalasa positiva,
quimiorganotrofas de metabolismo fermentativo o realizan una respiracion aerobia
(Holt et al., 2000).
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También cumplen importantes roles en los ciclos biogeoquimicos del carbono y
nitrdgeno, una cualidad adicional por la cual son muy estudiadas estas bacterias es
que presentan una potencial capacidad para producir antibiéticos, lo que puede
servir como antifiingico, para proteger a plantas de enfermedades producidas por
hongos (Castillo et al., 2004).

Figura 5. Colonias de B. subtilis en PDA.

Figura 6. Morfologia de colonias de B. subtilis.
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2.2.5.3. Biologia

Debido a sus caracteristicas, B. subtilis, microorganismo cuyo habitat natural es el
suelo, se encuentra ampliamente distribuido en la naturaleza, entre sus principales
caracteristicas se encuentra su capacidad para formar esporas en diversas
condiciones de estrés, crecer en un intervalo amplio de temperaturas (desde 15
hasta 55°C), presentar motilidad, aerotaxis y velocidades de crecimiento altas,
sobrevivir en concentraciones salinas (hasta el 7% de NacCl), producir una amplia
variedad de antibidticos y enzimas hidroliticas extracelulares (Nakamura et al.,
1999).

En base a su capacidad para crecer en presencia o ausencia de oxigeno, los
organismos se dividen en tres grupos (Schmitz et al., 1999): a) aerobios que pueden
utilizar otros aceptores finales de electrones diferentes al oxigeno, tales como el
nitrato y el nitrito, entre otros. El transporte de electrones desde NADH hasta estos
aceptores esta acoplado a la fosforilacién de ADP; b) facultativos; y c) anaerobios
estrictos.

2.2.5.4. Ecologia

Es una bacteria Gram positiva, produce endospora las que son termorresistentes y
también resisten factores fisicos perjudiciales como la desecacion, la radiacion, los
acidos y los desinfectantes quimicos, produce enzimas hidrofilicas extracelulares
gue descomponen polisacaridos, acidos nucleicos lo que permite que el organismo
emplee estos productos como fuente de carbono y electrones, producen antibioticos
como la bacitricina, polimixina, gramicidina y circulina, fermentan la caseina y el
almidon, vive dentro de los limites de 55 a 70°C. Es un gran controlador biolégico,
B. subtilis promueve el desarrollo de las plantas y previene las enfermedades del
suelo causadas por Sclerotium rolfsii, (Atheliaceae) Fusarium spp., (Nectriaceae)
Verticillium spp., (Plectosphaerellaceae) Sclerotinia sclerotiorum, (Sclerotiniaceae)

Phytophthora capsici, (Pythiaceae) Pythium spp, (Pythiaceae), Rhizoctonia solani

27



(Ceratobasidiaceae) y el nematodo agallador de raices Meloidogyne spp.
(Heteroderidae) (Cuervo, 2010).

2.2.5.5. Mecanismos de Accion de Bacillus subtilis

Una gran diversidad de especies del género Bacillus han demostrado tener actividad
antagonica contra diversos microorganismos fitopatégenos de cultivos agricolas,
tales como maiz, arroz, frutales, entre otros (Wang et al., 2014, Li et al., 2015).

En la actualidad diversas especies del género Bacillus (B. subtilis, B. pumilus, B.
amyloliquefaciens y B. licheniformis) son ampliamente estudiadas para mitigar la
incidencia de enfermedades de importancia agricola (Raaijmakers y Mazzola,
2012).

Entre las principales vias por las cuales estas cepas evitan el establecimiento y
desarrollo de organismos fitopatdogenos es a través de diferentes mecanismos, que
incluyen la excrecion de antibitticos, sideroforos, enzimas liticas, toxinas e inducen
la resistencia sistémica de la planta (IRS) (Layton et al., 2011; Tejera-Hernandez et
al., 2011).

a) Produccion de lipopéptidos

Una de las caracteristicas mas importantes del género Bacillus es su capacidad de
producir una gran variedad de antibiéticos con capacidad de inhibir el crecimiento
de agentes fitopatdgenos, entre éstos, los lipopéptidos ciclicos no ribosomales han
sido los mas estudiados. Los lipopéptidos (LPs), estructuralmente consisten en un
péptido ciclico unido a una cadena de &acido graso [B-hidroxi o [-amino,
clasificandose en 3 diferentes familias (Iturinas, Fengicinas y Surfactinas), de
acuerdo con su secuencia de aminoacidos y longitud del acido graso (Ongena y
Jaques, 2008; Falardeau et al., 2013).

Estas moléculas son sintetizadas por complejos multi-enzimaticos, conocidos como

sintetasas de péptidos no ribosomales (NRPS del inglés, nonribosomal peptide
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synthetase), las cuales son independientes del ARN mensajero (Chowdhury et al.,
2015).

Las familias de las Iturinas, Fengicinas y Surfactinas, han sido ampliamente
estudiadas por su actividad antibacteriana y antifungica (Meena y Kanwar, 2015).
La actividad antimicrobiana de estos LPs tiene lugar por su interaccién con la
membrana citoplasmatica de células bacterianas o fungicas, provocando la
formacion de poros y un desbalance osmatico, lo que desencadena la muerte celular
de los microorganismos fitopatdgenos (Aranda et al., 2005; Gong et al., 2006). Sin
embargo, recientemente se ha reportado que algunos lipopéptidos pueden tener
multiples mecanismos de accion, alterando procesos celulares como homeostasis
intracelular de calcio, metabolismo energético y procesamiento del ARN (Zhang et
al., 2016).

El papel de los LPs se ha evidenciado en la inhibicibn del crecimiento de
microorganismos fitopatdgenos, asi como la Identificacion de multiples isoformas de
lipopéptidos en extractos generados a partir de cultivos liquidos de B. subtilis (Touré
et al. 2004). No obstante, los lipopéptidos no son los Unicos metabolitos del
antibioma del género Bacillus involucrados en el control biolégico de fitopatdégenos,
éstos han sido propuestos como los metabolitos mas eficientes para esta actividad
biolégica debido a su papel ecolégico y capacidad antimicrobiana, por lo cual se han
utilizado para la basqueda y seleccién de agentes de control biolégico promisorios
de este género (Cawoy et al., 2015).

b) Produccidon de enzimas liticas

La produccion de enzimas involucradas en la degradacion de la pared celular de
agentes fitopatbgenos es uno de los mecanismos de control biolégico mas
reportados, especialmente contra patdgenos de origen fungico. La pared celular de
hongos esta conformada por glicoproteinas, polisacaridos y otros componentes que
varian segun la especie fungica (Bowman y Free, 2006). La fraccion de

polisacaridos puede comprender hasta un 80% de la pared celular de hongos,
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encontrandose principalmente quitina (10-20%) y glucano (50-60%), los cuales
estan compuestos por residuos de beta-1,3-glucosa y beta-1,4-N-
acetilglucosamina, respectivamente. Estos polimeros tienen un papel estructural
determinante en la rigidez de la pared celular, mediante una red extensa de enlaces
glucosidicos. Asi, la interferencia en estos enlaces deteriora la pared celular de
hongos fitopatdégenos, lo que conduce a su lisis y muerte celular (Bowman y Free,
2006; Latgé, 2007).

La produccion de enzimas liticas como quitinasas y B-glucanasas excretadas por
los agentes de control biologico, que incluye el género Bacillus, han mostrado un
efecto inhibitorio contra patégenos de origen fungico (Compant et al., 2005). Estas
enzimas son responsables de la degradacion de los principales polisacaridos que
conforma la pared celular de hongos, mediante la hidrolisis de sus enlaces
glucosidicos. Actualmente, existen diversos estudios cientificos que reportan el
papel de estas enzimas en la actividad antifingica in vitro obtenidas de cepas del
género Bacillus (Kishore et al., 2005; Liu et al., 2010; Shafi et al., 2017).

c) Produccion de sideroforos

El hierro (Fe) es un nutriente esencial para importantes funciones celulares, tales
como en las reacciones redox de las proteinas con cofactores (Fe-S), en la cadena
de transporte de electrones, y en la funcion de catalizar reacciones enzimaticas
vitales, como aquellas en las que se encuentra involucrado el hidrégeno, oxigeno y
nitrégeno (Faraldo-Gomez y Sansom, 2003). El Fe es encontrado en la naturaleza
mayormente en forma férrica (Fe3*) de baja solubilidad, imposibilitando su uso por

algunos seres vivos (Aguado-Santacruz et al., 2012).

En respuesta a la restriccion de hierro en el ambiente, algunos microorganismos
han desarrollado diversas estructuras proteicas receptoras, de bajo peso molecular
y con alta afinidad por el hierro, llamados sideréforos, facilitando la captacién de
Fe*3 (Thyagarajan et al., 2017).
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Los sideroforos son metabolitos secundarios que actian como secuestrantes o
guelantes de hierro, consecuencia de su elevada constante de disociacion por este
metal, oscilando entre 102% y 10%. Lo cual permite la formaciéon de complejos Fe3*
sideréforo, asi los microorganismos productores de sideréforos, mediante un
receptor especifico localizado en la membrana, pueden utilizarlo por dos
mecanismos: 1) directamente mediante el complejo Fe3* sideréforo a través de la
membrana celular, o 2) reducido extracelularmente a complejos Fe?* (Neilands,
1995).

Los sideroforos en funcién de su principal grupo quelante se clasifican en:
hidroxamatos (utilizando acidos hidroxamicos), catecolatos (conteniendo anillos
catecol), carboxilatos, fenolatos, y en combinacion de dos o més de estos grupos
(Wilson et al., 2016).

Diversas especies del género Bacillus han sido reportadas por su capacidad para
controlar enfermedades de plantas mediante la secrecién de sideréforos, y asi limita
el crecimiento y colonizacion de microorganismos fitopatdégenos dependientes del
hierro (Fgaier y Eberl, 2011).

d) Respuesta sistémicainducida

Durante la historia evolutiva, las plantas han desarrollado mecanismos para
defenderse de la invasibn de organismos patdgenos (bacterias, hongos,
nematodos, insectos, etc.). Dichos mecanismos se encuentran latentes y son
activados por estimulos durante la interaccion con agentes patdgenos, en términos
generales estos mecanismos se conocen como resistencia sistémica adquirida y se
caracteriza por activarse no solo en el sitio de la infeccion, sino de manera sistémica
en otros tejidos (Pieterse et al., 2014).

La resistencia sistémica adquirida es activada a través de estimulos percibidos

principalmente por dos receptores, los receptores de reconocimiento de patrones y
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repeticion rica en leucina que se une a nucleotidos (Pieterse et al., 2014). El primero
de éstos percibe componentes celulares como quitina fangica o flagelinas
desencadenando la primera linea de defensa, conocida como PTI (PAMP-triggered
inmmunity), en patdgenos con mecanismos para evadir a PTI, una segunda linea
de defensa es activada, la cual percibe proteinas efectoras de virulencia mediante
receptores NB-LRRs (Boller y Felix, 2009).

Bacillus produce una gran diversidad de moléculas elicitoras que inducen respuesta
sistémica en plantas, incluyendo a lipopéptidos (Chowdhury et al., 2015),
fitohormonas (Ryu et al., 2003) y compuestos volatiles (Kim et al., 2015). Estos
altimos activan genes PR (Pathogenesis related), los cuales protegen de la invasion
de agentes patdgenos, ademas de genes PR, Bacillus activa otros mecanismos de
proteccion en plantas, los cuales incluyen cambios estructurales en la pared celular
mediante la acumulacién de lignina (Singh et al., 2016) o la produccién de
metabolitos secundarios como flavonoides, fitoalexinas, auxinas o glucosinolatos en

general (Pretali et al., 2016).

2.2.5.6. Importancia de Bacillus subtilis en el control de hongos fitopatégenos

El control biolégico o el uso de microorganismos antagonistas como bacterias,
hongos y levaduras ha surgido como una alternativa viable para el control de
enfermedades en pre y postcosecha (Sharma et al., 2009).

El potencial de Bacillus spp. para sintetizar metabolitos con actividad antifangica y
antibacteriana se ha utilizado en el control biol6gico de fitopatégenos. La formacion
de endosporas les otorga una alta viabilidad comparada con células vegetativas, ya
gue son resistentes a la desecacion y al calor, pudiéndose formular facilmente en
productos estables (Wulff et al., 2002).

De los péptidos antifungicos producidos por Bacillus podemos citar a micobacilinas,
iturinas, bacilomicinas, surfactinas, micosubtilinas, fungistatinas y subporinas. Estos
péptidos generalmente tienen un PM < 2000 Da, particularmente B. subtilis es una

especie que produce diferentes metabolitos secundarios en la forma de lipopéptidos
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con buena actividad antifingica, antibacteriana y frente a algunas levaduras; como
consecuencia son de alto valor biotecnolégico y farmacéutico (Volpon et al., 2000).
La aparicion de resistencia contra péptidos antimicrobianos es menos probable que

la resistencia a antibioticos convencionales (Oard et al., 2004).

2.2.6. Métodos quimicos

Alrededor del 60% de los productos quimicos utilizados actualmente son fungicidas.
Algunos de estos compuestos quimicos son toxicos para la mayoria de los
fitopatdgenos (amplio espectro), mientras que otros pueden ser tOxicos para uno o
varios de ellos. La mayoria de las sustancias quimicas se usan para el control de
las enfermedades de las partes aéreas de la planta; otras para el tratamiento del
suelo; para el tratamiento de material de propagacion; para el tratamiento de
heridas; para desinfestar almacenes y, para proteger a los frutos, hortalizas y granos

durante el transporte y almacenamiento (Achicanoy, 2001).

2.2.6.1. Generalidades del control mediante fungicidas quimicos

La palabra fungicida se deriva de los términos latinos “fungus™ hongo y “caedo™
matar. En este sentido etimoldgico, fungicida es todo agente con habilidad para
destruir organismos fungosos. El calor, los acidos, la luz ultravioleta, son agentes
fisicos fungicidas. Sin embargo, el termino fungicida se refiere a los productos
guimicos usados en la prevencion y en algunos casos en la erradicacion o curacion
de enfermedades producidas por hongos fitopatdbgenos (Ochoa, 2004). En este
sentido estricto, es conveniente distinguir entre accion fungicida y accion
fungistatica. Se habla de la primera cuando la sustancia quimica produce la
destruccion del organismo fungoso, es decir, ocasiona una accion irreversible. En
cambio, cuando la actividad es reversible, produciendo un efecto inhibitorio temporal
en la germinacion de las esporas, se hace referencia a una accion fungistatica
(Ochoa, 2004).
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En la actualidad se cuenta con un amplio espectro de compuestos fungicidas; estos
pueden adaptarse en pequefas parcelas o miles de hectareas utilizando maquinas
apropiadas para este fin (Ochoa, 2004).

Entre las caracteristicas deseables en un fungicida se encuentran:

e Aspectos biologicos: debe ofrecer un control de la enfermedad eficaz y
consistente.

e No debe ser toxico a la concentracion recomendada. No debe afectar
adversamente a otras partes del ecosistema del cultivo.

e Aspectos toxicoldgicos: residuos que queden en el cultivo no deben ser un
problema para el consumidor. No debe construir un peligro durante la
aplicacion.

e Aspectos de la formulacién: debe ser seguro al almacenarse y transportarse.
El método de formulacion debe aumentar su eficiencia como fungicida. Debe

ser facil de aplicar a la concentracién precisa (Ochoa, 2004).

2.2.6.2. Tipos de fungicidas

Segun su toxicidad
e Categoria I: toxicidad alta
Compuesto cuya DL50 va de 0.50mg del toxico por kg de peso. Estos productos
son muy peligrosos, solo pueden manejarse bajo normas de seguridad muy
estrictas y por personal preparado.
e Categoria Il: toxicidad media
Compuestos cuya DL50 va de 50-500mg del toxico por kg de peso. Productos
medianamente toxicos y peligrosos que pueden manejarse bajo normas de
seguridad.
e Categoria lll: toxicidad baja o moderada
Se encuentran en ella productos con DL50 superior a 500mg del toxico de peso
(Patifio y Rodriguez, 2001).
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2.2.6.3. Clasificacion de los fungicidas segln su uso

En el caso de los fungicidas sistémicos, para poder determinar el modo de accién
es necesario cuantificar una amplia gama de interacciones complejas que son
dificiles de medir, ya que el producto necesita vencer algunos obstaculos para llegar
su sitio de accion. Estos obstaculos que el producto tiene que pasar son:

e Cuticula de la planta

e Células subcuticulares

e Metabolismo de la planta hospedera

e Absorcion dentro de la planta durante la translocacion

¢ Membrana del patdégeno

e Metabolismo que se desarrolla en el patdgeno (Alfonso, 2008).

a) Contacto

La mayoria de los fungicidas se usan como protectante debido a que forman una
barrera protectora en la planta. Los fungicidas de contacto actdan en sitios multiples,
ya que interfieren con los procesos metabdlicos centrales de los hongos. Ademas,
la mayoria de estos fungicidas afectan la produccion de energia o ATP, inhiben la

respiracion o desacoplan la fosforilacion oxidativa (Patifio y Rodriguez, 2001).

b) Sistémicos

Interrumpen el desarrollo del agente causal de la enfermedad, después de la
iniciativa de la infeccion. Comprende un grupo reducido de fungicidas, se usa con
fines de proteccion sistémica, en la cual la sustancia quimica se introduce o absorbe
en el sistema circulatorio de la planta actuando como una especie de vacuna (Patifio
y Rodriguez, 2001).
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2.2.6.4. Mecanismos de acciodn

La accidn fungicida es usualmente expresada en uno de los efectos fisicamente
visibles: la inhibicién de la germinacién de esporas o la inhibicion de crecimiento
micelial. Muchos fungicidas previenen la germinacion de esporas o matan la espora
inmediatamente iniciado el proceso de germinacion. Algunos de estos inhibidores
guimicos o fungicidas también retardan o detienen el crecimiento del hongo cuando
se aplican después de que se ha desarrollado el estado de infeccion (Tabares,
2002).

Todos los fungicidas son inhibidores metabdlicos; es decir, bloquean algunos
procesos metabolicos vitales de la célula. Por consideracion se ha clasificado a los
diferentes mecanismos de accion dentro de tres amplios grupos:
¢ Interferencia con la division celular
¢ Inhibicién de enzimas involucradas en el metabolismo celular
e Interferencia con la funcion y sintesis de la pared celular de los hongos
(Tabares, 2002).

2.2.6.5. Importancia del uso de productos quimicos en el control de hongos
fitopatogenos

Las enfermedades son comunes en las plantas, a menudo producen un impacto
econdmico significativo en el rendimiento y calidad, lo que nos indica que el manejo
de enfermedades es un componente esencial en la produccién de la mayoria de los
cultivos. En un sentido general, existen tres razones principales por las cuales se
utilizan los fungicidas (McGrath, 2004).

(a) Para controlar a la enfermedad durante el establecimiento y desarrollo de un

cultivo.

(b) Para incrementar la productividad de un cultivo y reducir sus dafios. Los cultivos
alimenticios enfermos pueden producir menos si sus hojas, necesarias para la

fotosintesis, son afectadas por una enfermedad. Los dafios pueden afectar las
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partes comestibles del cultivo o, en el caso de cultivos ornamentales, pueden perder
su vistosidad, en ambos casos se puede afectar el valor comercial del cultivo.

(c) Para mejorar el periodo de almacenamiento y la calidad de las plantas y los
productos cosechados. Las pérdidas por enfermedades ocurren después de la
cosecha, durante el almacenamiento. Los hongos a menudo echan a perder (hacen
inutilizable) frutas, hortalizas, tubérculos y semillas almacenadas. Algunos hongos
que infectan granos producen toxinas (micotoxinas) que producen trastornos
severos e incluso la muerte de los seres humanos y animales que las
consumen. Los fungicidas han sido utilizados para reducir la contaminacién por
micotoxinas en trigo afectado por la fusariosis de la espiga, pero la mayoria de los
fungicidas desarrollados, no han sido suficientemente eficientes para ser utilizados

en el manejo de micotoxinas asociadas con otras enfermedades (McGrath, 2004).

2.2.6.6. Ingredientes quimicos en el control de hongos fitopatégenos

2.2.6.6.1. Azoxystrobin (Amistar®)

Inhibe el proceso respiratorio de los hongos, es especialmente eficaz para impedir
la germinacion de esporas y el desarrollo inicial del patégeno. Ademas, la
azoxistrobina posee actividad translaminar, otorgando una mejor eficacia en cultivos
densos. Su efecto de contacto y prolongada residualidad, aseguran la proteccion de
las hojas, retarda la senescencia y las mantiene verdes por mas tiempo, lo que

favorece el llenado de grano (Syngenta, 2017).

2.2.6.6.1.1. Propiedades fisicoquimicas de la formulacion

e Estado Fisico: Sélido (Granulos)
e Flamabilidad: No inflamable

e Densidad: 0.54 g/ cm3

e Solubilidad: En agua: Miscible
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2.2.6.6.1.2. Mecanismo de accioén

El mecanismo de accion de las estrobilurinas se basa en la inhibicion de la
respiracion, deteniéndose entre otras funciones basicas celulares (Figura. 7) las
sintesis de proteinas, ARN y ADN, debido a una deficiencia en ATP. La diana de las
estrobilurinas se localiza en el complejo mitocondrial citocromo bcl (complejo lll),
concretamente se unen al citocromo b de este complejo, cerca del centro Qo y de
la ferrosulfoproteina de Rieske, de ahi que estos compuestos también se conozcan
con el nombre de inhibidores Qo (Qol). Las estrobilurinas actian bloqueando la
transferencia de electrones entre el citocromo b y el citocromo c, y por tanto
interrumpiendo el flujo de electrones hacia el complejo terminal del citocromo ¢
oxidasa, lo que a su vez destruye la fuerza proton-moriz generada por ambos
complejos. Todo ello se traduce en la reduccién de la produccion de ATP. Ademas,
el bloqueo de la respiracion genera electrones en estado de alta energia que
provoca una rapida aparicion de especies reactivas de oxigeno como el peréxido de
hidrogeno, que hacen que las estrobilurinas tengan actividad fungicida (Pérez et al.,
2005).
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Figura 7. Mecanismo de accion de azoxystrobin, para
inhibir la respiracion en las mitocondrias
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2.2.6.6.1.3. Modo de penetracion

e Azoxystrobin tiene propiedades sistémicas y traslaminares

e Es muy bien absorbido y redistribuido dentro de la planta

e Una gran cantidad del producto es tomado por la planta lo cual asegura que
el ingrediente activo que permanece sobre la hoja prevenga la infeccion al
afectar las esporas de los hongos.

e Se difunde a través de la hoja hasta alcanzar los tejidos vasculares para
posteriormente moverse acropetalmente por transpiracion.

e El resultado es una distribucion uniforme del azoxystrobin dentro de la hoja,

dando una excelente proteccion (Syngenta, 2017).

2.2.6.6.2. Clorotalonil (Trevanil 720F)

Trevanil 720 FW, es un fungicida preventivo de contacto, que actla esencialmente
en la proteccion de las plantas contra las infecciones de los hongos fitopatégenos.
Por consiguiente, el fungicida debe estar presente en las plantas antes del inicio de
la infeccion. Los sintomas generales de su accion sobre las células de los hongos
son el retraso del crecimiento del micelio y la inhibicién de la germinacion de las
esporas. Se considera que el clorotalonil actia como un fungitéxico no especifico
(Gowan, 2018).

2.2.6.6.2.1. Caracteristicas fisicas y quimicas de la formulacién

Solido cristalino de color blanco, sin olor. Su punto de ebullicién es igual a 350 °C a
760 mm Hg y su punto de fusién a 250 °C; su densidad relativa es igual a 1.7 a
25°C. Su solubilidad en agua es igual a 0.6 mg/kg a 25 °C. Es ligeramente soluble
en disolventes organicos. Su presion de vapor es menor a 0.01 mm Hg a 40°C
(Gowan, 2018).
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2.2.6.6.2.2. Mecanismo de accién

Clorotalonil protege la planta contra el proceso de infeccion del hongo. Para ello, el
fungicida debe estar presente en la parte de la planta donde se dé la infeccion antes
de que ésta tenga lugar. La prevencion de la infeccion es el resultado de la
interaccion entre el clorotalonil y las células fungicas como resultado de una pérdida
de viabilidad de las mismas. El producto inhibe la respiracién de las células del
hongo, debido a que las moléculas del clorotalonil se unen a grupos sulfhidrilo de
los aminoéacidos. Las enzimas que afectan al ciclo de Krebs se desactivan y no se
produce ATP. Al no poder completar este proceso esencial, la célula muere. Se
considera que clorotalonil actia como un fungitéxico general, no especifico. Se
caracteriza por ser de accion rapida, acumulandose grandes cantidades en las
células del hongo y reaccionando indiscriminadamente con los componentes
celulares. Los sintomas generales de la interaccion entre el clorotalonil y las células
fungicas son el retraso en el crecimiento del micelio y la inhibicion de la germinacion

de las esporas (Arysta, 2017).

Figura 8. Mecanismo de accion de clorotalonil, actividad de contacto
multisitio.
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2.2.6.6.2.3. Modo de penetracion

Trevanil 720 FW, es un fungicida multisitio, inhibe la respiracion de las células del
hongo (Figura. 8) debido a que las moléculas del clorotalonil se unen a grupos
sulfhidrilo de los aminoacidos. Las enzimas que afectan al ciclo de Krebs se
desactivan y no se produce ATP. Al no poder completar este proceso esencial, la

célula muere (Gowan, 2018).

2.2.6.6.3. Tiabendazol (Tecto® 60)

Tecto® 60 es un fungicida sistémico de amplio espectro que puede ser utilizado
para tratamientos preventivos y/o curativos. Puede aplicarse como aspersion foliar

antes de la cosecha o en tratamientos postcosecha (Syngenta, 2018).

2.2.6.6.3.1. Propiedades fisicas y quimicas de la formulacion

Tiene una apariencia de polvo blanco, sin olor, la presién de vapor es de 4 x 10°°
mm Hg a 25°C, como caracteristica radiactible, es estable bajo condiciones

normales de almacenaje (Syngenta, 2018).

2.2.6.6.3.2. Mecanismo de accidén

El Tiabendazol detienen la division nuclear interfiere en el ensamblaje de
microtubulos al unirse a proteinas de B-tubulina. La tubulina (microtabulos-
cytoesqueleto), es una molécula importante en la formacion y segregaciéon de
cromosomas en la division celular; la alteracion de esta afecta la mitosis a nivel de
la metafase (Figura. 9) (El huso acromatico es distorsionado y la separacién del

ndcleo es suspendida, causando la muerte de la célula fungosa) (Roméan, 2014).
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Figura 9. Mecanismo de accion de tiabendazol, inhibidores de la
mitosis y la division celular

2.2.6.6.3.3. Modo de penetracion

Accién sistémica y de contacto, a concentraciones bajas, los benzimidazoles,
inhiben la elongacion del micelio y a altas actian sobre la germinacién de las
esporas. Aunque hace tiempo se conoce que los derivados de benzimidazol
interfieren en la mitosis de los hongos, su accion real debida al efecto sobre los
microtUbulos, se ha interpretado hace relativamente poco tiempo. La inhibicion de
la formacién de microtdbulos trae, como consecuencia, la ausencia de division
celular, lo que produce ademas una desorganizacién citoplasmética de tipo general
(Danaher et al., 2007).
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. MATERIALES Y METODOS

Localizacién. El estudio se llevd a cabo en el Laboratorio de Fitopatologia del
Departamento de Parasitologia de la Universidad Autdbnoma Agraria Antonio Narro
(UAAAN) en Buenavista, Saltillo, Coahuila, México (25°21'13"N, 101°01'56"0, 1610

msnm).

Recolecta de frutos de cacao. Se recolectaron frutos (mazorcas) de 15-20 cm de
longitud del cultivo de cacao de la variedad criollo-trinitario, con sintomatologia tipica
de pudricion de mazorca (puntos aceitosos, decoloracion o manchas chocolate,
maduracion irregular o en forma de protuberancia o giba, necrosis con y sin
esporulacion en forma de polvo fino y esporas maduras) (Phillips-Mora et al., 2005),
en una parcela no comercial en el municipio de Villa de Comaltitlan, Chiapas. El
material bioldgico infectado se coloco en bolsas de polietileno transparente estériles
con cierre hermético tipo “ziploc”, contenido en hieleras de poliestireno expandido y
se trasladado a la UAAAN.

Aislamiento y purificacion del hongo Nodulosporium sp. El tejido vegetal
enfermo se proceso en el laboratorio de fitopatologia. El aislamiento del hongo para
la obtencion de colonias puras, se llevo a cabo por dos vias; la primera consistié en
tomar esporas directamente del tejido dafiado de la mazorca, utilizando una aguja
de diseccion estéril y sembrarlas en medio de cultivo Papa Dextrosa Agar (PDA)
(Bioxon) y la segunda via consisti6 en seccionar tejido vegetal enfermo con un
bisturi, el cual se desinfecto con un triple lavado con hipoclorito al 3%, agua
destilada estéril (dH20), alcohol al 70% y dH20 y sembrarlo en medio de cultivo PDA.
En ambas vias de aislamiento, se incub6 a 27 £ 2 °C en una cadmara de crecimiento
(Binder®).

Identificacién morfolégica. La identificacion morfolégica se realiz6 mediante
montas de estructuras del micelio y sus respectivas conidias y esporas en porta y
cubreobjetos, con una solucion de lactofenol y azul de algodén y con apoyo de un
microscopio estereoscopio. Su observacion se llevd a cabo a 40 y 100X en
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microscopio compuesto y se apoyd de las claves taxonOmicas para géneros de
hongos imperfectos de Barnett y Hunter (1998).

Microorganismos de control biolégico. Los agentes de control biologico T.
harzianum y B. subtilis fueron obtenidos del cepario del Departamento de
Parasitologia de la UAAAN. El hongo T. harzianum fue corroborado con claves
taxonOmicas para géneros de Barnett y Hunter (1998) y para la especie, las claves
de Kubicek y Harman (1998) y B. subtilis mediante pruebas bioquimicas (Schaad et
al. 2001).

Re-Activacion de los agentes de control bioldgico. Explantes (discos de 5 mm
de medio de cultivo con el microrganismo) de T. harzianum y B. subtilis fueron
limpiados con un triple lavado de dH20 y sembrados en medio de cultivo PDA en
caja de Petri e incubados a 28 + 2 °C en una camara de crecimiento (Binder®) hasta
el llenado de las cajas para el incremento de B. subtilis y T. harzianum

respectivamente.

Fungicidas quimicos. Los productos quimicos bajo estudio son azoxystrobin
(Amistar®), clorotalonil (Trevanil 720F) y tiabendazol (Tecto® 60).

Efecto antagénico in vitro con microorganismos sobre Nodulosporium sp.
La capacidad antagodnica de T. harzianum y B. subtilis, se llevo a cabo usando la

técnica de cultivo dual en medio PDA (cajas de Petri 90 x 15 mm).

Para la confrontacion con T. harzianum, se coloc6 un explante (disco con micelio)
de 5 mm y otro explante del mismo tamafio de Nodulosporium sp. opuestos en el
interior de la caja de Petri. Para la confrontacion con B. subtilis, se colocaron cuatro
explantes (disco con la bacteria) de 5 mm en los cuatro puntos cardinales de la caja
de Petri y un explante de Nodulosporium sp. al centro del mismo tamafio. En ambos
casos se realizaron siete repeticiones, se considerdo como unidad experimental una

caja de Petri, de igual manera se consideraron siete repeticiones testigo del
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fitopatdgeno y de los antagonistas, crecidos por separado. Las cajas de Petri
inoculadas y testigos, se incubaron a una temperatura de 28 + 2 °C en una
incubadora BD 115 L (Binder®). El crecimiento radial del hongo fitopatégeno y el
antagonista en confrontacién se midié con apoyo de un calibrador (vernier) con
compuesto digital (Titan®) en direccion uno a al otro cada 24 horas, hasta el llenado
del testigo (7 dias).

Evaluacion. Se evalué por observacion el tiempo en el que el antagonista-
fitopatdbgeno entraron en contacto y se calcul6 el porcentaje de crecimiento radial y
el porcentaje de inhibicién del crecimiento radial (PICR) empleando la formula de
Suarez et al. (2008): PICR= (R1-R2)/R1*100.

Donde:

R1 es el radio mayor (radio del fitopatdgeno testigo)

R2 es el radio menor (radio del fitopatégeno en enfrentamiento con el antagonista).

Se determiné el tipo de antagonismo para T. harzianum con base en la escala de
clases del grado de antagonismo de 1-5, denominada escala de Bell (Bell et al.,
1982).

Donde:

Clase 1= Antagonista cubre (sobrecrece) al patégeno y llena por completo la
superficie del medio de cultivo;

Clase 2= Antagonista cubre al menos dos tercios de la superficie del medio;

Clase 3= Antagonista y el patdégeno, cada uno colonizan aproximadamente la mitad
de la superficie del medio de cultivo (mas de un tercio y menos de dos tercios) y
ningun organismo parece dominar al otro;

Clase 4= El pat6égeno coloniza al menos dos tercios de la superficie del medio y
parece resistir la invasion del Antagonista; y la

Clase 5= El patdégeno cubre completamente al Antagonista y llena por completo la

superficie del medio de cultivo.
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Andlisis de Datos. Para el crecimiento de los antagonistas y del fitopatdgeno
testigos y en cultivo dual se realiz6 un andlisis de varianza (ANVA) y comparacién
de medias con una prueba de rango multiple de Tukey (P<0.05); se utilizé el
software SAS/STAT (SAS Institute, 2002).

Efecto inhibitorio in vitro con fungicidas quimicos sobre Nodulosporium sp.
Para la evaluacion del efecto inhibitorio de los fungicidas comerciales azoxystrobin,
clorotalonil y tiabendazol. De estos ingredientes activos, en agua destilada se
prepararon concentraciones madre de 4000, 1500 y 100 ppm respectivamente y se
derivaron en 8 concentraciones menores en cada uno (Cuadro. 1), ademas se
incluyd un tratamiento testigo sin fungicida (O ppm) y cada concentracion por cada

tratamiento, se repitié 10 veces.

Cuadro 1. Tratamientos para evaluar el efecto inhibitorio in vitro sobre

Nodulosporium sp. con fungicidas comerciales.

. Nombre Grupo :
Ing. Activo comercial Toxicol6gico Concentraciones (ppm)
Agua destilada Testigo No aplica 0
Azoxystrobin Amistar® Estrobilurina 1000, 1350, 1650, 1950, 2600,
3000, 3200, 3800

. , Ftalonitrilo 100, 200, 350, 450, 650, 850,

Clorotalonil Trevanil 720F ArOMALico 950, 1000
policlorado

Tiabendazol Tecto® 60 Benzimidazol 0.5,1, 25,5, 10, 20, 40, 60

La preparacion de los medios PDA (Cajas de Petri 90 x 15 mm) se realizaron en
matraz de Erlenmeyer y se esterilizaron en una olla de presiéon (Presto Modelo
79291, capacidad 21 L.) por 15 minutos a 15 libras a 121°C y se dejaron enfriar a
50°C (10-15 min) sin llegar a la solidificacion y posteriormente se le afiadieron las
concentraciones correspondientes de cada tratamiento fungicida. Cada

concentracion fue extendida en las cajas de Petri, sobre las cuales se coloco en el
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centro un explante de 5 mm de Nodulosporium sp. Las cajas de Petri, se incubaron

a una temperatura de 28 + 2°C por 7 dias en una incubadora BD 115 L (Binder®).

Evaluacion. La evaluacion consistio en medir el crecimiento micelial, en dos ejes
(horizontal y vertical) del fitopatdégeno, cada 24 horas, hasta el llenado del testigo (7
dias), utilizando como apoyo un calibrador (vernier) con compuesto digital (Titan®).
Con los datos obtenidos en la evaluacion se calcul6 el porcentaje de inhibicion del
crecimiento micelial mediante la férmula de Abbott (1925), tomando como 100% el

crecimiento micelial del testigo (0 ppm).

Crecimiento testigo-Crecimiento concentracion

*
Crecimiento testigo 100

% de Inhibicién =

Con el porcentaje de inhibicion micelial se realizé un analisis Probit de maxima
verosimilitud y se determiné los valores de la concentracion inhibitris al 50 y 90%

(Clso y Cloo) y sus limites fiduciales al 95% de confiabilidad.

Para determinar el efecto de los tratamientos sobre el crecimiento micelial, se realizo
un andlisis de varianza (ANVA) y comparacion de medias de los tratamientos con
una prueba de rango multiple de Tukey (P<0.05), utilizando el software SAS/STAT
(SAS Institute, 2002).
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

El género Nodulosporium presento un rapido crecimiento, al extenderse en su
totalidad sobre la caja de Petri (9 cm de diametro) en un periodo de 7 dias. Este
hongo se ha asociado como enddfito a diversas plantas; Salgado y Cepero, (2005)
lo encontraron en hojas de Rosa hybrida L. (Rosaceae), Marquez-Davila et al.
(2013) aislado a partir de hojas y tallos de cacao T. cacao, Lizarazo-Medina et al.,
(2014) en hojas de dos especies de orquideas Cattleya percivaliana (Rchb. F.)
O’brien y Cattleya trianae L. Linden y Rchb. F. (Orchidaceae) y se aislé también de
cacahuananche Gliricidia sepium (Jacq.) Kunth. Ex. Walp. (Fabaceae) (Sanchez-
Ferndndez, 2016). Ademas, se ha reportado como fitopatégeno, ocasionando
muerte descendente, pudricion del tronco negro y resinosis de ramas de mezquite
P. laevigata (De la Torre-Almaraz et al., 2003; De la Torre-Almaraz et al., 2009),
provocando pudricion basal del estipite en palma africana de aceite Elaeis
guineensis Jacq. (Arecaceae) (Mestizo et al., 2012) y pudricidon basal en el caliz de

Flor de Jamaica H. sabdariffa (Ruiz-Ramirez et al., 2015).

4.1. Antagonismo in vitro de Trichoderma harzianum sobre Nodulosporium sp.

En el estudio para el control biologico del fitopatdgeno Nodulosporium con el
antagonista T. harzianum, este Ultimo; no permitié el crecimiento del fitopatégeno
reduciendo su crecimiento hasta un 69.93%; lo que indica que T. harzianum al estar
en confrontacién ejerce efecto inhibitorio sobre el hongo Nodulosporium sp.,
superior al 50% del crecimiento micelial; lo que indica un buen control (Suarez et
al., 2008), mientras que el antagonista expresa su crecimiento sin dificultad, incluso
sobre el fitopatdbgeno (Cuadro 2). Con base en la escala de Bell et al. (1982), T.
harzianum, se ubica en la clase 1; el antagonista tuvo contacto con el fitopatdgeno
a las 72 horas, posteriormente este Ultimo fue invadido por T. harzianum,

alcanzando cobertura total en el medio de cultivo y sobrecreciendo al patégeno.

El género Trichoderma posee buenas cualidades para el control de enfermedades

en plantas causadas por patdégenos fungicos (Gonzalez et al., 2002). Suarez et al.
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(2008), reportan que T. harzianum es un antagonista con habilidades de
micoparasitismo, competencia por espacio e inhibe el crecimiento para el control in

vitro de Fusarium solani (Mart.) Sacc. (Nectriaceae).

Al respecto, Rivero (2008) al evaluar el efecto de antibiosis de dos aislados de
Trichoderma spp., en cultivo dual con Alternaria padwickii (Ganguly) M. B. Ellis,
Bipolaris oryzae (Breda de Hann) Shoemaker, Curvularia lunata (Wakker) Boedijn
(Cochliobolus lunatus R.R. Nelson y Haasis) (Pleosporales: Pleosporaceae) y
Phoma sp., Saccardo (Pleosporales: Pleosporaceae) observo inhibicion significativa
del crecimiento radial de estos patdgenos; lo que nos indica el potencial de inhibicion
de Trichoderma sobre hongos fitopatdgenos.

Cuadro 2. Didmetro de micelio, porcentaje de crecimiento y de inhibicién de
Nodulosporium sp., en medio PDA con Trichoderma harzianum a 7 dias
de evaluacion.

Didmetro de micelio (mm)

. . . %C %l
No. Testigo Cultivo dual Testigo
T. harzianum T. harzianum Nodulosporium* Nodulosporium Nodulosporium*

1 86.6 86.6 26.7 86.6 30.83 69.16
2 86.6 86.6 26.2 86.6 30.25 69.74
3 86.6 86.6 21.9 86.6 25.28 74.71
4 86.6 86.6 24.9 86.6 28.75 71.24
5 86.6 86.6 27.2 86.6 31.40 68.59
6 86.6 86.6 26 86.6 30.02 69.97
7 86.6 86.6 29.4 86.6 33.94 66.05
X 86.6 86.6 26.04 86.6 30.07 69.93

No.=Repeticiones. X = Promedio. C=Crecimiento. I= Inhibicién.

En el crecimiento micelial se encontraron diferencias altamente significativas
(P<0.05) entre Nodulosporium sp. en cultivo dual con T. harzianum para un periodo
de 7 dias; por lo que se puede deducir que el antagonista crece con gran rapidez a
tal grado que sobrecrece a Nodulosporium y este comienza a decrecer con sintomas
de necrosis (comienza a morir el fitopatogeno) (Cuadro 3). En este sentido,
Stefanova et al. (1999) informaron de la presencia de metabolitos no volatiles con

actividad antifangica en cuatro aislamientos de Trichoderma y concluyeron que
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estos mismos son los responsables de la reduccion del crecimiento micelial del

hongo Phytophthora nicotianae Breda de Haan (Pythiales: Pythiaceae).

Cuadro 3. Medias del crecimiento micelial de Trichoderma harzianum vy
Nodulosporium sp., testigos y en cultivo dual en medio PDA a 7 dias
de evaluacion.

Tratamiento Media (mm)***
T. harzianum testigo 86.60 a
T. harzianum cultivo dual 86.60 a
Nodulosporium sp. cultivo dual 26.04 b
Nodulosporium sp. testigo 86.60 a

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes (Tukey; P< 0.05).
R?=0.99, CV=1.60, F=4883.80; g¢l=3,27; P=<0.0001. *** Indica significancia
contraste valor F a P <0.001.

En los resultados del porcentaje de crecimiento de T. Harzianum y Nodulosporium
solos y en cultivo dual, se observa que hay diferencias significativas (P<0.05) con
un porcentaje de crecimiento menor del fitopatbgeno en cultivo dual con T.
harzianum, inhibiendo al fitopatégeno significativamente en 69.93% (Cuadro 4);
estos resultados indican que T. harzianum exhibe un efecto antagdnico sobre
Nodulosporium en cultivo dual in vitro. Esto probablemente se debe a que T.
harzianum expone diferentes mecanismos, como micoparasitismo, antibiosis y
competencia por nutrientes y espacio para disminuir poblaciones de otros hongos,
principalmente fitopatdgenos (Chet et al.,, 1997; Kulling, 2000). Con base en
evaluaciones previas de Papavisas y Lumsden (1980), Lorito et al., (1993), Herrera-
Lépez et al., (1999), y Sid Ahmed et al., (2000) mencionan que T. harzianum
presenta gran velocidad de crecimiento, efecto de hiperparasitismo, que se
manifiesta en inhibiciébn del crecimiento micelial de otros hongos, no solo por
compartir el mismo sustrato, sino también porque produce antibiéticos
(trichodermina, suzukacilina, alameticina, dermadina, penicilina, trichotecenos,
trichorzianinas) y enzimas (B-1,3-glucanasas, quitinasas, proteasas y celulosas)
degradadoras de la pared celular que juegan un importante papel en el

micoparasitismo.
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Cuadro 4. Medias del porcentaje de crecimiento y de inhibicion de Trichoderma
harzianum y Nodulosporium sp., testigos y en cultivo dual en medio PDA
a 7 dias de evaluacion.

Tratamiento Crecimiento (%)*** Inhibicion (%)***
T. harzianum testigo 100.00 a 00.00 b
T. harzianum cultivo dual 100.00 a 00.00 b
Nodulosporium sp. cultivo dual 30.07 b 69.93 a
Nodulosporium sp. testigo 100.00 a 00.00 b
CVv 1.60 7.57

Medias con la misma letra entre columna no son significativamente diferentes
(Tukey; P< 0.05). R?=0.99, F=4883.80; gl=3,27; P=<0.0001. *** Indica significancia
contraste valor F a P < 0.001. CV= Coeficiente de Variacion.

4.2. Antagonismo in vitro de Bacillus subtilis sobre Nodulosporium sp.

Con base en los resultados de control de B. subtilis sobre Nodulosporium sp., en
cultivo dual y con respecto a sus testigos, se observa que B. subtilis presenta un
lento crecimiento comparado con el hongo Nodulosporium sp., e incluso el
antagonista y el fitopatbgeno nunca tuvieron contacto en la caja de Petri, no
obstante; si se aprecia en la confrontacion que B. subtilis no permite el buen
desarrollo del hongo, con un crecimiento promedio de 28.13% (Cuadro 5); e incluso
se pudo observar al noveno dia (se mantuvo para observar el seguimiento del
comportamiento del hongo y la bacteria), que Nodulosporium sp., comenzé a
decrecer y el micelio tomo una coloracién café en la periferia del hongo; esto,
probablemente debido a que B. subtilis produce una amplia variedad de metabolitos
y enzimas hidroliticas extracelulares (Nakamura et al., 1999), sidero6foros, toxinas y
lipopéptidos (LPs) ciclicos no ribosomales (Ongena y Jaques, 2008; Layton et al.,
2011; Tejera-Hernandez et al., 2011; Falardeau et al., 2013), con capacidad de
inhibir el crecimiento de agentes fitopatdégenos. La actividad antimicrobiana de los
LPs tiene lugar por su interaccion con la membrana citoplasméatica de células
fungicas, inhibiendo el crecimiento de microorganismos fitopatdogenos, deteniendo
la germinacion de esporas de patdégenos e interrumpiendo el crecimiento del tubo
germinativo y del micelio y provocando la formacion de poros y un desbalance

osmoético, lo que desencadena la muerte celular de los microorganismos
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fitopatdogenos (Butt et al., 1999; Touré et al. 2004; Aranda et al., 2005; Gong et al.,
2006).

Cuadro 5. Diametro de crecimiento, porcentaje de crecimiento y de inhibicidén de
Nodulosporium sp., en medio PDA con Bacillus subtilis a 7 dias de

evaluacion.
_ Diametro d_e crecimiento (mm) _ %C %]
No. Testigo Cultivo dual Testigo
B. subtilis B. subtilis Nodulosporium* Nodulosporium Nodulosporium*
1 23.15 19.8 22.1 86.6 25,51 74.48
2 22.85 22.85 26.9 86.6 31.06 68.93
3 23.67 20.17 24.5 86.6 28.29 71.70
4 23.5 23.7 22.8 86.6 26.32 73.67
5 23.7 23.5 23.9 86.6 27.59 72.40
6 23.95 23.95 25.45 86.6 29.38 70.61
7 22.42 19.05 24.95 86.6 28.81 71.18
X 23.32 21.86 24.37 86.6 28.14 71.86

No.=Repeticiones. X =Promedio. C=Crecimiento. I= Inhibicién.

El diametro de crecimiento de B. subtilis y Nodulosporium sp., solos y en
confrontacion, presento diferencias significativas (P<0.05) entre tratamientos, con
mayor crecimiento en Nodulosporium sp., solo y en cultivo dual, mientras que B.
subtilis en cultivo dual presenté un menor crecimiento, comparado con su testigo,
este Ultimo nos indica que, este organismo es de lento crecimiento. No obstante,
para el caso de Nodulosporium sp., en cultivo dual, el fitopatégeno se vio afectado
por la presencia de B. subtilis, con respectivo al testigo.

Cuadro 6. Medias del crecimiento de Bacillus subtilis y Nodulosporium sp., testigos
y en cultivo dual en medio PDA a 7 dias de evaluacion.

Tratamiento Media(mm)***
B. subitilis testigo 23.32 bc
B. subtilis cultivo dual 21.86 c
Nodulosporium sp. cultivo dual 24.37 b
Nodulosporium sp. testigo 86.60 a

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes (Tukey; P<0.05).
R?=0.99, CV=3.46, F=3848.59; gl=3,27; P <0.0001. *** Indica significancia contraste
valor F a P <0.001.
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Del crecimiento e inhibicion de B. subtilis y Nodulosporium sp., solos y en
confrontacion se encontraron diferencias altamente significativas (P<0.05) (Cuadro
7), con el menor porcentaje de crecimiento del hongo en cultivo dual y a su vez el
mayor porcentaje de inhibicién en este mismo tratamiento; lo que indica que B.
subtilis tiene un efecto antagonista y permite tener un excelente control sobre
Nodulosporium sp. Entre las principales vias por las cuales cepas de B. subtilis
evitan el establecimiento y desarrollo de organismos patdégenos, esta determinado
por su perfil bioquimico; existen diferentes mecanismos, que incluyen, la produccién
de una gran variedad de metabolitos biol6gicamente activos, con capacidad de
inhibir el desarrollo y crecimiento normal de agentes fitopatdgenos, entre éstos, se
encuentran los lipopéptidos ciclicos no ribosomales, clasificados en 3 diferentes
familias, de acuerdo con su secuencia de aminoacidos y longitud del acido graso
(Iturinas, Fengicinas y Surfactinas), sideréforos, enzimas liticas, toxinas e inducen
resistencia sistémica en plantas (IRS) (Butt et al., 1999; Ongena y Jaques, 2008;

Layton et al., 2011; Tejera-Hernandez et al., 2011; Falardeau et al., 2013).

Cuadro 7. Medias del porcentaje de crecimiento y de inhibicién de Bacillus subtilis
y Nodulosporium sp., testigos y en cultivo dual en medio PDA a 7 dias de

evaluacion.
Tratamiento Crecimiento (%)*** Inhibicion (%)***
Bacillus subtilis testigo 97.37 ab 2.63 bc
Bacillus subtilis cultivo dual 91.27b 8.73 b
Nodulosporium sp. cultivo dual 28.14 c 71.86 a
Nodulosporium sp. testigo 100.00 a 00.00 c
CcVv 5.83 22.21

Medias con la misma letra entre columna no son significativamente diferentes
(Tukey; P< 0.05). R2=0.98, F=384.34; ¢l=3,27; P=<0.0001. *** Indica significancia
contraste valor F a P < 0.001. CV=Coeficiente de Variacion.

Evaluaciones realizadas por Villa et al. (2007) con tres cepas de B. subtilis en cultivo
dual frente a los hongos F. solani, F. sporotrichois y F. oxisporum, observaron que
B. subtilis disminuye el crecimiento micelial de estos hongos entre 50 y 60% por
excrecion al medio de metabolitos antifingicos. Al respecto, Corrales et al. (2011)

con Bacillus subtilis, aislada de rizosfera de plantas aromaticas, realizaron pruebas
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de antagonismo in vitro en medio PDA frente a Fusarium acuminatum Ellis y Everh.
(Hypocreales: Nectriaceae) y encontraron de 70-100% de inhibicion del micelio del

hongo por la produccion de sustancias antifingicas.

4.3. Inhibicién in vitro del fungicida azoxystrobin sobre Nodulosporium sp.

El fungicida azoxystrobin mostro efectividad para el control in vitro de
Nodulosporium sp., causando inhibicion sobre el crecimiento micelial en 82.90% en
una concentracion alta (Cuadro 8). El crecimiento del hongo Nodulosporium sp., en
presencia del fungicida azoxystrobin presento diferencias altamente significativas
(P<0.05), con un decrecimiento micelial a medida que aumento la concentracion. La
azoxistrobina (activo principal de este fungicida), actia inhibiendo el proceso
respiratorio de los hongos y resulto especialmente eficaz para impedir la
germinacion de esporas y el desarrollo inicial del patégeno; ademas, de que posee
actividad translaminar, efecto de contacto y prolongada residualidad, para una mejor

eficacia (Syngenta, 2018).

Cuadro 8. Medias del diametro de micelio, medias del porcentaje de crecimiento y
de inhibicion de Nodulosporium sp., en medio PDA a diferentes
concentraciones del fungicida azoxystrobin a 7 dias de evaluacion.

Concentracion Diametro de micelio (mm) 0 Gk Q[+
Ppm DV DH Dp***

Testigo (0) 86.60 86.60 86.60a  100.00 a 00.00 i
1000 4513 45.13 45.13b 52.11Db 47.89 h
1350 4331 43.15 43.23c 49.92 c 50.08 g
1650 40.82 40.82 40.82d 47.14d 52.86 f
1950 36.32 36.32 36.32e 4194 e 58.06 e
2600 23.36 2336 23.36f 26.97 f 73.02d
3000 19.76 19.76 19.72¢g 22.82¢ 77.18c
3200 18.04 18.04 18.04h 20.83 h 79.17 b
3800 1481 1481 1481 17.10i 82.90 a

Ccv -- -- 3.01 3.00 2.19

DV=Diametro vertical, DH=Diametro horizontal, DP=Diametro promedio.
C=Crecimiento. I= Inhibicion. CV=Coeficiente de Variacion. Medias con la misma
letra entre columna no son significativamente diferentes (Tukey; P< 0.05). R?= 0.99,
F=4065.97; gl=8,89; P<0.0001. *** Indica significancia contraste valor F a P <0.001.
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Azoxystrobin es un fungicida efectivo para el control de hongos fitopatdégenos, no
obstante requiere concentraciones altas; Félix y Galvez (2002) evaluando este
fungicida en un rango de las 10 ppm contra Alternaria alternata (Fr.) Keissl.
(Pleosporales: Pleosporaceae) observaron un efecto inhibitorio en la germinacion
de los conidios; no obstante, observaron un efecto minimo en el desarrollo micelial
en un periodo de 10 dias de evaluacion, lo que indica que bajo la dosis de 10 ppm,
este fungicida ejerce un efecto fungistatico muy leve, pero no suprime el desarrollo
del hongo, lo que sugiere una actividad curativa limitada contra A. alternata. Por otro
lado, Herrera et al. (2011) en concentraciones de 500 ppm, encontraron un 93.61%

de efectividad en A. alternata.

Torres et al. (2013) con este fungicida, encontraron una inhibicién del 100% de la
germinacién de conidios a una concentracion de 450 mg L-1 y 96% del crecimiento
micelial con una concentracion de 1250 mg L-1. Gaviria-Hernandez et al. (2013)
encontraron un porcentaje de inhibicion de 38.75 y 70% del crecimiento micelial de
C. gloeosporioides y Colletotrichum acutatum J. H. Simmonds (Glomerellales:

Glomerellaceae) respectivamente, a una concentracion de 95 ppm.

4.4. Inhibicién in vitro del fungicida clorotalonil sobre Nodulosporium sp.

El hongo Nodulosporium sp., fue susceptible al fungicida clorotalonil, con diferencias
significativas (P<0.05) en el diametro de crecimiento micelial, porcentaje de
crecimiento e inhibicién, en las diferentes concentraciones utilizadas, con un
decrecimiento de micelio a medida que se aumento la concentracién de fungicida,

correlacionado a su vez en el incremento del porcentaje de inhibicion (Cuadro 9).

La efectividad del fungicida clorotalonil, se debe a la accién que este producto ejerce
sobre hongos fitopatdgenos, e interviene en la sintesis de las enzimas y provoca
gue el hongo no se desarrolle y muera (Thomson, 1997) e inhibe la respiracion de
las células del hongo, debido a que las moléculas del clorotalonil se unen a grupos

sulfhidrilos de los aminoéacidos, las enzimas que afectan al ciclo de Krebs se
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desactivan y no se produce ATP, y al no poder completar este proceso esencial, la
célula muere. Los sintomas generales de la interaccion entre el clorotalonil y las
células fungicas son el retraso en el crecimiento del micelio y la inhibicion de la

germinacion de las esporas (Arysta, 2017).

Cuadro 9. Medias del diametro de micelio, medias del porcentaje de crecimiento y
de inhibicibn de Nodulosporium sp., en medio PDA a diferentes
concentraciones del fungicida clorotalonil a 7 dias de evaluacion.

Concentracion  Diametro de micelio (mm)

*%k% *%%
Ppm DV DH Dp*** %C %ol
Testigo (0) 86.6 86.6 86.60 a 100.00 a 00.00 f
100 21.74 21.31 21.52 b 24.85Db 75.14 e
200 19.56 19.56 19.56 b 22.57b 7741 e
350 15.81 15.81 1581 c 18.15¢c 81.85d
450 15.08 15.08 15.08 ¢ 1741 c 82.59d
650 11.64 11.64 11.64d 13.44d 86.56 c
850 12.01 12.01 12.01d 13.87d 86.13 c
950 7.83 7.83 7.83 e 9.04 e 90.96 b
1000 5.00 5.00 5.00 f 5.77 f 94.23 a
CVv -- -- 7.01 7.01 2.34
DV=Didmetro vertical, DH=Diametro horizontal, DP=Didmetro promedio.
C=Crecimiento. I= Inhibicion. CV=Coeficiente de Variacion. Medias con la misma

letra entre columna no son significativamente diferentes (Tukey; P< 0.05). R?= 0.99,
F=2690.81; gl=8,89; P <0.0001. *** Indica significancia contraste valor F a P < 0.001.

Para el control de Spilocaea oleagina (Castagne) S. Hughes (Pleosporales:
Venturiaceae) se encontré que el clorotalonil tiene un efecto in vitro en la
germinacion de conidios (Obanor et al., 2005). Pérez y lannacone (2006), evaluaron
diversos fungicidas, entre ellos el clorotalonil para el control de C. gloeosporioides,
encontrando alta efectividad sobre la germinacion de conidios en cultivo in vitro,

aislados de Allium cepa L. (Amaryllidaceae).

Arahana et al. (2012) determinaron que el clorotalonil es efectivo previniendo la
germinacion de esporas de fitopatdgenos como Monilinia Honey (Sclerotiniaceae).
Mogollén y Castafio (2012), evaluaron el efecto in vitro de inductores de resistencia

y encontraron que el fungicida clorotalonil es efectivo e inhibe totalmente el
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desarrollo de la sigatoka negra Mycosphaerella fijiensis  Morelet

(Mycosphaerellaceae).

4.5. Inhibicién in vitro del fungicida tiabendazol sobre Nodulosporium sp.

El fungicida tiabendazol presenté un efecto altamente significativo sobre el hongo
Nodulosporium sp., inhibiendo totalmente el crecimiento micelial del hongo, y es
importante sefialar que se produjo la inhibiciobn desde la concentracion mas baja
(0.5 ppm) y a partir de 2.5 ppm, el micelio del hongo no pudo desarrollarse sobre el
medio (Cuadro 10). Este fungicida ejerce una accion sistémica y de contacto a
concentraciones bajas, los benzimidazoles inhiben la elongacion del micelio y a
altas actian sobre la germinacion de las esporas. Ademas, se conoce que los
derivados de benzimidazol interfieren en la mitosis de los hongos y su accion real
es debida al efecto sobre los microtubulos. La inhibicion de la formacion de
microtubulos trae, como consecuencia, la ausencia de division celular,
produciéndose ademas una desorganizacién citoplasmatica de tipo general
(Danaher et al., 2007).

Cuadro 10. Medias del diametro de micelio, medias del porcentaje de crecimiento
y de inhibicion de Nodulosporium sp., en medio PDA a diferentes
concentraciones con el fungicida tiabendazol a 7 dias de evaluacién.

Concentracion  Didmetro de micelio (mm)

*k*k *k*k
Ppm DV DH Yol*** nC Yl

Testigo (0) 86.6 86.6 86.6 a 100.00 a 00.00 c
0.5 12.31 12.31 1231 Db 1421 Db 85.78 b
1 12.13 12.13 12.13 Db 14.01Db 85.99 b
2.5 5 5 50c 5.77¢c 94.23 a
5 5 5 5.0c 5.77c 94.23 a
10 5 5 50c 5.77¢c 94.23 a
20 5 5 5.0c 5.77c 94.23 a
40 5 5 50c 5.77¢c 94.23 a
60 5 5 5.0c 5.77c 94.23 a

CVv -~ -~ 4.88 4.88 1.08

DV=Diametro vertical, DH=Diametro horizontal, DP=Diametro promedio.
C=Crecimiento. I= Inhibicion. CvV=Coeficiente de Variacion. Medias con la misma
letra entre columna no son significativamente diferentes (Tukey; P< 0.05). R?= 0.99,
F=12243.8; gl=8,89; P <0.0001. *** Indica significancia contraste valor F a P < 0.001
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Arahana et al. (2012) demostraron la efectividad in vitro del tiabendazol sobre la
germinacion de esporas de Monilinia Honey (Helotiales: Sclerotiniaceae).

Yossen y Conles (2014) evaluaron de forma in vitro en medio envenenado la
eficacia de fungicidas con distintos modos de accién y con grupos quimicos no
relacionados, para el control de F. oxysporum Schitdl. y F. proliferatum (Matsush.)
Nirenberg ex Gerlach y Nirenberg (Hypocreales: Nectriaceae), encontrando que
ambos aislados fueron susceptibles significativamente a tiabendazol con valores de

80-99% de inhibicion en concentraciones de 1,2 y 4 ppm.

Resultados similares al presente encontraron Ruiz et al. (2016), al evaluar el
tiabendazol in vitro por 8 dias contra Colletotrichum spp., con un control significativo
con crecimiento micelial de 12.54 mm, no obstante; para la inhibicion micelial
requirieron mayor cantidad de ingrediente activo; concentraciones de 50 a 1000
mg/L (50-1000 ppm).

El hongo Nodulosporium obtenido de mazorcas de cacao, presento susceptibilidad
a la accion de los fungicidas azoxystrobin, clorotalonil y tiabendazol adicionados en
medio PDA. No obstante, de estos tres; el tiabendazol fue més efectivo, ya que con
2.5 ppm inhibe el crecimiento micelial del hongo, por lo que se requiere de poco
ingrediente activo para su control, seguido por el clorotalonil que a 1000 ppm ya no
permite el crecimiento del hongo y azoxystrobin el menos efectivo por requerir
concentraciones altas arriba de 1000 ppm para tener un buen control (Cuadros 8, 9
y 10).

El hongo Nodulosporium sp., con base en los resultados de acuerdo a cada
fungicida probado, presento diferentes valores en la Concentracion Inhibitris media
(Clso), lo cual sugiere la variacion natural del hongo en niveles de resistencia ante
los fungicidas evaluados (Cuadro 11), corroborando la efectividad del tiabendazol

con la Clso mas baja, seguido por clorotalonil y azoxystrobin.
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Cuadro 11. Concentracion inhibitris y limites fiduciales de fungicidas quimicos
aplicados a Nodulosporium sp., en medio PDA a 7 dias de evaluacion.

. Ppm
Fungicidas Clso Limites fiduciales 95% Cloo
Inferior Superior
Azoxystrobin 1290 1056 1479 6024
Clorotalonil 13.7 0.84 40.52 1035
Tiabendazol 0.00003 1.35 0.0041 1.70
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V. CONCLUSION

Los productos quimicos azoxystrobin, clorotalonil y tiabendazol y los agentes de
control biolégico Trichoderma harzianum y Bacillus subtilis son eficientes para el

control in vitro del hongo Nodulosporium sp.

Los agentes de control biolégico mostraron durante el mismo periodo de evaluacion
un efecto de control de Nodulosporium sp., similar a los productos quimicos.

Los productos quimicos clorotalonil y tiabendazol en bajas concentraciones
presentaron un efecto de control efectivo de Nodulosporium sp. El producto
azoxystrobin para tener un buen control de Nodulosporium sp., requiere altas
concentraciones. El tiabendazol es el producto mas efectivo, y requiere

concentraciones muy bajas para el control de Nodulosporium sp.
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