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RESUMEN

El cultivo de cacao Theobroma cacao L. se encuentra en un agroecosistema
altamente favorable para el desarrollo de enfermedades. Siendo tres especies
las mas importantes; Moniliophthora roreri, Moniliophthora perniciosa y
Phytophthora palmivora con pérdidas de 80-100% en la produccién. La presencia
de frutos con pudricion es un factor importante de infeccion para el cultivo del
cacao, debido a agentes de diseminacion como el aire y el agua, y la infeccién
de frutos se puede presentar en cualquier momento, existiendo tejido susceptible
y condiciones ambientales favorables como la temperatura y la humedad. El
objetivo de este trabajo es por la escaza investigacién sobre la pudricion de fruto
para la region del Soconusco, Chiapas y a la falta de un manejo adecuado para
reducir el dafio por esta enfermedad. Se evalud la incidencia y severidad de la
pudricion de cacao en frutos infectados en arboles de cacao en dos parcelas en
2014 y 2015. La severidad se evalu6 mediante la escala sintomatolégica para
moniliasis y la incidencia, se calculé con (%) de los frutos que mostraron
sintomas. Se llevo a cabo la identificacion morfolégica de los hongos asociados
al fruto de cacao y se destacé el género Nodulosporium el cual fue identificado
morfométrica y molecularmente utilizando los iniciadores universales 1TS4 e
ITS5. Con este género se realizaron pruebas de patogenicidad en follaje y fruto
a una concentracion de 1x108 esporas/mL. Se realizaron pruebas de control
biolégico in vitro de Nodulosporium con Trichoderma harzianum y Bacillus subtilis
y de control quimico con los productos azoxystrobin, clorotalonil y tiabendazol.
Los parametros se examinaron con analisis de varianza y comparacion de
medias de Tukey (P<0.05), utilizando el software SAS Institute 2002. El
porcentaje de frutos afectados y el grado de severidad de la enfermedad fue
mayor durante el afio 2014 en ambas parcelas de produccion, en comparacion al
2015, con diferencias significativas entre estos afnos; diferencia influenciada por
la precipitacion, la cual fue mayor durante el primer afio, y entre ambas
localidades durante el mismo afio no se presentd diferencia significativas, lo que

indica que la altura no influye en la incidencia y severidad de la enfermedad. Se
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aislaron diversos hongos a partir de las esporas presentes en el tejido dafiado
del fruto y tejido vegetal enfermo; se encontré Aspergillus sp., Colletotrichum sp.,
Fusarium sp., Lasiodiplodia theobromae, Nodulosporium sp., Penicillium sp.,
Rhizopus sp., Trichoderma sp., Verticillium sp., y dos hongos no reconocidos. Se
destaca la ausencia de los hongos fitopatégenos importantes en el cultivo de
cacao. En este estudio se registra para Chiapas, México la presencia del hongo
Nodulosporium en frutos de cacao y se identifica a su teleomorfo como
Hypoxylon; estos ultimos ademas corroborados morfométrica y molecularmente.
En pruebas de patogenicidad con follaje del cultivo de cacao, se encontré que
Nodulosporium es levemente patogénico, causando clorosis y deshidratacion de
la hoja. EI control biolégico del fitopatdgeno 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; incluso T. harzianum
sobrecrecié al patdgeno, ubicandose en la clase 1 de antagonismo de Bell.
Nodulosporium sp., presentd susceptibilidad a la accion de los fungicidas
azoxystrobin, clorotalonil y tiabendazol adicionados en medio PDA. EI
tiabendazol fue mas efectivo; con 2.5 ppm inhibié 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, requierié concentraciones
altas arriba de 1000 ppm para tener un buen control. Reconocer la diversidad de
patdogenos asociados al cultivo de cacao, su incidencia, severidad Yy
patogenicidad es de suma importancia, debido a que pueden representar una
amenaza para el cultivo en un futuro. Los productos quimicos azoxystrobin,
clorotalonil y tiabendazol y los agentes de control biolégico T. harzianum y B.

subtilis son eficientes para el control in vitro del hongo Nodulosporium sp.

Palabras clave: Cacao, control biolégico, control quimico, hongos fitopatégenos,
Nodulosporium sp., pudricion de fruto.
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The cocoa crop Theobroma cacao L. is an agroecosystem highly favorable for the
development of diseases. The most important and greatest impacting problems
worldwide are the phytopathogenic fungi, mainly three species; Moniliophthora
roreri, Moniliophthora perniciosa and Phytophthora palmivora with losses of 80-
100% in production. Fruit rot is an important infection factor in cocoa, due to
dissemination agents such as air and fruit infection at any time, susceptible tissue
presence and favorable environmental conditions. The present work was carried
out because research on fruit rot for Soconusco region, Chiapas is scarce and the
lack of adequate management to reduce damage caused by this disease. The
incidence and severity of cocoa rot in infected fruits in cocoa trees was evaluated
in two plots in 2014 and 2015. The severity was evaluated by the external
symptomatic scale for moniliasis rotting and the incidence was calculated as the
number of fruits that showed disease symptoms (%). The morphological
identification of fungi associated with cocoa fruit was carried out and the genus
Nodulosporium was highlighted, which was also identified morphometrically and
molecularly using universal primers ITS4 and ITS5. With this genus, pathogenicity
tests were carried out on foliage and fruit at 1x108 spores/mL concentration. In
vitro biological control tests were carried out, Nodulosporium with Trichoderma
harzianum and Bacillus subtilis and chemical control products: azoxystrobin,
chlorothalonil and thiabendazole. The parameters were examined with analysis
of variance and comparison of Tukey means (P <0.05), using SAS software. The
percentage of affected fruits and the degree disease severity was greater during
2014 in both production plots, compared to 2015, with significant differences
between these years; this difference was influenced by precipitation, which was
greater during the first year, and between both locations during the same year
there was no significant difference, which indicates that height does not influence
the disease incidence and severity. Various spore fungi were isolated from fruit
damaged tissue and diseased plant tissue; Aspergillus sp., Colletotrichum sp.,
Fusarium sp., Lasiodiplodia theobromae, Nodulosporium sp., Penicillium sp.,

Rhizopus sp., Trichoderma sp., Verticillium sp., and two unrecognized fungi were
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found. The absence of important phytopathogenic fungi in cocoa agroecosystem
is highlighted. In this study, the presence of Nodulosporium fungus in cocoa fruits
was recorded for Chiapas, México and its teleomorph is identified as Hypoxylon;
the two latter also corroborated morphometrically and molecularly. In
pathogenicity tests with cocoa foliage crop, it was found that Nodulosporium is
slightly pathogenic, causing chlorosis and dehydration of the leaf. The biological
control of phytopathogen Nodulosporium with the antagonist B. subtilis and T.
harzianum in confrontation exert a significant inhibitory effect on the
phytopathogen with 71.86 and 69.93% respectively; even T. harzianum overcame
the pathogen, placing itin class 1 of Bell antagonism. Nodulosporium sp., Showed
susceptibility to the action of fungicides azoxystrobin, chlorothalonil and
thiabendazole added in PDA medium. Thiabendazole was more effective; with
2.5 ppm inhibited mycelial growth of the fungus, followed by chlorothalonil that at
1000 ppm no longer allows the fungus growth and azoxystrobin, although, less
effective, since it requires high concentrations above 1000 ppm to have a good
control. Recognize the pathogens diversity associated with cocoa crop, its
incidence, severity and pathogenicity is utmost importance, because they can
pose a threat to the crop in the future. The chemicals products azoxystrobin,
chlorothalonil and thiabendazole and the biological control agents T. harzianum

and B. subtilis are efficient for in vitro control of Nodulosporium sp. fungus.

Key words: Cocoa, biological control, chemical control, phytopathogenic fungi,

Nodulosporium sp., fruit rot.



INTRODUCCION

El cultivo de cacao Theobroma cacao L., es un cultivo tropical que en México se
desarrolla en una superficie sembrada de 61,397.06 ha., de las cuales 243 se
localizan en el estado de Guerrero, 20,284.90 en el estado de Chiapas y
40,869.16 en el estado de Tabasco, mismas que producen 28,006.59 ton., de
grano seco, con un rendimiento promedio de 470 kg por hectarea (SAGARPA-
SIAP, 2017). De este cultivo dependen mas de 45,000 familias, generando 4.98
millones de jornales al afio, con un valor de la produccion de 1, 034,792.76 pesos
(Ogata, 2007; SAGARPA-SIAP, 2017).

Actualmente el cultivo de cacao presenta bajos rendimientos, que oscilan
alrededor de los 450-520 kg de grano seco por ha. La edad avanzada de las
plantaciones y la falta de variedades mejoradas de alto rendimiento y de
variedades con resistencia a plagas y enfermedades, constituyen las causas
principales de estos bajos rendimientos; ocasionando pérdidas superiores a los
$16, 000.00 por hectarea en nuestro pais (Solis et al. 2009; Solis y Zamarripa,
2010; SAGARPA-SIAP, 2017). Otro factor que contribuye a la baja productividad
es la presencia de enfermedades; consideradas uno de los factores limitantes
mas importantes que devastan al cultivo del cacao (Fulton, 1989), las cuales son:
escoba de bruja Moniliophthora perniciosa (Sthael) Aime y Phillips-Mora
(Marasmiaceae), mancha  negra Phytophthora  palmivora Butler
(Peronosporacea) y monilia o moniliasis Moniliophthora roreri (Cif. y Par.) Evans
et al. (Marasmiaceae); estos hongos en conjunto con la gama de fitopatégenos
asociados y saprofitos ocasionan desequilibrio productivo del cultivo del cacao
en Centro y Sur América (Phillips-Mora, 2003; Aime y Phillips-Mora, 2005).

En Mexico, entre las enfermedades mas importantes se encuentra la moniliasis
causada por el hongo M. roreri, que aunado a la alta susceptibilidad de las
variedades de cacao cultivadas, provocan pérdidas superiores al 80-90% de la
produccion por unidad de superficie (Phillips-Mora, 2003; Isla y Andrade, 2009;
Zamarripa y Solis, 2009). Esta enfermedad se observo por vez primera en marzo

de 2005, en Ignacio Zaragoza, Pichucalco, Chiapas y en abril del mismo afio, se



determind que al menos 1000 ha ya estaban infectadas en Pichucalco, Juarez y
Ostoacan en Chiapas y en las inmediaciones de Huimanguillo en Tabasco
(Phillips-Mora et al., 2007).

De acuerdo a la amenaza que provoco la llegada de este hongo y los dafios
perjudiciales que ocasiona al cultivo del cacao (Phillips-Mora, 2003; Phillips-Mora
et al., 2007). El presente trabajo tiene como propdsito la identificacion de la
micofauna endofita asociada al cultivo del cacao; ya que debido a la ausencia de
manejo fitosanitario en las plantaciones se desarrollan diversas enfermedades
que afectan principalmente frutos y asi monitorear las enfermedades que se

pueden desarrollar y ocasionsar impacto econémico en la produccion.

Objetivo general

+ Identificar los hongos fitopatdégenos asociados al cultivo de cacao en la region

del Soconusco Chiapas, la pudricién de fruto, patogenicidad y control in vitro.

Objetivos especificos

+ ldentificar morfol6gicamente la micofauna asociados al cultivo del cacao.

+« Identificar morfométrica y molecularmente los hongos de importancia
fitopatoldgica asociados al cacao.

¢ Evaluar la incidencia y severidad en campo de la pudricion de fruto de cacao

% Evaluar la patogenicidad de los hongos de importancia fitopatoldgica
asociados al cacao.

+ Evaluar la efectividad de agentes de control biolégico y productos quimicos

sobre hongos de importancia fitopatolégica asociados al cacao.



Hipotesis

Se encontraran los agentes causales de las enfermedades de mayor importancia
en frutos del cultivo del cacao: Moniliophthora roreri, Lasiodiplodia theobromae y
Phytophthora palmivora y una alta incidencia y severidad de pudricion de fruto en
campo asociada a hongos fitopatdégenos. Y se espera controlar in vitro al menos

un hongo fitopatégeno.



REVISION DE LITERATURA

1. El cultivo del cacao

El cacao Theobroma cacao L. (Malvales: Malvaceae), es un arbol perenne nativo
del tropico americano. Existen muchas hipotesis sobre el origen del cacao; se
considera que el cacao se origind en América del Sur, en el area que comprende
la Amazonia (Peru, Ecuador, Colombia, Brasil y Venezuela), en la cuenca alta
del rio Amazonas, luego fue introducido por el hombre a Centroamérica; donde
se le considera como el primer centro de domesticacion y cultivo desde hace mas
de 2000 afos por poblaciones mesoamericanas, quienes cultivaron una variedad
de cacao de alta calidad aromética, denominado Criollo, probablemente originario
de la parte norte de Suramérica. Cuando llegaron los primeros colonizadores a
América, el cacao era cultivado por los indigenas, principalmente por los aztecas
en México y mayas en México y Centroamérica. Segun los historiadores, este
arbol, denominado por los indigenas cacahualt, se consideraba sagrado. Los
aztecas y los mayas creian que el cacao era de origen divino, los primeros lo
consideraban “la bebida de los dioses”, de alli deriva su nombre cientifico
(Theobroma, que significa bebida de dios) (Whitlock, 2001; Motamayor et al.,
2002; Motamayor et al., 2008).

Quetzalcoatl fue quien ensefié a los aztecas a cultivarlo tanto para alimento como
para embellecer los jardines de la ciudad de Talzitapec y era utilizado ademas en
el comercio como moneda de cambio (Wood, 1975). Después de la colonizacion
de los esparioles; estos lo llevaron a Europa, para luego convertirse en materia
prima para la elaboracion de uno de los productos mas populares del mundo: el
chocolate; y para satisfacer el incremento de la demanda europea, la produccién
de la variedad Criollo se dispers6 por Surameérica y regiones del Caribe (Marcano
et al., 2007).



2. Origen Prehispénico del cacao

La historia prehispanica menciona que el dios Quetzalcoatl bajo del reino de los
dioses y trajo consigo al dios Tlaloc, el cual entre sus facultades era duefio de la
lluvia, el dador de vida y el duefio de almas. También vino Xochiquetzal, quien
era la esposa de Tlaloc, la diosa de la alegria y del amor. Al ver que los toltecas
eran un pueblo trabajador, Quetzalcoatl decidid premiarlos con una planta de
dioses y pidi6é a Tlaloc que lo llenara de agua y a Xochiquetzal que le colocara
flores, la planta crecio y se llend de frutos y cuando estaba listo. Quetzalcoatl
recogid las vainas y ensefio a las mujeres a tostarlo, molerlo y combinarlo con
agua obteniendo asi el chocolate. Los Mayas son la comunidad original que inicio
los cultivos de cacao en los periodos prehispanicos. La palabra maya que define
al cacao es “cacau” derivada de “chacahuaa”. En el imperio azteca, Moctezuma
recibia parte de sus tributos en almendras de cacao, porque estimaba mucho sus
bayas como monedas y como bebida personal Moctezuma recibia anualmente
400,000 countles, equivalentes a 160 millones de bayas de cacao (Hernandez et
al., 2012).

Cuadro 1. Clasificacién taxonémica del cacao (Hardy, 1961, Dostert et al., 2002).

Reino: Plantae
Subreino: Tracheobionta
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Sub-clase: Dilleniidae
Orden: Malvales
Familia: Malvaceae
Subfamilia: Byttnerioideae
Tribu: Theobromeae
Género: Theobroma
Especie: cacao L.
Nombres comunes en México. Cacao (Rep. Mex.); Bizida, Bizoya, Pizoya,
Yagabizoya, Yagabisoya, Yagapi-zija (I. zapoteca, Oax); Cacaotero,

Cacaocuahuitl (I. nahuatl); Caco (I. mixe); Cagau (l. Popoluca, Ver); Kahau, Haa
(I. maya, Yuc); Cajecua (l. tarasca); Chudenchu (I. otomi); Ma-micha-moya, Mo-
cha (l. chinanteca); Yau (Yuc); Cacao, Cacahuatzaua (. zoque, Chis) (Cruz,
2014).



2.1. Descripcion botanica del cacao

El cacao es un arbol que posee raiz principal y secundaria profunda y posee una
infinidad de raicillas o pelos absorbentes, que por lo general estan entre 0-5 cm
del suelo; por tal motivo, el primer criterio para la instalacién de una plantaciéon
comercial, son suelos profundos. Este arbol tiene dos tipos de tallos; el primero
orto trépico (de crecimiento recto, vertical), son las plantas que provienen de
semillas o plantas francas (hibridos y segregantes de hibridos) y el segundo
plagio tropico (de crecimiento horizontal o lateral), son las plantas producidas por
injerto. Las hojas de cacao, poseen una estructura especial, llamada "pulvinulos"
que son abultamientos entre la base de la hoja y la base del peciolo y sirven para
seguir la direccién del sol (Isla y Andrade, 2009).

Las flores del arbol del cacao nacen en grupos pequefios llamados cojines
florales y se desarrollan en el tronco y ramas principales. Cada cojin puede tener
entre 1-40 flores. Las flores de cacao una vez abiertas, solo tienen 48 horas de
viabilidad o receptividad del polen (Isla y Andrade, 2009). Las flores salen donde
antes hubieron hojas y siempre nacen en el mismo lugar; por eso, es importante
no dafiar la base del cojin floral para mantener una buena produccion. De las
flores se desarrollan los frutos o mazorcas con ayuda de algunos insectos

pequefios (Mendoza y Navarro, 2006).

Las hojas tienen caracteristicas propias dependiendo del tipo de tallo en que se
originan comunmente poseen un peciolo largo (7 a 9 cm) con dos pulvinos, uno
en la insercion del tallo y otro inmediatamente abajo de la lamina, lo cual permite
gue la hoja se oriente respecto a la luz. La mayoria tienen pigmentacion, cuyo
color varia desde un verde claro, casi blanquecino, hasta el violeta obscuro el
tamafio de la hoja puede variar mucho, pero esta variacion esta influenciada por
el ambiente donde se desarrolla; asi en plantas que crecen bajo poca luz las
hojas son mas grandes y viceversa: a mayor luminosidad es menor su tamafio
(Avendario et al., 2011).



El fruto del cacao es una baya, llamada mazorca y puede ser de tres tipos: criollo,
forastero y trinitario. Los frutos de cacao maduran entre 5-6 meses si son del tipo
trinitario y de 6-7 meses si son del tipo criollo y forastero o amazoénico (Isla y
Andrade, 2009). Tienen diferentes tamafios, colores y formas segun las
variedades. Generalmente tienen un tamafo de 12 pulgadas de largo y 4
pulgadas de ancho y contienen entre 20 a 40 semillas. La pulpa puede ser blanca,
rosada o café, olorosa y con sabor variado entre &cido y dulce dentro de las
mazorcas se encuentran las semillas, las cuales son planas o redondeadas, de
color blanco, café o morado. Estan ubicadas en cinco hileras dentro del fruto

(Mendoza y Navarro, 2006).

La semilla o almendras son de tamafio variable (1.2 a 3 cm), cubiertas con un
mucilago o pulpa de color blanco cremoso, de diversos sabores y aromas (floral,
frutal) y grados de acidez, dulzura y astringencia. En el interior de la almendra se
encuentran los cotiledones, que pueden ser de color morado, violeta, rosado o

blanco, segun el genotipo (Avendafo et al. 2011).

2.2. Variedades o tipos de cacao

En el mundo existen diferentes variedades de cacao, originalmente eran sélo dos
tipos; el criollo y el forastero, pero el cruce de estas dos variedades dio origen al
trinitario, y del cruce repetido entre ellos, se originaron los diferentes tipos de
cacao que se conocen y utilizan (Mendoza y Navarro, 2006). Estas descripciones
consideran las formas de las mazorcas semejantes entre si pero rara vez iguales
y sobre la cual la planta pertenece cada grupo y debido a la enorme
heterogeneidad (Mora, 1956).

2.3. Cacao criollo

Esta variedad de cacao es originaria de Centroamérica, Colombia y Venezuela.

Se distingue por tener frutos de cascara suave, con 10 surcos, intercalando un



surco profundo con otro de menor profundidad y terminando en una punta aguda
y presenta constriccion. El color del fruto puede ser un poco morado o verde.
Pero en realidad la caracteristica principal es la semilla y la cascara ya que la
semilla se diferencia por ser dulces, color blanca o purpura (violeta) y la cascara
del fruto de forma delgada lo cual hace ver que el cacao criollo tiene caracteres
heterocigotos, ademas de no ramificar tanto como otras variedades. De esta
variedad se produce el chocolate fino o de mejor calidad. Actualmente no existe
cacao criollo puro, sino lo que llamamos variedades acriolladas debido a que han
tenido varios cruces con otras variedades (Mora, 1956; Mendoza y Navarro,
2006).

2.4. Cacao forastero

Es originario de América del sur y es el mas cultivado en las regiones cacaoteras
de Africa y Brasil. Se distingue porque tiene frutos de cascara dura mas o menos
lisa, surcos superficiales, apice redondo no presenta constriccién con forma oval.
Fruto de color verde o blanco. Las semillas son aplanadas, de color morado
(purpura), pequefia de sabor amargo y cascara con forma muy gruesa y una
subcapa dura de romper y poco contenido de semilla. (Mora, 1956; Mendoza y
Navarro, 2006).

2.5. Cacao trinitario

Esta variedad es producto de la cruza del cacao criollo y forastero. Las mazorcas
pueden ser de muchas formas y colores; las semillas son mas grandes que las
del cacao criollo y forastero; las plantas son fuertes, de tronco grueso y hojas
grandes. En la actualidad la mayoria de los cacaotales que existen en el mundo
son trinitarios (Mendoza y Navarro, 2006).



2.6. Condiciones climatolégicas para el cultivo del cacao

El clima favorable para el crecimiento normal del cultivo de cacao es el tropico
hamedo, que se caracteriza por tener lluvias, calor y humedad durante todo el
afio. El cacao es una planta que se desarrolla bajo sombra y no soporta climas
frios ni secos, siendo su temperatura limite promedio anual de 21°C y Optima de
25°C. Estos dos factores afectan el crecimiento y la produccién, por eso cuando
el clima es muy caliente, el cultivo debe estar bajo sombra para evitar los dafios
gue le pueda ocasionar el sol y mantener el cultivo a una temperatura adecuada.
Las plantaciones también deben estar libres de vientos, para evitar la caida de
las hojas y las plantas. Para enfrentar este problema, es recomendable sembrar
arboles en hileras que funcionen como cortinas rompe vientos y también utilizar
arboles frutales y forestales. Al controlar todos estos factores bioticos y abidticos
se obtienen como resultado un mayor control sobre los agentes fitopatdgenos

gue dafian este cultivo (Ocampo et al., 2012).

2.7. Importancia del cacao

México es uno de los doce paises que alberga una gran diversidad ecoldgica en
el planeta, es por ello que albergan diferentes variedades de cacao para la
explotacion agricola y a pesar que este cultivo se produce en los paises de mayor
desarrollo, son los paises en vias de desarrollo que en conjunto los que le dan
un valor agregado al cacao, transformandolo y obteniendo una infinidad de
productos para ser comercializados al resto del mundo. Es por ello que la
situacion de la produccion del cacao mexicano es preocupante ya que es un
cultivo que pertenece a nuestra historia y forma parte importante de nuestra
economia (Salas y Hernandez, 2015).

En México la produccion del cultivo del cacao esta concentrada en los estados
de Guerrero, Chiapas y Tabasco. Debido a la disminucién progresiva de
produccion y la escasa tecnologia del manejo de los cultivos y el uso de

materiales genéticos de baja calidad agronémica y alta heterogeneidad ha
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generado una crisis de desabasto que obliga al pais a la importacion de semilla
de cacao de otros paises.

En el estado de Chiapas, el cacao se cultiva en cuatro regiones agronémicas
principales: Soconusco, Norte, Centro y Selva Palenque. Este cultivo tiene gran
relevancia ecologica, econémica, cultural e histérica. Ocupa el sexto lugar en
superficie cultivada en el estado, detrds de maiz, café, frijol, palma de aceite y
mango. Las variedades cultivadas en la regibn Soconusco son el forastero,
trinitaro y criollo; este ultimo el de mejor sabor y aroma, pero con mayor su

susceptibilidad a las enfermedades (Gonzalez y Amaya, 2005).

2.8. Enfermedades del cacao

El cacao es un cultivo de gran importancia econdmica, social y ambiental ademas
de ser una especie primordial en el sistema agroforestal campesino en muchas
regiones. Sin embargo; los factores de mas importancia que limitan el desarrollo
de este cultivo son la frecuencia de enfermedades por hongos, insectos, aves y
roedores provocando la disminucion de la producciéon (Hernandez et al., 2015) y
las condiciones ambientales que provocan la pérdida considerable de este
producto, ya que el medio ambiente es favorable para la reproduccion total de
todos los patogenos, provocando pérdidas que van desde el 40-100 % (Jaimes y
Aranzazu, 2010).

Las enfermedades fungosas mas importantes en el cultivo del cacao son; la
mancha negra por Phytophthora palmivora Butl o Phytophthora capcisi Leonian,
la escoba de bruja Moniliophthora perniciosa (Sthael) Aime y Phillips-Mora y la
moniliasis Moniliophthora roreri (cif y Par) Evans et al.; siendo estas dos ultimas
las mas destructivas de dicho cultivo, causando pérdidas que oscilan del 50 a
100% de la producciéon (Aime y Phillips-Mora, 2005; Hernandez et al., 2015).
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3. Fitopatdgenos asociados al cultivo de cacao

3.1. Moniliophthoraroreri (Moniliasis del cacao)

El origen de esta enfermedad se localiza en América del Sur (Fig. 1), Colombia
1817 (Phillips-Mora, 2003), Ecuador 1917 (Rorer, 1918), Venezuela 1941 (Muller,
1941), Pera 1950 (Mc Laughlin, 1950), Panama 1956 (Orellana, 1956), Costa
Rica 1978 (Enriquez y Suarez, 1978), Nicaragua 1980 (L6pez y Enriquez, 1980),
Honduras 1997 (Porras y Enriquez, 1998), Guatemala 2002 (Phillips-Mora y
Wikilson, 2007), Belice 2004 (Phillips-Mora et al., 2006a) y en México 2005
(Phillips-Mora et al., 2006b).

2005 o 008,

Honduras
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Venezuela

Guatemala
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Nicaragua
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Fig. 1. Dispersion de la Moniliasis de Colombia a México (FUNDESYRAM, 2018).

La Moniliasis del cacao también conocida como pudricion del fruto o pudricion
acuosa provocada por el patdgeno M. roreri; la llegada de este patégeno, en
México ha ocasionado pérdidas de mas del 80% de la produccién de este cultivo
(Islay Andrade, 2009; Zamarripa y Solis, 2009).
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3.2. Taxonomia de Moniliophthora roreri

Este patdogeno fue descrito originalmente por Ciferri y Parodi (1933),
clasificandolo como Clase: Deuteromycetes, Orden: Hyphales, Género: Moniliay
Especie: roreri. Evans et al. (1978) identificaron caracteristicas distintivas de los
Basidiomycetes, por lo cual lo agruparon dentro de la Clase: Basidiomycetes y
crearon un nombre para la especie: Moniliophthora roreri. Philips-Mora (2003)
mediante técnicas moleculares confirmo que es un Basidiomycetes perteneciente
al Orden: Agaricales y la ubicacién de este en la Familia: Marasmiaceae por
Evans et al. (1978) y Aime y Philiphs-Mora (2005).

Cuadro 2. Clasificacion Taxon6mica de Moniliophthora roreri

Clase: Basidiomycetes
Orden: Agaricales
Familia: Marasmiaceae
Genero: Moniliophthora
Especie: Roreri (Cif. y Par.) Evans et al.
Fuente: (Agrios, 1978; Barnett y Hunter, 1999; Mycobank, 2018)

Esta enfermedad afecta Unicamente a los frutos, se caracteriza por expresar
sintomas en cualquier etapa de desarrollo de estos, los frutos de menor edad son
los mas susceptibles presentando deformaciones y coloracion irregular y si llegan
a la madurez exhiben manchas color chocolate aceitosas al inicio de la expresion
de la enfermedad y al finalizar son recubiertas por las esporas del hongo de color

blanquecino y al interior forman una masa compactada (Phillips-Mora, 2003).
3.3. Caracteristicas morfologicas de Moniliophthora roreri
La forma conidial de M. roreri es hialina, simples o ramificados, hifas vegetativas

poco diferenciadas no erectas, bifurcada en la parte distal y con una constriccién

ligera en el septo que separa la hifa de origen. Sus esporas son globosas-
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elipsoides formando cadenas que va de 2-3 esporas hasta 35 o mas (Delgado y
Suarez, 1993).

3.4. Ciclo de laenfermedad por Moniliophthora roreri

Este comienza cuando la espora se posa en la mazorca sana, germina, crece y
genera nuevas estructuras conidiales. Para que inicie este proceso de infeccion
son necesarios los factores de humedad y temperatura, esta infeccion ocurre
principalmente en las primeras etapas de crecimiento del fruto (Artica, 2008). La
sobrevivencia de este patdgeno inicia en los residuos de cosecha (mazorcas
dafadas), los conidios se diseminan via aérea y por la lluvia contaminando a
mazorcas sanas Y la actividad de cosecha hace que las esporas se diseminen

facilmente en el ambiente (Navarro y Mendoza, 2006).

3.5. Sintomas de Moniliophthora roreri

Las mazorcas menores de un mes presentan madurez prematura, secamiento, a
los 3 meses presentan abultamientos llamados gibas, las mayores de 3 meses
presentan puntos aceitosos e islas amarillentas parecida a la maduracion y
posteriormente se desarrolla una mancha color marron a chocolate con polvillo

blanquecino tornandose a un tono gris después un tiempo (Artica, 2008).

3.6. Control de Moniliophthora roreri

Se realiza la poda para disminuir los niveles de sombreado, eliminar arboles
improductivos y drenar los espacios para evitar el exceso de humedad (Artica,
2008).

Control quimico: azoxystrobin con aspersiones dirigidas a frutos menores de dos
meses de edad y posteriores aspersiones mensuales con hidréxido de cobre
(Ortiz-Garcia et al., 2015).
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4. Phytophthora palmivora (Mancha negra del cacao)

Esta enfermedad es mas comdn en Centro América. Este puede atacar todos los
tejidos de las plantas como cojinetes florales, chupones o brotes tiernos y
plantulas en viveros, causando una mancha color café tabaco a nivel de las hojas
nuevas; también es responsable del cancer del tronco y raices, pero el principal
dafo lo ocasiona en los frutos. El patégeno puede atacar cualquier parte de la
planta, pero el dafio mas importante de la enfermedad ocurre cuando ataca al
fruto. En los Ultimos afios ha pasado a ser secundario, ya que cuando se realizan
practicas de control para la moniliasis, como regulacién de sombra, podas y
eliminacién de frutos enfermos, también se controla la mazorca negra. Al igual
que con la moniliasis el control quimico es caro y usualmente poco efectivo,
especialmente en épocas de alta presion de inoculo y alta humedad (Rivera,
2017).

Cuadro 3. Clasificacion Taxondmica de Phytophthora palmivora

Clase: Oomycetes
Orden: Peronosporales
Familia: Peronosporaceae
Genero: Phytophthora
Especie: Palmivora Butl.
Fuente: (Agrios, 1978; Barnett y Hunter, 1999; Mycobank, 2018)

P. palmivora se distribuye en las regiones tropicales y de clima templado que
reciben un alto nivel de precipitacion pluvial. Se cree que se originé en el
sureste asiatico, donde se presenta gran diversidad genética y poblaciones
equilibradas de tipos de apareamiento Al y A2 (Coffey, 2010). Este patdégeno
es mas activo durante la temporada mas humeda y célida del afio en primavera
y verano, pero también puede manifestarse en el invierno, mas fresco y seco,
especialmente en sitios donde estuvo activo anteriormente (Elliott y Uchida,
2004; Pérez et al., 2010).
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4.1. Caracteristicas morfolégicas de Phytophthora palmivora

Es una especie heterotalica, forma oosporas ligeramente aplerdticas. El oogonio
y la oospora son esféricos, con un diametro de 17 a 29 ym. El anteridio es
anfigeno, con un didametro de 12 a 16 ym. Presenta esporangios papilados,
elipsoides con un pedicelo corto, y tamafio promedio de 37,1 pm x 52, um. El
diametro promedio de las clamidosporas es de 42,4 um. Estas se observan
frecuentemente sobre las lesiones en el tejido enfermo, y son caracteristicas de
esta especie (Martinez et al., 2010; Ronquillo, 2012). El minimo de temperatura
de crecimiento para esta especie es de 11°C, con una temperatura 6ptima de
27.5 a 30°C y un méaximo de 35°C (Gallegly y Hong, 2008).

4.2. Ciclo de la enfermedad por Phytophthora palmivora

P. palmivora produce un micelio vegetativo, cenocitico diploide y clamidosporas
resistentes de pared gruesa, que se separan del micelio en el suelo. La
reproduccion asexual involucra la formacién de esporangios en presencia de
agua. Las zoosporas (10-40 por esporangio) se producen dentro del esporangio
y son liberadas por medio de la pared esporangial a nivel de la papila, la cual se
disuelve. Las zoosporas son altamente moviles y tienen dos flagelos. Pueden
agruparse (agregado) en respuesta a un determinado estimulo, como los
exudados de la planta. Posteriormente, forman quistes que germinan formando
hifas infecciosas. Las zoosporas enquistadas infectan a los hospedantes y
después el micelio coloniza los tejidos, produciendo mas esporangios y la
subsiguiente repeticion del ciclo asexual-la fase de multiplicacion. Un ciclo puede
tardar entre 5 y 7 dias. Las clamidosporas actlan como estructuras de
supervivencia permitiendo la permanencia y distribucién de Phytophthora en el
suelo. En condiciones 6ptimas de temperatura (25- 32°C) y con alta humedad en
los suelos y en los tejidos vegetales infectados, el in6culo inicial se reproduce
rapidamente con ciclos repetidos de esporangios y zoosporas. P. palmivora

sobrevive periodos secos como clamidosporas o micelios latentes en el suelo, en
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infecciones en las raices o en desechos vegetales infectados. Todo esto
proporciona una fuente de esporangios y zoosporas cuando regresan las lluvias
(Coffey, 2010).

4.3. Sintomas de Phytophthora palmivora

Los sintomas varian segun el lugar de la planta afectada: en plantulas seca las
hojas y el tallo, dando una apariencia inicial de quemazén. Se desarrolla en
ambientes hiumedos con poca aireacion y riego sin drenar, las zoosporas salpican
del suelo hacia el follaje con la precipitacion y riego. En los frutos inicia sobre la
cascara de la mazorca con una mancha chocolate o negra, pero, a diferencia de
la monilia, esta muestra unos limites bien definidos. Estas manchas se pueden
localizar en los extremos o0 en el centro de la mazorca y las lecciones van de
afuera hacia la parte interna del fruto, donde el dafio es una pudricion acuosa. En
mazorcas mayores de tres meses de edad, las infecciones inician en la punta o
al final del peddnculo que une a la mazorca. El patégeno aparece sobre la
superficie de la mazorca como una pelusa blanquecina, sobre la que se forma la
masa de esporas. La mazorca finalmente se ennegrece y marchita y es

colonizada por hongos secundarios (Alarcon et al., 2012).

4.4. Control de Phytophthora palmivora

Consiste en efectuar control cultural de podas aéreas y terrestres de malezas,
mantenimiento en el drenaje del riego esto en caso que el suelo lo exija, realizar
recoleccion semanal de frutos enfermos. Y control quimico con aplicaciones de
productos cupricos en dosis de 9 g/litro, cada 20 dias en la época que los frutos
alcancen la edad de 4 meses (120 dias); aplicar cal a los residuos de cosecha
(Alarcon et al., 2012).
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5. Verticillium sp.

Es un hongo fitopatégeno que se encuentra presente solo en algunas areas en
México, este se reporta provocando dafios en especies de solanaceas
(Rodriguez Alvarado, 2000). Verticilllum sp., tiene un amplio rango de
hospedantes, incluyendo plantas anuales y perennes, herbaceas y lefiosas
perennes (Farr y Rossman, 2014).

Cuadro 4. Clasificacion taxonomica de Verticillium sp.

Clase: Sordariomycetes
Orden: Hypocreales
Familia: Hypocreaceae
Genero: Verticillium (Nees)
Especie: sp.
Fuente: (Agrios, 1978; Barnett y Hunter, 1999; Mycobank, 2018)

5.1. Caracteristicas morfolégicas de Verticillium sp.

El micelio vegetativo es hialino, septado y multinucleado. Los nudcleos son
haploides. Los conidios son de forma oval-alargada y normalmente unicelulares.
Estos se producen en fidlides, que son hifas especializadas producidas en cada
conidiéforo. Cada fidlide contiene una masa de conidios. La ramificacion de los
conidiéforos se produce en verticilos (Berlanger y Powelson, 2000; Fradin y
Thomma, 2006).

5.2. Ciclo de la enfermedad por Verticillium sp.

El hongo penetra la raiz en la zona de alargamiento y coloniza la corteza. Desde
la corteza, las hifas invaden los vasos del xilema donde forman conidios. La
colonizacion vascular ocurre cuando los conidios son transportados con la savia

ascendente. Debido a los materiales flingicos y productos de defensa producidos
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por el hospedante, como son tilosas (crecimiento de células del parénquima
adyacentes a vasos del xilema) y goma, el sistema vascular es bloqueado,
evitando que el agua llegue a las partes superiores de la planta. La obstruccion
vascular ocasiona que tanto hojas como tallos, comiencen a exhibir sintomas de
marchitez y clorosis. Conforme las plantas enfermas envejecen, el hongo
produce micro esclerocios que son liberados en el suelo con la descomposicién
de residuos vegetales. El hongo sobrevive durante muchos afos en esta forma
latente o como micelio o conidios en el sistema vascular de plantas perennes
(Berlanger y Powelson, 2000; Steffek et al., 2006).

5.3. Sintomas de Verticillium sp.

En hojas incluyen marchitez, clorosis, enanismo, necrosis, o aclaramiento de
nervaduras. Las secciones transversales de los tejidos del tallo pueden presentar
un tejido vascular color marréon (Frandin y Thomma, 2006). Se observa una
coloracion marrén en los margenes y entre las nervaduras de hojas exteriores.
Las hojas interiores se atrofian, pero generalmente permanecen verdes y
turgentes hasta que ocurre la muerte de la planta, estas hojas tienden a enrollarse
a lo largo de la nervadura central y muestran rayas o manchas de color café
negruzco. Este ultimo sintoma a veces ayuda a diferenciar esta enfermedad de
la pudricion de la corona provocada por Phytophthora (Zalom et al., 2005; Steffek
et al., 2006).

5.4. Control de Verticillium sp.

Control cultural: Fertilizacion adecuada para promover el crecimiento vigoroso y
mantener un balance de nitrégeno, fésforo y potasio, rotacion de cultivos y
eliminar malezas que puedan servir como reservorios de inéculo en los
alrededores de los sitios de plantacion (Report on Plant Disease, 2001; Berlanger
y Powelson, 2000). Solarizacion por 30-45 dias y temperaturas del suelo

superiores a 50 °C (Ajwa et al., 2003). Control quimico: Mezcla de cloropicrina



19

(gas lacrimodgeno) al 33% y bromuro de metilo 66%; cabe mencionar que en la
actualidad ya no se recomienda el uso de bromuro de metilo, por su efecto
negativo al ambiente. Resistencia genética: El uso de variedades resistentes es
uno de los métodos de control mas importantes para esta enfermedad (Ellis,
2008).

6. Aspergillus sp.

La mayoria de las especies del género Aspergillus son hongos filamentosos
saprofitos que desempefian un papel esencial en la degradacién de la materia
organica. Su habitat natural es el suelo donde sobreviven y se desarrollan sobre
materia en descomposicion. Este género es uno de los mas abundantes en la
naturaleza y puede encontrarse en cualquier ambiente; se reproduce por conidios
cuya germinacion da origen a las hifas. Para su crecimiento, Aspergillus requiere
de una humedad relativa entre el 70 y 90%, contenido de agua en la semilla entre
15 y 20% y un rango de temperatura amplio (0 a 45 °C). Una de las
particularidades de las especies de Aspergillus es su capacidad para producir
micotoxinas, en este caso, aflatoxinas (Klich, 2002). Las micotoxinas son
metabolitos secundarios producidos y secretados por el hongo durante el proceso
de degradacion de la materia organica, como mecanismo de defensa frente a

otros microorganismos (Hawksworth et al., 1995).

Cuadro 5. Clasificacion Taxondémica de Aspergillus sp

Clase: Eurotiomycetes
Orden: Eurotiales
Familia: Trichocomaceae
Genero: Aspergillus (Micheli)
Especie: sp.
Fuente: (Agrios, 1978; Barnett y Hunter, 1999; Mycobank, 2018)
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6.1. Caracteristicas morfoldgicas de Aspergillus sp.

Aspergillus es un hongo filamentoso hialino, saprofito, perteneciente al filo
Ascomycota. Se caracteriza por tener micelio vegetativo compuesto de hifas
septadas, ramificadas, incoloras, estructura conidial desarrollada como pedicelos
y cabezuelas formando conidiéforos. La clasificacion de este género se hace por
las estructuras de reproduccion y color de sus colonias, estas colonias forma hifas
delgadas y septadas. El verticilo es fundamental en la clasificacion del hongo,
asi pueden clasificarse en cuatro grupos: monovercillata, asimétrica, biverticillata-
simetrica y poliverticillata. Las diferentes especies se diferencian en tamafio, tasa
de crecimiento, textura (aterciopelada, granular, algodonosa) y color de la colonia
(Guzman, 1977). Estas colonias son de un color blanquecino y algodonoso al
inicio a medida que madura y aparece la esporulacion, el centro de la colonia se
va tornando de color distinto segun la especie: amarillo (A. flavus), verdoso (A.
glaucus), negro (A. niger) y gris (A. fumigatus), marron (A. terreus). La coloracion
aparece casi siempre en todas las estructuras aéreas, tanto en el micelio como

en las cabezas conidiales (Guzman, 1977; Garcia y Verastegui, 2001).

6.2. Ciclo de la enfermedad por Aspergillus sp.

El reservorio de Aspergillus sp., es el suelo y vegetales (en descomposicion),
crece en cualquier tipo de sustrato, es un contaminante habitual, termo tolerante
ya que puede vivir entre los 12°C y los 57°C y sus esporas pueden sobrevivir a
70°C (Hawksworth et al., 1995).

6.3. Sintomas de Aspergillus sp.

El crecimiento de Aspergillus y la contaminacion de los productos alimenticios
con aflatoxinas son consecuencia de la interaccion entre el hongo, el hospedero
y el ambiente. La interaccion de dichos factores determina la infestacién y la

colonizacion del sustrato, asi como el tipo y la cantidad de las aflatoxinas
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producidas (Garcia y Heredia, 2006). Para su crecimiento, Aspergillus requiere
de una humedad relativa entre el 70 y 90%, contenido de agua en la semilla entre
15y 20% y un rango de temperatura amplio (0 a 45°C) (Klich, 2002).

6.4. Control de Aspergillus sp.

El control de Aspergillus o sus toxinas en la planta de maiz consiste en la
utilizacion de productos quimicos para su erradicacién. Sin embargo; esta
estrategia es relativamente costosa. Los insectos actian como vectores al
facilitar la entrada de conidios dentro de la mazorca han generado resistencia a

los insecticidas (Martinez et al., 2003).

7. Penicillium sp.

El nombre del género, Penicillium deriva del latin penicillus (pincel) debido a que
producen sus esporas asexuales (conidias) en una estructura llamada
conidiéforo, semejando un pincel. Los conidi6foros pueden ser simples o
ramificados y terminan en racimos de fialides en forma de botella. Las fialides son
las encargadas de producir los conidios que se distribuyen formando cadenas
hasta que son completamente liberados. El género Penicillium se clasifica dentro
del filo Ascomycota, representando uno de los géneros mas extensos del reino
Fungi con mas de 250 especies descritas. Se encuentra ampliamente distribuido
en las diferentes regiones del planeta. Sus especies son mayoritariamente
saprofitas, con una elevada actividad anabdlica y catabolica. Los miembros de
este género son capaces de producir una amplia variedad de metabolitos
secundarios beneficiosos y perjudiciales para la especie humana, asi como
acidos organicos y enzimas que degradan una amplia variedad de biomoléculas
complejas (Pitt y Hocking, 2009; Samson et al., 2010).

Al género Penicillium pertenecen especies de gran importancia econdémica.

Algunas de ellas son utilizadas en la industria alimentaria como en la maduracion
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de quesos, productos carnicos y en la produccién de aditivos para alimentos
(Grazia et al.,, 1986). También son utilizadas industrialmente tanto para la
produccion de enzimas como poliamina oxidasa, fosfogluconato deshidrogenasa
y glucosa oxidasa asi como fuente de antibiéticos como penicilina, xantocilina X

y griseofulvina (Fleming, 1929; De Carli y Larizza, 1988).

Algunas especies de este género también estan vinculadas a procesos
perjudiciales para las personas, animales de granjas y cultivos ya que son
capaces de descomponer los alimentos almacenados produciendo micotoxinas.
Estos compuestos pueden encontrarse contaminando tanto los piensos como las
materias primas utilizadas para su elaboracion, lo cual origina un grupo de
enfermedades y trastornos denominados micotoxicosis, que resultan dafiinos
para los animales que los consumen, su temperatura Optima de crecimiento es
de 20-30°C, aunque dependiendo de la especie puede crecer en el intervalo de
5-37°C, produciendo la alteracion de alimentos en refrigeracion; también tolera
grandes variaciones de pH entre 3,5-10, aunque crece mejor y mas rapido a pH
cercano a 4. Sus esporas se encuentran en forma de bioaerosol en el aire, con
una concentraciéon ambiental mas o menos estable a lo largo del afio, aunque se

dan concentraciones pico en invierno y primavera (Soriano del Castillo, 2007).

Cuadro 6. Clasificacion Taxonomica de Penicillium sp.

Clase: Eurotiomycetes
Orden: Eurotiales
Familia: Trichocomaceae
Genero: Penicillium (Link)
Especie: sp.
Fuente: (Agrios, 1978; Barnett y Hunter, 1999; Mycobank, 2018)

7.1. Caracteristicas morfoldgicas de Penicillium sp.

Este género se caracteriza por formar conidios en una estructura ramificada
semejante a un pincel que termina en células conididgenas llamadas fialides.

Los tipos de conidiéforos del género Penicillium, cuyas ramificaciones se ubican
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formando verticilos. Si hay so6lo un verticilo de fialides el pincel es
monoverticilado. Las ramificaciones de un pincel poliverticilado son ramas,
ramulas, métulas y fialides. Los conidios generados en fialides suelen llamarse
fialoconidios para indicar su origen. En la fidlide, al dividirse el ndcleo, se extiende
simultdneamente el extremo apical que luego se estrangula separando a la
espora recién formada. Se llama conectivo a la porcién de pared que une entre
si a los conidios permitiendo la formacion de cadenas, y en algunas especies se

aprecia claramente con el microscopio éptico (Webster, 2007).

Penicillum es un hongo filamentoso hialino, sapréfito perteneciente al filo
Ascomycota. Macroscopicamente las colonias son normalmente de crecimiento
rapido; al principio de color blanco y con el tiempo adquieren color azul, azul
verdoso, verde, gris oliva o tonos rosados, con reverso amarillo cremoso. La
textura puede ser plana, filamentosa, aterciopelada o algodonosa dependiendo
de la especie; ademas puede presentar gotas de exudado. Microscopicamente
presenta hifas hialinas septadas. Los conidi6foros tienen ramas secundarias,
denominadas métulas. Estas son de forma cilindrica, con paredes lisas y portan
de 3 a 6 fidlides en forma de matraz; de las cuales surgen largas cadenas sin
ramificar de esporas o conidios formando el penacho o pincel caracteristico del
género (Ponton, 2002).

7.2. Ciclo de la enfermedad por Penicillium sp.

El Penicillium es un género cosmopolita, siendo el género de hongos mas
abundante en suelos. La facil proliferacion de los Penicillium en los alimentos es
un problema. Algunas especies producen toxinas y pueden hacer el alimento no
comestible o aun peligroso. El micelio del hongo, conjunto de filamentos tubulares
llamados hifas, crece en la superficie de frutas, pan, quesos y otros alimentos. Es
una buena practica desechar los alimentos que demuestran el desarrollo de
cualquier moho. Se encuentra con frecuencia en los edificios humedos y

mohosos donde deteriora diferentes materiales de construccién, entre los que
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resaltan el papel de decoracion (crece bien en el pegamento empleado para su
adhesion a las paredes). No muestra una notable variacion estacional. Las
maximas concentraciones de conidios en el aire se alcanzan en invierno y
primavera (mayores en las areas urbanas que en las rurales). Su temperatura
optima de crecimiento es de 23C°, pero crece entre 5y 37C°. La reproduccion
asexual se produce en Penicillium mediante unas células, los conidios, que se
forman en el extremo de hifas especializadas, los conidiéforos. Estos son
ramificados y en forma de abanico. Los 6rganos sexuales son gametangios
arrollados en hélice (ECURED, 2018).

7.3. Sintomas de Penicillium sp.

Las esporas son diseminadas por corrientes de aire y pueden sobrevivir, por
periodos apreciablemente largos en el suelo, en el ambiente de las empacadoras
y locales de almacenamiento de las frutas. Estas germinan sobre la superficie de
los frutos, en presencia de agua libre y penetra Unicamente a través de heridas
en la cascara; por lo cual también puede infestar los frutos en forma directa a
través de la cuticula (Brown y Eckert, 1989; Brades et al., 1959; Galli et al., 1968;
Smoot et al., 1971; Snowdon, 1991). La contaminacion de los frutos puede ocurrir
en el campo (al momento de la cosecha), durante el transporte, en las
empacadoras, en las camaras de refrigeracion y durante la distribucion y venta
en los mercados, bien sea por esporas acarreadas por el viento, contenidas en
embalajes usados (sacos, cajones, etc.) o procedentes de frutos infectados
adyacentes (Tuset, 1987).

7.4. Control de Penicillium sp.

Quimico. El Tiabendazol es un fungicida sistémico perteneciente al grupo de los
benzimidazoles, que actlia contra un amplio espectro de hongos patégenos (Van
Tuyl, 1977; Delp, 1987) y fue el primer benzimidazol en ser usado en los citrus.

Diversos trabajos realizados en los afios comprendidos entre fines de la década
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de los sesenta y principios de la década de los setenta, demostraron que este
fungicida protegia eficientemente las frutas de las podredumbres causadas por
Penicillium spp., ademas de inhibir la esporulacion de estos hongos en frutas
afectadas, el imazalil es un fungicida sistémico perteneciente al grupo de los
inhibidores de la biosintesis del ergosterol y, dentro de éstos, al de los imidazoles.
Es considerado como un producto eficiente en el control de podredumbres de
postcosecha causadas por hongos resistentes a los benzimidazoles (Brown et
al., 1967; Harding, 1972; Houck, 1977; Eckert y Ogawa, 1985; Eckert, 1990).
Desinfectantes a base de cloro (hipoclorito de sodio o calcio), amonio cuaternario,
formaldehido y alcohol son muy utiles para prevenir el depdésito y/o el incremento

de in6culo (Brown y Eckert, 1989).

Cultural. Se recomiendan diversas formas de manejo de la fruta, con el objeto de
disminuir las heridas u otros dafios mecanicos en la cascara, debidos a procesos
bidticos y abidticos que comprometan las primeras capas de la epidermis y las
vesiculas de jugo, asi como para evitar la penetracion de estos patégenos por la
cicatriz del pedunculo. Esto se logra con un cuidadoso y adecuado manipuleo de
la fruta y limpieza de los embalajes y de los lugares de depdésito y/o
almacenamiento, incluyendo las cAmaras de frio (Smoot et al., 1971; Tuset, 1987;
Brown y Eckert, 1989).

8. Fusarium sp.

El género Fusarium comprende 70 especies descritas, mas de la mitad de las
especies son parasitas de plantas y entre ellas se encuentran algunos de los mas
serios patdgenos del mundo agricola. Dentro del género Fusarium existen
especies que presentan formas con reproduccion sexual conocida, como F.
solani, y otras, como F. oxysporum, en las que no se conoce fase sexual y
diferentes teleomorfos se han asociado con las especies de Fusarium, la mayoria
de los teleomorfos son miembros de los Hypocreales, ubicados en la clase

Ascomycetes. Tres teleomorfos se relacionan con los anamorfos del género



26

Fusarium: Gibberella, Haematonectria y Albonectria. Gibberella es el género mas
comunmente asociado a la mayoria de las especies de Fusarium e incluye a los
patégenos de plantas como Gibberella zeae (F. graminearum), G. moniliformis
(F. verticillioides) y otras especies incluidas en el complejo G. fujikuroi. Los
miembros de este género son numerosos y se pueden encontrar como
patégenos, enddfitos y saproéfitos en plantas y suelos de todo el mundo
(Summerell y Leslie, 2011). Tiene como temperatura 6ptima para su crecimiento
en medio de cultivo de 24 a 26°C, en condiciones de laboratorio y en medio de
cultivo papa dextrosa agar (PDA), presenta variaciones en color, de rosa o café
hasta rojo intenso o purpura. Produce un abundante micelio aéreo que se torna

blanco o rojo cuando hace contacto con el agar (Ireta y Gilchrist, 1994).

Cuadro. 7. Clasificacion Taxonémica de Fusarium sp.

Clase: Hyphomycetes
Orden: Moniliales
Familia: Tuberculariceae
Genero: Fusarium (Link ex Grey)
Especie: sp.
Fuente: (Agrios, 1978; Barnett y Hunter, 1999; Mycobank, 2018)

8.1. Caracteristicas morfologicas de Fusarium sp.

Hongo deuteromicetes (imperfecto), patdgeno causante del marchitamiento
vascular, en la mayoria de los casos del marchitamiento es debido a este género
(Agrios, 1978). Las especies del género pueden producir tres tipos de esporas
asexuales llamadas macroconidios, microconidias y clamidosporas. El macro
conidio es la espora principal en la caracterizacion, su forma y tamafio varian
segun la especie: Los macro conidios pueden originarse a partir de estructuras
especializadas, los esporodoquios, como asi también en monofialides, polifialides
o directamente a partir del micelio aéreo. Estas esporas son curvadas,
pluriseptadas con una célula apical bien diferenciada, que puede ser redondeada,

puntiaguda, filamentosa o en forma de gancho y poseen una célula basal en
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forma de pie considerada caracteristica de Fusarium sp. El micro conidio es un
caracter taxondmico primario a nivel de especie, se considera la presencia o
ausencia de estas microconidias, ya que no todas las especies del género
Fusarium producen microconidias, estas pueden ser unicelulares o bicelulares si
estan presentes las microconidias, se considera el tamafio, la forma, modo de
formacidn, si estén solos, en falsas cabezas, cabezas o cadenas; estas esporas
se forman en el micelio aéreo y dependiendo de la especie se pueden producir
en fialides con un solo poro llamadas monofialides o en fialides con mas de un

poro, llamadas polifidlides (Nelson et al., 1994; Leslie et al., 2006).

Las clamidosporas son una importante estructura de supervivencia, estas pueden
estar solas, en pares, en grupos o en cadenas. Es una espora de pared gruesa,
la pared externa puede ser rugosa o lisa. Estas esporas, se pueden encontrar en
el micelio aéreo o incrustado en el agar, debido a esto, la localizacion de las
clamidosporas es importante en la identificacion de la especie. Generalmente, se
requiere un mayor tiempo para su produccion (superior a seis semanas) y puede
gue no se produzcan en grandes cantidades. En algunos casos, se requiere el
uso de un medio de cultivo mas especializado, como el medio agar suelo, para

la observacion de estas esporas (Leslie et al., 2006).

8.2. Ciclo de laenfermedad por Fusarium sp.

Es un parésito facultativo, y como tal tiene la capacidad de sobrevivir como
saprofito asociado a restos de trigo, maiz, arroz, y varias malezas del tipo de
gramineas (Kohli et al., 1995). El hongo sobrevive como saprofito en el suelo en
forma de micelio; con paredes gruesas y densas, 0 en clamidosporas. Los
desechos de las plantas huéspedes, tales como los tallos, mazorcas o espigas y
rastrojos, son las principales fuentes de inéculo y los rastrojos infectados de los
cultivos que quedan en la superficie del suelo, desempefian un papel importante
en la supervivencia del hongo en los campos donde se presentan la rotacion de
siembra (Reis, 1989).
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Los factores climaticos que favorecen la produccién y dispersion de esporas, el
desarrollo sobre la superficie del huésped y la infeccion, deben coincidir con el
momento en que la planta es susceptible al hongo. Las temperaturas entre 15y
35°C, lalluvia salpicada o arrastrada por el viento, que contribuyen a la dispersion
de esporas y la humedad persistente (248-60 hrs) en las espigas y mazorcas

favorecen a la infeccion del hongo (Evans y Howard, 1997).

Los principales medios de diseminacion del indculo son la lluvia y el viento,
aungue los conidios formados en la superficie de los érganos infectados, no son
adaptados a la diseminacion anemofila por estar embebidos en una substancia
gelatinosa que los protege de la desecacion, y que sélo es disuelta por el agua.
Por lo que éste tipo de indculo es diseminado por la salpicadura de la lluvia, por
lo cual hay varias alternativas que han sido propuestas; se tiene a los artropodos

como vectores (Ireta y Gilchrist, 1994 y Parry et al., 1995).

8.3. Sintomas de Fusarium sp.

Los sintomas de Fusarium aparecen de forma unilateral y se acomparfa de un
amarillamiento parcial de la hoja, a veces se observa la mitad clorética y la otra
mitad verde natural y el marchitamiento de los brotes doblados a un lado de la
planta enferma (Agrios, 1978). La enfermedad puede producir puntos negros. La
mancha y decoloracion se expande en todas direcciones desde el punto de
infeccion, cuando la infeccion es fuerte, los dafiados son cubiertos por el micelio
del hongo y toman una apariencia de masa algodonosa de color rosa. Si la
severidad del ataque es moderada, los dafios a los frutos de la planta pueden
guedar chupados y de bajo peso, ademas de tomar una coloracién blanquecina.
La formacion de los peritecios se puede observar cuando el cultivo, en general,
ha llegado o esta proxima a la madurez. Es entonces cuando en las plantas
enfermas aparecen masas de peritecios de color negro que parecen emerger de

los tejidos infectados (Ireta y Gichrist, 1994).
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8.4. Control de Fusarium sp.

No existe un control efectivo para detener la muerte de la planta después que la
infeccion ha tenido lugar, asi, el control se basa en la prevencion y desinfeccion
de los suelos con productos quimicos antes de la siembra y posteriormente un
control regular, suprimird los hongos en el suelo y protegeréa a las plantas contra
una infeccion, el mejor método de prevencién puede ser el uso de material

vegetal tolerante o resistente (Stefanova, 1999).

Control cultural. Preparacion del terreno, este se realiza 8 dias antes de la
siembra y consta con el paso de rastra y arado a una profundidad de 30 cm.
Aireacion del terreno, este es beneficiado por el paso de rastra ya que voltea el
suelo y eso permite la aireacidon, ayudando a mejorar el suelo. El uso de semilla
certificada, permite tener una planta resistente, vigorosa, uniformidad en la
plantacion y mayores rendimientos. La solarizacion, consiste en cubrir con nylon
el area a sembrar, por un periodo de seis semanas, antes de la siembra
(Castellanos, 2010).

Control biol6gico. El control bioldgico de patdgenos del suelo a través de adicion
de microorganismos antagonistas, es un medio no contaminante potencial para
el control de enfermedades de plantas, el uso de estos organismos vivos para
control de plagas y/o enfermedades pueden ser: insectos, bacterias, hongos o

malezas (Fernandez y Juncosa, 2002).

9. Colletotrichum sp.

La antracnosis es la enfermedad mas importante en el mundo, es causada por
varias especies de hongos del género Colletotrichum pertenecientes a los
complejo Colletotrichum acutatum sensu lato (s.l) y Colleotrichum gloesoporiodes
s.l. las especies mas frecuentes asociadas con la antracnosis pertenecen al

complejo C. acutatum s.l.; enfermedad de importancia econémica, asi como una
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seria amenaza para la produccién del tropico y subtropico y a nivel mundial
(Alvarez et al., 2005).

La enfermedad presenta dos sindromes caracteristicos, el primero es la
podredumbre del fruto de aspecto jabonoso que puede avanzar hasta afectar al
fruto completo y que termina por momificarse. El segundo sindrome es la muerte
y desecacion de ramas y esté asociado a las toxinas que produce el patdégeno en
los frutos afectados y que se movilizan a las ramas (Patifio, 2010).

La antracnosis del fruto, causada por un complejo de especies de Colletotrichum,
es una enfermedad de importancia econémica, asi como una seria amenaza
para la produccion en el tropico y sub tropico y a nivel mundial. Dado que afecta
directamente la superficie del fruto y por ende la calidad y su comercializacion,
las especies de Colletotrichum ocasionan un dafio considerable en un gran
namero de cultivos tales como cereales, café, leguminoso, citricos, hortalizas,
etc., e incluso ocasionan grandes pérdidas econémicas debido principalmente a
las pérdidas de postcosecha de frutos tropicales y subtropicales como aguacate,

banano y mango (Marulanda et al., 2007).

Cuadro 8. Clasificacion Taxonomica de Colletotrichum sp.
Clase: Sordariomycetes
Orden: Glomerellales
Familia: Glomerellaceae
Genero: Colletotrichum (Corda)
Especie: sp.
Fuente: (Agrios, 1978; Barnett y Hunter, 1999; Mycobank, 2018)

9.1. Caracteristicas morfologicas de Colletotrichum sp.

El hongo Colletotrichum sp., produce conidios incoloros, de una sola célula,
ovoides, cilindricos y en ocasiones encorvados o en forma de acervulos. Las

masas de conidios son de color salmoén o rosa. Los acervulos son subepidermicos
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y brotan a través de la superficie de los tejidos de la planta, tienen forma de disco
0 cojin y son cerosos, con conidioforos simples, cortos y erectos. En general la
antracnosis puede presentarse en hojas, tallos y frutos en pre y postcosecha, y
aun pequefas lesiones causadas por este patdgeno sobre la superficie del fruto,
disminuyen su valor comercial. Muchas enfermedades de postcosecha del fruto
presentan el fendbmeno de la quiescencia en el cual los sintomas no se
desarrollan hasta que el fruto madura. Las especies de Colletotrichum son
reconocidas como los principales patégenos que causan infecciones latentes.
Los apresorios son conocidos por formar discos adhesivos que se fijan a la
superficie de la planta y permanecen latentes hasta que los cambios fisiol6gicos

suceden en el fruto, principalmente los cambios ontogénicos (Agrios, 2005).

9.2. Ciclo de laenfermedad por Colletotrichum sp.

El hongo puede sobrevivir en hospederos alternos tales como otras solanaceas,
leguminosas, plantas acompafiantes y frutos en descomposicion dentro del
campo. Las especies de Colletotrichum producen naturalmente micro esclerocios
gue permanecen latente en el suelo durante el invierno o cuando son sometidos
a condiciones de estrés. Y estos micro esclerocios pueden sobrevivir por muchos
afos. Sus conidios son liberados y se diseminan solo cuando los acervulos se
encuentran himedos, y son generalmente diseminados por las lluvias o el
salpique de agua de riego desde tejidos enfermos a hojas y frutos sanos. Ademas
pueden ser transportados por el viento o al entrar en contacto con los insectos, u
otros animales, herramientas, etc. Los frutos enfermos actuan como fuente
principal de inoculo permitiendo la diseminacion de la enfermedad de planta a

planta dentro del campo (Than et al., 2008a).

9.3. Sintomas de Colletotrichum sp.

Este género producen una serie de estructuras de infeccion especializadas como

tubo germinativo, apresorio, hifa intracelular e hifa necrética secundaria. En
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general los eventos de pre-penetracion son basicamente los mismos para todas
las especies de Colletotrichum, las principales diferencias, llegan a presentarse
aparentemente después de la penetracién y es ahi cuando se pueden diferenciar
las dos estrategias de infeccion. Inicialmente, la conidia se adhiere y germina
sobre la superficie de la planta (solo en presencia de agua), produce un tubo
germinativo que forma un apresorio y se introduce directamente en la cuticula de
su hospedante. Después de la penetracion el patdbgeno que coloniza la region
intramural, a través de la cuticula, invade de manera necrotica y se disemina
rapidamente a través del tejido; en esta forma de parasitismo, no se presenta una
etapa biotrofica detectable. Por el contrario la mayoria de los patdgenos de la
antracnosis presentan inicialmente una estrategia de infeccion biotrofica a través
de la colonizacién del plasmalema y la pared celular, intracelularmente (por lo
general esta fase puede durar de 24-72 horas. Después de su estado biotrofico,
se desarrolla su etapa necroética destructiva, la cual comienza con la presencia
de una hifa necrética secundaria, que se ramifica atravez del tejido del hospedero
tanto inter como intracelularmente afectando una o dos células, de ahi que este
patdgeno sea reconocido como hemibiotrofo o biotrofo facultativo (Than et al.,
2008b; Mahasuk et al., 2009).

9.4. Control de Colletotrichum sp.

Practicas culturales. El uso de semillas sanas (libres del patégeno) o tratadas con
compuestos quimicos y con agua caliente, rotacion de cultivos cada 2 o 3 afios
cuando sea posible, control de solanaceas que pudieran servir como hospederos
alternos, buen drenaje del campo y estar libre de material vegetal en
descomposicion, uso de cultivares con frutos resistentes con un corto periodo de
madures que permitan que el fruto escape de la infeccion del hongo y remocién
de los desechos de materia organica del campo y/o arados profundos que cubran
completamente los cultivos enfermos. Uso de quimicos y cultivares resistentes el
manejo de la antracnosis del fruto se ha hecho principalmente mediante el uso

de fungicidas (benomyl, maneb, zineb, mancozeb, clorotalonil, captafol y el
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folpet). Sin embargo; la aplicacion de fungicidas es efectiva de manera parcial
bajo condiciones ambientales que son favorables para la infeccién del patégeno.
Ademas el uso de fungicidas no es sostenible en pequefios sistemas de
produccion debido al alto costo y riesgos para el ambiente. Uso de biofungicidas
y control bioldgico. El control biofungicida de la pudricion del frutos con productos
de plantas han demostrado que extractos crudos de rizomas, hojas y tallos de
Acoroscalamus L, Cymbopogon martinii, Ocimun sanctus, Azadirachta indica,
podrian restringir el crecimiento del hongo. Ademas el uso de controladores
biolégicos como Pseudomonas fluorescens cepas DGgl3 y BB133 han sido
encontradas efectivas para el control de la pudricion también el uso de especies
de Trichoderma, Bacillus subtilis y Candida oleophila como otros agentes de
control bioldgico eficaces contra el género Colletotrichum (Agrios, 2005; Mahasuk
et al., 2009).

10. Lasiodiplodia theobromae L.

El hongo Lasiodiplodia theobromae L. es el agente causal de numerosas
enfermedades de plantas en una gran variedad de hospederos. Los cultivos
hortofruticolas son particularmente sensibles a la infecciébn por este hongo.
Aunque, en México L. theobromae esta asociado con la muerte descendente y
pudricion de frutos como mango, uva, papaya, rambutan, zapote y citricos aun
es escaso el numero de reportes relacionados con enfermedades causadas en

diferentes especies vegetales (Picos-Muiioz et al., 2015).

Este hongo que fue descrito por primera vez alrededor de 1890 por Saccardo,
afectando frutos de cacao T. cacao en Ecuador. Este hongo es cosmopolita y
tiene un amplio rango de hospederos, incluidos monocotiledéneas,
dicotiledéneas y gimnospermas, especialmente de los tropicos y subtrépicos. Es
un hongo pleomdérfico y ubicuo, por lo cual ha tenido mas de un sinénimo. Las
enfermedades ocasionadas por este patdgeno incluyen muerte descendente,

cancer, gomosis, tizon de la hoja, pudricién de raiz en plantas maderables y
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cultivos. L. theobromae es saprofito pero se le considera un patégeno latente,
encontrdndose como enddfito en tejidos sanos de la planta, convirtiéndose en
patégeno cuando el hospedero esté debilitado o estresado (Crous y Palm, 1999;
Rubini et al., 2005; Mohali et al., 2005; Pitt y Hocking, 2009; Shahbaz et al., 2009;
Wang et al., 2011).

Cuadro 9. Clasificacion Taxonomica de Lasiodiplodia Theobromae L.

Clase: Dothideomycetes
Orden: Botryosphaeriales
Familia: Botryosphaeriaceae
Genero: Lasiodiplodia
Especie: Theobromae L.
Fuente: (Agrios, 1978; Barnett y Hunter, 1999; Mycobank, 2018)

10.1. Caracteristica morfolégica de Lasiodiplodia theobromae

El hongo L. theobromae se clasifica dentro de los Ascomicetos en el orden
Botryosphaeriales y en la familia Botryosphaeriaceae; presenta un estado sexual
(teleomorfo) poco comun Botryosphaeria rhodina. Sin embargo no existen
descripciones recientes (Schoch et al., 2006; Phillips et al., 2008; Slippers et al.,
2013). El estado sexual que se tienen de este hongo hasta ahora han sido
inconclusos dado que no se han encontrado subsecuentes reportes que
confirmen esta conexion (Alves et al., 2008). L. theobromae tuvo como sinénimo
a Diplodia theobromae (Alvarez, 1976; Denman et al., 2000). Ademas,
morfoldégicamente los dos géneros son claramente distintos. Por ejemplo, las
estrias de los conidios estan presentes solo en Lasiodiplodia por lo tanto, no hay
razon para considerar a estos dos géneros como sindnimos (Phillips et al., 2013).
La morfologia de su ascocarpo es de color café oscuro a negro, agregado, con
pared gruesa de color café oscuro y hialino en capas internas, de 250-400 pum de
diametro. El asca es bitunicada, estipitada, con 8 esporas, de 90-120 um de
longitud. Las ascosporas son biseriadas, hialinas, aseptadas de 30-35 x 11-14

um. El conidiomata es estromatico, simple o agregado, inmerso en el hospedero
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y una vez maduro emerge de éste, de color café oscuro, unilocular, de pared
gruesa o delgada de color marrén, con frecuencia setoso, de hasta 5 mm de
ancho, ostiolo central, Unico, papillado. Paréfisis hialinas, cilindricas, tabicadas,
ocasionalmente ramificadas con los extremos redondeado hasta 55 um de largo
y 3-4 um de ancho (Phillips et al., 2013).

Las células conidiogénicas son hialinas, de pared gruesa, lisas, cilindricas a sub-
obpiriformes, holoblasticos, con una o dos anillaciones. Los conidios son
subovoides a elipsoidales, con &pices ampliamente redondeados, que se
estrechan para truncar la base, mas ancha a mediados del tercio superior, de
paredes gruesas, con contenido granular, en un principio hialino y aseptados,
convirtiéndose a café oscuro una vez maduros, con 1 septo, presentan depésitos
de melanina en la superficie interior de la pared dispuestos longitudinalmente
dando una apariencia estriada con medidas de 21.5-31-5 x 13-17 pum y una
proporcién de 1.9 Largo/Ancho (Pitt y Hocking, 2009; Phillips et al., 2013).

Las colonias en medio de cultivo son moderadamente densas, con micelio aéreo,
inicialmente blancas tornandose gris-olivo a los 7 dias y con el tiempo adquieren
un color negro. Las temperaturas de crecimiento para L. theobromae son 15°C
minima, 28°C como optima y 40°C como maxima (Slippers et al., 2004; Alves et
al., 2008). La esporulacion del hongo es favorecida por fotoperiodos de mas de
16 horas de exposicion de luz lo que permite la formacion de picnidios; por el
contrario, una exposicion menor a 4 horas de luz diaria en un periodo de 23 dias
inhibe la esporulacién del hongo (Pereray Lago, 1986). La presencia de nitrégeno
en el medio de cultivo favorece la esporulacion; Saha et al. (2008) evaluaron la
concentracion de nitrégeno en distintos medios de cultivo, encontrando que el
agar de papa dextrosa (PDA) adicionado con extracto de raiz de té induce a un
crecimiento rapido y mayor del micelio, ademas de una concentracion de esporas

superior al resto de los medio evaluados.
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10.2. Ciclo de laenfermedad por Lasiodiplodia theobromae

La principal via de entrada de L. theobromae a los hospederos es a través de
heridas producidas por herramientas de trabajo, insectos o causas naturales. Se
ha reportado que durante los periodos lluviosos hay mayor produccién de
esporas las cuales pueden ser diseminadas por las gotas de lluvia y el viento. El
hongo coloniza el sistema vascular y avanza por delante de los sintomas visibles.
El hongo sobrevive sobre tejidos muertos en el arbol o suelo y especialmente en
frutos momificados. La incidencia de L. theobromae esta influenciada por la
temperatura (mayor a 30°C), al estrés hidrico y bajos niveles de nutricion de la
planta. Cuando los frutos son infectados en el arbol, el patégeno puede
permanecer quiescente hasta que los frutos maduran. En postcosecha, los frutos
pueden ser infectados al colocarlos sobre el suelo después de cosechados o a
través del contacto fisico de un fruto sano con uno enfermo (Pegg et al., 2003;
Ploetz, 2003; Ventura et al., 2004; Khanzada et al., 2005; Burgess et al., 2006;
Shahbaz et al., 2009; Vasquez et al., 2009).

10.3. Sintomas de Lasiodiplodia theobromae

En la pudricion del fruto y del pedunculo, la enfermedad esta condicionada a alta
temperatura y humedad relativa. Las lesiones ocasionadas por L. theobromae en
frutos de mango son inicialmente difusas, acuosas-hundidas dispersandose
desde el pedunculo en forma de proyecciones de huellas dactilares, las cuales
va formando margenes ondulados. La necrosis ocurre debajo de la cuticula,
invadiendo la pulpa del fruto y llegando a momificarlo. Se llegan a observar
picnidios primero sobre el pedunculo y después sobre el fruto; ademas, de las

lesiones puede fluir un exudado café (Ploetz, 2003; Ventura et al., 2004).

La principal via de entrada de L. theobromae a los hospederos es a través de
heridas producidas por herramientas de trabajo, insectos o causas naturales.Se

ha reportado que durante los periodos lluviosos hay mayor produccion de
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esporas las cuales pueden ser diseminadas por las gotas de lluvia y el viento
(Ploetz, 2003; Vazquez-Lopez et al., 2009). El hongo coloniza el sistema vascular
y avanza por delante de los sintomas visibles. El hongo sobrevive sobre tejidos
muertos en el arbol o suelo y especialmente en frutos momificados (Ploetz, 2003;
Pegg et al., 2003; Burgess et al., 2006; Shahbaz et al., 2009).

La incidencia de L. theobromae esté influenciada por la temperatura (mayor a 30°
C), al estrés hidrico y bajos niveles de nutricién de la planta. Cuando los frutos
son infectados en el arbol, el patégeno puede permanecer quiescente hasta que
los frutos maduran. En postcosecha, los frutos pueden ser infectados al
colocarlos sobre el suelo después de cosechados o a través del contacto fisico
de un fruto sano con uno enfermo (Ventura et al., 2004; Khanzada et al., 2005).

10.4. Control de Lasiodiplodia theobromae

Numerosos son los estudios realizados para controlar a L. theobromae una vez
detectado en el cultivo. Li et al. (1995), evaluaron fungicidas contra L. theobromae
y Botryosphaeria dothidea causantes de gomosis en duraznos y albaricoque,
encontrando que el fungicida metil-tiofanato inhibié el crecimiento micelial, la
germinacion de conidios y controld el desarrollo de la enfermedad en arboles de
albaricoque; también reportaron que los fungicidas asperjados, metil-tiofanato
70WP y carbendazima 50WP se pueden usar como tratamiento auxiliar para
prevenir la infeccion del patégeno. Por otro lado, Tamayo (2007) recomienda la
utilizacion de hipoclorito de calcio y carboxin/captan, a fin de prevenir posibles
pudriciones o la manifestacion del hongo en el semillero, y antes del
almacenamiento se deben sumergir los frutos en una solucién fungicida a base
de procloraz. También recomienda aspersiones precosecha con fungicidas a
base cobre, benomil, metil tiofanato, carbendazim o tiabendazol en forma rotativa
a fin de evitar la aparicion de poblaciones del patdégeno resistentes a los
fungicidas. En un estudio de evaluacion de la sensibilidad de L. theobromae hacia

dos grupos de fungicidas se concluy6 que un 91.6% de 120 aislados provenientes
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de huertos de papaya fueron sensibles a los ingredientes activos del grupo de
carbamatos del tipo metil benzimidazol (benomyl y tiabendazol). En cuanto al
grupo de fungicidas del tipo inhibicion por demetilacion (Imazalil, procloraz,
tebuconazol) se encontrd gran variabilidad en cuanto al grado de sensibilidad de
los aislados analizados concluyendo que L. theobromae es menos sensible a
este grupo de fungicidas (Da Silva et al., 2012). En poscosecha, Barbosa-
Martinez et al., (2002), evaluaron el efecto del ozono, yodo y cloro en la
germinacion de esporas de L. theobromae aislado de frutos de mango y
encontraron que en la aplicacion de yodo (500 mg. L-1) la germinacion de
esporas de L. theobromae fue de 10%; mientras que con ozono (2.2 mg. L-1) y
cloro (360 mg. L-1) la germinacion de esporas fue de 30 y 40%, respectivamente.
Tovar et al. (2013) reportaron que la combinacion de lavado y posterior aplicacion
de tiabendazol redujo la incidencia de la enfermedad ocasionada por L.
theobromae hasta un 81% en injertos de zapote. Los fungicidas
ciprodinil+fludioxinil, piraclostrobin+boscalid, procloraz, tebuconazol, iprodione
fueron eficaces para inhibir el crecimiento miceliar de L. theobromae in vitro. En
citricos, Varela et al. (2013) reportan la aplicacion de benomyl y compuestos a
base de oxicloruro de cobre contra L. theobromae en las distintas etapas del
cultivo. Canales (1998) sugiere, para el control del cancer de tronco y ramas de
mango, realizar una cirugia en los canceres hasta eliminar el tejido dafado y
aplicar Benlate®, Tecto 60® o Derosal 50® en las heridas. Tambien en mango,
en la muerte descendente se recomienda podar las heridas y realizar aspersiones
de fungicidas a base de cobre cada 15-20 dias, también se puede aplicar los
productos Captan, Maneb, Zineb y Benomyl, desde el inicio de la floracién hasta
un mes antes de la cosecha (Tucuch et al., 2005). En marafion se recomiendan
podas sanitarias y tratamiento preventivo con fungicidas a base de oxicloruro de
cobre o azufre como ingrediente activo antes de iniciar la floracion; durante la
floracion y formacion del fruto se puede utilizar un fungicida sistémico a base de
Fosetyl-al, Metalaxil-m o Triforine para reducir la incidencia de la necrosis en
frutos (Canales, 2007).
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11.Nodulosporium sp.

Nodulosporium sp. (Hypoxylon Bull), esta 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 s6lido y homogéneo y
estromata no en posicion vertical, es decir; con una altura menor que la longitud
y la anchura. Nodulosporium sp. (Hypoxylon Bull), 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.
Moller que tiene una cavidad hueca revestida con tejido gelatinoso y
Rhopalostroma D. Hawksw., que tiene estipitate estromata (Rogers et al., 2018).
De los hongos Ascomycetes de la familia Xylariaceae, Nodulosporium sp.
(Hypoxylon), después de Xylaria Hill ex Schrank., es el género con mayor nimero
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. EI nimero de componentes de Hypoxylon presentes en el
pais debe ser mayor si se considera que 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). El género Nodulosporium (Hypoxylon) presenta mayor distribucion 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). Se encuentra 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).
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Cuadro 10. Clasificacion Taxondmica de Nodulosporium sp.

Clase: Deuteromicetes
Orden: Xilarial
Familia: Xilareaceae
Genero: Nodulosporium
Especie: sp.
Fuente: (Barnett y Hunter, 1999; Mycobank, 2018)

11.1. Caracteristicas morfolégicas de Nodulosporium sp.

Hypoxylon tiene estrecha afinidad con Entonaema y Daldinia debido a que
comparte con ellos la conexion anamorfica del tipo Nodulosporium sp., y
caracteres teleomoérficos 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 localizacion
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
comunicacién, 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 conidiéforos simples a menudo septados, sin un eje
dominante con ramificaciones dicotdmicas o no ramificadas, ramas adicionales
gue surgen del primer nivel y segundo nivel de regiones conidiégenas, 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 conidiégenas 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 mas de dos células

conidiégenas en cada extremo de la rama. Son similares en la produccién
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frecuente de ramas adicionales, pero difieren en que la ultima es mas simple en

su ramificacion (Rogers et al., 2018).

Nodulosporium sp., presenta colonia micelial blanquecina y aspecto algodonoso
con anillos concéntricos, 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 conidioforos 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, superficie negra brillante, de consistencia serosa. Los
peritecios globosos a subglobosos miden de 0.32-0.48 mm de didmetro 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 pm de longitud total, de 10.2-12.83 uym de anchura, la parte del
alineamiento de esporas de 82.37-99.96 ym y el tallo de la asca de 59.08-83.36
pm de longitud, las ascosporas son pardo-oscuras, unicelulares, elipsoides
inequilaterales, con extremos ligeramente redondeados (De la Torre-Almararaz
et al., 2009).

11.2. Ciclo de laenfermedad por Nodulosporium sp.

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 biolégicos responsables de la
declinacién de los bosques de encino son el efecto combinado de Nectria

galligena (Bres.) Rossman y Samuels e Hypoxylon thouarsianum (Lév.) Lloyd.,
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qguienes actuan 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 desarrollé un hongo de color pardo claro
que 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).

11.3. Sintomas de Nodulosporium sp.

Los sintomas que provoca es una pudricién 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 himedas, 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 Yy finalmente, declinamiento y muerte del arbol, principalmente los que se
encuentran debilitados por sequia u otros factores abi6ticos y biéticos (Downer,
2006; Swiecki y Bernhardt, 2006). Los miembros del género Nodulosporium se
encuentran como saprofitos o patdégenos débiles en madera de arboles de clima
templado o principalmente tropical o como endodfitos (quizas en simbiosis
mutualista) en los tejidos internos de plantas lefiosas o herbaceas (San Martin et
al., 1999).
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12. Agentes de control bioldgico de fitopatégenos

12.1. 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 descomposicién (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 conidiéforos hialinos, muchas veces blangquecinos, no
verticilados, fialides simples o 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 estd compuesta
por quitina y glucanos. Son anaerobios facultativos y se reproducen
asexualmente por conidios. Las hifas que llevan las esporas o conidiéforos son
ramificadas (Barnett y Hunter, 1999; 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
fitopatdgenos 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).

Cuadro 11. Clasificacidon Taxondmica de Trichoderma harzianum

Clase: Sordariomycetes
Orden: Hypocreales
Familia: Hypocreaceae
Genero: Trichoderma
Especie: harzianum Rifai
Fuente: (Agrios, 1978; Barnett y Hunter, 1999; Mycobank, 2018)
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12.2. Caracteristicas morfologicas de Trichoderma harzianum Rifai.

Las colonias se reconocen facilmente por su crecimiento rapido y su coloracién,
blancas-verdes, amarillo-verdosas; las areas con conidias se presentan con
anillos concéntricos (Arango et al., 1988; Barnett y Hunter, 1999). El revés de las
colonias es usualmente no coloreado, amarillo, &mbar o amarillo- verde, y
muchas especies producen grandes cantidades de clamidosporas en cultivos
sumergido (Howell, 2003).

Los conidioforos son erectos, hialinos, en las mayorias ramificadas, no
verticiladas, los cuales pueden ser solitarios 0 en grupos. Las fialides son en
forma de botella, Unicas o en grupos, hinchadas en la regién 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
(Arango et al., 1988; Barnett y Hunter, 1999).

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 fidlides se observan mas estrechas en la
base que en la parte superior, que permitiendo una buena correlacion entre el
sistema de ramificacion del conidioforo y la disposicion de estas (Barnett y
Hunter, 1999).

12.3. Ciclo de vida de Trichoderma harzianum

Trichoderma sp., es un habitante natural del suelo, caracterizado por un
comportamiento saprofito 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 patdégenos debido a la competencia por

nutrientes y micoparasitismo (Camargo, 2005).
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12.4. Sintomas de Trichoderma harzianum

El micoparasitismo ejercido por Trichoderma se produce en varias etapas
sucesivas, comienza por el crecimiento quimiotrético hacia el hospedero,
estimulado por las moléculas procedentes del mismo (Chet et al., 1981). Los
hongos del género Trichoderma se adhiere con carbohidratos unidos a lectinas
en la pared celular del patdgeno. El paso siguiente consiste de la produccion de,
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).

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

T. harzianum se caracteriza por presentar un rapido crecimiento, que le confiere
mayor capacidad a la hora de colonizar un espacio. De este modo, compiten
directamente por los mismos nichos que algunos hongos fitopatogenos; la
colonizacion de los sitios de union de estos patdégenos 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).
12.5. Trichoderma harzianum como control

La capacidad de T. harzianum de parasitar otros hongos (Chet et al., 1998), es
un mecanismo que puede actuar junto a fenémenos de antibiosis y competencia.
Las hifas de T. harzianum son capaces de detectar la presencia de un posible
hospedero en el medio, mediante la deteccion de moléculas liberadas por el

posible hospedero, debido a la accion de las enzimas liticas producidas por T.
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harzianum. Mediante quimiotropismo, T. harzianum es capaz de crecer hasta el
hospedador, reconociéndolo mediante lectinas especificas. Es entonces cuando
T. harzianum es capaz de crecer rodeando al patdgeno, 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).

Este fenOmeno esta ligado a la sintesis de una gran bateria de enzimas liticas
que degradan la pared del patégeno. Entre estas enzimas destacan las
quitinasas, las glucanasas y 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,
polisacérido 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, GLUC78, GLU36 y LAM1.3) y tres 1,6-
glucanasas (BGN16.1, BGN16.2, y BGN16.3); y tres proteasas (PRB1, PAPA, y
PRA) (Rincon et al., 2008).

12.6. Principales mecanismos de accion 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 estimulacion del crecimiento y la
induccion de resistencia vegetal a estrés bidtico y abidtico. 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 combinacion
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dependera el éxito en la supresion de la enfermedad (Benitez et al., 2004).

13.Bacillus subtilis
13.1. Caracteristicas de Bacillus subtilis

El género Bacillus se encuentra entre los agentes mas adecuados para el control
biologico debido a cualidades tanto morfolégicas como fisiolégicas 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-Pozo, 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., actia via antibiosis, competencia por nutrientes, sitios de
exclusion e infeccidn, parasitismo y/o induccién 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 liberacion de
compuestos con propiedades antifingicas como la subtilina y otros antibioticos

de la familia de las iturinas (Cazorla y Romero, 2007).

Numerosos estudios sugieren la utilizacion de B. subtilis para controlar
biol6gicamente diversos hongos fitopatdégenos, 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).
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13.2. Ubicacién taxonémica de Bacillus subtilis

Cuadro 12. Clasificacion Taxondmica de Bacillus subtilis

Clase: Bacilos
Orden: Bacillales
Familia: Bacillaceae
Genero: Bacillus
Especie: subtilis (Ehrenberg) Cohn.
Fuente: (Schaad et al., 2001; Kreieg et al., 2010)

13.3. Morfologia de Bacillus subtilis

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 ym, ademas son
aerobias estrictas o facultativas, saprofitas, Gram positivas, catalasa positiva,
guimiorganotrofas de metabolismo fermentativo o realizan una respiracion
aerobia (Holt et al., 2000). También cumplen importantes roles en los ciclos
biogeoquimicos del carbono y nitrégeno, una cualidad adicional por la cual son
muy estudiadas estas bacterias es que presentan una potencial capacidad para
producir antibioticos, lo que puede servir como antifingico, para proteger a

plantas de enfermedades producidas por hongos (Castillo et al., 2004).

13.4. Biologia de Bacillus subtilis

Debido a sus caracteristicas, B. subtilis, microorganismo cuyo hébitat 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 NaCl),
producir una amplia variedad de antibioticos y enzimas hidroliticas extracelulares
(Nakamura et al., 1999).
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En base a su capacidad para crecer en presencia o0 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 fosforilacion de ADP; b) facultativos; y

c) anaerobios estrictos.

13.5. Ecologia de Bacillus subtilis

Es una bacteria Gram positiva, produce endospora las que son termorresistentes
y también resisten factores fisicos perjudiciales como la desecacion, la radiacion,
los é&cidos y los desinfectantes quimicos, produce enzimas hidrofilicas
extracelulares que descomponen polisacéaridos, acidos nucleicos lo que permite
gue el organismo emplee estos productos como fuente de carbono y electrones,
producen antibidticos como la bacitricina, polimixina, gramicidina y circulina,
fermentan la caseina y el almidén, 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) Verticilllum spp., Sclerotinia
sclerotiorum (Sclerotiniaceae) Phytophthora capsici (Pythiaceae) Pythium spp.
(Pythiaceae), Rhizoctonia solani (Ceratobasidiaceae) y el nematodo agallador de

raices Meloidogyne spp. (Heteroderidae) (Cuervo, 2010).

13.6. Mecanismos de acciéon 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
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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 fitopatdbgenos es a través de diferentes mecanismos,
que incluyen la excrecion de antibioticos, sideréforos, 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 fitopatégenos, 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 B-amino, clasificandose en 3 diferentes familias (lturinas,
Fengicinas y Surfactinas), de acuerdo con su secuencia de aminoacidos y
longitud del &cido 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
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 antifangica (Meena y
Kanwar, 2015). La actividad antimicrobiana de estos LPs tiene lugar por su
interaccion con la membrana citoplasmatica de células bacterianas o fangicas,
provocando la formacibn de poros y un desbalance osmotico, 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 accién, alterando
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procesos celulares como homeostasis intracelular de calcio, metabolismo

energeético y procesamiento del ARN (Zhang et al., 2016).

El papel de los LPs se ha evidenciado en la inhibicion 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 biologico de
fitopatdgenos, éstos han sido propuestos como los metabolitos mas eficientes
para esta actividad biolégica debido a su papel ecoldgico y capacidad
antimicrobiana, por lo cual se han utilizado para la busqueda y seleccion de
agentes de control biolégico promisorios de este género (Cawoy et al., 2015).

b) Produccién de enzimas liticas

La produccion de enzimas involucradas en la degradacién de la pared celular de
agentes fitopatégenos es uno de los mecanismos de control biologico mas
reportados, especialmente contra patégenos de origen fungico. La pared celular
de hongos estd conformada por glicoproteinas, polisacaridos y otros
componentes que varian segun la especie. La fraccion de polisacéaridos puede
comprender hasta un 80% de la pared celular de hongos, 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).
La producciéon de enzimas liticas como quitinasas y p-glucanasas excretadas por
los agentes de control biolégico, que incluye el género Bacillus, han mostrado un
efecto inhibitorio contra patdégenos de origen fangico (Compant et al., 2005).

Estas enzimas son responsables de la degradacién de los principales
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polisacéaridos que conforma la pared celular de hongos, mediante la hidrdlisis de
sus enlaces glucosidicos. Actualmente, existen diversos estudios cientificos que
reportan el papel de estas enzimas en la actividad antifangica in vitro obtenidas

de cepas del género Bacillus (Kishore et al., 2005; Liu et al., 2010).

c) Produccion de sider6foros

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 nitrogeno (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 sideroforos,

facilitando la captacion de Fe*3 (Thyagarajan et al., 2017).

Los sideréforos son metabolitos secundarios que actian como secuestrantes o
guelantes de hierro, consecuencia de su elevada constante de disociacién por
este metal, oscilando entre 10?2 y 10%°. Lo cual permite la formacién 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* sider6foro a través de
la membrana celular, o 2) reducido extracelularmente a complejos Fe?* (Neilands,
1995). Los sideroforos en funcion de su principal grupo quelante se clasifican en:
hidroxamatos (utilizando acidos hidroxamicos), catecolatos (conteniendo anillos
catecol), carboxilatos, fenolatos, y en combinacion de dos o mas de estos grupos
(Wilson et al., 2016).
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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 fitopatégenos

dependientes del hierro (Fgaier y Eberl, 2011).

d) Respuesta sistémicainducida

Durante la historia evolutiva, las plantas han desarrollado mecanismos para
defenderse de la invasion de organismos patdgenos (bacterias, hongos,
nematodos, insectos, etc.). Dichos mecanismos se encuentran latentes y son
activados por estimulos durante la interaccibn 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 infeccién, sino de
manera sistémica en otros tejidos y la resistencia sistémica adquirida es activada
a través de estimulos percibidos principalmente por dos receptores, los
receptores de reconocimiento de patrones y 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 patdégenos 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 dltimos activan genes PR (Pathogenesis related), los cuales protegen de
la invasion de agentes patdogenos, 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
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produccion de metabolitos secundarios como flavonoides, fitoalexinas, auxinas o

glucosinolatos en general (Pretali et al., 2016).

13.7. 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 antifungica
y antibacteriana se ha utilizado en el control biolégico de fitopatdgenos. La
formacion de endosporas les otorga una alta viabilidad comparada con células
vegetativas, ya que son resistentes a la desecacion y al calor, pudiéndose
formular facilmente en productos estables (Wulff et al., 2002). De los péptidos
antifangicos 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 con buena actividad antifungica, 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 antibiéticos convencionales (Oard et al.,
2004).

14.Generalidades del control mediante fungicidas quimicos

Alrededor del 60% de los productos quimicos utilizados actualmente son
fungicidas. La palabra fungicida se deriva de los términos latinos “fungus”: hongo
y “cidium”: que mata. En este sentido etimoldgico, fungicida es todo agente con

habilidad para destruir organismos fungosos. El calor, los &cidos, la luz
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ultravioleta, son agentes fisicos fungicidas. Sin embargo, el termino fungicida se
refiere a los productos quimicos usados en la prevencion y en algunos casos en
la erradicacion o curacion de enfermedades producidas por hongos fitopatégenos
(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 germinacién de las esporas, se hace referencia

a una accion fungistatica (Ochoa, 2004).

En la actualidad se cuenta con un amplio espectro de compuestos fungicidas;
estos pueden adaptarse en pequefias parcelas o miles de hectareas utilizando

maquinas apropiadas para este fin (Ochoa, 2004).

Entre las caracteristicas deseables en un fungicida se encuentran:

e Aspectos bioldgicos: Deben ofrecer el 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.

e Debe ser facil de aplicar a la concentracion precisa (Ochoa, 2004).

14.1. Tipos de fungicidas

Segun su toxicidad

e Categoria I: toxicidad alta
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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 téxicos y peligrosos que pueden manejarse bajo normas de
seguridad.

e Categoria lll: toxicidad baja 0 moderada

Se encuentran en ella productos con DL50 superior a 500mg del toxico de

peso (Patifio y Rodriguez, 2001).

14.2. Clasificacion de los fungicidas segln su uso

En el caso de los fungicidas sistémicos, para poder determinar el modo de accion
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

e Membrana del patdégeno

e Metabolismo que se desarrolla en el patogeno (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 actian en sitios
multiples, ya que interfieren con los procesos metabdlicos centrales de los

hongos. Ademas, la mayoria de estos fungicidas afectan la produccion de
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energia o ATP, inhiben la respiracibn 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).

14.3. Mecanismos de accion

La accion fungicida es usualmente expresada en uno de los efectos fisicamente
visibles: la inhibicion de la germinacion 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 quimicos 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
¢ Inhibicidon de enzimas involucradas en el metabolismo celular
¢ Interferencia con la funcion y sintesis de la pared celular de los hongos
(Tabares, 2002).
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14.4. Importancia del uso de productos quimicos en el control de
hongos fitopatégenos

Las enfermedades son comunes en las plantas, a menudo producen un impacto
econdémico significativo en el rendimiento y calidad, lo que nos indica que el
manejo de enfermedades es un componente esencial en la produccion 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 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).
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15.Ingredientes quimicos en el control de hongos fitopatbgenos

Algunos de estos compuestos quimicos son toxicos para la mayoria de los
fitopatdogenos (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).

15.1. Azoxystrobin (Amistar®)

Inhibe el proceso respiratorio de los hongos, es especialmente eficaz para
impedir la germinacion de esporas y el desarrollo inicial del patbgeno. 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, 2018).

15.2. Propiedades fisicoquimicas de la formulacién

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

e Densidad: 0.54 g/cm3

e Solubilidad: En agua: Miscible

15.3. Mecanismo de accién
El mecanismo de accidén de las estrobilurinas se basa en la inhibicién de la

respiracion, deteniéndose entre otras funciones basicas celulares las sintesis de

proteinas, ARN y ADN, debido a una deficiencia en ATP. La diana de las
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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 c 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 blogueo de la respiracion genera electrones en estado de alta
energia que provoca una rapida aparicion de especies reactivas de oxigeno como
el peroxido de hidrogeno, que hacen que las estrobilurinas tengan actividad
fungicida (Pérez et al., 2005).

15.4. Modo de penetracién

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
infeccidn 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 distribucién uniforme del azoxystrobin dentro de la
hoja, dando una excelente proteccion (Syngenta, 2018).

16.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 accién
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sobre las células de los hongos son el retraso del crecimiento del micelio y la
inhibicion de la germinacién de las esporas. Se considera que el clorotalonil actia
como un fungitoxico no especifico (Gowan, 2018).

16.1. Propiedades 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).

16.2. 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 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. 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).
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16.3. Modo de penetracion

Trevanil 720 FW, es un fungicida multisitio, inhibe la respiracién de las células del
hongo 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).

17.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 aspersiéon

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

17.1. Propiedades fisicas y quimicas de la formulacién

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

normales de almacenaje (Syngenta, 2018).

17.2. Mecanismo de accién

El Tiabendazol detienen la divisibn nuclear interfiere en el ensamblaje de
microtubulos al unirse a proteinas de B-tubulina. La tubulina (microtibulos-
cytoesqueleto), es una molécula importante en la formacion y segregacion de
cromosomas en la division celular; la alteracion de esta afecta la mitosis a nivel
de la metafase (El huso acromético es distorsionado y la separacion del nucleo
es suspendida, causando la muerte de la célula fungosa) (Roman, 2014).
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17.3. Modo de penetracion

Accién sistémica y de contacto, a concentraciones bajas, los benzimidazoles,
inhiben la elongacién del micelio y a altas actian sobre la germinacion de las
esporas. Aunque hace tiempo se conoce que los derivados de benzimidazol
interfieren en la mitosis de los hongos, su accién real debida al efecto sobre los
microtUbulos, se ha interpretado hace relativamente poco tiempo. La inhibicién
de la formacién de microtubulos trae, como consecuencia, la ausencia de division
celular, lo que produce ademas una desorganizacion citoplasmatica de tipo

general (Danaher et al., 2007).
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MATERIALES Y METODOS

18.Localizacion de las parcelas de cacao.

La recoleccion y muestreos de frutos de cacao con pudricion se llevaron a cabo
durante los afios 2014-2016 en localidades del Estado de Chiapas. Durante el
primer afo se recolecto en una parcela “sin nombre” en cacao cultivado con la
variedad criollo, en el municipio de Villa de Comaltitlan. Ademés se recolecto
durante los tres afios en la parcela de cacao denominada “La Flor”, propiedad de
Sr. Jorge Hernandez Zunum; cultivada con la variedad criollo-trinitario en una
superficie de 40,000 m?, con 25 afios de establecida y bajo condicion de manejo
cultural. Esta parcela localizada en el ejido Adolfo Ruiz Cortines de la comunidad
de Costa Rica, perteneciente al municipio de Mapastepec, situada entre los 15°
28.131 LNy 92°49.38" LO, con una elevacion de 294 msnm y temperaturas que
oscilan entre los 27.6 y 32.2 ° C (situada en la region del Soconusco, entre los
municipios de Villa de Comaltitlan, Mapastepec y Tapachula) y en la parcela
denominada “La Playa”, propiedad de Teresita de Jesus Lopez Osorio; cultivada
con la variedad criollo-trinitario en una superficie de 10,000 m?, con 40 afios de
establecida y bajo condicibn de manejo cultural. Esta parcela se encuentra
localizada en la comunidad de La playa, perteneciente al municipio de
Mapastepec en el estado de Chiapas, situada entre los 15° 25.14° LN y 101°
52.2651" LO, con una elevacion de 21 msnm y temperaturas que oscilan entre
los 30.5 y 31.8 °C (situada en la regidon del Soconusco, entre los municipios de

Villa de Comaltitlan, Mapastepec y Tapachula).

18.1. Material bioldgico.

Se recolectaron 100 frutos (mazorcas) de 15-20 cm de longitud en cinco puntos
en cada parcela del cultivo de cacao, con signos tipicos de pudricién (puntos
aceitosos, decoloracion o manchas cafés, maduracion irregular o en forma de

protuberancia o giba, necrosis con y sin esporulacion en forma de polvo fino y
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esporas maduras). El material biologico recolectado se colocé en bolsas de
polietileno transparente estériles con cierre hermético tipo “ziploc”, contenido en
hieleras de poliestireno expandido y trasladado al laboratorio de Fitopatologia del
Departamento de Parasitologia de la Universidad Autonoma Agraria Antonio

Narro en Saltillo, Coahuila.

18.2. Incidenciay severidad de pudricién en campo.

Esta evaluacion se llevd a cabo en las parcela de cacao denominadas “La Flor”
y “La Playa”, realizando dos muestreos; uno el 28 de diciembre 2014 y otro el 20
de julio 2015. Para esta actividad se evalu6 el nimero de mazorcas infectadas
por pudricion; se realizé un muestreo en zigzag sobre la parcela, donde se tomé
un total de 25 arboles (muestras), dentro de los cuales; en cada uno, se evaluaron
4 frutos (submuestras) correspondiendo a los 4 puntos cardinales, a una altura

del arbol de 1-1.5 metros, para un total de 100 submuestras.

Evaluacion. La evaluacion de la severidad se realizd mediante la escala
sintomatoldgica externa para pudricion por moniliasis en cacao (Sanchez, 1982,
Phillips-Mora et al., 2005) (Cuadro 13) y se calcul6 la incidencia, entendida como

el nimero de frutos que mostraron sintomas de la enfermedad (%).

Cuadro 13. Escala sintomatolégica externa para pudricion por moniliasis en

cacao.
Escala Daiio (%) Sintomatologia
0 0 Ningun sintoma aparente, fruto sano
1 1-20 Pequefios y pocos puntos aceitosos
2 21-40 Puntos aceitosos bien definidos y abundantes, mas

maduracién o madurez irregular

3 41-60 Necrosis sin esporulacion

4 61-80 Necrosis mas esporulacion en un area menor de la cuarta
parte de la superficie necrotica

5 81-100 Necrosis mas esporulacion en un area mayor de la cuarta

parte de la superficie necrotica
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18.3. Analisis de datos.

Los datos de incidencia y severidad se transformaron por raiz cuadrada de
arcoseno y se analizaron entre afios en la misma parcela y entre parcelas dentro
del mismo afio y sometieron a un ANVA y la comparacion de medias con una
prueba de rango multiple de Tukey (P<0.05), utilizando el software SAS/STAT
(SAS Institute, 2002).

18.4. Aislamiento y purificacion de hongos.

El tejido vegetal enfermo se proces6 en el Laboratorio de Fitopatologia. El
aislamiento de hongos para la obtencion de colonias puras, se llevo a cabo por
dos vias; la primera consisto en tomar esporas directamente del tejido dafiado
del fruto, utilizando una aguja de diseccion estéril y sembrarlas en medio de
cultivo Papa Dextrosa Agar (PDA) (Bioxon®) y la segunda via consistié en
seccionar tejido vegetal enfermo con un bisturi, tanto del exterior del fruto
(cascara), como de la parte interior (pulpa) y de la semilla del mismo; los cuales
se desinfectaron 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 incubo a 27 + 2 °C en una camara de crecimiento
(Binder®) y a partir de los distintos crecimientos; estos se separaron para su

purificacion e identificacion.

18.5. Identificacién morfoldgica.

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 algoddn. Su observacion se llevo a cabo a 40 y
100X en microscopio compuesto y se apoy6 de las claves taxonémicas para

géneros de hongos imperfectos de Barnett y Hunter (1998).
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18.6. Identificacién morfométricay molecular.

Estas actividades se realizaron solo para el hongo Nodulosporium sp.
(=Nodulisporium) Preuss (Xylariaceae), debido a la poca informacion y su
reducida presencia en cultivos de importancia. La morfométrica se realiz6 a partir
de las montas en porta y cubreobjetos de las estructuras del micelio (conidios,
hifas, esporas, septos y ramificaciones) en microscopio digital con camara
integrada (AM4023X) y con apoyo del software de medicion DinoCapture 2.0.

La identificacion molecular se realizé mediante la extraccion y evaluacion de ADN
del hongo, siguiendo el método de CTAB (Almeyda et al. 2001) y posteriormente
el método de PCR, utilizando los iniciadores universales ITS4 (5-TCC TCC GCT
TAT TGA TAT GC-3') e ITS5 (5"-GGA AGT AAA AGT CGT AAC AAG G-3)
(White et al., 1990). La amplificacién y visualizacion del producto de PCR se
realiz6 con base en el protocolo de Ahrens y Seemiller (1992), con
modificaciones en las reacciones de PCR y cuyo volumen fue de 25 pL [agua
ultrapura estéril: 11.9 uL, Buffer 10X (2.5 yL) dNTPs a 10 mM (0.4 uL), iniciadores
1TS4 e ITS5 a 5 mM (3 uL de cada uno), ADN polimerasa (Green Taqg DNA
Polimerase, GenScript®) a 1U (0.2 yL) y muestra problema de ADN a 96.7 ng (4
ML)]. Las condiciones de la reaccion de PCR fueron: 1 ciclo de desnaturalizacion
inicial a 95 °C por 3 minutos, 35 ciclos de desnaturalizacion a 95 °C por 10
segundos, alineamiento a 57 °C por 30 segundos, extension a 72 °C por 45
segundos y 1 ciclo de extensién final a 72 °C por 5 minutos. El producto
amplificado se visualizé en un gel de agarosa al 1% mediante electroforesis. El
producto de PCR se purifico con el kit de bandas In vitro gen (QuickClean Il Gel
Extraction Kit [100rxns], GenScript®) y el producto purificado se envié para su
secuenciacion en dos direcciones (5 a3 'y 3" a 5) al Laboratorio Nacional de
Biotecnologia Agricola, Médica y Ambiental (LANBAMA) del Instituto Potosino de
Investigacion Cientifica y Tecnoldgica A.C. (IPICYT) y el resultado obtenido se
compar6 con las secuencias en la base de datos del banco de genes del National

Center for Biotechnology Information (NCBI, 2018), mediante el algoritmo BLAST.
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18.7. Pruebas de Patogenicidad de Nodulosporium sp.

Para esta prueba se realizo una suspension de esporas. La fuente de inéculo se
obtuvo a partir de esporas del medio PDA, obtenidas con una varilla de vidrio de
estéril y se colocaron en un tubo de ensayo de 10 mL diluidos en agua destilada
estéril. El conteo se realiz6 en camara de Newbauer para determinar la

concentracion de esporas en la suspension (1x108 esporas/mL).

Para las pruebas de patogenicidad se recolectaron frutos de 15-20 cm
presuntamente sanos y follaje sano y libre de heridas. La inoculacion en frutos se
realiz6 por puncion, con aguja de diseccion colonizada con esporas del hongo
Nodulosporium cultivado en medio PDA, colocando el in6culo en la parte distal
(punta) del fruto. En esta prueba se utilizaron 10 frutos y se realizaron cuatro

replicas, colocadas sobre papel estraza estéril durante el estudio.

La inoculacién en follaje se realizo con la técnica de hoja desprendida (Pettitt et
al. 2011) sobre una charola plastica de 25 cm, con una suspension de 1x108
esporas/mL, colocando esta suspension sobre la superficie adaxial (haz) en un
total de 10 hojas, replicado tres veces. En ambas pruebas se considero un testigo
absoluto en el que solo se aplic6 agua destilada estéril siguiendo la misma

metodologia.

Ambas pruebas se desarrollaron bajo condiciones controladas a una temperatura
de 25 £ 2 °C, humedad relativa de 70 £ 5% y 12:12 luz: obscuridad. Ademas, la
prueba con follaje se hidrato con una pequefa torunda de algodén saturada de
agua estéril y reponiendo esta humedad cuando fue necesario. Cuando
aparecieron sintomas en el tejido inoculado, se re-aislo el patégeno en medio de

cultivo PDA y se identific6 nuevamente.
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19.Pruebas de control in vitro con microrganismos y productos

quimicos sobre Nodulosporium sp.

19.1. Microorganismos de control bioldgico.

Los agentes de control biolégico Trichoderma harzianum Rifai (Hypocreaceae) y
Bacillus subtilis (Ehrenberg) Cohn. (Bacillaceae) se obtuvieron del cepario del
Departamento de Parasitologia de la UAAAN. El hongo T. harzianum fue
corroborado con claves taxondmicas para géneros de Barnett y Hunter (1998) y
para la especie, las claves de Schaad y manual de Kreieg B. subtilis mediante

pruebas bioquimicas (Schaad et al., 2001, Kreieg et al., 2010)).

19.2. 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 BD 115 L (Binder®) hasta el llenado de las cajas para

el incremento de B. subtilis y T. harzianum respectivamente.

19.3. Efecto antag6nico in vitro con microorganismos sobre

Nodulosporium sp.

La capacidad antagonica 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 colocé 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 consideré como
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unidad experimental una caja de Petri, de igual manera se consideraron siete
repeticiones testigo del fitopatbgeno 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 camara de crecimiento 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).

19.4. Evaluacion.

Se evalué por observacién el tiempo en el que el antagonista-fitopatogeno
entraron en contacto y se calculé el porcentaje de crecimiento radial y el
porcentaje de inhibicion 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 fitopatbgeno 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 patégeno, 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 patogeno coloniza al menos dos tercios de la superficie del medio y

parece resistir la invasién del antagonista; y la
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Clase 5= EIl patdégeno cubre completamente al antagonista y llena por completo

la superficie del medio de cultivo.

19.5. Analisis de Datos.

Para el crecimiento de los antagonistas y del fitopatdégeno testigos y en cultivo
dual se realizé un analisis de varianza (ANVA) y comparacion de medias con una
prueba de rango mdultiple de Tukey (P<0.05); se utilizo el software SAS/STAT
(SAS Institute, 2002).

19.6. Fungicidas quimicos.

Los productos quimicos bajo estudio fueron azoxystrobin (Amistar®), clorotalonil

(Trevanil 720F) y tiabendazol (Tecto® 60), obtenidos por la via comercial.

19.7. Efecto inhibitorio in vitro con fungicidas quimicos sobre
Nodulosporium sp.

De los ingredientes activos de los fungicidas comerciales azoxystrobin,

clorotalonil y tiabendazol, se prepararon en agua destilada concentraciones

madre de 4000, 1500 y 100 ppm respectivamente y se derivaron en 8

concentraciones menores en cada uno (Cuadro 14), ademas se incluyo un

tratamiento testigo sin fungicida (0 ppm) y cada concentracion por cada

tratamiento, se repitié 10 veces.

Cuadro 14. 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
: . o 1000, 1350, 1650, 1950, 2600,
Azoxystrobin Amistar® Estrobilurina 3000. 3200, 3800
Ftalonitrilo
Clorotalonil Trevanil 720F aromatico 100, 200, 350, 450, 650, 850, 950,
: 1000
policlorado

Tiabendazol Tecto® 60 Benzimidazol 0.5, 1, 2.5, 5, 10, 20, 40, 60
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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 presion (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 colocé en
el 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 camara de
crecimiento BD 115 L (Binder®).

19.8. 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 calculd el porcentaje de inhibicion
del crecimiento micelial mediante la férmula de Abbott (1925), tomando como

100% el crecimiento micelial del testigo (O ppm).

Crecimiento testigo-Crecimiento concentracion
Crecimiento testigo

% de Inhibicién = * 100
Con el porcentaje de inhibicidbn micelial se realizé un andlisis Probit de maxima
verosimilitud y se determind 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
realizd un analisis de varianza (ANVA) y comparacion de medias de los
tratamientos con una prueba de rango mdultiple de Tukey (P<0.05), utilizando el
software SAS/STAT (SAS Institute, 2002).
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RESULTADOS Y DISCUSION

20.Muestreo de la pudricion de fruto de cacao en campo

Se llevo a cabo el sub-muestreo de cuatro frutos de cacao por cada arbol, para
un total de 100 frutos en cada parcela por afo. En la parcela La Flor se
muestrearon frutos de 16.66 y 11.05 cm de largoy 17.48 y 15.51 cm de diametro
ecuatorial en promedio en 2014 y 2015 respectivamente. En la parcela La Playa
los frutos muestreados en promedio variaron de 10.82 y 14.58 cm de largo y
10.62 y 17.89 cm de diametro ecuatorial en 2014 y 2015 respectivamente.

El porcentaje de frutos afectados y el grado de severidad de la enfermedad fue
mayor durante el afio 2014 en ambas parcelas de produccion de cacao, en
comparacion al 2015 (Cuadro 15) con diferencias significativas entre los afios de
produccion (La Flor. Incidencia: gl=1,24; F=20.68; p=0.0001. Severidad: gl=1,24;
F=25.94; p=0.0001) (La Playa. Incidencia: gl=1,24; F=12.07; p=0.0020.
Severidad: gl=1,24; F=23.70; p=0.0001), lo que indica que esta diferencia esta
influenciada por la precipitacion, la cual fue mayor durante el afio 2014 (Cuadro
16).

Cuadro 15. Incidencia y severidad de pudricion de fruto de cacao en dos

localidades de la regién Soconusco, en el estado de Chiapas.

_ Incidencia (%)* Severidad?
Localidad
2014 2015 2014 2015
La Flor 65.4 a 276D 3.46 a 1.13b
La Playa 54.6 a 252D 3.01a 0.96 b

!Datos transformados por arcoseno. ?Media escala sintomatoldgica.
Comparacion de medias de la misma localidad entre los dos afios con letras
iguales no son significativamente diferentes (Tukey; p< 0.05).
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Cuadro 16. Precipitacion (cm?®) mensual y media anual de los afios 2014 y 2015

en la region Soconusco, en el estado de Chiapas.

Mes 2014 2015
Enero 0 0
Febrero 22.5 0
Marzo 5 43.5
Abril 100.5 89.5
Mayo 460 184
Junio 554 284.5
Julio 427 324
Agosto 539.5 248
Septiembre 698 452
Octubre 493 323.5
Noviembre 16.5 159
Diciembre 0 0
Media anual 276.33 175.66

Fuente: CONAGUA, 2015

Con base en la incidencia y severidad en ambos afios de evaluacion, se puede
apreciar que la comparacion entre ambas localidades durante el mismo afio no
presentan diferencia significativas, aunque estas se encuentran a dos alturas
diferentes (Incidencia. 2014: gl=1,24; F=1.93 p=0.1774. 2015: gl=1,24; F=0.15;
p=0.7005) (Severidad. 2014: gl=1,24; F=1.05; p=0.3163. 2015: gl=1,24; F=0.29;
p=0.5983), lo que indica que la altura no influye en la incidencia y severidad de
la enfermedad (Cuadro 17).

Cuadro 17. Incidencia y severidad de pudricién de fruto de cacao en dos
localidades de la regién Soconusco, Chiapas relacionado desde el

punto de vista de la altura sobre el nivel del mar.

_ Incidencia (%)* Severidad?
Localidad
2014 2015 2014 2015
La Flor3 65.4 a 27.6 a 3.46 a 1.13 a
La Playa* 54.6 a 25.2 a 3.01a 0.96 a

!Datos transformados por arcoseno. 2Media escala sintomatolégica, 3Altura 294
msnm, “Altura 21 msnm. Comparacién de medias entre localidades en el mismo
afo con letras iguales no son significativamente diferentes (Tukey; p< 0.05).
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De acuerdo a los trabajos de Evans (1986), Phillips-Mora (2003), Phillips-Mora et
al. (2005), Phillips-Mora et al. (2006a), Phillips-Mora et al. (2006b) y Lopez-Béez
et al. (2015) atribuyen a M. roreri como agente causal de la pudricion de
mazorca o moniliasis del cacao, provocando en la mayoria de los
establecimientos la perdida total de la produccion de cacao para la zona de
suramerica y México, no obstante; en la presente investigacion para la region de
la zona del Soconusco, Chiapas este fitopageno no fue localizado para esta area
cacaotera.

Lépez-Baez et al. (2015) mencionan que M. roreri en la regién Costa-Soconusco
de Chiapas, México alcanza una alta incidencia debido a su capacidad de infectar
todos los estados de desarrollo de los frutos, mostrando deformacion, manchas

y estroma esporulante, decoloracion de tejido con dafios de 80 a 100%.

Cuervo-Parra et al. (2014) concuerda con los anteriores, y mencionan que
ademas de M. roreri, Phytophthora megasperma, Aspergillus niger, Cochliobolus
lunatus, Cochliobolus hawaiiensis, Neurospora crassa, Fusarium coeruleum,
Fusarium solani, Fusarium verticillioides, Phytophthora capsici, Corynespora
cassiicola, Penicillium expansum, Penicillium chrysogenum, Cladosporium
cladosporioides,  Colletotrichum  gloeosporioides,  Bipolaris  tetramera,
Byssochlamys nivea y Byssochlamys spectabilis son los fitopatogenos causantes

de la pudricidbn en mazorcas de cacao.

Hernandez-Gomez et al. (2015) mencionan que en la evaluacion realizada en
parte de la region Soconusco (Cacahoatan, Huehuetan, Tapachula, Tuxtla Chico,
Tuzantan, Ostuacan, Pichucalco e Ixtacomitan y Tapachula) identifican que las
principales enfermedades, M. roreri y P. capsici estan asociadas a una serie de
hongos alternos como: Fusarium sp., C. gloeosporioides, Ceratocystis
cacaofunesta Engelbrecht & T.C. Harr. Considerando a M. roreri como el principal

factor que afecta la supervivencia del cacao y su biodiversidad en Chiapas. Esta
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enfermedad destruye la produccion, ocasionando que su control no sea rentable
e induce a los agricultores a abandonar sus huertas.

En acuerdo a los trabajos de Cuervo-Parra et al. (2014) y Hernandez-Gomez et
al. (2015) se coincide en la presencia de diferentes hongos asociados a la
pudricion de la mazorca como: Aspegillus sp., Colletotrichum sp., Fusarium sp.,
Penicillium sp., Verticilllum sp., solo difiriendo en la presencia de Lasiodiplodia
teobromae y Nodulosporium sp.

20.1. Identificacién morfolégica de la micofauna asociada a frutos de

cacao

En medio de cultivo PDA se obtuvieron diversos hongos aislados de las esporas
del tejido dafiado del fruto y tejido vegetal enfermo con sintomas de pudricion,
los cuales fueron purificados e identificados. Durante el 2014 en la parcela de
Villa de Comaltittan, se encontré Aspergillus sp. Micheli (Trichocomaceae),
Penicillium sp. Link (Trichocomaceae), Rhizopus sp. Ehrenb (Mucoraceae),
Trichoderma sp. Persoon (Hypocreaceae) con una incidencia de 85% en los
diferentes aislados y Nodulosporium sp. (=Nodulisporium) Preuss (Xylariaceae)
con el 15% de incidencia en los aislados. Durante 2014 y 2015 en las parcela, La
Flor, ubicada en la comunidad de Costa Rica y La playa, de la localidad del mismo
nombre, se aislaron Aspergillus sp., Colletotrichum sp. Corda (Glomerelaceae),
Fusarium sp. Link ex Grey (Tuberculariceae), Lasiodiplodia theobromae (Pat.)
Griffon & Maubl. (Botryosphaeriaceae), Penicillium sp., Trichoderma sp.,
Verticillium sp. Nees (Hypocreaceae) y dos hongos no reconocidos con una

incidencia del 100% en todos los frutos revisados.

Se destaca la ausencia de los hongos, M. roreri; el cual es considerado como el
agente causal de la pudricion de mazorca o moniliasis y del alga Phytophthora
palmivora agente causal de la mancha negra; importantes en diversas regiones

productoras de cacao (Phillips-Mora et al., 2006; Phillips-Mora et al., 2007).
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20.2. Identificacién morfolégica, morfométrica y molecular del hongo
Nodulosporium sp.

En este estudio se registra por primera ocasion la presencia del hongo
Nodulosporium en frutos del cultivo de cacao en Chiapas, México, obtenido en
2014 en cacao cultivado con la variedad criollo, en el municipio de Villa de
Comaltitldn. En México, el género Nodulosporium se ha encontrado en mezquite
(Prosopis laevigata L.) (Fabaceae) en el estado de Puebla (De la Torre-Almaraz
et al., 2009), en el caliz de Flor de Jamaica Hibiscus sabdariffa L. (Malvaceae) en
el estado de Guerrero (Ruiz-Ramirez et al. 2015) y en cacahuananche Gliricidia
sepium (Jacq.) Kunth ex. Walp. (Fabaceae) en el estado de Morelos (Sanchez-
Ferndndez, 2016). En el cultivo de cacao, el género Nodulosporium ha sido
mencionado por Marquez-Davila et al. (2013), aislado de hojas y tallos de cacao

nativo en cuencas del alto amazonas de Peru.

Este hongo en medio PDA presentd un rapido crecimiento, con un llenado de la
caja de Petri (9 cm diametro) en 7 dias, desarrollando una colonia micelial de
color blanquecino y de aspecto algodonoso al principio, 5 dias después de la
siembra se presentd la maduracién de conidios, tornandose de color beige
(similar a lo observado en el tejido enfermo), para posteriormente al séptimo dia,
las colonias maduras de conidios adquirieron una coloracion café-obscura (Fig.
2).
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Figura. 2. Crecimiento radial de Nodulosporium sp., en caja de Petri durante 7
dias.

Presenta hifas poco septadas de color café claro, que en combinacion con el
lactofenol y azul de algoddn se tifien de color azul claro al centro, conidioesporas
en el conidiéforo de forma sarcinada, hialinas alimonadas, que en combinacion
con el lactofenol tomaron un color verde claro. La pared o membrana de la espora
ligeramente amarilla (Fig. 3). Ademas de presentar un olor caracteristico a

musgo.

Figura. 3. Detalle de hifas y esporas de Nodulosporium sp., a 40X.
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La observacion al microscopio digital permitidé observar las estructuras del
micelio, con un tamafio (L= Longitud) de conidios de 117.189-117.589 um, grosor
de hifas que va de 3.675-3.994 pm, grosor de septos de 0.505 pm, largo de
ramificaciones de 34.797-75.848 um, grosor de ramificaciones de 3.194-3.761
pum, esporas de 13.415-23.273 pm en forma poligonal (la periferia) y un area de
12.816-21.666 pm? (A= Area) y un grosor de la membrana de la espora de 1.197-
1.249 pm (Fig. 3y 4).

Figura. 4. Detalle de conidio y ramificaciones de Nodulosporium sp., a 40X.

De pruebas de patogenicidad en follaje se logré recuperar el hongo, el cual fue
aislado del tejido y puesto en medio de cultivo PDA, de este solo se obtuvo
micelio y conglomerados de hifas (picnidios), con una sustancia gelatinosa
(mucosidad) de color naranja claro sobre y en la periferia del conglomerado (Fig.
5).
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Figura 5. Observacion de picnidios de Hypoxylon sp., en medios PDA.

Estas estructuras fueron montadas en porta y cubreobjetos con soluciéon de
lactofenol y azul de algodén, donde se observé al microscopio la formacion de
estromas con esporas, las cuales son de color hialino (nunca se tornaron
obscuras, incluso ante obscuridad durante un periodo de 24 dias), unicelulares,
elipsoides-inequilaterales, con extremos ligeramente mas redondeados, con
abertura germinal alargada (11.5 um) y con presencia de periespora dehiscente
(largo:13.188-14.526 pm; ancho 4.342-5.427 ym) hialina (Fig. 6A,B); estructuras
caracteristicas que con base en las claves de Barnett y Hunter (1999), se
identifica como el género Hypoxylon Bull. (Xylariaceae) teleomorfo de
Nodulosporium, por lo cual ambos estan relacionados; en este sentido Ju y
Rogers (1996), reconocen a Nodulosporium como anamorfo o fase sexual de

varias especies del genero Hypoxylon.
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Figura 6. a). Estroma de Hypoxylon sp., diferenciandose, b). Espora hialina sin

madurar.

Se obtuvo el producto de PCR del ADN del micelio de Nodulosporium y de
picnidios de Hypoxylon; ambos con un producto de 600 pb con los
oligonucleétidos ITS4-ITS5. Se obtuvieron 2 secuencias para Nodulosporiumy 3
de Hypoxylon, para su comparacion en la base de datos del banco de genes del
algoritmo BLAST (NCBI, 2018). La comparacién permitiéo confirmar la identidad
del hongo aislado de frutos de cacao con pudricién y el recuperado en la prueba
de patogenicidad en follaje, revelando a Hypoxylon en las 5 secuencias
homologas en dos aislados en el GenBank, procedentes de Estados Unidos (No.
de acceso: KF496192.1) con una identidad de 100% (Cuadro. 18).

Cuadro 18. Comparacion de secuencias en el banco de genes del NCBI.

Identificacion Total  Valor . Identificacién
Morfolégica Score E ldentidad (%) ~ No. Acceso Molecular
Hypoxylon sp. 501 4e-138 100 KF496192.1 Hypoxylon sp.
Nodulosporium sp. 501  4e-138 100 KF496192.1 Hypoxylon sp.
Nodulosporium sp. 501  4e-138 100 KF496192.1 Hypoxylon sp.
Hypoxylon sp. 501 4e-138 100 KF496192.1 Hypoxylon sp.
Hypoxylon sp. 501 4e-138 100 KF496192.1 Hypoxylon sp.

Primer’s utilizados: ITS4-ITS5
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20.3. Pruebas de Patogenicidad del hongo Nodulosporium sp.

La prueba de patogenicidad con frutos de cacao durante un periodo de 15 dias
de evaluacion demostro ciertos sintomas leves de crecimiento del hongo
inoculado, sin embargo; los frutos de esta prueba provenientes de campo, se
encontraban naturalmente enfermas con pudricién, incluso se observé esta
condicion en los frutos que se utilizaron como testigo inoculado solo con agua
destilada estéril. La infeccién natural bajo las condiciones de laboratorio presento
un crecimiento rapido, lo que indica que el interior del fruto ya se encontraba
invadido antes de la inoculacion. Desde el cuarto dia de inoculacion, de la
infeccion natural se observaron las primeras manchas asimétricas de color café
oscuras y brillantes, posteriormente al octavo dia el fruto se encontraba
completamente cubierta por la mancha con presencia de mezcla de micelios de

colores blanquecinos, naranjas, verdes y café; con pudricion en alta severidad.

La prueba de patogenicidad con follaje mostré sensibilidad al patdégeno a las 24
horas de la inoculacion, con presencia de clorosis sobre la hoja y esta exhibio a
partir del punto de inoculacién un proceso de deshidratacién (desecamiento sin
perder el color verde totalmente) y posteriormente a las 48 horas presento
crecimiento de micelio blanquecino, quedando de esta manera hasta el término
de la prueba, sin cambios (7 dias en total) (Fig. 7). Esta lesidbn se observé
solamente en el 30% de las muestras inoculadas. En el testigo inoculado con
agua destilada estéril no se observé ningun sintoma o lesion por la presencia del
patogeno. En las muestras sintomaticas fue re-aislado el hongo, encontrando
tnicamente al hongo inoculado en forma de picnidios y micelio con conidios,

correspondiendo al teleomorfo de Nodulosporium, identificado como Hypoxylon.

Este resultado indica que Nodulosporium es levemente patogénico en follaje de

cacao, causando clorosis y deshidratacion de la hoja.
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Fig. 7. a y b). Hoja de cacao sin presencia de dafio por Nodulosporium sp.
(Testigo) c y d). Presencia de dafio por Nodulosporium a los 48 horas en follaje

de cacao.

Los géneros Nodulosporium e Hypoxylon se han reportado como fitopatégenos,
ocasionando muerte descendente, pudricién 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). Nodulosporium ademas se ha encontrado provocando
pudricion basal del estipite en palma africana de aceite Elaeis guineensis Jacq.
(Arecaceae) (Mestizo et al., 2012) y pudricion basal en el caliz de Flor de Jamaica
H. sabdariffa (Ruiz-Ramirez et al., 2015).

Por otro lado, el género Nodulosporium se ha asociado como enddfito a diversas
plantas; Collado et al. (2001) lo reportan en corteza del tronco, hojas y ramas
sanas y secas de Quercus ilex L. (Fagaceae). 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 y Cattleya
trianaei (Orchidaceae) y se aislé también de cacahuananche (G. sepium) con
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potencial como antagonista contra hongos y oomicetos (Sanchez-Fernandez,
2016).

Las especies del género Hypoxylon se han reportado como endéfitos en tejidos
de plantas lefiosas o herbaceas (Petrini y Petrini, 1985), asi como saprofitos o
fitopatdgenos débiles en madera de arboles de zonas templadas o tropicales
(Miller, 1961). Para México, este género es el segundo con mayor numero de
especies en la Familia Xylariaceae (San Martin, 1992) con 41 especies
identificadas, 14 registradas para el estado de Chiapas en 7 municipios,
encontradas sobre madera, principalmente en bosque tropical alto perennifolio,
bosque tropical mediano subcaducifolio, bosque tropical bajo caducifolio,
bosques de pino encino y bosque mesdéfilo de montafia (San Martin, 1999).

Reconocer la diversidad de patdégenos asociados al cultivo de cacao es de suma
importancia, debido a que pueden representar una amenaza para el cultivo en un

futuro.

20.4. Antagonismo in vitro de Trichoderma harzianum sobre

Nodulosporium sp.

En el presente estudio de control biolégico del fitopatdgeno Nodulosporium con
el antagonista T. harzianum, este ultimo; no permiti6 el crecimiento del
fitopatdgeno, reduciendo su crecimiento hasta un 69.93%; lo que indica que T.
harzianum al estar en confrontacion ejerce efecto inhibitorio sobre 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 fitopatégeno (Cuadro 19). Con base en la escala de
Bell et al. (1982), T. harzianum, se ubica en la clase 1; el antagonista tuvo
contacto con el fitopatbgeno a las 72 horas, posteriormente este ultimo fue
invadido por T. harzianum, alcanzando cobertura total en el medio de cultivo y

sobrecreciendo al patégeno.
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Cuadro 19. Diametro de micelio, porcentaje de crecimiento y de inhibicion de

Nodulosporium sp., en medio PDA con Trichoderma harzianum a 7
dias de evaluacion.

Diametro de micelio (mm)

. . . %C %I
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.

El género Trichoderma posee buenas cualidades para el control de
enfermedades en plantas causadas por patdgenos fungicos (Gonzalez et al.,
2002). Suarez et al. (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).

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) observd inhibicion
significativa del crecimiento radial de estos patdégenos; lo que nos indica el
potencial de inhibicion de Trichoderma sobre hongos fitopatogenos.

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 fitopatdgeno) (Cuadro 20). En este

sentido, Stefanova et al. (1999) informaron de la presencia de metabolitos no
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volatiles con actividad antifUngica en cuatro aislamientos de Trichoderma y
concluyeron que estos mismos son los responsables de la reduccion del
crecimiento micelial del hongo Phytophthora nicotianae Breda de Haan

(Pythiales: Pythiaceae).

Cuadro 20. 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; ¢gl=3,27; P=<0.0001. *** Indica significancia
contraste valor F a P <0.001.

En los resultados del porcentaje de crecimiento de T. Harzianum vy
Nodulosporium solos y en cultivo dual, se observa que hay diferencias
significativas (P<0.05) con un porcentaje de crecimiento menor del fitopatégeno
en cultivo dual con T. harzianum, inhibiendo al fitopatdégeno significativamente en
69.93% (Cuadro 21); estos resultados indican que T. harzianum exhibe un efecto
antagonico 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; Valencia, 2004;
Kullnig, 2000).

Con base en evaluaciones previas de Papavizas y Lumsden (1980), Lorito et al.
(1993), Herrera 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 inhibicion del crecimiento micelial de otros hongos, no solo
por compartir el mismo sustrato, sino también porque produce antibioticos

(trichodermina, suzukacilina, alameticina, dermadina, penicilina, trichotecenos,
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trichorzianinas) y enzimas (B-1,3-glucanasas, quitinasas, proteasas y celulosas)
degradadoras de la pared celular que juegan un importante papel en el

micoparasitismo.

Cuadro 21. Medias del porcentaje de crecimiento y de inhibicién de Trichoderma
harzianum y Nodulosporium sp., testigos y en cultivo dual en medio
PDA a 7 dias de evaluacion.

Tratamiento Crecimiento (%)*** Inhibicién (%)***
T. harzianum testigo 100.00 a 00.00 b
T. harzianum cultivo dual 100.00 a 00.00 b
Nodulosporium sp. cultivo 30.07b 69.93 a
dual
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; ¢l=3,27; P=<0.0001. *** [ndica
significancia contraste valor F a P < 0.001. CV= Coeficiente de Variacion.

20.5. 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 confrontacién que B. subtilis no permite el buen
desarrollo del hongo, con un crecimiento promedio de 28.13% (Cuadro. 22); e
incluso se pudo observar al noveno dia (se mantuvo para observar el seguimiento
del comportamiento del hongo y la bacteria), que Nodulosporium sp., comenzoé a
decrecer y el micelio tomo una coloracion 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),
sideroforos, 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 fitopatdgenos. La
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actividad antimicrobiana de los LPs tiene lugar por su interaccion con la
membrana citoplasmética de células fungicas, inhibiendo el crecimiento de
microorganismos fitopatégenos, deteniendo la germinacion de esporas de
patogenos e interrumpiendo el crecimiento del tubo germinativo y del micelio y
provocando la formacion de poros y un desbalance osmotico, lo que
desencadena la muerte celular de los microorganismos fitopatégenos (Butt et al.,
1999; Touré et al., 2004; Aranda et al., 2005; Gong et al., 2006).

Cuadro 22. Diametro de crecimiento, porcentaje de crecimiento y de inhibicién 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 2759 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 didmetro 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.
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Cuadro 23. 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. subtilis testigo 23.32 bc
B. subitilis cultivo dual 21.86 c
Nodulosporium sp. cultivo dual 24.37b
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.

Del crecimiento e inhibicion de B. subtilis y Nodulosporium sp., solos y en
confrontacion se encontraron diferencias altamente significativas (P<0.05)
(Cuadro 24), con el menor porcentaje de crecimiento del hongo en cultivo dual y
a su vez el mayor porcentaje de inhibicion en este mismo tratamiento; lo que
indica que B. subtilis tiene un efecto antagonista y permite tener un excelente
control sobre Nodulosporium sp.

Cuadro 24. 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 (%)*** Inhibicién (%)***
Bacillus subtilis testigo 97.37 ab 2.63 bc
Bacillus subtilis cultivo dual 91.27 b 8.73 b
Nodulosporium sp. cultivo dual 28.14 c 71.86 a
Nodulosporium sp. testigo 100.00 a 00.00 c
CVv 5.83 22.21

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

Entre las principales vias por las cuales cepas de B. subtilis evitan el
establecimiento y desarrollo de organismos patégenos, esta determinado por su
perfil bioquimico; existen diferentes mecanismos, que incluyen, la produccion de
una gran variedad de metabolitos biolégicamente activos, con capacidad de

inhibir el desarrollo y crecimiento normal de agentes fitopatdgenos, entre éstos,
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se encuentran los lipopéptidos ciclicos no ribosomales, clasificados en 3
diferentes familias, de acuerdo con su secuencia de aminoacidos y longitud del
acido graso (lturinas, 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).

Evaluaciones realizadas por Villa et al. (2007) con tres cepas de B. subtilis en
cultivo dual frente a los hongos F. solani, F. sporotrichioides y F. oxysporum,
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 rizésfera de plantas
aromaticas, realizaron pruebas 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

antifangicas.

20.6. 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 25). 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).
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Cuadro 25. Medias del diametro de micelio, medias del porcentaje de crecimiento
y de inhibiciébn de Nodulosporium sp., en medio PDA a diferentes

concentraciones del fungicida azoxystrobin a 7 dias de evaluacion.

Concentracion Diametro de micelio (mm) 0 CHe .
Ppm DV DH Dp***

Testigo (0) 86.60 86.60 86.60a 100.00 a 00.00 i
1000 45.13 45.13 45.13b 52.11 Db 47.89 h
1350 43.31 43.15 43.23c 49.92 c 50.08 g
1650 40.82 40.82 40.82d 47.14 d 52.86 f
1950 36.32 36.32 36.32e 4194 e 58.06 e
2600 23.36 23.36 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 Db
3800 1481 1481 14.81i 17.10i 82.90 a

Cv -- -- 3.01 3.00 2.19

DV=Diametro vertical, DH=Diametro horizontal, DP=Diametro promedio.
C=Crecimiento. I= Inhibicion. CV=Coeficiente de Variacién. 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.

Azoxystrobin es un fungicida efectivo para el control de hongos fitopatégenos, 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 inhibicion del 100% de
la germinacion 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 inhibiciébn de 38.75 y 70% del

crecimiento micelial de C. gloeosporioides y Colletotrichum acutatum J. H.
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Simmonds (Glomerellales: Glomerellaceae) respectivamente, a una

concentracion de 95 ppm.

20.7. Inhibicion 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 aumentd la
concentracion de fungicida, correlacionado a su vez en el incremento del

porcentaje de inhibicion (Cuadro 26).

Cuadro 26. Medias del diametro de micelio, medias del porcentaje de crecimiento
y de inhibiciébn de Nodulosporium sp., en medio PDA a diferentes

concentraciones del fungicida clorotalonil a 7 dias de evaluacion.

Concentracion  Diametro de micelio (mm)

Ppm DV DH ) nC vl
Testigo (0) 866  86.6 86.60a  100.00 a 00.00 f
100 21.74 2131 2152b 24.85 b 75.14 e
200 19.56 1956 19.56 b 2257 b 77.41e
350 1581 1581  158lc 18.15¢ 81.85 d
450 15.08 1508  15.08¢ 17.41¢ 82.59 d
650 11.64 1164 11.64d 13.44 d 86.56 C
850 1201 1201 12.01d 13.87 d 86.13 ¢
950 783  7.83 7.83e 9.04 e 90.96 b
1000 5.00  5.00 5.00 f 5.77 f 94.23 a
CV - - 7.01 7.01 2.34

DV=Diametro vertical, DH=Diametro horizontal, DP=Diametro promedio.
C=Crecimiento. I= Inhibicion. CV=Coeficiente de Variacién. 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.

La efectividad del fungicida clorotalonil, se debe a la accion que este producto
ejerce sobre hongos fitopatdgenos, e interviene en la sintesis de las enzimas y

provoca que el hongo no se desarrolle y muera (Thomson, 1997) e inhibe la
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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 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).

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 fitopatdbgenos como Monilinia honey
(Sclerotiniaceae). Mogollon y Castafio (2012), evaluaron el efecto in vitro de
inductores de resistencia y encontraron que el fungicida clorotalonil es efectivo e
inhibe totalmente el desarrollo de la sigatoka negra Mycosphaerella fijiensis
Morelet (Mycosphaerellaceae).

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

El fungicida tiabendazol present6 un efecto altamente significativo sobre el hongo
Nodulosporium sp., inhibiendo totalmente el crecimiento micelial del hongo, y es
importante sefalar que se produjo la inhibicién 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, 27). Este fungicida ejerce una accion sistémica y de contacto
a concentraciones bajas, los benzimidazoles inhiben la elongacion del micelio y
a altas acttan 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
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es debida al efecto sobre los microtibulos. La inhibicion de la formacion de
microtubulos trae, como consecuencia, la ausencia de division celular,
produciéndose ademas una desorganizacion citoplasméatica de tipo general
(Danaher et al., 2007).

Cuadro 27. Medias del diametro de micelio, medias del porcentaje de crecimiento
y de inhibicién de Nodulosporium sp., en medio PDA a diferentes
concentraciones con el fungicida tiabendazol a 7 dias de evaluacion.

Concentracion  Diametro de micelio (mm)

**k*% **k%k
Ppm DV DH 0ol %C ol

Testigo (0) 86.6 86.6  86.6a 100.00 a 00.00 ¢
0.5 1231 1231  12.31bD 14.21 b 85.78 b
1 1213 1213 12.13b 14.01 b 85.99 b
2.5 5 5 5.0 ¢ 5.77 ¢ 94.23 a
5 5 5 5.0¢ 5.77 ¢ 94.23 a
10 5 5 5.0 ¢ 5.77 ¢ 94.23 a
20 5 5 5.0¢ 5.77 ¢ 94.23 a
40 5 5 5.0 ¢ 5.77 ¢ 94.23 a
60 5 5 5.0¢ 5.77 ¢ 94.23 a

cV - - 4.88 4.88 1.08

DV=Didmetro 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

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 Schiltdl. 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 inhibicién en concentraciones de 1,2y 4 ppm.
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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 inhibicién
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 accibn de los fungicidas azoxystrobin, clorotalonil y
tiabendazol adicionados en medio PDA. No obstante, de estos tres; el
tiabendazol fue méas 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 25, 26 y 27).

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 28), corroborando la
efectividad del tiabendazol con la Clso mas baja, seguido por clorotalonil y

azoxystrobin.

Cuadro 28. 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

Ppm=partes por millén, Clso= Concentracion inhibitris del 50% del crecimiento,
Clgoo= Concentracion inhibitris del 90% del crecimiento.
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CONCLUSIONES

La regién estudiada del Soconusco, Chiapas, México presenta una alta incidencia
y severidad de pudricion de frutos del cultivo de cacao; influenciada por la alta

precipitacion.

No se detectaron Moniliophthora roreri y Phytophthora palmivora, dos de los
principales agentes causales de pudricion de fruto de cacao para la region

cacaotera del Soconusco, Chiapas.

Se registra la presencia del hongo Nodulosporium sp., y se identifca el teleomorfo

Hypoxylon en cacao para el estado de Chiapas.

Nodulosporium es levemente patogénico en follaje de cacao, causando clorosis

y deshidratacién de la hoja.

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.
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