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Resumen

La antracnosis es una enfermedad de gran relevancia en la produccién citricola, ya que
puede generar pérdidas de hasta un 70 %, constituyéndose como el principal problema
fitosanitario en el cultivo de limoén. Actualmente, su control se basa en el uso de fungicidas
quimicos, cuyo empleo ha generado preocupacion debido a los posibles efectos
negativos en el ecosistema y en la salud humana. En este contexto, la presente
investigacion se enfoca en el aislamiento y evaluaciéon de cepas de Trichoderma
provenientes de zonas tropicales, con el objetivo de analizar su efecto in vitro sobre
Colletotrichum acutatum, hongo responsable de la antracnosis en el limén persa. Para
ello, el patogeno fue aislado a partir de flores con sintomas caracteristicos de la
enfermedad, se implementaron cinco tratamientos, incluido un testigo absoluto, cada uno
con cuatro repeticiones. Las variables evaluadas incluyeron la capacidad de colonizacion
de Trichoderma sobre el patégeno, asi como la produccion de metabolitos volatiles y no
volatiles. Los resultados obtenidos sefialan que algunas cepas de Trichoderma
presentaron un alto potencial para reducir el crecimiento de C. acutatum. En particular,
Trichoderma harzianum destacé por su alta capacidad de colonizacion sobre
Colletotrichum (69.75%), mientras que Trichoderma longibrachiatum mostro resultados
favorables en la inhibicién del patogeno (71.04 %) y la produccidén de metabolitos volatiles
y no volatiles inhibiendo el patégeno durante los primeros dias, Estos hallazgos sugieren
que estas cepas de Trichoderma podrian representar una alternativa viable para el
control bioldgico de la antracnosis, reduciendo la dependencia del uso de agroquimicos.

Palabras clave: Trichoderma, antracnosis, limén Persa, Colletotrichum acutatum



Abstrac

Anthracnose is a highly relevant disease in citrus production, as it can cause losses of up
to 70%, constituting the main phytosanitary problem in lemon cultivation. Currently, its
control is based on the use of chemical fungicides, the use of which has generated
concern due to the possible negative effects on the ecosystem and human health. In this
context, the present research focuses on the isolation and evaluation of Trichoderma
strains from tropical areas, with the aim of analyzing their in vitro effect on Colletotrichum
acutatum, the fungus responsible for anthracnose in Persian lemon. To do this, the
pathogen was isolated from flowers with characteristic symptoms of the disease, five
treatments were implemented, including an absolute control, each with four repetitions.
The variables evaluated included the colonization capacity of Trichoderma on the
pathogen, as well as the production of volatile and non-volatile metabolites. The results
obtained indicate that some Trichoderma strains had a high potential to reduce the growth
of C. acutatum. In particular, Trichoderma harzianum stood out for its high colonization
capacity on Colletotrichum (69.75%), while Trichoderma Ilongibrachiatum showed
favorable results in the inhibition of the pathogen (71.04%) and the production of volatile
metabolites, and non-volatile ones inhibiting the pathogen during the first days. These
findings suggest that these Trichoderma strains could represent a viable alternative for
the biological control of anthracnose, reducing the dependence on the use of
agrochemicals.

Keywords: Trichoderma, anthracnose, Persian lemon, Colletotrichum acutatum



1 Introduccién

El cultivo de limén es uno de los mas relevantes en el ambito agricola a nivel mundial
debido a su alta demanda en mercados internacionales. México, reconocido como uno
de los principales productores y exportadores de esta fruta, desempefia un papel
fundamental en el suministro global, de tal manera que en el afo 2023 se estimd una
produccion de 1,634,224.97 toneladas, Permitiendo asi ganancias valoradas en
12,536,410.58 millones de pesos (SIAP, 2023). El limén es el segundo citrico mas
importante en nuestro pais, tanto por su consumo en fresco como por su uso industrial
(SAGARPA, 2016). Sin embargo, la produccién de limén enfrenta diversos desafios que
pueden comprometer su rentabilidad, entre estos factores destacan las plagas y
enfermedades, que no solo disminuyen la calidad y cantidad del producto, sino que
también incrementan significativamente los costos de produccion

La antracnosis en México es una de las enfermedades mas importantes que atacan
especies de citricos, es causada por un hongo del género Colletotrichum que afecta
hojas, rama, flor y fruto por el hongo Colletotrichum, el cual se presenta durante la época
de lluvias (INIFAP, 2018) (Guarnaccia et al., 2017). El cual es un modelo biolégico de
interés por sus caracteristicas de facil aislamiento, rapida multiplicacién, y cortos
periodos de incubacion (Santos, 2004). Su impacto directo en la produccion, en los
ultimos afos ha cobrado gran importancia, llegando a ocasionar pérdidas hasta de un
70% (Bayer, 2018). Donde representa miles de pesos anuales en perjuicios,
particularmente son un problema serio en regiones con caracteristicas de clima tropical
y subtropical (Bayer, 2018). Las condiciones climaticas y geograficas propician el
desarrollo y propagacion de este patégeno, exacerbando el problema, pese a que se
usan diferentes tacticas para su manejo (Agrios, 2005). El uso de agroquimicos durante
todo el ciclo del cultivo se hace manera exhaustiva. El método mas utilizado para
controlar esta y otras enfermedades es el quimico, con resultados efectivos, pero con
efectos residuales por la acumulacion de sustancias toxicas en cuerpos de agua, suelo,
plantas y animales (Miller & Johnson, 2000).

El desarrollo e implementacion de soluciones como el manejo biolégico con organismos
benéficos, el uso de extractos vegetales, y la aplicacion de practicas culturales

adecuadas constituyen un enfoque integral para controlar la enfermedad de manera



eficiente. Estas medidas, no solo favorecen la productividad agricola, sino que también
contribuyen a la sostenibilidad del cultivo en regiones como Veracruz, donde las
condiciones locales representan un desafio constante para los agricultores (INIFAP,
2018).

La enfermedad antracnosis es causada por hongos del género Colletotrichum spp., es el
principal problema fitosanitario que afecta los tejidos jovenes de arboles de limoén. La
presencia representa un factor clave que reduce la productividad de esta especie citricola
en areas donde las lluvias constantes coinciden con el surgimiento de brotes vegetativos,
la floracién y las etapas iniciales del desarrollo de los frutos (Bayer, 2018).

En la agricultura organica se utilizan alternativas como los extractos vegetales porque
garantizan el equilibrio de los ecosistemas y la inocuidad de los productos alimenticios
(Orozco at al, 2010). Aunque en los ultimos anos aumenté el uso de hongos
biocontroladores como Trichoderma, esto debido a su éxito en el control de
fitopatogenos, como hongos y nematodos (Martinez-Canto, 2022). Por otra parte, el uso
de esta solucidn natural no es solo un acto de respeto con el entorno, sino también una
de las acciones mas efectivas contra otros hongos fitopatégenos (Koppert, 2018). El éxito
de las cepas de Trichoderma como agentes de control biolégico se debe a su alta
capacidad reproductiva, habilidad para sobrevivir bajo condiciones ambientales
desfavorables (INTAGRI, 2017). Las distintas especies de Trichoderma emplean diversos
mecanismos de control, entre los que se incluyen la competencia directa por espacio y
nutrientes, la generacion de metabolitos con actividad antibiotica y la inhibicion de las
enzimas producidas por los agentes patéogenos, cabe sefalar que, al reemplazar
agroquimicos sintéticos por microorganismos benéficos, el productor ahorra en sus

costos de produccion (Chiriboga, 2015).



2 Objetivos

2.1 Objetivo general
Evaluar in vitro el efecto de cepas de Trichoderma aisladas de zonas tropicales en el
desarrollo de la enfermedad causada por Colletotrichum acutatum SGO en un cultivo de
limén Persa, en Veracruz, México.

2.2 Objetivo especifico
1. Aislamiento e identificacion a nivel de género de Trichoderma aislado de zonas

tropicales con potencial para el manejo de Colletotrichum acutatum asociado a
antracnosis en Limon Persa.

2. Evaluar la actividad antagonica por parasitismo in vitro de cepas aisladas de zonas
tropicales, para el control de Colletotrichum acutatum asociado a antracnosis en
Limon Persa.

3. Evaluar la actividad antagénica in vitro por antibiosis (metabolitos volatiles y no
volatiles) de cepas de Trichoderma aisladas de zonas tropicales, para el control

de Colletotrichum acutatum asociado a antracnosis en Limoén Persa.

3 Hipétesis
La presencia de los mecanismos de accidon de alguna de las cepas de Trichoderma
aisladas de zona tropicales evaluadas en bioensayos in vitro tendran un efecto en contra

del desarrollo de Colletotrichum acutatum causante de antracnosis en flores en el cultivo

de limoén Persa en Veracruz, México.

4 Revision de Literatura

4.1 Generalidades del cultivo

Ellimon persa (Citrus latifolia Tanaka), también conocido como limén Tahiti, limon pérsico
o limén sin semilla, es una fruta que presenta colores que varian entre verde, verde
oscuro, verde alimonado y amarillo, dependiendo de su grado de maduracion. Su forma
es ovalada o globosa y contiene una pulpa jugosa, acida y fragante, dividida en 9 a 12
gajos, con una cobertura delgada. Las dimensiones del limdn persa oscilan entre 5.5y 7
cm de largo, y entre 4.7 y 6.3 cm de diametro, lo que lo hace ligeramente mas grande

que el limén mexicano. La adaptacion de este cultivo a las condiciones climaticas de



México, en particular en las zonas citricolas, ha propiciado su preferencia debido a su
caracteristica de no contener semillas. Su alto contenido de vitaminas C y B, asi como
sus propiedades antibacterianas y antivirales, lo convierten en un fruto de gran

importancia y atractivo para la poblaciéon mexicana.

4.1.1 Origen

El origen del limoén persa (Citrus latifolia) se remonta a un cruce hibrido entre el limén
verdadero (Citrus lemon) y la lima (Citrus aurantiifolia). Se cree que el limén Persa fue
desarrollado en el Sureste Asiatico y luego introducido en otras regiones, donde su cultivo
se expandio gracias a su resistencia, tamafio y sabor (Gobiero de Mexico, 2018).

El limon Persa fue introducido a México a finales del siglo XIX. Aunque no hay una fecha
exacta documentada para su llegada, se estima que su cultivo se comenzé a establecer
en el pais alrededor de 1880. México adoptd este cultivo a gran escala, especialmente
en estados como Veracruz, Michoacan y Oaxaca, convirtiendose en uno de los
principales productores y exportadores de limon persa en el mundo (Gobiero de Mexico,
2018).

4.1.2 Morfologia

El limén persa es un arbol de tamafio relativamente pequefo su copa es redonda, densa
y simétrica, y pueden crecer hasta una altura de 6 a 7 metros (Martinez, 2020), aunque
para facilitar su mantenimiento y cosecha, se recomienda mantenerlo en un rango de 3
a 4 metros en plantaciones comerciales (INIFAP, 2018).

El sistema radicular es profundo y extenso, las raices tienen un color blanco, con una
gran cantidad de pelos radiculares, que alcanzan zonas profundas (Martinez, 2020). Se
ha documentado que el 80 % de las raices de las plantas de lima acida Tahiti de
diferentes portainjertos se encuentran en los primeros 60 cm de profundidad (Vanegas,
2002). Por lo que es ideal para absorber agua y nutrientes en suelos bien drenados.

El tronco del limén Persa es recto y robusto, con una corteza rugosa de color marrén
grisaceo, con copa de tipo ovoide (la forma de la copa esta influenciada por el
portainjerto) (Martinez, 2020). Las ramas, aunque pueden ser espinosas, tienden a
crecer de manera dispersa, lo cual facilita una buena circulacién de aire y luz en el

interior.



Las hojas son perennes, unifoliadas, enteras, elipticas, pecioladas, alternas, y separadas
por entrenudos de 8,2 a 26,8 mm de largo y en angulo axilar de 40 a 50 grados (Martinez,
2020). Con bordes ligeramente dentados. Son de un color verde intenso y presentan una
textura coriacea. En su superficie, contienen glandulas que liberan aceites esenciales,
responsables del caracteristico aroma citrico (Martinez, 2020).

Las flores, conocidas como "azahares," son blancas, fragantes, y tienen cinco pétalos y
numerosos estambres, es hermafrodita y posee una conformacion que facilita la
polinizacion, incluso sin la accion de agentes polinizadores (Martinez, 2020). Suelen
aparecer en primavera, desempefiando un papel fundamental en la polinizacién y el
desarrollo del fruto.

El fruto del limén Persa puede tener forma ovalada, oblonga o levemente eliptica, con un
apice ligeramente deprimido, y estan coronados por una cicatriz estilar corta en forma de
pezdn, tersa y con numerosas glandulas hundidas (Vanegas, 2002). Las dimensiones de
este limon oscilan entre 5.5y 7 cm de largo, y entre 4.7 y 6.3 cm de diametro, su peso
promedio oscila entre 70 y 90 g, pero pueden llegar a obtenerse frutos de mas de 100 g
(Martinez, 2020), La cascara del limon Tahiti es de color verde intenso hasta que madura
y se torna a amarillo palido, mientras que la pulpa tiene un color amarillo verdoso cuando
madura, usualmente no tiene semilla (INTAGRI, 2018), lo que la hace ideal para diversos

usos comerciales y gastrondmicos.

4.1.3 Clasificacion Taxonémica

La siguiente informacién taxondémica proviene del banco de datos de plantas del Jardin
Botanico de Missouri, EE. UU. (Missouri Botanical Garden, 2019).

Cuadro 1Taxonomia de Limon Persa por Jardin Botanico de Missouri, EE. UU.

Taxonomia
Reino: Plantae
Clase: Equisetopsida
Subclase: Magnoliidae

Superorden: Rosanae



Orden: Sapindales

Familia: Rutaceae
Género: Citrus
Especie: Citrus x latifolia Tanaka

4.1.4 Usos e Importancia

El limén persa se posiciona como el segundo citrico mas importante en nuestro pais
(Gobierno de Mexico, 2018). Su amplia variedad de aplicaciones en el consumo ha
permitido su integracion en la gastronomia e industria mexicana. Se utiliza no solo en su
forma fresca para la preparacion y coccion de alimentos, sino también como elemento
decorativo en la presentacion de los platillos. En el ambito industrial, su uso se centra en
la extraccion de zumo para la elaboracion de jugos, jaleas, bebidas, salsas y dulces.
Asimismo, se emplea en la obtencidn de aceites esenciales y aromas citricos para
diversas aplicaciones. Por su fuerte poder antigripal y antiviral, el limén es un producto

importante para la salud humana (SIAP, 2023).

4.1.5 Produccion en México

En México, la produccion de limén persa en el afo 2023 se estimé en 1,634,224.97
toneladas, alcanzando un rendimiento promedio de 15.27 unidades por hectarea. Este
volumen de produccion generd ganancias valoradas en 12,536,410.58 millones de
pesos, segun datos del Sistema de Informacion Agroalimentaria y Pesquera (SIAP,
2023). De acuerdo con la estacionalidad de la produccion de limén en el pais, los meses
de mayor produccién son de agosto a octubre, durante los cuales se genera el 35% de
la produccion total, (Canela, 2020). Veracruz se destaca como el principal productor de
limén persa en México. En 2021, contaba con aproximadamente 51,902 hectareas
dedicadas a este cultivo, lo que representaba una parte significativa de la produccién

nacional (Agroproductores, 2022).
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Figura 1 Principales Estados productores de limon Persa en México.

México se posiciona como uno de los principales exportadores de limon persa a nivel
global, destacandose en mercados internacionales como Estados Unidos, Canada,
Europa y Asia.

Cuadro 2 Volumen de produccion de limén Persa en las principales entidades de México
(SIAP, 2023).

Rank Entidad Produccién Rendimiento
Federativa (Toneladas) (udm/ha)

Total, Nacional 1,634,224.97 15.27
1 Veracruz 866,888.50 16.53
2 Oaxaca 211,126.10 13.34
3 Yucatan 107,553.29 22.02
4 Jalisco 94,774.91 18.04
5 Tabasco 90,380.60 12.51
6 Puebla 43,416.62 15.12
7 Quintana Roo 42,141.44 11.06
8 Michoacan 34,651.09 11.06




9 Nayarit 32,914.75 12.28
10 Sinaloa 22,040.77 16.45
Resto 88,336.90 16.18

Actualmente se satisface 100% de los requerimientos nacionales con produccion interna;
asimismo, las importaciones mundiales han aumentado 54.76% en la ultima década. Lo
que ha generado un aumento en las exportaciones mexicanas principales con destino a
Estados Unidos, paises bajos y reino unido (SAGARPA, 2016).

Se estima que para el afio 2030 habra un aumento del 24% en la demanda mundial de
limén, mientras que México podria incrementar su capacidad de produccién en un
23.37%. En este contexto, Estados Unidos, Alemania y Francia se perfilan como algunos

de los principales mercados para exportacion, esto segun datos de (SAGARPA, 2016).

4.1.6 Contenido Nutritivo

El limoén persa es una variedad que comparte muchas de las propiedades nutricionales
de otros citricos y se destaca por su elevado contenido antioxidantes y bajo aporte
caldrico. Su perfil nutricional lo convierte en un alimento ideal para fortalecer la salud y
mejorar la digestion. Este fruto es reconocido como uno de los alimentos curativos por
excelencia, por su alto contenido en vitamina C y flavonoides, ayudan a reforzar el
sistema inmunoldgico aumentando las defensas de tu organismo (Vanguardia, 2022),
con un contenido de jugo de 45-55% por volumen (S. E. Malo, 2019). Por otra parte, su
consumo ayuda a reducir el riesgo de enfermedades cardiovasculares y promover la
salud de la piel.

Cuadro 3 Valor nutricional de limén Persa (por 100g) (Vanguardia, 2022).

Componente Valor Componente Valor Componente Valor Componente Valor

Calorias 22 Grasas 0.2g Sodio 1 mg Potasio 103
mg
Hidratos De 79 Fibra 03¢ Azucares 25¢g Proteinas 049

Carbono




VitaminaC  38.7 Calcio 6 mg Magnesio 6 mg Acidos

mg

6%

4.1.7 Manejo Agronémico

La gestion agronomica eficiente es clave para asegurar tanto la productividad como la
sostenibilidad del cultivo. Este enfoque se basa en la implementacién de practicas
integrales que mejoran las condiciones del cultivo, reducen la incidencia de
enfermedades y potencian tanto el rendimiento como la calidad de los frutos.

Poda. Para el cultivo de limon Persa se manejan 4 tipos de poda basicos que se llevan

a cabo en base a la etapa en la que se encuentre.

1. Poda de Formacién. Se lleva a cabo en los primeros 2 o 3 afios de la plantacién
(INTAGRI, 2016). Se efectua para darle forma y resistencia mecanica al arbol. Esta
poda consiste en despuntar la planta a unos 10 centimetros, para estimular la
brotacion lateral de las yemas; (Vanegas, 2002)

2. Poda de Desarrollo. Es fundamental realizar esta poda de manera oportuna para
prevenir un crecimiento excesivo del follaje y evitar el retraso en la fructificacion. Se
limita a eliminar los “chupones” o hijos del patron (Vanegas, 2002).

3. Poda de Fructificacion. Cuando la plantacion es adulta, se persigue mejorar la
sanidad de la copa y principalmente, recuperar el follaje perdido, lo cual esta
relacionado con la cantidad y tamano del fruto. También mejora la penetracion de luz,
mejorando la calidad del fruto por su color (Vanegas, 2002). EI momento oportuno
para esta poda es despueés del periodo invernal y cosecha, pero antes de la -oracion
y cuajado de frutos (INTAGRI, 2016).

4. Poda de Limpieza. Se efectua después de la cosecha y sirve para eliminar las ramas
secas, rotas (Vanegas, 2002). Por otra parte, este tipo de poda persigue un aspecto
fitosanitario al eliminar ramas secas, quebradas, enfermas o infestadas por alguna
plaga. Es realizada manualmente, teniendo como propdsito evitar la incidencia de
plagas y enfermedades (INTAGRI, 2016).

5. Poda de Renovacion. restaura la capacidad productiva eliminando ramas viejas y se

estimula el crecimiento de nuevos brotes dando mas vida util al cultivo y aumentando



la produccion, se utiliza solo en arboles viejos que han tenido una reduccién
progresiva en su productividad (INIFAP, 2016).
Fertilizacion. E| establecimiento de una estrategia de fertilizacion adecuada es
fundamental para garantizar el crecimiento y desarrollo éptimo. Esta estrategia debe
basarse en analisis detallados de suelo y agua, lo que permite identificar y equilibrar los
nutrientes necesarios segun las necesidades especificas del cultivo.
De acuerdo con datos de (INIFAP, 2018) la dosis recomendada de fertilizante
(Kg/arbol/afio) para arboles de limén mexicano en produccion considerando la edad y
densidad de plantacion se presentaria de la siguiente manera.

Cuadro 4 Dosis de fertilizacién (Kg/arbol/afio) para el cultivo del limén Persa.

Edad de arboles (afios)
Arboles 2a4 5a8 9 0 mas

por

hectarea
N P204 K20 N P204 K20 N P204 K20
100 0.9 055 045 140 060 060 150 065 0.65
120-190 0,8 040 045 115 054 054 130 060 0.60
200-300 0.7 0.30 0.3 080 040 040 090 045 045
Mas de 0,6 028 028 038 038 038 070 035 0.35
300

Los programas de fertilizacidén varian segun el sistema de produccién utilizado, como los

sistemas tradicionales, de riego por goteo o intensivos. Estas estrategias deben
adaptarse a las condiciones especificas del manejo del cultivo, optimizando el uso de los

recursos para maximizar la productividad y la sostenibilidad (INIFAP, 2016)

4.1.8 Etapas De Desarrollo

El desarrollo del limonero, al igual que el de otros arboles frutales, se compone de varias
etapas que abarcan desde la floracién hasta la recoleccion de los frutos, tenerlas en
cuenta ayuda a incrementar la produccién de este citrico (Agroproductores, 2022).

Brotacion en el cultivo de liméon esta estrechamente vinculada con las distintas

estaciones del ano. Sin embargo, en las zonas tropicales, se ha observado que este



proceso puede ocurrir varias veces a lo largo del afo (Agricultura, 2024). Durante la
brotacion, el arbol desarrolla nuevas hojas y brotes, lo que contribuye a mejorar la
eficiencia de la fotosintesis. En esta etapa, el cultivo requiere un suministro elevado de
nutrientes, indispensables para la formacion y desarrollo de los nuevos tejidos.
Desarrollo vegetativo Después de la brotacion, el arbol de limén entra en la fase de
desarrollo, durante esta etapa, la planta desarrolla su estructura foliar y ramas
(Agricultura, 2024). Por lo tanto, el arbol requiere un suministro constante de agua y
nutrientes, ya que se prepara para la proxima fase reproductiva.

Floracidn representa una etapa fundamental para la fructificacion, las flores deben
protegerse de condiciones adversas, asi como el ataque de plagas y enfermedades es
esencial una buena polinizacién para asegurar la formacién de frutos (Agricultura, 2024).
Durante este periodo, la demanda de agua y nutrientes incrementa significativamente
para asegurar un desarrollo 6ptimo y una floracién abundante.

Maduracion Es importante monitorear y controlar plagas y enfermedades, asi como
mantener un riego adecuado para el desarrollo 6ptimo (Agricultura, 2024), una vez al
alcanzado el tamafio optimo del fruto se llega finalmente a la cosecha para colectarse
tomando en cuenta parametros como color, tamafio y acidez necesaria para los

diferentes mercados de distribucion.

4.1.9 Condiciones Edaficas

Clima. El cultivo de limén se desarrolla éptimamente en climas calidos y humedos,
requiriendo temperaturas diurnas que oscilen entre los 23 °C y 30 °C, mientras que
durante la noche deben mantenerse cerca de los 15 °C, La temperatura influye en el
desarrollo del cultivo a tal grado que varia el tiempo de la floraciéon hasta la maduracion
del fruto segun la condicion de temperaturas de cada region, mientras que en climas
calidos el tiempo se acorta, en climas mas frescos se alarga (INTAGRI, 2018).

Suelo. Constituye un factor crucial en el establecimiento de cultivos, el limén se
desarrolla de manera 6ptima en suelos con textura franco-arenosa o franco-arcillosa, al
igual que la mayoria de los citricos, se favorece su desarrollo en suelos con un pH que
oscile entre 6.0 y 7.5, rango que asegura condiciones éptimas para el crecimiento y la
calidad del cultivo, en suelos calcareos con pH elevado pueden provocar severas

deficiencias de micronutrientes en los arboles, principalmente deficiencias de



manganeso (Mn) y zinc (Zn) (INTAGRI, 2018), se recomienda establecer el cultivo en
suelos con una profundidad minima de 60 cm, lo que favorece un anclaje sdélido y una
eficiente absorcién de nutrientes.

Luz. Una actividad vital para el cultivo que va dependiendo de la etapa en la que se
encuentre, asi como la cantidad de fruta que se esté produciendo; sin embargo, la
cantidad de luz que recibe la planta es importante para la formacién de yemas florales
(INTAGRI, 2018).

Riego. Las precipitaciones que se necesitan al establecer limén persa son de alta
demanda para poder llevar a cabo todas las funciones fisiolégicas y metabdlicas
necesarias, donde regiones con precipitaciones del orden de los 400 a 1,200 mm anuales
son Optimos para el limén persa. (INTAGRI, 2018). El estrés hidrico sin tratamiento puede
inhibir la floracion y, de manera indirecta, adelantar la maduracion de los frutos, lo que
da como resultado frutos de menor tamafo y contenido interno. Si el cultivo se establece
en zonas con baja precipitacion, es recomendable implementar sistemas de riego para
suplir adecuadamente la demanda hidrica.

Viento. se recomienda establecer huertas de limon en donde la velocidad del viento es
mayor a 20 km/h, ya que puede provocar caida de hojas y flores, asi como roce de frutos
con ramas, afectando la calidad de los frutos y su aceptacién en el mercado. En areas
donde los vientos son fuertes deben establecerse cortinas rompevientos para

contrarrestar el efecto adverso de este fendmeno natural. (INTAGRI, 2018).

4.1.10 Plagas y Enfermedades
Plagas

El cultivo del limoén Persa (Citrus latifolia) es vulnerable a multiples plagas que pueden
comprometer su desarrollo, reducir su rendimiento y deteriorar la calidad de sus frutos.
Estas plagas no solo ocasionan dafos directos en el arbol y la produccion, sino que
también pueden favorecer la proliferacion de enfermedades secundarias. A continuacion,
se describen algunas de las principales plagas que afectan este cultivo.

Arana roja (Tetranychus urticae), esta plaga ataca principalmente el follaje y frutos, es
de importancia en los estados de Colima, Michoacan, Oaxaca, Guerrero y Jalisco, se
encuentra presente en épocas secas que puede ocasionar dafos al follaje y frutos de los

arboles afectando la produccion y calidad de los frutos, en las hojas se presentan



pequefias areas de tejido decolorado y una fina telarafia. Los dafos severos en las hojas
se caracterizan por la presencia de tejido deforme y defoliacion del arbol, asimismo, el
fruto puede dafarse presentando areas de color gris claro a plateado. (Gobierno de
Mexico, 2021)

Minador de hoja (Phyllocnistis citrella), plaga de importancia econdmica baja a media,
presente en el cultivo de limdn, su dafio es significativo en plantaciones jévenes y en los
viveros. Su estado inmaduro se alimenta de las hojas tiernas y forma canales o galerias
hasta cubrir toda la hoja (Gobierno de Mexico, 2021).

Trips (Frankliniella occidentalis) este se encuentra en las flores mientras que
el Scirtothrips dorsalis, también conocido como trips del chile, es especialmente
problematico, ya que puede causar dafnos importantes en los cultivos de lima persa al
alimentarse de las hojas jovenes y los frutos. (Koppert, 2024), puede llegar a afectar la
calidad de la fruta y causar un lento crecimiento y una mala distorsion de hojas.
Cochinillas y escamas: Estos diminutos insectos estan cubiertos de una sustancia
cerosa, parecida al algodén, que les proporciona proteccion y dificulta su control
(Koppert, 2024), succionan la savia permaneciendo fijos en su mayoria sobre las hojas,
tallos y ocasionalmente en las raices. Retardan el crecimiento y la formacion de las
plantas jovenes, reducen la produccion, las ramitas afectadas pueden quebrarse con el
peso de los frutos. Pueden ocasionar la muerte de la rama e incluso de la planta
(Vanegas, 2002), ademas, segregan liquidos azucarados lo cual atrae a otros insectos.
Pulgones (Aphis gossypii, Toxoptera citricida, Aphis spiraecola) Estos afidos pueden
transmitir organismos patdgenos, particularmente virus como el de la tristeza de los
citricos (CTV) que ocasiona pérdidas en la produccién y en cepas agresivas puede
causar la muerte de los arboles de la lima persa. (Koppert, 2024), se alimentan al
succionar la sabia del envés de las hojas, causando la reduccién en el proceso de
fotosintesis.

Psilido asiatico de los citricos (Diaphorina citri), es un insecto que se alimenta
preferentemente de tallos y hojas tiernas secretando grandes cantidades de mielecilla 'y
una sustancia cerosa de color blanco. (Gobierno de Mexico, 2021). Sin embargo, la

mayor preocupacion asociada al psilido asiatico de los citricos (Diaphorina citri) es su



papel como vector de una enfermedad llamada Huanglongbing (HLB), también conocida
como enverdecimiento de los citricos (Koppert, 2024).

Mosca prieta (Aleurocanthus woglumi), plaga secundaria presente en los estados de
Oaxaca, Morelos, Chiapas, Quintana Roo, Yucatan y Baja California Sur. Los dafios que
provoca se deben a la succién de los nutrientes de la hoja, lo cual debilita las plantas,
ademas, la excrecion de la mosca propicia el desarrollo del hongo fumagina, lo cual
ocasiona dafios a los brotes por lo que los frutos no alcanzan el tamafo normal (Gobierno
de Mexico, 2021).

Hormigas Existen ciertos tipos de hormigas que pueden llegar a convertirse en una
plaga para el cultivo de limén ya que son atraidas por la melaza dulce que segregan los
insectos que se alimentan del arbol. Esta relacion mutualista entre hormigas e insectos
que se alimentan de savia puede provocar mayores infestaciones y dafos en la lima
persa. Ademas, las hormigas pueden construir nidos cerca de los arboles, perturbando
potencialmente el sistema radicular y afectando a la salud general de la lima persa.
(Koppert, 2024).

Enfermedades

El cultivo de limén es vulnerable a diversas enfermedades vegetales que, si ho son
tratadas oportunamente, pueden afectar significativamente tanto la produccién como la
calidad del fruto. La presencia de patdgenos fitosanitarios puede comprometer el
desarrollo del arbol, reduciendo su rendimiento y generando pérdidas econémicas en el

sector agricola.

Gomosis o pudricién del pie es causada por el patégeno Phytophthora spp, afecta la
raiz, tronco y ramas, puede llegar a causar muerte en algunos arboles si no se trata a
tiempo. El desarrollo del hongo produce goma de color ambar, la que brota en las
rajaduras, cuando el tronco es anillado, se impide la traslocacion de nutrientes y en ese
momento muere la planta. (Vanegas, 2002).

Huanglongbing (HLB) es una enfermedad que esta asociada a una bacteria
(Candidatus Liberibacter spp.) y es transmitida por el psilido asiatico de los citricos

(INIFAP, 2018). En arboles con sintomas del total de su copa se reduce hasta en un 40



a 60% el rendimiento de fruta. No se han observado sintomas de HLB en frutos que
comprometan su comercializacion (INIFAP, 2018). Causa amarillamiento asimétrico en
sus hojas, frutos deformes de tamafo pequefio y con maduracion desigual, actualmente
esta presente en 24 estados del pais, y es actualmente reconocida como la enfermedad
mas devastadora a nivel mundial que representa un problema fitosanitario grave en la
citricultura (Gobierno de Mexico, 2021), asi mismo, su transmision se apoya mediante un
vector, el psilido asiatico de los citricos (Diaphorina citri) y mediante injertos con yemas
infectadas y/o movilizacion de material vegetativo, por lo que existe riesgo constante de
dispersion (Gobierno de Mexico, 2021). En definitiva, es una de las enfermedades mas
importantes en cultivo de limon Persa.

Antracnosis es un hongo del género Colletotrichum que afecta hojas, rama, flor y fruto,
existen muchas especies de este hongo (Guarnaccia et al., 2017). se considera un serio
problema en regiones con clima tropical y subtropical (Jeffries et al., 1990). Es causada
por el hongo Colletotrichum, el cual se presenta durante la época de lluvias y su efecto
en rendimiento esta muy relacionado con la produccion de los meses de invierno
(diciembre a marzo). Puede ocasionar pérdidas de un 40 a 60% de la produccién invernal
en huertos sin control quimico (INIFAP, 2018). Presenta una sintomatologia de manchas
oscuras en hojas, flores y frutos provocando la caida prematura de flores y frutos jovenes,
en ocasiones de exceso de humedad puede provocar pudriciones en frutos.

Se presentan manchas necroticas pardas rojizas en los pétalos. Los frutos dafados se
amarillan en su base poco antes de desprenderse. La tachuela (conjunto de disco basal,
caliz y pedunculo) adherida es un sintoma tipico de la enfermedad y puede permanecer
por uno o varios afios en el arbol (Vanegas, 2002).

Virus de la tristeza de los citricos es transmitido por pulgones, presentando una
sintomatologia de amarillamiento y defoliacion de ramas, agrietamiento del tronco que
reduce drasticamente en la produccion, se encuentra presente en el estado de Veracruz,
causa una de las enfermedades mas dafinas de este cultivo, la cual se transmite de
forma natural y semipersistente por el insecto vector Toxoptera citricida (Gobierno de
Mexico, 2021),



4.2 Colletotrichum acutatum

4.2.1 Clasificacion Taxonémica

Colletotrichum se encuentra en la siguiente clasificaciéon taxonémica de acuerdo con
(Augusto, 2019).

Cuadro 5 Clasificacion taxonémica de Colletotrichum

Taxonomia

Reino Fungi
Division Eumycota
Phyllum Ascomycota

Subdivision Deuteromycotina

Clase Hypocreomycetidae
Familia Glomerellaceae
Género Colletotrichum

4.2.2 Caracteristicas Morfolégicas

Es una especie comun dentro del género Colletotrichum que puede parasitar muchas
plantas y causar antracnosis. Inicialmente, este hongo fue aislado por investigadores de
tejidos enfermos de papaya y chiles en Australia (Baroncelli et al., 2015).

La morfologia colonial esta conformada por: colonias de color blanco, gris o naranja
palido, con pigmentos rosaceos o morados (EPPO, 2003)., mientras que la morfometria
de estructuras: contiene conidiéforos poco desarrollados. Setas escasas, especialmente
en medio de cultivo. Células conidiogénicas cilindricas, ligeramente agrupadas,
produciendo conidios sucesivamente a partir de un locus. Formacion de conidios
secundarios. (Simons, 2020). C. acutatum también produce conidios hialinos,
unicelulares que miden de 12 a 20 um de largo por 4 a 6 um de ancho y una elevada
proporcidn con un lado redondeado y otro fusiforme con relaciéon a conidios con ambos
lados redondeados. Estas esporas se producen en estructuras llamadas acérvulos
(Timmer 2000Db).



4.2.3 Importancia De Colletotrichum acutatum en la agricultura

Este género de hongos es el causante de un grupo de enfermedades conocidas como
antracnosis, las cuales pueden manifestarse tanto en precosecha como en postcosecha
(Londonio, 2007). A nivel mundial se reporta la antracnosis en frutas, hortalizas, cereales,
plantas herbaceas, maderables y ornamentales, entre otras; sobre todo en zonas
templadas y tropicales (Udayanga et al., 2013). Donde Colletotrichum incluye mas de
100 especies responsables de antracnosis en casi todos los cultivos destinados a la
produccion de alimentos, fibras y forrajes a nivel mundial (Indira Rojo-Baez, 2017). En
México, se han reportado 46 especies de las cuales 28 se identificaron a nivel

morfolégico y 18 a nivel molecular (Indira Rojo-Baez, 2017).

4.2.4 Importancia de Colletotrichum acutatum en Citricos

El género Colletotrichum esta formado por hongos filamentosos causantes de
la “antracnosis”, una infeccion propia de vegetales que afecta principalmente al
género Citrus en paises de clima templado (national library of medicine , s.f.). La alta
transmisibilidad e infectividad de C. acutatum lo convierten en una amenaza importante
para el crecimiento y el rendimiento de muchos arboles frutales y cultivos, lo que provoca
una disminucidn de la produccién agricola. En ataques severos puede reducir el
rendimiento hasta un 49%, en México, en los ultimos afios ha cobrado gran importancia,
llegando a ocasionar perdidas hasta de un 70% (Bayer, 2018). La antracnosis en citricos
puede afectar diferentes 6rganos de la planta, incluyendo hojas, flores y frutos. Esta
enfermedad se manifiesta con lesiones necroéticas en la superficie de los frutos, lo que
reduce su valor comercial y favorece la entrada de otros patégenos. Ademas, en
condiciones de alta humedad, Colletotrichum puede provocar la caida prematura de

frutos y flores, disminuyendo el rendimiento del cultivo (Timudo-Torrevilla et al., 2019).

4.2.5 Ciclo de Vida

Es un hongo hemibiotréfico, que inicialmente vive como un parasito y, posteriormente,
como un saprofito en tejido muerto. Produce conidios (esporas asexuales) en estructuras
llamadas acérvulos, los cuales se dispersan por el viento, el agua y el contacto mecanico.
Las infecciones son favorecidas por condiciones de altas temperaturas (25-30 °C) y una
humedad relativa superior al 90%, al igual que los periodos prolongados de lluvia o riego



excesivo. Las etapas de desarrollo de las especies de Colletotrichum pueden separarse
en: 1) deposicion en las superficies del hospedante, 2) fijacion de la conidia en la
superficie, 3) germinacion de la conidia, 4) produccién del apresorio, 5) penetracién de
la epidermis de la planta, 6) crecimiento y colonizacion del tejido del hospedante y 7)

produccion de acérvulos y esporulacion (Rodriguez et al., 2013).

4.2.6 Sintomas y Dafos

Los sintomas de la antracnosis pueden manifestarse en distintos 6rganos de la planta,
incluyendo hojas, flores, ramas y frutos. Los signos mas comunes son los siguientes:
En hojas. Se observan manchas necroticas irregulares de color marron oscuro, las
cuales pueden extenderse y provocar la defoliacion prematura en condiciones de alta
humedad (Timudo-Torrevilla et al., 2019).

En flores. Se produce un secado y oscurecimiento de los pétalos, lo que puede resultar
en la caida prematura de las flores y, por lo tanto, en una reduccion en la formacién de
frutos.

En frutos. Se presentan lesiones hundidas de color marron oscuro a negro, con
apariencia seca y bordes irregulares. En condiciones de alta humedad, estas lesiones
pueden cubrirse con esporulacion rosada o anaranjada del hongo. La infeccién puede
ocurrir en cualquier etapa del desarrollo del fruto, pero es mas frecuente en frutos
maduros o en postcosecha (Peres et al., 2020).

En ramas y brotes jovenes. Se pueden observar lesiones necréticas que debilitan la
estructura de la planta, favoreciendo la entrada de otros patdgenos y afectando el
crecimiento del arbol.

Los dafos derivados de la antracnosis en el cultivo de limén pueden ser significativos,
afectando tanto la produccion como la calidad del fruto: reduccion en el rendimiento del
cultivo, pérdidas en postcosecha, deterioro en la calidad comercial y mayor
susceptibilidad a otros patdégenos. La antracnosis en limén representa una amenaza
importante para la citricultura, especialmente en regiones con alta humedad vy
temperaturas moderadas. La implementacion de estrategias de manejo integrado, como
el uso de fungicidas, practicas culturales adecuadas y la selecciéon de variedades
resistentes, es fundamental para minimizar los efectos de esta enfermedad y garantizar

la sostenibilidad del cultivo (Timudo-Torrevilla et al., 2019).



4.2.7 Control

La antracnosis es una enfermedad complicada de manejar debido a su breve periodo de
incubacion y a la constante aparicidn de brotes vegetativos y flores a lo largo del afo.
Esto genera una presencia casi continua de tejidos tiernos vulnerables al patogeno, lo
que obliga a realizar multiples aplicaciones de fungicidas para su control. El control de la
antracnosis en limén persa requiere un enfoque integral que combine practicas
culturales, aplicacion de fungicidas selectivos y estrategias bioldgicas. La
implementacion de estas medidas de manera preventiva y en momentos criticos del
desarrollo del cultivo es clave para minimizar las pérdidas y garantizar la calidad del fruto
en el mercado nacional e internacional. EI manejo fitosanitario de la antracnosis se
dificulta en zonas que suelen tener abundantes lluvias, en épocas de floracion Se
recomienda realizar monitoreos peridédicos en el huerto, para identificar los flujos
vegetativos y florales. (INIFAP, 2016), por otra parte, Klein et al. (2013) indican que la
antracnosis en citricos se controla con la utilizacion de microorganismos como Bacillus
subtilis, Trichoderma spp y con productos quimicos.

Fisico

Poda sanitaria: Eliminar ramas vy frutos infectados para reducir la fuente de inéculo del
hongo. Es recomendable realizar la poda en periodos secos para evitar la dispersién de
esporas (Timudo-Torrevilla et al., 2019).

Cultural Entre las medidas esenciales se destacan: Plantar los arboles con una distancia
adecuada vy evitar el exceso de follaje para mejorar la circulacion de aire y reducir la
humedad, condicion clave para el desarrollo del hongo, Evitar riegos por aspersion, ya
que favorecen la dispersion del hongo. Se recomienda el uso de riego por goteo.
Quimico Las aplicaciones de agroquimicos se deben realizar a partir de junio o julio y
sobre todo en septiembre y octubre para proteger la floracidon que se presenta en estas
fechas, que corresponde a cosecha de invierno (INIFAP, 2016). Se recomiendan
principalmente fungicidas a base de cobre: Como el oxicloruro de cobre y el sulfato de
cobre, efectivos en la reduccion del indculo en aplicaciones preventivas, por otra parte,
los fungicidas sistémicos: Como los inhibidores de la biosintesis de ergosterol (IBE)
(triazoles: propiconazol, tebuconazol) y los inhibidores de la quinona externa (Qol) como

azoxistrobina y piraclostrobina, que ofrecen proteccion tanto preventiva como curativa



(Peres et al., 2020). No sin antes mencionar que la aplicacion en momentos clave es
fundamental aplicar fungicidas en periodos de alta humedad y en estados fenologicos
criticos, como floracién y formacion inicial del fruto. Por otra parte hay que resaltar que
el uso indiscriminado de fungicidas sintéticos tiene efectos negativos en el ambiente,
estos efectos incluyen la contaminacién del suelo y el agua, la aparicion de resistencia
en patdégenos, la afectacion de organismos benéficos y riesgos toxicolégicos para los
consumidores y trabajadores agricolas (Gonzalez-Rodriguez et al., 2021), de igual
manera el uso frecuente y sin rotacién de fungicidas con el mismo mecanismo de accion
favorece la seleccidn de cepas de hongos resistentes. Esto reduce la efectividad de los
tratamientos y obliga a incrementar las dosis o buscar nuevos compuestos, lo que
encarece la produccion agricola y limita las opciones de control quimico a largo plazo
(Fernandez-Ortufio et al., 2018). Los fungicidas no solo eliminan hongos patdégenos, sino
que también pueden afectar microorganismos benéficos del suelo, como Trichoderma
spp. Y Bacillus spp., que desempefian un papel clave en la supresién de enfermedades
y la promocién del crecimiento vegetal. Asimismo, algunos fungicidas pueden ser téxicos
para insectos polinizadores, como las abejas, reduciendo su poblacion y afectando la
produccion de cultivos que dependen de la polinizacion (Siviter et al., 2021). Para
minimizar estos riesgos, es fundamental implementar estrategias de Manejo Integrado
de Plagas (MIP), que incluyan el uso racional de fungicidas, practicas culturales
adecuadas, control bioldgico y la seleccion de variedades resistentes. Un enfoque
sostenible no solo mejora la eficiencia del control de enfermedades, sino que también
contribuye a la conservacion de los recursos naturales y la salud publica.

Bioldgico

El control bioldgico de Colletotrichum spp., agente causal de la antracnosis en diversos
cultivos, es una alternativa sostenible al uso de fungicidas quimicos. Esta estrategia se
basa en la utilizacion de microorganismos benéficos que inhiben el crecimiento del
patégeno mediante mecanismos como el antagonismo, la competencia por espacio y

nutrientes, y la induccion de resistencia en la planta (Jiménez-Gémez et al., 2021).

Aplicaciones de Trichoderma harzianum y Trichoderma viride han mostrado eficacia en
la reduccion de la incidencia de antracnosis en citricos, mango y fresa (Gonzalez-
Rodriguez et al., 2020).



El uso de Bacillus subtilis y Bacillus amyloliquefaciens producen antibiéticos naturales
como surfactina, iturina y fengicina, que inhiben el crecimiento de Colletotrichum. Asi
como también inducen resistencia sistémica en las plantas, fortaleciendo sus
mecanismos de defensa (LOpez-Valencia et al., 2019). El uso de extractos de plantas
con propiedades antifungicas (por ejemplo, neem o ajo) en aplicaciones, es una opcién
mas para contrarrestar los efectos de la enfermedad de antracnosis. En definitiva, las
ventajas de la implementacion de productos biologicos en el cultivo de limén como en
muchos otros es mayor ya que se reduce la cantidad de fungicidas sintéticos, asi como
se favorece la salud del suelo y la planta consiguiendo un desarrollo optimo vy
conservando la biodiversidad microbiana, minimizando la aparicion de cepas resistentes
de Collectotrichum y evitando la contaminacion ambiental con residuos toxicos.

El control de la antracnosis en limén persa requiere un enfoque integral que combine
practicas culturales, aplicacién de fungicidas selectivos y estrategias biologicas. La
implementacion de estas medidas de manera preventiva y en momentos criticos del
desarrollo del cultivo es clave para minimizar las pérdidas y garantizar la calidad del fruto

en el mercado nacional e internacional.

4.3 Trichoderma

Las diversas especies del género Trichoderma se caracterizan por su capacidad de
adaptarse a distintos tipos de suelos, independientemente de la cantidad de materia
organica presente. Asimismo, estas especies pueden desarrollarse en condiciones de
alta humedad relativa y en un rango de temperatura amplio, factores que influyen
directamente en su grado de efectividad, permitiendo asi que las especies de
Trichoderma se encuentren presentes en todas las latitudes, desde las zonas polares

hasta la ecuatorial (Danay Infante, 2009).

4.31 Clasificacion Taxondmica

Trichoderma se ubica taxondmicamente de acuerdo con (Villegas, 2005) en:
Cuadro 6 Clasificacién taxonémica de Trichoderma.

Taxonomia




Reino Fungi.

Division Mycota
Subdivision Eumycota
Clase Hyphomycetes.
Orden Moniliales.
Familia Moniliaceae.
Género Trichoderma.
4.3.2 Importancia de Trichoderma en la Agricultura

El éxito de las cepas de Trichoderma como agentes de control bioldgico se debe a su
alta capacidad reproductiva, habilidad para sobrevivir bajo condiciones ambientales
desfavorables, eficiencia en la utilizacion de nutrientes, capacidad para modificar la
rizosfera, fuerte agresividad contra hongos fitopatégenos y eficiencia en promocién del
crecimiento en plantas e induccion de mecanismos de defensa. (INTAGRI, Trichoderma,
2017). Actua contra un amplio rango de hongos fitopatégenos transmitidos por suelo y
aire. Ha sido usado contra pudriciones en un amplio rango de especies, causadas por
Fusarium, Rhizoctonia, Pythium; y patdégenos formadores de esclerocios como
Sclerotinia y Sclerotium (IPTA, 2015). Las especies de Trichoderma spp han sido
evaluadas durante mas de 70 anos como antagonistas de hongos fitopatégenos (lIcidca,
2017). Descubriendo que tiene la capacidad de tomar los nutrientes de los hongos
patégenos; compite con ellos o los degrada (IPTA, 2015). Su efectividad radica en
diversos mecanismos de accién, incluyendo el micoparasitismo, la competencia por
nutrientes y espacio, y la produccién de compuestos antifungicos. Ademas, Trichoderma
promueve el crecimiento vegetal y fortalece la resistencia sistémica de las plantas contra
enfermedades (Gonzalez-Rodriguez et al., 2021).

4.3.3 Mecanismos De Accion

Las especies de este género son de gran interés agricola debido a las caracteristicas

antagobnicas que presentan frente a hongos fitopatdogenos; para ello ejecutan tres



mecanismos de biocontrol: competencia por nutrientes o espacio, antibiosis y
micoparasitismo (Icidca, 2017).

en la actualidad se investigan cepas de Trichoderma spp. con diferentes mecanismos de
accion directa (competencia por sustrato o espacio, antibiosis y el micoparasitismo), que
pueden incorporarse al manejo de este fitopatdégeno (Osorio et al. 2019).

Las diferentes especies de Trichoderma ejercen mecanismos de control mediante:
competencia directa (por espacio y nutrientes), produccion de metabolitos antibiéticos, la
inactivacion de enzimas del agente patégeno, modificacion de las condiciones
ambientales, produccion de sustancias promotoras del crecimiento vegetal y por
micoparasitismo (INTAGRI, Trichoderma, 2017). La integracion de Trichoderma spp.
como una herramienta en el manejo de la antracnosis es una alternativa efectiva y
amigable con el medio ambiente, que contribuye a mantener la productividad del cultivo
de limon de manera sostenible.

Micoparasitismo es un mecanismo directo Los mecanismos directos e indirectos
pueden actuar coordinadamente y su efectividad en los procesos de biocontrol
dependera de la cepa de Trichoderma utilizada, del hongo antagonista a controlar y de
las condiciones ambientales (pH, temperatura, agua libre, concentracion de hierro, etc.)
(M.P. Santamarina, 2005). Trichoderma puede colonizar y degradar las estructuras de
hongos fitopatégenos mediante la produccion de enzimas hidroliticas, como quitinasas y
glucanasas. Estas enzimas descomponen la pared celular de hongos como
Colletotrichum spp., Fusarium spp. y Botrytis cinerea, impidiendo su desarrollo (Harman
et al., 2019).

Competencia por espacio y nutrientes es parte de los mecanismos indirectos que
comprenden la modificacion de las condiciones ambientales, la biofertilizacion, la
antibiosis, la promocion del crecimiento y la activacion de los mecanismos de defensa de
las plantas. (M.P. Santamarina, 2005). En este sentido el hongo tiene un crecimiento
rapido y una alta capacidad de colonizacion en la rizosfera, lo que le permite ocupar los
nichos ecoldgicos antes que los patdégenos. Ademas, Trichoderma consume nutrientes
esenciales para el desarrollo de hongos fitopatégenos, reduciendo su capacidad de

proliferacion (Mukherjee et al., 2020).


http://revistas.censa.edu.cu/index.php/RPV/article/download/1100/1696?inline=1#B7

Metabolitos (volatiles y no volatiles). Trichoderma secreta metabolitos secundarios
con propiedades antifungicas, como antibiéticos y compuestos volatiles que inhiben el
crecimiento de hongos patdgenos. Entre estos compuestos destacan la viridimina y la
trichodermina, que afectan la integridad celular de los patégenos (Contreras-Cornejo et
al., 2018). Los metabolitos volatiles (MV) son compuestos organicos de bajo peso
molecular que se dispersan en el aire y afectan el crecimiento de microorganismos a
distancia. Estos compuestos pueden actuar como inhibidores del crecimiento de
patdégenos o como inductores de la resistencia sistémica en las plantas, algunos de los
metabolitos mas importantes registrados son Pirrolnitrina: Tiene actividad antifungica
contra Fusarium spp., Botrytis cinerea y Colletotrichum spp. al inhibir la sintesis de
membranas celulares (Vinale et al., 2020), 6-pentil-a-pirona (6-PAP): Responsable del
caracteristico aroma a coco de Trichoderma, con actividad antifungica y promotora del
crecimiento vegetal, Acido isobutirico y acido 2-metilbutanoico: Inducen resistencia
sistémica en plantas, activando la expresion de genes de defensa, Alcoholes y cetonas
volatiles (como el 1-octen-3-ol): Inhiben el desarrollo de patégenos al interferir en su
metabolismo, Compuestos organicos volatiles (COVs): Incluyen sesquiterpenos y otros
hidrocarburos que afectan el desarrollo de hongos fitopatégenos y bacterias.

Los metabolitos no volatiles (MNV) son compuestos solubles en agua con actividad
antifungica, antibacteriana y promotora del crecimiento vegetal. Estos compuestos
pueden ser excretados al medio o actuar intracelularmente, donde los principales
registrados son: Quitinasas y glucanasas: Enzimas hidroliticas que degradan la pared
celular de hongos patdégenos. Son esenciales en el micoparasitismo de Trichoderma
contra Colletotrichum spp. y Fusarium spp. (Harman et al.,, 2019), Peptaiboles
(trichorzianinas, trichorzin y alameticina): Péptidos antifUngicos que alteran Ila
permeabilidad de las membranas celulares de los patégenos, Viridimina y trichodermina:
Antibidticos naturales con actividad contra Rhizoctonia solani'y Sclerotinia sclerotiorum,
Acido indolacético (AIA): Promueve el crecimiento vegetal al estimular la elongacion
celular y el desarrollo radicular, Sideroforos: Secuestran hierro del medio, limitando su
disponibilidad para fitopatdgenos y favoreciendo el crecimiento de la planta, Los
metabolitos volatiles y no volatiles de Trichoderma desempefian un papel clave en su

accion como agente de biocontrol y bioestimulante. Su capacidad para inhibir el



crecimiento de fitopatdgenos, inducir resistencia en plantas y mejorar el desarrollo
vegetal lo convierte en una herramienta valiosa en la agricultura sostenible.

Induccién de resistencia en las plantas, este hongo estimula los mecanismos de
defensa de las plantas, activando la producciéon de compuestos fendlicos y enzimas
como peroxidasas y quitinasas. Esta respuesta, conocida como resistencia sistémica

inducida (RSI), protege a la planta contra infecciones futuras (Monteiro et al., 2021).

5 Materiales y Métodos

5.1Descripcion del area de estudio

El experimento se llevdo a cabo dentro de las instalaciones del departamento de
Horticultura en la Universidad Autbnoma Agraria Antonio Narro (UAAAN), la cual se
encuentra en la localidad de Buenavista, Saltillo, Coahuila, con coordenadas: 25° 21’
14.19” Norte -101° 01" 57.75” Oeste (25.353967, -101.032708 ), a una altura de 1780
msnm, contemplando una precipitacién anual cerca de 640 mm, cuenta con temperaturas

medias anuales entre 16 y 1 8°C, lo que lo convierten en un clima templado semiseco.
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Figura 2. Ubicacién geografica del area de estudio en Saltillo, Coahuila, México.



5.2Material vegetal

La variedad de limén objeto de estudio fue Persa (sin semilla), sensible al ataque del
hongo Colletotrichum acutatum SGO. La investigacion se llevd a cabo con un cultivo
previamente establecido, de una edad de cuatro afios, el portainjerto empleado fue limén
Volkameriano con injerto Persa. La huerta esta ubicada en el municipio de Ursulo Galvan,
Veracruz, el cual presenta un clima calido subhimedo con lluvias en verano. La
temperatura media anual oscila entre 25y 27°C, mientras que la precipitacion anual varia
entre 1,200 y 1,500 mm, concentrdndose principalmente entre los meses de junio y
octubre. Asimismo, la humedad relativa se mantiene en un rango de 75% a 85%, lo que
contribuye a las condiciones éptimas para el desarrollo de la vegetacion en la region. El
control de la antracnosis se realiz6 a través de fungicidas definidos por el plan de manejo
proporcionado por la empresa receptora de frutos de limén en Estados Unidos.

5.3 Material Fungico

5.3.1 Aislamiento e identificacion de Colletotrichum acutatum

Se colectaron aleatoriamente muestras de tejido (flores y frutos) de limén Persa con
presencia de sintomas de antracnosis. Para el aislamiento del hongo, los fragmentos de
tejido fueron desinfectados con hipoclorito de sodio al 2% durante 2 min, lavados 3 veces
con agua destilada estéril y secados a temperatura ambiente. Los fragmentos de tejido
vegetal fueron depositados en medio Agar Dextrosa y Papa (Bioxon, PDA, 39 g L ' de
agua), con cuatro fragmentos por caja de Petri e incubados a 28 °C (Oliveira et al., 2005).
Los aislamientos obtenidos se purificaron mediante cultivos monospéricos en medio
PDA.

5.3.2 Aislamiento e identificacion de las cepas de Trichoderma

Las cepas fueron proporcionadas por la Comissdo Executiva do Plano da Lavoura
Cacaueira (CEPLAC por sus siglas en portugués) en Brasil. Las cuales fueron aisladas
de suelos donde se encuentra establecido cultivo de cacao. Las cepas fueron activadas
mediante la siembra en medio de cultivo Papa Dextrosa Agar (PDA® Baker) y fueron
incubadas a una temperatura de 28+2 °C durante 7 dias, para posteriormente

emplearlas en los diferentes bioensayos.



5.4 Bioensayo in vitro

El disefio experimental fue completo al azar, se consideraron cuatro repeticiones, cada
caja de Petri fue una repeticion. El numero de tratamientos estuvo sujeto al numero de
cepas con mayor antagonismo.

Cuadro 7. diseno experimental

No. De Tratamientos Tratamiento Repeticiones
T Viride C1 4
T2 Viride C2 4
T3 T10 4
T4 T5 4
Testigo Testigo absoluto 4

Viride C1=Cepa de Trichoderma aislada de suelo de zonas tropicales, proporcionadas
por la Comissédo Executiva do Plano da Lavoura Cacaueira (CEPLAC por sus siglas en
portugués) en Brasil. Viride C2= Cepa de Trichoderma aislada de suelo de Zonas
Tropicales en Brasil. T10=Trichoderma harzianum Cepa aislada de suelo de zonas
tropicales en Brasil. T5= Trichoderma longibrachiatum Cepa aislada de suelo de zonas

tropicales de Brasil donde se encontraba establecido un cultivo de cacao.

5.4.1 Mecanismos de accion de Trichoderma

Competencia por espacio. Para evaluar la capacidad antagonica o antagonismo de
aislamientos de zonas tropicales de Trichoderma spp., se utilizd la técnica de Cherif y
Benhamou (1990), y cada tratamiento se deposité en un extremo de cajas de Petri con
PDA, un disco de 5 mm de diametro con micelio activo de colonias fungosas de 8 dias
de edad de Colletotrichum acutatun se dejé desarrollar durante 3 dias por su crecimiento
lento. Posteriormente, en el otro extremo de la caja se depositaron discos de 5 mm de
Trichoderma spp. Luego permanecieron a 25+1°C durante el tiempo necesario de
colonizacion total por parte de alguno de los tratamientos. Se midié6 cada 24 h el

crecimiento radial del micelio de la colonia de los hongos (Landero, 2023).


https://www.redalyc.org/journal/436/43666322006/html/#B14
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Actividad de antibiosis (metabolitos no volatiles). Durante la evaluacién de la
inhibicion de las cepas de hongos fitopatogenos por el efecto de metabolitos solubles
producidos por la cepas nativas y no nativas de Trichoderma, se utilizé la metodologia
sugerida por Dennis y Webster (1971). la cual consistié en utilizar celofan como medio
filtrante de metabolitos al medio de cultivo (PDA), para ello se coloco celofan estéril (se
aplico luz ultravioleta) sobre el medio de cultivo, en el centro se dispuso un disco de 5
mm de hongo Trichoderma con 10 dias de incubacién, se ingresé a incubadora a 28 °C
por un lapso de 2 a 3 dias (12 horas luz y 12 horas de obscuridad), pasado el tiempo se
retird el celofan con cuidado, para evitar que las esporas se mezclaran con PDA, una vez
que se retird el celofan se coloco en el centro del medio de cultivo un disco de 5 mm de
hongo fitopatégeno, se llevé a incubar a 28 °C, se realizaron mediciones del diametro de
Trichoderma. Cada tratamiento tubo 4 repeticiones (Landero, 2023). Se tomaron medidas
cada 24 horas del crecimiento radial de las repeticiones en cada tratamiento, incluyendo
al testigo (Colletotrichum acutatum).

Actividad de antibiosis (Metabolitos Volatiles). Para evaluar la inhibicién de las cepas
de hongos fitopatdgenos por el efecto de metabolitos volatiles producidos por la cepas
nativas y no nativas de Trichoderma, se utilizd la metodologia sugerida por Dennis &
Webster (1971). Para esta técnica se utilizaron dos cajas de Petri con medio de cultivo
(sin las tapas) una sobre la otra (medio de cultivo queda al interior), se sella con pelicula
plastica para evitar la contaminacién. Una de las tapas con medio de cultivo tuvo a
Trichoderma desarrollado durante 7 dias a temperatura de 25°C, mientras que a la otra
tapa se le coloco en la parte central un disco de 5 mm del patégeno tomado de una caja
de Petri previamente incubada a 28 grados durante 8 dias. Se tomaron medidas del
patdégeno cada 24 horas del crecimiento radial del micelio, de las repeticiones en cada
tratamiento, incluyendo al testigo (Colletotrichum acutatum).

Analisis Estadisticos

El disefio empleado fue completamente al azar (DCA), con cuatro repeticiones. Donde el
analisis estadistico comprobd6 que los datos fueran normales a través de la prueba de
Shapiro Wilk. Todos los datos fueron analizados a través del programa SAS version 9.0

(SAS, 1987), las medias fueron comprobadas mediante la prueba Tukey (p < 0.05); para



el analisis estadistico de datos se realizaron ANOVAS. Se obtuvieron areas bajo la curva

(AUC) a las cuales también se les aplicaron ANOVAS.

6 Resultados y Discusiones

6.1 Actividad antagénica por parasitismo in vitro de cepas de Trichoderma

aisladas de zonas tropicales en contra de Colletotrichum acutatum

6.1.1 Colonizacion

La colonizacion de Trichoderma spp sobre C. acutatum a través de las evaluaciones de
acuerdo con los dias y tratamientos evaluados indico diferencia estadistica sobre todo al
principio de la evaluacién, posteriormente esta diferencia ya no se presentd
notablemente en los dias siguientes. Se observa que la cepa T10 (Cuadro 8) tuvo la
mayor colonizacion sobre el patdogeno hasta el dia de la ultima lectura, llegando a un
69.75% de colonizacion, resultados similares se obtuvieron por Lopez-Lépez vy
colaboradores (2022), en la confrontacion de Trichoderma spp y C. gloeosporioides
arrojando un porcentaje del 75% sin mostrar diferencias significativas entre sus
diferentes cepas; de igual manera Escobar-Bahena et al. (2023) menciona que obtuvo
resultados en donde Trichoderma presenta porcentajes superiores al 70% en la
colonizacion del patogeno C. gloeosporioides, confirmando asi que Trichoderma en
diferentes especies tiene el potencial para utilizarse como control biolégico contra
Colletotrichum spp.

Cuadro 8 Medidas de colonizacién in vitro de Trichoderma spp sobre Colletotrichum

acutatum SGO aislado de flores de limén Persa.

Medidas De Colonizacién (%)

Tratamiento Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4
Viride C1 30.75 a 36.25 a 39.50 a 44.00 a
T10 2550 a 31.00 ab 35.50 a 43.75 a
T5 23.00 b 30.25 ab 39.25 a 45.25 a
Viride C2 17.25b 29.30 b 39.75 a 48.25 a

p.value 0.001185547  0.000728697 0.002576843 0.00002235526




Medidas De Colonizacion (%)

Tratamiento Dia 5 Dia 6 Dia 7 Dia 8
Viride C1 49.25 a 58.75 a 62.25 a 66.00 b
T10 51.75 a 60.70 a 66.25 a 69.75 a
T5 49.25 a 58.00 b 63.75 a 68.75 a
Viride C2 54.25 a 60.00 a 64.25 a 68.55 a

p.value 0.00003844388 0.04844434 0.3197660 0.0713843

Letras iguales indican que no hay diferencias estadisticas entre los tratamientos bajo un

p.value de 0.05. Viride C1=Cepa de Trichoderma aislada de suelo de zonas tropicales,
proporcionadas por la Comissao Executiva do Plano da Lavoura Cacaueira (CEPLAC
por sus siglas en portugués) en Brasil. Viride C2= Cepa de Trichoderma aislada de suelo
de Zonas Tropicales en Brasil. T10=Trichoderma harzianum Cepa aislada de suelo de
zonas tropicales en Brasil. T5= Trichoderma longibrachiatum Cepa aislada de suelo de

zonas tropicales de Brasil donde se encontraba establecido un cultivo de cacao.
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Grafica 1 Colonizacién de diferentes cepas de Trichoderma sobre Colletotrichum
acutatum por lectura tomada.

Letras iguales indican que no hay diferencias estadisticas entre los tratamientos bajo un
p.value de 0.05. Viride C1=Cepa de Trichoderma aislada de suelo de zonas tropicales,

proporcionadas por la Comissao Executiva do Plano da Lavoura Cacaueira (CEPLAC



por sus siglas en portugués) en Brasil. Viride C2= Cepa de Trichoderma aislada de suelo
de Zonas Tropicales en Brasil. T10=Trichoderma harzianum Cepa aislada de suelo de
zonas tropicales en Brasil. T5= Trichoderma longibrachiatum Cepa aislada de suelo de
zonas tropicales de Brasil donde se encontraba establecido un cultivo de cacao.

Las variaciones estadisticas observadas durante los ocho dias evaluados reflejan las
diferencias en el potencial de colonizacion de cada cepa analizada. Todos los
tratamientos (cepas de Trichoderma aisladas del tropico) demostraron en diversos
grados el mecanismo de antagonismo basado en la competencia por espacio,
destacando la cepa T10 (cuadro 8) por su rapidez de colonizacion. Sin embargo, al no
haber diferencia estadistica los tratamientos tuvieron un comportamiento similar como se
puede observan en la Grafica 1.

El analisis del area bajo la curva indica que la cepa T10 tiende a mostrar una mayor
capacidad de colonizacién sobre el hongo patogeno (Cuadro 8), mientras que la cepa
Viride C2 presenta el menor valor de crecimiento sobre este. Aunque durante los ocho
dias evaluados se observaron diferencias entre las cepas, el valor del area bajo la curva
(ABC) no evidencia diferencias significativas desde un punto de vista estadistico,
confirmando asi que todos los tratamientos fueron colonizados por las diferentes cepas
de Trichoderma aisladas de una zona tropical.

Cuadro 9 Area bajo la curva de colonizacién in vitro de Trichoderma spp sobre

Collectotrichum acutacum aislado de tejido de flores de limoén Persa.

Area Bajo la Curva

Tratamientos Valores de area bajo la curva
T10 169.35 a
T5 169.18 a
Viride C1 168.28 a
Viride C2 165.81 a
p.value 0.00000522

Letras iguales indican que no hay diferencias estadisticas entre los tratamientos bajo un
p.value de 0.05. Viride C1=Cepa de Trichoderma aislada de suelo de zonas tropicales,
proporcionadas por la Comissao Executiva do Plano da Lavoura Cacaueira (CEPLAC

por sus siglas en portugués) en Brasil. Viride C2= Cepa de Trichoderma aislada de suelo



de Zonas Tropicales en Brasil. T10=Trichoderma harzianum Cepa aislada de suelo de
zonas tropicales en Brasil. T5= Trichoderma longibrachiatum Cepa aislada de suelo de

zonas tropicales de Brasil donde se encontraba establecido un cultivo de cacao.

6.1.2 Inhibicion de crecimiento de Colletotrichum

La inhibicién de Trichoderma sobre C. acutatum mostrada en las evaluaciones realizadas
durante nueve dias, indica que la cepa T5 se destaca sobre las demas debido a su
capacidad de inhibir el crecimiento del patdgeno, alcanzando asi en la ultima lectura un
porcentaje de 71.04 % con diferencia estadistica entre tratamientos durante toda la
evaluacion (cuadro 10), de igual manera resultados similares obtenidos por Gofias-
Gonas et al. (2017) mostraron que cepas de Trichoderma alcanzaron porcentajes de
inhibicién de Collectotrichum entre el 61 y 65 %; por otra parte (Lopez-Lopez, 2022),
menciona que la capacidad antagoénica de cepas de Trichoderma contra patdgenos como
C. gloeosporioides, Diaporthe sp. y Phytophthora dieron como resultado un 90% de
inhibicion, en este sentido se muestra que Trichoderma puede ser potencial de control
bioldgico para C. acutatum.

Cuadro 10 Inhibiciéon de Trichoderma spp sobre C. acutatum SGO aislado de flores de

limén Persa.
Medidas de Inhibicion %
Tratamiento Dial Dia 2 Dia 3 Dia 4
T5 13.62 a 15.19 a 16.07 a 20.00 a
Viride C1 0.52b 2.26 b 4.01b 5.93b
Viride C2 1.04b 3.22b 4.18b 8.20 b
T10 1.99b 7.24 ab 9.95ab 951a

p. value 0.00008839035 00006352410 000952599 000004816011

Medidas de Inhibicién %

Tratamiento Dia 5 Dia 6 Dia 7 Dia 8 Dia 9

T5 24.37 a 30.93 a 37.05a 57.59 a 71.04 a
Viride C1 13.09 ab 22.18 ab 27.43 ab 44.30 ab 65.61 ab




Viride C2 11.69b 19.56 ab 27.43 ab 41.86 b 62.28 ab
T10 13.88 ab 1432 Db 20.87 ab 40.11 b 60.30 b
p.value 00002768084 0001098878 0002033910 00003451602 003649178

Letras iguales indican que no hay diferencias estadisticas entre los tratamientos bajo un
p.value de 0.05. Viride C1=Cepa de Trichoderma aislada de suelo de zonas tropicales,
proporcionadas por la Comissao Executiva do Plano da Lavoura Cacaueira (CEPLAC
por sus siglas en portugués) en Brasil. Viride C2= Cepa de Trichoderma aislada de suelo
de Zonas Tropicales en Brasil. T10=Trichoderma harzianum Cepa aislada de suelo de
zonas tropicales en Brasil. T5= Trichoderma longibrachiatum Cepa aislada de suelo de

zonas tropicales de Brasil donde se encontraba establecido un cultivo de cacao.
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Porcentaje %
= N W b O O
o O O O O O o

Dial Dia2 Dia3 Dia4 Dia5 Dia6 Dia7 Dia8 Dia9
Lecturas

=9=T5 Viride C1 Viride C2 =@=T 10

Grafica 2 Colonizacion de diferentes cepas de Trichoderma sobre Colletotrichum

acutatum por lectura tomada.

Viride C1=Cepa de Trichoderma aislada de suelo de zonas tropicales, proporcionadas
por la Comissao Executiva do Plano da Lavoura Cacaueira (CEPLAC por sus siglas en
portugués) en Brasil. Viride C2= Cepa de Trichoderma aislada de suelo de Zonas
Tropicales en Brasil. T10=Trichoderma harzianum Cepa aislada de suelo de zonas
tropicales en Brasil. T5= Trichoderma longibrachiatum Cepa aislada de suelo de zonas
tropicales de Brasil donde se encontraba establecido un cultivo de cacao.



Las diferentes cepas evaluadas mostraron variaciones durante los distintos dias de
lecturas destacando la cepa TS5 que se mantuvo superior a las demas, mostrando un
desarrollo mas rapido y con mayor competencia contra el patégeno.

Cuadro 11 Area bajo la curva de inhibicién in vitro de Trichoderma sobre Colletotrichum

acutatum aislado de flores de limén Persa.

Area Bajo la curva

Tratamientos Valores de area bajo la curva
T5 190.76 a
Viride 188.19 a
Malta 183.48 ab
T10 159.11 b
P 0.00000522

Letras iguales indican que no hay diferencias estadisticas entre los tratamientos bajo un
p.value de 0.05. Viride C1=Cepa de Trichoderma aislada de suelo de zonas tropicales,
proporcionadas por la Comissao Executiva do Plano da Lavoura Cacaueira (CEPLAC
por sus siglas en portugués) en Brasil. Viride C2= Cepa de Trichoderma aislada de suelo
de Zonas Tropicales en Brasil. T10=Trichoderma harzianum Cepa aislada de suelo de
zonas tropicales en Brasil. T5= Trichoderma longibrachiatum Cepa aislada de suelo de
zonas tropicales de Brasil donde se encontraba establecido un cultivo de cacao.

El analisis de area bajo la curva comprueba que la cepa mas sobresaliente es la cepa
T5 debido a su capacidad de inhibicion sobre el patdogeno (cuadro 10), seguida del
tratamiento Viride C1, con el cual no presenta diferencia estadistica. Por otra parte, la
cepa que mostré menos inhibicién sobre C. acutatum fue la cepa T10, confirmando los

datos obtenidos en el Cuadro 10.



6.2 Actividad antagonica por antibiosis (metabolitos volatiles y no volatiles)

6.2.1 Crecimiento de Colletotrichum por metabolitos no volatiles

Los resultados obtenidos indicaron que todas las cepas de Trichoderma evaluadas
causaron un efecto negativo en el crecimiento de C. acutatum en comparaciéon con el
testigo absoluto, durante los primeros tres dias de evaluacion. Esto sugiere que las cepas
de Trichoderma sintetizaron metabolitos no volatiles que ejercieron un efecto inhibitorio
sobre el patdégeno. Aunque en los ultimos dos dias de evaluacidn ya no se presento
diferencias estadisticas entre los tratamientos con el testigo, lo que puede indicar que las
concentraciones de los metabolitos secundarios en el medio de cultivo ya no tuvieron
efecto o disminuyeron debido al consumo por el patégeno, permitiendo nuevamente el
desarrollo de C. acutatum. Por lo contrario, Martinez-Cocoa et al. (2018) revelan que 13
especies diferentes de Trichoderma evaluadas contienen una alta capacidad antagénica
por medio de metabolitos no volatiles frente al patégeno Fusarium spp, sin embargo los
estudios realizados por LelLay et al. (2007) sehalan que la evaluacion de Trichoderma
spp para combatir Rosellinia necatrix mostré6 una inhibicion de un 14 a 27% del
crecimiento micelial del patégeno, aunque algunas especies estimularon el crecimiento
de este, mencionando que esto lo atribuyen a la poca concentracion de metabolitos
como gliotoxina, viridina, pacibasina, trichodermina, furanona, trichorziamina y 6-pentil-
a-pirona. Cabe senalar que la cepa T5 muestra hasta el dia tres una mayor inhibicién en
el crecimiento de C. acutatum, destacandose asi en sintesis de metabolitos tanto no
volatiles (cuadro12) como volatiles ( cuadro 14).

Cuadro 12 Medias de crecimiento micelial de C. acutatum bajo tratamientos a base de

metabolitos no volatiles de cepas de Trichoderma de zonas tropicales.

Medidas de crecimiento (mm)

Tratamiento Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5
Testigo 7.16 a 16.62 a 25.61 ab 3243 a 35.98 a
T5 4.88 ab 11.40 ab 15.85Db 26.31 a 33.86 a
Viride 3.60b 9.55b 19.28 ab 28.49 a 33.08 a

Malta 3.08b 11.08 ab 24.38 ab 27.63 a 33.05a




T10 271b 10.52 ab 28.27 a 32.49 a 35.50 a
p.value 0.001002047 0.056651706 0.044491641 0.155877294 0.714549463

Letras iguales indican que no hay diferencias estadisticas entre los tratamientos bajo un
p.value de 0.05. Viride C1=Cepa de Trichoderma aislada de suelo de zonas tropicales,
proporcionadas por la Comissdo Executiva do Plano da Lavoura Cacaueira (CEPLAC
por sus siglas en portugués) en Brasil. Viride C2= Cepa de Trichoderma aislada de suelo
de Zonas Tropicales en Brasil. T10=Trichoderma harzianum Cepa aislada de suelo de
zonas tropicales en Brasil. T5= Trichoderma longibrachiatum Cepa aislada de suelo de

zonas tropicales de Brasil donde se encontraba establecido un cultivo de cacao.
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Grafica 3 Representacion grafica de los resultados por lectura del crecimiento micelial
de C. acutatum bajo tratamientos a base de metabolitos no volatiles de diferentes cepas

de Trichoderma aisladas de zonas tropicales.

Letras iguales indican que no hay diferencias estadisticas entre los tratamientos bajo un
p.value de 0.05. Viride C1=Cepa de Trichoderma aislada de suelo de zonas tropicales,
proporcionadas por la Comissao Executiva do Plano da Lavoura Cacaueira (CEPLAC
por sus siglas en portugués) en Brasil. Viride C2= Cepa de Trichoderma aislada de suelo
de Zonas Tropicales en Brasil. T10=Trichoderma harzianum Cepa aislada de suelo de
zonas tropicales en Brasil. T5= Trichoderma longibrachiatum Cepa aislada de suelo de

zonas tropicales de Brasil donde se encontraba establecido un cultivo de cacao.



Dentro de la grafica se muestra que durante los primeros dias el testigo sobresale en el
crecimiento micelial, lo que indica que durante eso dias las cepas de Trichoderma
contenian metabolitos no volatiles que retrasaban el crecimiento del patégeno, contrario
a lo que podemos obserbar en los ultimos dias en donde los tratamientos fueron similares
al testigo en el crecimeinto.

Cuadro 13 Area bajo la curva de crecimiento micelial de C. acutatum bajo tratamientos a
base de metabolitos no volatiles de diferentes cepas de Trichoderma aisladas de zonas

tropicales.

Area bajo la curva

Tratamientos Valores area bajo la curva
Testigo 35161.64 a
T10 33025.47 a
Viride C2 29650.32 a
Viride C1 27645.72 a
T5 26643.27 a
p.value 0.131

Letras iguales indican que no hay diferencias estadisticas entre los tratamientos bajo un
p.value de 0.05. Viride C1=Cepa de Trichoderma aislada de suelo de zonas tropicales,
proporcionadas por la Comissdo Executiva do Plano da Lavoura Cacaueira (CEPLAC
por sus siglas en portugués) en Brasil. Viride C2= Cepa de Trichoderma aislada de suelo
de Zonas Tropicales en Brasil. T10=Trichoderma harzianum Cepa aislada de suelo de
zonas tropicales en Brasil. T5= Trichoderma longibrachiatum Cepa aislada de suelo de
zonas tropicales de Brasil donde se encontraba establecido un cultivo de cacao.

El area bajo la curva indica que no existen diferencias estadisticas significativas entre los
tratamientos y el testigo ya que al concluir el experimento todos los tratamientos
igualaron el desarrollo de esté, cabe resaltar que a inicios del experimento se

comportaron de manera muy distinta (cuadro 12).

6.2.2 Crecimiento radial de Colletotrichum por metabolitos volatiles

Los resultados encontrados indican que no hubo diferencias estadisticas entre

tratamientos durante las primeras 24 horas en comparacion con el testigo. Sin embargo,



hay un efecto significativo en la inhibicion del crecimiento de C. acutatum, especialmente
por la cepa T5, que se destacd en las evaluaciones finales, reduciendo hasta un 50% el
crecimiento del patbgeno en comparacion con el testigo, también se resalta que todas
las cepas mostraron contener metabolitos y reducir el crecimiento del patdgeno.
Resultados similares publicaron Torres-Torres et al. (2023), quienes menciona que al
confrontar a Trichoderma spp contra patégenos como Phytophthora capsici, Fusarium
sp, Y Rhizoctonia solani, estos fueron inhibidos en el crecimiento por metabolitos volatiles
a partir de las 24 horas desde un 21% hasta un 60%, respectivamente, durante los dias
evaluados; del mismo modo Soto-Alanis et al. (2017) obtuvieron resultados
favorecedores contra el fitopatdgeno Drechslera teres. donde al evaluar diferentes cepas
de Trichoderma lograron inhibir el crecimiento mediante compuestos organicos volatiles
entre un 30 hasta un 40%, sefialando que Trichoderma causa una afectacion en la pared
celular del patégeno, mostrando asi, que los metabolitos volatiles de Trichoderma spp.
son efectivos en la reduccion del crecimiento de C. acutatum, con implicaciones
significativas para el manejo bioldgico de enfermedades en cultivos, se recomienda
realizar investigaciones adicionales para identificar los mecanismos especificos de
accion de estos metabolitos, asi como los metabolitos que estan actuando.

Cuadro 14 Medidas de crecimiento micelial de C. acutatum bajo tratamientos a base de

metabolitos volatiles de Trichoderma spp.

Medidas de crecimiento micelial de Collectotrichum acutatum (mm)

Tratamiento Dia 1 Dia 2 Dia 3
Testigo 14.37 a 24.69 a 27.03 a
T10 10.77 a 1211 b 14.75b
Viride C2 9.79 a 11.70 b 14.84 b
Viride C1 9.24 a 11.55b 13.82b
T5 8.45a 9.98b 13.24 b
p.value 0.35460777 0.01601632 0.01507574

Letras iguales indican que no hay diferencias estadisticas entre los tratamientos bajo un
p.value de 0.05. Viride C1=Cepa de Trichoderma aislada de suelo de zonas tropicales,

proporcionadas por la Comissao Executiva do Plano da Lavoura Cacaueira (CEPLAC



por sus siglas en portugués) en Brasil. Viride C2= Cepa de Trichoderma aislada de suelo
de Zonas Tropicales en Brasil. T10=Trichoderma harzianum Cepa aislada de suelo de
zonas tropicales en Brasil. T5= Trichoderma longibrachiatum Cepa aislada de suelo de

zonas tropicales de Brasil donde se encontraba establecido un cultivo de cacao.

Medidas de crecimiento micelial (mm)

0
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Grafica 4 Representacion grafica de resultados de lectura del crecimiento micelial de C.
acutatum bajo tratamientos a base de metabolitos volatiles de diferentes especies de

Trichoderma aislado de zonas tropicales.

Viride C1=Cepa de Trichoderma aislada de suelo de zonas tropicales, proporcionadas
por la Comissédo Executiva do Plano da Lavoura Cacaueira (CEPLAC por sus siglas en
portugués) en Brasil. Viride C2= Cepa de Trichoderma aislada de suelo de Zonas
Tropicales en Brasil. T10=Trichoderma harzianum Cepa aislada de suelo de zonas
tropicales en Brasil. T5= Trichoderma longibrachiatum Cepa aislada de suelo de zonas
tropicales de Brasil donde se encontraba establecido un cultivo de cacao.

Es importante sefalar que todas las cepas analizadas mostraron la presencia de
metabolitos volatiles y una capacidad de reduccion en el crecimiento de C. acutatum a
partir de las 24 horas, destacandose la cepa T5, mientras que la cepa T10 tuvo el menor

control del patégeno (cuadro 14). Estos resultados sugieren la posibilidad de controlar el



desarrollo de un patdégeno mediante los compuestos volatiles de las distintas cepas de

Trichoderma.

Cuadro 15 Area bajo la curva del crecimiento de diferentes cepas de Trichoderma

sobre C. acutatum aislado de tejido de flores de limon Persa.

Area bajo la curva

Tratamientos Valores del area bajo la curva
Testigo 16594 .42 a
T10 9092.80 ab
Malta 8725.13 ab
Viride 8492.13 ab
T5 7614.56 b
p.value 0.0295

Letras iguales indican que no hay diferencias estadisticas entre los tratamientos bajo un
p.value de 0.05. Viride =Cepa de Trichoderma aislada de suelo de zonas tropicales,
proporcionadas por la Comissao Executiva do Plano da Lavoura Cacaueira (CEPLAC
por sus siglas en portugués) en Brasil. Malta= Cepa de Trichoderma aislada de suelo de
Zonas Tropicales en Brasil. T10=Trichoderma harzianum Cepa aislada de suelo de zonas
tropicales en Brasil. T5= Trichoderma longibrachiatum Cepa aislada de suelo de zonas
tropicales de Brasil.

Respecto al area bajo la curva los resultados comprueban lo comentado en el cuadro 14,
donde la cepa T5 obtuvo una reduccién considerable del crecimiento de Colletotrichum,
en comparacion con el testigo absoluto que mantuvo el mismo comportamiento que las

cepas restantes.



7 Conclusiones

En el presente estudio, cuyo propédsito fue analizar los mecanismos de accion del hongo

Trichoderma spp. sobre Colletotrichum acutatum agente causal de la caida de flores en

los arboles de limén Persa, provocando significativas pérdidas econdmicas, se logro

identificar que:

1

De acuerdo con la variable de colonizacion, los resultados de los tratamientos
indicaron que la cepa T10, perteneciente a Trichoderma harzianum, presento una
mayor capacidad de colonizacién sobre Colletotrichum acutatum. No obstante,
los analisis estadisticos no evidenciaron diferencias significativas entre los
tratamientos evaluados.

El analisis del area bajo la curva para la variable inhibicién confirma que la cepa
mas destacada es la cepa T5 correspondiente a Trichoderma longibrachiatum,
debido a su mayor capacidad de inhibicion sobre el patdgeno.

Se observo que, en relacién con los metabolitos no volatiles de Trichoderma, los
analisis estadisticos indicaron que no existieron diferencias significativas entre los
tratamientos evaluados, dado que todos ellos presentaron resultados similares al
testigo al concluir la evaluacion.

En contraste, las evaluaciones de metabolitos volatiles indicaron que la cepa T5,
perteneciente a Trichoderma longibrachiatum, tuvo un efecto negativo en contra

del patégeno deteniendo su desarrollo in vitro.
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9 Anexos

Aislamiento e identificacion de Colletotrichum acutatum extraido de tejido vegetal
infectado de limon Persa.




Cepas proporcionadas por la Comissdo Executiva do Plano da Lavoura Cacaueira
(CEPLAC por sus siglas en portugués) en Brasil. Las cuales fueron aisladas de suelos

donde se encuentra establecido cultivo de cacao.




Aislamiento de cepas de Trichoderma mediante la siembra en medio de cultivo Papa
Dextrosa Agar




Observaciones del crecimiento de las diferentes cepas en experimento de competencia
por espacio.




Establecimiento del experiemto de metabolitos volatiles, donde se colocaron dos cajas
Petri sin tapas una sobre la otra.




Resultados sobre la evaluacion de metabolitos volatiles




Establecimiento de experiemento de metabolitos no volatiles, donde se cubrié el medio
de cultivo con una capa plastica para sembrar a Trichoderma sobre ella, dejandola
desarrollar sin que pasara al medio de cultivo.




Resultados finales del experimento de metabolitos no volatiles hasta el ultimo dia de
evaluacion.




Resultados obtenidos en Programa Estadistico de R para la variable Colonizacion
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[1] "Colonizacion'

$ 21-feb-24 Colonizacion®

Fecha
Viride 21-feb-24
Testigo 21-feb-24
T10 21-feb-24
T5 21-feb-24
Malta 21-feb-24

Variable
Colonizacion
Colonizacion
Colonizacion
Colonizacion
Colonizacion

$ 22-feb-24_Colonizacion®

Fecha
Testigo 22-feb-24
Viride 22-feb-24
T10 22-feb-24
T5 22-feb-24
Malta 22-feb-24
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Colonizacion
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Colonizacion

$°23-feb-24 _Colonizacion”

Fecha
Testigo 23-feb-24
Malta 23-feb-24
Viride 23-feb-24
T5 23-feb-24
T10 23-feb-24

Variable
Colonizacion
Colonizacion
Colonizacion
Colonizacion
Colonizacion

$24-feb-24 Colonizacion®

Fecha
Testigo 24-feb-24
Malta 24-feb-24
T5 24-feb-24
Viride 24-feb-24
T10 24-feb-24
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$°26-feb-24 Colonizacion®

Fecha
Testigo 26-feb-24
T10 26-feb-24
Malta 26-feb-24
Viride 26-feb-24
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29.30

Colonizacion
48.70
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Testigo 197.7837
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Tratamiento
Testigo
T10
T5

Malta
Viride
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Resultados obtenidos en Programa Estadistico de R para la variable inhibicion
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T10 20-feb-24 Inhibicion

Malta 20-feb-24 Inhibicion

Viride 20-feb-24 Inhibicion

Testigo 20-feb-24 Inhibicion
AUC groups

Testigo 232.4375 a

Malta 190.7675 b

Viride 188.1912 b

T10 183.4875 bc

T5 159.1150 C

attr(,"class")

[1] “"group”

Tratamiento groups

1 Testigo a

2 Malta b

3 Viride b

4 T10 bc

5 T5 C

Tratamiento groups

1 Testigo a 241.115

2 Malta b 204.930

3 Viride b 204.940

4 T10 bc 187.390

5 T5 c 160.815

T5

T10
Malta
Viride
Testigo

0.000000

Inhibicion
16.070058
9.950167
4.184112
4.017515
0.000000

Inhibicion
15.195788
7.244057
3.226543
2.268974
0.000000

Inhibicion
13.6221016
1.9984360
1.0408673
0.5204336
0.0000000

max_AUC label position

253.1708
215.1765
215.1870
196.7595
168.8558

groups
a

ab

b

b

b

groups
a

ab

b

b

b

groups

C COCOCw



Resultados obtenidos en Programa Estadistico de R para la variable metabolitos no Vol

atiles de Trichoderma.

##
##
##
##
##
##
##
##
##
#
##
#
#
##
#
#
##
#
#
##
#
#
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##

##
##
##
##
##
##

$17-jun-24_Crecimiento”
Fecha Variable
Testigo 17-jun-24 Crecimiento
T5 17-jun-24 Crecimiento
Viride 17-jun-24 Crecimiento
Malta  17-jun-24 Crecimiento
T1e 17-jun-24 Crecimiento
$°18-jun-24_Crecimiento”
Fecha Variable
Testigo 18-jun-24 Crecimiento
T5 18-jun-24 Crecimiento
Malta  18-jun-24 Crecimiento
Tie0 18-jun-24 Crecimiento
Viride 18-jun-24 Crecimiento
$°19-jun-24 Crecimiento”
Fecha Variable
T10 19-jun-24 Crecimiento
Testigo 19-jun-24 Crecimiento
Malta  19-jun-24 Crecimiento
Viride 19-jun-24 Crecimiento
T5 19-jun-24 Crecimiento
$°20-jun-24 Crecimiento”
Fecha Variable
T10 20-jun-24 Crecimiento
Testigo 20-jun-24 Crecimiento
Viride 20-jun-24 Crecimiento
Malta  20-jun-24 Crecimiento
T5 20-jun-24 Crecimiento
$ 21-jun-24_Crecimiento”
Fecha Variable
Testigo 21-jun-24 Crecimiento
T10 21-jun-24 Crecimiento
T5 21-jun-24 Crecimiento
Viride 21-jun-24 Crecimiento
Malta  21-jun-24 Crecimiento
AUC groups
Testigo 35161.64 a
T10 33025.47 a
Malta  29650.32 a
Viride 27645.72 a
T5 26643.27 a

Tratamiento
Testigo

T5

Viride
Malta

T10

Tratamiento
Testigo

T5

Malta

T10

Viride

Tratamiento
T10

Testigo
Malta
Viride

T5

Tratamiento
T10

Testigo
Viride
Malta

T5

Tratamiento
Testigo

T10

T5

Viride
Malta

Crecimiento
7.1675
4.8800
3.6050
3.0850
2.7175

Crecimiento
16.6275
11.4000
11.0800
10.5200

9.5550

Crecimiento
28.2750
25.6175
24.3825
19.2800
15.8550

Crecimiento
32.4900
32.4350
28.4975
27 .6300
26.3100

Crecimiento
35.9800
35.5075
33.8650
33.0825
33.0550

groups
a

ab

b

b

b

groups
a

ab

ab

ab

b

groups
a

ab

ab

ab

b

groups
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#it
## attr(,"class")
## [1] "group"

##  Tratamiento groups

#H# 1 Testigo a
##t 2 T10 a
#it 3 Malta a
#it 4 Viride a
## 5 T5 a
##  Tratamiento groups max_AUC label position
## 1 Testigo a 36528.45 38354.87
#i#t 2 T10 a 36573.23 38401.89
## 3 Malta a 35118.14 36874.05
## 4 Viride a 33091.22 34745.79
## 5 T5 a 28105.89 29511.18

Resultados obtenidos en Programa Estadistico de R para la variable metabolitos
Volatiles de Trichoderma.
## $ 14-abr-24 Crecimiento”

H## Fecha Variable Tratamiento Crecimiento groups
## Testigo 14-abr-24 Crecimiento Testigo 14.370000 a
## T10 14-abr-24 Crecimiento Tle 10.776667 a
## Malta 14-abr-24 Crecimiento Malta 9.790000 a
## Viride 14-abr-24 Crecimiento Viride 9.243333 a
## TS5 14-abr-24 Crecimiento T5 8.453333 a
#i#

## $ 15-abr-24 _Crecimiento”

H## Fecha Variable Tratamiento Crecimiento groups
## Testigo 15-abr-24 Crecimiento Testigo 24.693333 a
## T10 15-abr-24 Crecimiento Tie 12.110000 b
## Viride 15-abr-24 Crecimiento Viride 11.700000 b
## Malta 15-abr-24 Crecimiento Malta 11.553333 b
## T5 15-abr-24 Crecimiento T5 9.983333 b
#i#

## $°16-abr-24 Crecimiento”

H#it Fecha Variable Tratamiento Crecimiento groups
## Testigo 16-abr-24 Crecimiento Testigo 27.03000 a
## Malta 16-abr-24 Crecimiento Malta 14.84000 b
## T1e0 16-abr-24 Crecimiento T1e0 14.75333 b
## Viride 16-abr-24 Crecimiento Viride 13.82000 b
## T5 16-abr-24 Crecimiento T5 13.24000 b

## Resultados para: 14-abr-24 Crecimiento
H## Fecha Variable Tratamiento Crecimiento groups
## Testigo 14-abr-24 Crecimiento Testigo 14.370000 a



##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##

##
##
##
##
##
#H#
##
#H#
##

#H#
#H#
##
#H#
#H#
#H#

##
##
##
##
##
##

T1
Ma
Vi
T5

(%] 14-abr-24 Crecimiento
1ta 14-abr-24 Crecimiento
ride 14-abr-24 Crecimiento

14-abr-24 Crecimiento

T10 1
Malta
Viride

T5

Resultados para: 15-abr-24 Crecimiento

Te
T1
Vi
Ma
T5

Fecha Variable Tratamiento Cre

stigo 15-abr-24 Crecimiento Testigo 2

0 15-abr-24 Crecimiento T10 1

ride 15-abr-24 Crecimiento Viride 1

1ta 15-abr-24 Crecimiento Malta 1
15-abr-24 Crecimiento T5

Resultados para: 16-abr-24 Crecimiento

Te
Ma
T1
Vi
T5

Te
T1
Ma
Vi
T5

at
[1

uhwNnPR

Fecha Variable Tratamiento Cre
stigo 16-abr-24 Crecimiento Testigo
1ta 16-abr-24 Crecimiento Malta
0 16-abr-24 Crecimiento T10
ride 16-abr-24 Crecimiento Viride
16-abr-24 Crecimiento T5
AUC groups
stigo 16594.428 a
0 9092.807 ab
1ta 8725.138 ab
ride 8492.318 ab
7614.562 b
tr(,"class")
1 "group"
Tratamiento groups
Testigo a
T10 ab
Malta ab
Viride ab
T5 b
Tratamiento groups max_AUC label position
Testigo a 18753.970 19691.67
T10 ab 12775.775 13414.56
Malta ab 12927.430 13573.80
Viride ab 9528.235 10004.65
T5 b 9533.405 10010.08

0.776667
9.790000
9.243333
8.453333

cimiento
4.693333
2.110000
1.700000
1.553333
9.983333

cimiento
27 .03000
14.84000
14.75333
13.82000
13.24000
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