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RESUMEN

El duraznero (Prunus persica L.) es una de las especies de frutales
caducifolias originario de Persia domesticado en China, que mas se cultivan tanto en
las zonas templadas (latitudes entre 30° a 55°) en el hemisferio norte, como en las
zonas de alta montafia de los tropicos y subtrépicos (30° a 45C°) en el hemisferio sur.
En México este frutal se produce en 26 de las 32 entidades federativas que componen
el pais, dado a que es el principal frutal de hueso de importancia econémica, sin
embargo, en la Ultima década se ha reducido la produccion en méas de 27.3% debido
a la presencia de fitopatdégenos que afectan desde la germinacién hasta en la vida de
anaquel, siendo el Reino Fungi uno de los mas dafiinos para este frutal. Por lo tanto,
el objetivo de esta investigacion fue identificar los géneros y especies de fitopatdgenos
que causan enfermedades en el cultivo de durazno (P. persica L.) en el sur de
Chihuahua y caracterizarlos en relacion patogénica, rango de hospedantes y
susceptibilidad al efecto antagénico de Trichoderma spp. a nivel in vitro como en
planta. Se inicié6 con el aislamiento y descripciéon de la morfologia de los hongos
antagonicos y fitopatbgenos presentes en la zona de estudio, enseguida se
identificaron a nivel molecular los fitopatdgenos causales de enfermedades y
antagonicos presentes en la region. Se probo la actividad antagdnica in vitro de cepas
de Trichoderma spp. contra fitopatdgenos nativos mediante confrontacion dual, una
vez determinado los géneros de mayor virulencia se evalué la patogenicidad de los
aislados fungosos seleccionados en laboratorio frente Trichoderma spp. en plantas de
un afilo de edad de durazno de la variedad prisco, bajo condiciones de invernadero,
luego se procedi6 a probar la patogenicidad en hospedantes de importancia
econdmica de la region en fruto de manzano (Malus domestica (B.), fresa (Fragaria
spp.), ciruela (Prunus domestica (L.), pera (Pyrus communis (L.) y membrillo (Cydona
oblonga (M.) y en hoja de variedades amarillo, prisco y blanco, finalmente se evaluo la
actividad biolégica a través de la reproduccién conidial de Trichoderma spp. en medios
de cultivos y sustratos organicos. Se logro identificar 10 cepas de hongos
fitopatdgenos correspondientes a cinco géneros descritos como Monilinia fruticola H.,
Alternaria alternata (K.), Fusarium sambucinum (L.), Collectotrichum gloesporoides

(S). y Epicoccum italicum (L.) y poae, todos los aislados mostraron una alta inhibicion
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del crecimiento micelial contra los cinco géneros considerando que la estirpe 3 (SP-M-
M5-R-T) de T. asperelloides presentd un alto potencial para el control in vitro frente a
los fitopatdogenos. La variedad amarilla del duraznero es considerada la mas
susceptible a todos los aislados patogénicos; asi mismo, A. alternata, C. gloesporoides
y M. fruticola fueron los fitopatdgenos mas agresivos. Todos los hongos presentaron
incidencia en hojas, por lo que se consideran variedades extremadamente suceptibles.
El fruto de fresa es el mas susceptible ante los fitopatégenos foliares del durazno
mientras que la manzana mostré6 mayor resistencia al presentar menor porcentaje de
severidad. En cuanto a los bioensayos evaluados en invernadero se presentd
incidencia en todas las unidades experimentales, ademas de presentar de una hasta
mas de 10 lesiones ubicandose en la escala de severidad 1-4, considerando a E. poae
como uno de los hongos con mayor afectacion al cultivo del duraznero. En todos los
sustratos se presento viabilidad para la reproduccién conidial del hongo y se demostré
gue las semillas de trigo y los granos de arroz son una fuente ideal para su crecimiento
a temperaturas calidas (17.5°C+ 2) y frias (7°C+ 2), ya que se obtuvo el 100% de
reproduccion conidial y 87.5 % de crecimiento micelial en medios de cultivo. De
acuerdo a las variables de respuesta evaluadas se considera que T. asperelloides
presenta un alto potencial para el control in vitro como in vivo frente a los fitopatdgenos

foliares en plantas de durazno de un afio de edad.

Palabras clave: Antagonista, fitopatdgenos, hospedante, identificacion, patogenicidad,

duraznero, variables de respuesta, sustrato.
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ABSTRACT

The peach tree (Prunus persica L.) is one of the species of deciduous fruit
trees native to Persia domesticated in China, which is most cultivated both in temperate
zones (latitudes between 30° to 55°) in the northern hemisphere, as well as in high
altitude areas. mountain of the tropics and subtropics (30° to 45C°) in the southern
hemisphere. In Mexico, this fruit tree is produced in 26 of the 32 states that make up
the country, given that it is the main stone fruit tree of economic importance. However,
in the last decade production has been reduced by more than 27.3% due to the
presence of phytopathogens that affect everything from germination to shelf life, with
the Fungi Kingdom being one of the most harmful to this fruit tree. Therefore, the
objective of this research was to identify the genera and species of phytopathogens
that cause diseases in the peach crop (P. persica L.) in southern Chihuahua and
characterize them in pathogenic relationship, host range and susceptibility to the effect.
antagonist of Trichoderma spp. at the in vitro and plant level. It began with the isolation
and description of the morphology of the antagonistic and phytopathogenic fungi
present in the study area, then the disease-causing and antagonistic phytopathogens
present in the region were identified at a molecular level. The in vitro antagonistic
activity of strains of Trichoderma spp. against native phytopathogens through dual
confrontation, once the genera with the highest virulence were determined, the
pathogenicity of the fungal isolates selected in the laboratory was evaluated against
Trichoderma spp. in one-year-old peach plants of the Prisco variety, under greenhouse
conditions, then the pathogenicity was tested in hosts of economic importance in the
region in apple fruit (Malus domestica (B.), strawberry (Fragaria spp. ), plum (Prunus
domestica (L.), pear (Pyrus communis (L.) and quince (Cydona oblonga (M.) and in
leaves of yellow, prisco and white varieties, finally evaluated the biological activity
through conidial reproduction of Trichoderma spp. in culture media and organic
substrates. It was possible to identify 10 strains of phytopathogenic fungi corresponding
to five genera described as Monilinia fruticola (H.), Alternaria alternata (K.), Fusarium
sambucinum (L.), Collectotrichum gloesporoides (S.) and Epicoccum italicum (L.) and
poae, all isolates showed high growth inhibition mycelial against the five genera

considering that lineage 3 (SP-M-M5-R-T) of T. asperelloides presented a high
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potential for in vitro control against phytopathogens. The yellow variety of the peach
tree is considered the most susceptible to all pathogenic isolates; Likewise, A.
alternata, C. gloesporoides and M. fruticola were the most aggressive phytopathogens.
All fungi had an incidence on leaves, which is why they are considered extremely
susceptible varieties. The strawberry fruit is the most susceptible to peach foliar
phytopathogens, while the apple showed greater resistance by presenting a lower
percentage of severity. Regarding the bioassays evaluated in the greenhouse, there
was an incidence in all the experimental units, in addition to presenting from one to
more than 10 lesions, located on the severity scale 1-4, considering E. poae as one of
the fungi with the greatest impact. to peach cultivation. Viability for conidial reproduction
of the fungus was present in all substrates and it was demonstrated that wheat seeds
and rice grains are an ideal source for its growth at warm (17.5°C+ 2) and cold (7°C+
2) temperatures. 2), since 100% conidial reproduction and 87.5% mycelial growth in
culture media were obtained. According to the response variables evaluated, it is
considered that T. asperelloides has a high potential for in vitro and in vivo control
against foliar phytopathogens in one-year-old peach plants.

Keywords: Antagonist, phytopathogens, host, identification, pathogenicity, peach tree,

response variables, substrate.
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CAPITULO 1. INTRODUCCION Y REVISION DE LITERATURA

1.1. INTRODUCCION

El duraznero (Prunus persica L.) es una de las especies de frutales caducifolias
gue mas se cultivan tanto en las zonas templadas (latitudes entre 30° a 55°) en el
hemisferio norte, como en las zonas de alta montafia de los trépicos y subtrépicos (30° a
45°C) en el hemisferio sur (Cancino et al., 2018). Siendo China el principal pais productor,
seguido de China continental, Italia, Turquia, Grecia, Espafia, Estados Unidos e Iran,
posicionando a México en el lugar nimero 12 de produccion de durazno a nivel mundial
( FAOSTAT, 2024), obteniendo un total de 238,181.60 t cosechadas en el ciclo 2022, los
principales estados productores son: Zacatecas, Chihuahua, Michoacan, Estado de
México y Puebla, aportando un 76.76% de la produccion nacional (SIAP, 2024), donde
destacan los cultivares de pulpa adherida al hueso blanca, amarilla, rojiza y prisco,
mientras las variedades mas comunes se encuentran la Diamante, Criollo, Alaska,
Blanquillo criollo, Blanco nectarin, Perla, Virgen, abollado, San Juan, Tlaxcala y Fred
siendo la méas especial la Betarraga (Fernandez et al., 2011;Mayorga et al., 2011;
Calderon-Zavala et al., 2021).

La produccién de este frutal se ve afectada por enfermedades que limitan su
produccion, entre las mas importantes se encuentran: de origen fungoso la Pudricion
blanca de raices, (Armillaria mellea (C.), Pudricién suave (Ganoderma lucidum (C.),
Marchitez del durazno (Verticillium albo-atrum (N.), Tiro de municion (Coryneum
beijerinckii (O.) Verrucosis (Taphrina deformans (B.), Cenicilla (Sphaeroteca pannosa
(B.), Pudricion café, momificacién del fruto, (Monilinia fruticola (H.) Roya (Tranzschelia
discolor (F.) y de origen bacteriano Agalla de la corona (Agrobacterium tumefaciens (S.),
Gomosis, cancer o cancro del tallo (Pseudomonas syringae (V.) (Anderson & Ullrich,
1979; Santoyo, 2012), cabe mencionar que todas estas enfermedades estan
determinadas por factores de clima, suelo, variedades, portainjertos y manejo del
huerto; la combinacion entre estos factores marcaré la diferencia entre un cultivo sano
o con gran diversidad de problemas; cuando se presentan de forma desfavorable

estos seis factores, las probabilidades de éxito son practicamente nulas. Sin embargo,



si se prevén y se consideran de forma positiva cada uno de estos factores (suelo y clima
adecuado, conocimiento de plagas y enfermedades y el uso de variedades resistentes),
(Soria, 2010; FPS, 2012; Murray & Altson 2020).

En el estado de Chihuahua aun no existen reportes cientificos sobre
enfermedades patdgenas en el cultivo de durazno en alguna de sus etapas fenoldgicas,
asi como en el proceso de postcosecha del cultivo; sin embargo, existe la presencia de
patégenos intestinales en los frutos de exportacion de acuerdo al diagndstico de la
calidad microbiologica de frutas y hortalizas en Chihuahua, que ha determinado la
presencia de bacterias como Escherichia coli (M.), Salmonella (L.), y Listeria
monocytogenes (M.), donde el agente causal de la mayoria de los brotes fue Salmonella
spp. (Quezada et al., 2008). Por lo antes mencionado, es pertinente continuar con
investigaciones basadas sobre los fitopatdgenos que afectan a este cultivo en sus
diferentes etapas de crecimiento incluyendo la produccion hasta postcosecha, por lo
tanto, el objetivo de este trabajo fue Identificar los géneros y especies de fitopatogenos
gue causan enfermedades en el cultivo de Prunus persica L. en el sur de Chihuahua y
caracterizarlos en relacidon patogénica, rango de hospedantes y susceptibilidad al efecto

antagonico de Trichoderma spp. a nivel in vitro como en planta.



1.2. REVISION DE LITERATURA

1.2.1. Antecedentes de Prunus persica L.

El duraznero es una de las especies frutales caducifolias mas populares que se
cultivan en las zonas templadas de todo el mundo. Su nombre cientifico, Prunus persica
(L.) Batsch, en 1885, sugiere que seria originario de Persia lo que, actualmente, se
conoce como Iran, pero en la literatura China del 2000 A.C., se hacian descripciones de
sus flores y frutos maduros, por lo cual, hoy es aceptado, que su origen esta en dicho
pais (Pinzon et al., 2014). En México se introdujo con la llegada de los espafioles hace
mas de 450 afios. En 1927, se establecen plantaciones de durazno con fines comerciales,
con un total de 1, 579 ha a nivel nacional (Larqué et al., 2009).

El durazno (P. persica) a nivel mundial ocupa el segundo lugar entre los cultivos
de frutales con hueso, después de la nectarinay el lugar 12 de frutales; P. persica es una
de las 200 especies de este género donde al menos 34 de éstas producen fruta
comestible. El durazno es altamente adaptable y se cultiva en un amplio rango de suelos
y condiciones ambientales (SNAVMP, 2019). En 2023, la produccién de durazno en
México fue de 238,181.60 t, en una superficie cultivada de 33,219.05 ha. Chihuahua es
el segundo estado productor de este fruto aportando el 14.33% de la produccién total
nacional, superado por Zacatecas con un 35.56%, siguiendo Michoacan con 13.42%,
Estado de México 7.22% y Puebla con 6.23% (SIAP, 2024).

Entre las variedades de durazno que mas se cultivan se encuentran Red Top,
Flavor Crest, Rich Lady, White Lady, Snow Giant, September Snow, Sugar Lady
Cristalino, Queen crest, Zee diamond, Rich lady, Elegant ladyy Royal glory (SNAVMP,
2019). En el contexto nacional, los principales cultivares de exportacién son: Regio, Sol,
Madrugada, Michele, Aurora, Dorado, Irina, Escarcha; el primero se ha mantenido como
el principal cultivar de exportacion durante muchos afios (Fernandez et al., 2011).

Estudios realizados en México en el aino 2009 afirman que la rentabilidad,
competitividad y ventajas comparativas del cultivo de durazno (P. persica) en la region
suroeste de México es positiva, tanto en términos privados como econémicos, para el

sistema de produccién al carecer de apoyos (incentivos) a la remuneracién de factores



de la produccion, lo cual implica que la actividad es una alternativa rentable para los
productores de la region en términos del ingreso que se genera (Rebollar et al., 2009).

A nivel mundial se han reportado problemas fitosanitarios en el cultivo de durazno
principalmente en Ecuador donde se han realizado estudios sobre las enfermedades
postcosecha en cultivo de P. persica, por lo que fue posible identificar a los hongos
filamentosos que estan causando sintomas de pudricion en frutos de la variedad
diamante. Adicional a ello, se identific6 morfolégica y molecularmente a los hongos
aislados, identificando los géneros Monilinia, Alternaria, Diaporthe, Botrytis, Fusarium y
Rhizopus mediante observacién microscépica de sus estructuras sexuales y asexuales.
Ademas, se determiné que la mayoria de duraznos sintomaticos colectados estaban
infectados con M. fructicola y A. alternata, con porcentajes de 35% y 29 %
respectivamente (Quinchuki & Khaterine, 2017).

Recientemente se ha observado la presencia de del hongo T. deformans afectando
el cultivo de durazno en Georgia ocasionando la enfermedad de verrucosis del duraznero,
presentando sintomas de células de las hojas infectadas para multiplicar rapidamente y
al azar, agrandandose, deformacién y la abolladura, partes de la hoja infectada
distorsionada suelen ser coloradas de amarillo o rojo, que finalmente se vuelven
marrones y se caen. Las frutas jovenes infectadas pueden también caerse
prematuramente o se muestra sintomas parecidas a la verruga cuando sean maduras. El
arbol generara nuevas hojas hacia fuera para reemplazar las hojas caidas, lo cual puede
resultar en una reduccién de la cosecha. La incidencia de la enfermedad es més alta 'y
mas perceptible en las condiciones humedas, durante las temperaturas frescas,
expansion de las hojas jévenes es mas lenta, dejando que el periodo de infeccién sea
mas largo, en las temperaturas mas altas, infeccién puede ocurrir, pero los sintomas no
desarrollan por la expansion rapida de las hojas; una vez que las hojas hayan expandido
completamente, llegan a ser resistentes al patégeno (Nischwitz et al., 2017).

De acuerdo a los Muarry & Altson 2020, dan a conocer las enfermedades con
mayor severidad presentes en plantas y frutos de Durazno en Estados Unidos, de las
cuales se desenlazan la Plaga Coryneum (Tiro de municidn) cuyos sintomas son
manchas redondas, taponadas o hundidas en las frutas, ramitas muertas, agujeros en

las hojas, brotes muertos que exudan goma, Gomosis desarrollando sintomas de

4



exudacion gelatinosa en la corteza: clara, lechosa y de color ambar, Chancro Perenne
presentando sintomas de exudacién de color &mbar, descamacion de la corteza, tejido
necrético (marrén) justo debajo de la corteza (derecha inferior, Oidio amarillamiento,
distorsion, retraso en el crecimiento , reduccion de rendimiento, manchas oxidadas en
la fruta (oidio del durazno) , residuo de polvo blanco (mezcla de micelio y esporas de
hongos), entre otras serie de plagas que afectan a este cultivo caducifolio, cabe
mencionar que este estudio se llevd a cabo en campos experimentales de traspatio bajo
condiciones climatolégicas ambientales.

Son necesarias estrategias de control para las enfermedades causadas tanto por
hongos como bacterias por lo que es importante, conocer el agente causal y el ciclo de
la enfermedad también es importante. Precisamente, conociendo la interaccion
planta/patdgeno y su variacion funcional, de acuerdo con los factores ambientales es
obligado para un control integral.

1.2.2. Prunus persica L
El género Prunus, perteneciente a la familia de las rosaceas, incluye un gran

numero de especies de arboles frutales conocidos como “frutos de hueso” debido a que
la semilla estd encerrada en un endocarpio duro, lignificado y pétreo. EI melocotén se ha
propuesto como planta modelo para la familia Rosaceae debido a un periodo de juventud
relativamente corto (2 a 3 afios) en comparacion con la mayoria de las otras especies de

arboles frutales (Ricci et al., 2020).

1.2.3. Descripcion botanica
El género Prunus pertenece a la familia Rosaceae y a la subfamilia Prunea, y

esta compuesto por alrededor de 343 especies que se distribuyen en cinco subgéneros,
a saber, Padus, Amygdalis, Cerasus, Prunophora y Laurocerasus de arboles y arbustos
caducifolios y perennes en crecimiento principalmente en las regiones templadas del
hemisferio norte.

Este género habita en las zonas montafiosas y templadas frias a regiones

climaticas submontanas del pais en un rango altitudinal entre 760 y 4000 msnm.



Los frutos de muchas especies silvestres son buena fuente de vitaminas y
minerales y recogidos de sus habitats naturales por locales habitantes para cumplir con
su requerimiento nutricional diario (Balkrishan et al., 2021).

Arboles o arbustos, a veces espinosos. Hojas simples, enteras o serrado con (2-
4) glandulas en la base o en el peciolo, estipulas caducifolio, raramente persistente, flores
solitarias, en fasciculos o racimos, generalmente bisexuales (Figura 1). Tubo del caliz
obcoénico o campanulado, 16bulos del céliz 5 o 6, rara vez 4 0 més, caduco. Pétalos 5 o
6, rara vez 4 0 mas, a veces apenas diferentes de los sépalos, blancos o rosados. Los
estambres son de 10 a 35. Carpelo Unico, rara vez 2 o0 mas, libre, encerrado por el caliz
tubo. Ovario 6vulos superiores 2, estilos terminales. drupa de fruta, mesocarpio seco o
carnoso, endocarpio 6seo o lefioso. Semillas sin endospermo. Presencia de un par de
glandulas (a veces 1 o 3) cerca de la cumbre del peciolo o hacia la base de la hoja es la

caracteristica vegetativa util del género Prunus L. (Balkrishan et al., 2021).

Figura 1. Fruto, hoja y flor de Prunus persica L. originarios del sur de Chihuahua.

Las principales caracteristicas que definen al duraznero o melocotén es una
drupa con 4 a 10 cm de diametro, de colores rojizos y amarillos y forma ovoide, puede
presentar exocarpo tomentoso, su peso cambia para cada variedad. El duraznero es uno
de los frutales cominmente sembrados en zonas de trépico alto (o clima frio), debido a
gue posee ventajas comparativas con los que se siembran en las zonas templadas
(Africano et al., 2015).

Las frutas pueden ser clasificadas en dos grupos, acidas y no acidas,
dependiendo de su valor de pH: las frutas por debajo de pH 3.9 se consideran acidas y
las de pH por encima de 4.0, no acidas (Dirlewanger et al., 1998).

El durazno se describe como una especie diploide (2n=16), caducifolio con un

tamafio medio con una altura hasta de 8 metros, considerandose como planta arbustiva



redonda con didmetro de 3-5 m. Se conducen en un sistema de vaso o globo, o en el
sistema de palmeta. Su vida es relativamente corta, hasta maximo 30 afios, que dura en
cultivos comerciales solamente de unos 12 a 15 afios y la produccién de fruto inicia al
segundo o tercer afio.

La hoja puede ser plana, con margenes enteros u ondulados, y aserrados. La
presencia de hojas mas angostas, similares a las del sauce, esta asociada con arboles
pequefios y mas débiles que arboles con otro tipo de hojas.

El hueso (semilla con el endocarpio) puede ser adherido a la pulpa, separado de
la pulpa (melocotones o freestone) o semiadherido.

Las flores hermafroditas y periginas, sentadas o con un pedunculo corto, abren
antes que las hojas. Los pétalos son de colores rosados a rojos. La corola puede ser en
forma de rosa con pétalos grandes, o en forma de campana con pétalos pequefios, en
esta Ultima, las anteras emergen de la corola antes de la antesis completa. Cada flor tiene
entre 20 y 30 estambres. Las anteras son de color rojizo, excepto las que tienen

esterilidad masculina (Cardenas & Fischer,2013).

1.2.4. Clasificacion taxondmica del Durazno

Nombre comun: Melocotdn. otros nombres comunes: Durazno Amarillo, Durazno
(en Centroamérica); Camuezo (Colombia); Carozo (Chile), Pavia (Colombia, Espafia),
Peach (inglés), Melocotonier (francés). otros nombres: Bresquilla, Prisco, Pérsico,
Albérchigo, Alperche, Peladillo, Prescal, Nectarina, Peixago, Peixeguero, Presseguer

El Melocoton (Prunus persica L. Batsh) se clasifica botanicamente como:
Clase: Dicotyledoneae

Familia: Rosacea
Subfamilia: Prunoidea

Geénero: Prunus persica (Pinzon et al., 2014).

1.2.5. Variedades

En México, las variedades de durazno (P. persica L.) de alta productividad son aquellas
con alto requerimiento de frio. Las variedades que presentan un menor requerimiento de

frio tienden a tener niveles de produccién y calidad inferiores, son menos precoces y sus
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frutos tienen un alto potencial de oxidacion. Ademas, estos frutos suelen tener un bajo
contenido de sdlidos solubles, baja firmeza y una forma inadecuada (con punta y sutura
pronunciadas). Las principales variedades de durazno son: Diamante, San Juan, Regio,
Toro, Diamante mejorado, Diamante especial, Oro Azteca, Variedad Tlaxcala y Fred, las
cuales presentan una textura vellosa y una coloracion que va desde el amarillo claro hasta
naranja intenso; ademas tienen un sabor dulce agradable al gusto y una textura suave
(Calderon et al., 2021).

1.2.6. Informacidon nutrimental

El durazno es apetecido por su agradable sabor, propiedades organolépticas y
propiedades medicinales; el consumo de este fruto aporta vitamina A, B1, B2, C, fésforo,
calcio entre otros elementos y vitaminas esenciales. Durante la maduracion del fruto
también se llevan a cabo procesos de sintesis de compuestos voléatiles (Figura 2),
reduccion del contenido de proteinas e incremento en la capacidad antioxidante del fruto
(Africano et al., 2015)

Pubencia

Pulpa————

Epidermis/ / :

Apice

Figura 2. Corte interior y fisiologia del fruto del duraznero variedad prisco

1.2.7. Plagas y enfermedades

Respecto a la presencia de especies de plagas tanto polifagas como
especializadas existen aumentos periddicos de su nimeros y especies como Laspeyresia
han dafiado constantemente las plantaciones de durazno. Los insectos del orden
Lepidoptera en especifico Grapholitha (B.) molesta es la mas dafiina en huertos de

melocotoneros. La propagacion de plagas como Anarsia lineatella se observa en brotes



principalmente en plantaciones mas antiguas, sin embargo, en algunos paises esto
fitofago es la especie dominante, en comparacidén con otros miembros de esta orden, de
acuerdo a observaciones realizadas en huertos de melocotoneros en los subtropicos
hamedos existen alrededor de 18 especies de plagas, mientras que mas del 43.7% de
las especies nocivas son polifagas (Yudytska & Klechkovskyi, 2021). Ademas, los
pulgones, son el grupo mas grande de plantas que se alimentan del floema, sabe que
deprime el crecimiento de las plantas y causa una gran pérdida de productividad de los
cultivos Myzus persicae (Sulzer) (Homoptera: Aphididae) es una plaga principal de P.
persica Batsch (Rosaceae) como plantas hospedantes primarias en Europa (Grechi et
al., 2008).

Los acaros son artropodos muy pequefios que estdn mas estrechamente
relacionados con las garrapatas que los insectos, pasan el invierno como adultos en la
base de los arboles, o en la cobertura del suelo, y pueden convertirse en un problema
durante las condiciones célidas y secas a mediados y finales de verano cuando se
reproducen rapidamente. Estos succionan la savia y la clorofila de las hojas causando un
aspecto punteado, los principales sintomas son: hojas punteadas, pérdida del vigor del
arbol (Acufa, 2010; Mondino et al., 2010).

Las principales enfermedades que afectan el cultivo de duraznero en nuestro pais
son la podredumbre morena ocasionada por M. fructicola, el torque o rulo ocasionado por
Alternaria sp. (pudricion del fruto), A. mellea (C.) y Aspergillus sp (P.), (pudricién del fruto,
pudricion de raices), Botrytis cinérea (P.) (pudricion del fruto, tizén de la flor),
Cladosporium carpophilum (T.) (Sarna del duraznero), Macrophomina phaseolina (T),
Sclerotium bataticola (T), Rhizoctonia bataticola (T) (pudricion carbonosa de raices), T.
deformans (B.) (Roya), V. albo-atrum (N.) (Verticilosis), Coryneum beijerinckii (D) (tiro de
municion) (Acufia, 2010) y la bacteriosis ocasionada por Xanthomonas arboriicola pv.
Pruni (B.). En los ultimos afios ha incrementado la importancia de la viruela de la pda
ocasionada por Phomopsis amygdali (D), la que causa la muerte de ramas productivas.
Otras enfermedades que afectan al cultivo son la agalla de corona ocasionada por A.
tumefaciens (S.) y los nédulos radiculares ocasionados por nematodos del género
Meloidogyne (K.). Las enfermedades causadas por virus y organismos afines (Figura 3)
(Acufa, 2010; Mondino et al., 2010).



Sin embargo, en los ultimos afios este frutal se ha visto afectado por una serie de
enfermedades provocadas por el Reino Fungi, el cual ha venido a traer grandes pérdidas
econdmicas en su produccion superando el 33%.

El tiro de municion es una enfermedad de hongos comun en Utah. Ataca capullos
latentes de hojas, brotes de flores, hojas, frutos y ramitas. Las primeras lesiones visibles
ocurren en las hojas jovenes como pequefias manchas redondas y bronceadas que con
el tiempo se caen, dejando agujeros redondos. Las lesiones circulares se desarrollan en
la fruta que primero aparecen como manchas rojizas (mostradas a la derecha, arriba), y
mas tarde como protuberancias asperas y taponadas. A veces estan hundidas (a la
derecha, abajo). Cuando los capullos infectados mueren, exudan goma, y las ramas
pueden morir, los principales sintomas son: manchas redondas, taponadas o hundidas
en las frutas, ramitas muertas, agujeros en las hojas, brotes muertos que exudan goma
(Murray & Altson, 2020).

. | 4
Figura 3. Sintomas en plantas del duraznero en el sur de Chihuahua. A) Hoja con

formacioén de lesiones necroticas, B) Momificacion en fruto caido, C) Flacidez y pudricién
en planta y D) Gomosis en la planta del tallo variedad amarilla.
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1.2.8. Monilinia spp.

Monilinia causa la podredumbre parda de fruta de hueso en muchas éreas de
produccion del mundo, incluyendo Asia, Europa, Africa, América del Norte, América
Central, el Caribe, América del Sur y Oceania. El hongo puede causar flortizén, cancro
de la rama y pudricién de la fruta (Figura 4) antes y después de la cosecha.

Se han estudiado muchos enfoques para controlar la enfermedad, incluida la
resistencia de los cultivares, el uso de agentes de biocontrol, factores fisicos y reduccion
del in6culo, pero las mas efectivas son las aplicaciones de fungicidas antes y después de
la cosecha (Chen et al., 2012).

Figura 4. Sintomas de campo en hospedante natural en frutos durazno de Monilinia
fructicola (Al y B1), Monilia mumecola (C1) y Monilia yunnanensis (D1)
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1.2.8.1. Taxonomia del género Monilinia spp.

El género a veces se divide en dos secciones segun si poseen disyuntores:

estructuras pequefias en hongos maduros que ayudan a dispersar las esporas.

Hay alrededor de treinta especies conocidas en este género La mayoria de los
estudios de los hongos se centra en sus efectos patogénicos hacia las manzanas, las
peras y otras frutas (USDA, 2013).

Reino: Fungi
Divisién: Ascomycota
Clase: Leotiomycetes
Orden: Helotiales

Familia: Sclerotiniaceae

Género: Monilinia

1.2.8.2. Caracteristicas morfoldgicas

Monilinia es un género de hongos de la familia Sclerotiniaceae. La principal
caracteristica diagnéstica de los Discomycetes es que el apotecio o cuerpo fructifero se
origina a partir de pseudoesclerocios formados en fruta momificada parcial o totalmente
enterrada en el suelo, o en escombros donde la se producen esporas sexuales
(ascosporas). Las colonias tienen tasas de crecimiento mas bajas, los anillos y arcos
negros caracteristicos estan asociados con los pétalos de las rosetas de la colonia. M.
fructicola muestra un crecimiento tasa que va de 9 a 20 mm por 24 h con un promedio de
aproximadamente 13 mm (Martini y Mari, 2014). El micelio produce cadenas de conidias
elipticas tipo Monilia sobre hifas ramas dispuestas en penachos (esporodoquios). El
hongo también produce microconidios (spermatia) en cadenas en condiéforos en forma
de botella (Cuadro 1). Los microconidios no germinan, pero parecen estar involucrados
en la fertilizacion del hongo. La etapa sexual, el apotecio, se origina de pseudoesclerocios
formados en frutos momificados enterrados total o parcialmente en el suelo o los
escombros. Mas de 20 se pueden formar apotecios en una momia (Figura 5). El interior

o la superficie superior del apotecio esta revestida con miles de ascos intercalados con
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hifas estériles (parafisis). Cada ascus contiene ocho ascosporas unicelulares (Agrios,
2005 y Baltazar et al., 2023).

Figura 5. Morfologia de colonias, morfologia de conidios y patrones de germinacion de
Monilinia fructicola de nispero (A1-A3) y M. fructicola (B1-B3), Monilia mumecola (C1-
C3) y Monilia yunnanensis (D1-D3) de melocotoén.

Cuadro 1. Comparaciones de las diferencias morfologicas entre Monilinia spp. (Igbal et

al., 2022).

Especies Diametro Forma de  Margenes de  Color de Crecimientodela Forma de  Esporulacion  Tubo de  Referencias
de colonia la colonia la colonia colonia colonia espora germinacion
(24 horas)
M. fruticola 9-20mm Margen No serulado De pardo a  Crecimiento En forma En toda la  Largo y  (Martini & Mari,
completo verdoso radial continuo de limén superficie ramificado 2014)
lejos de la
M.laxa 2-11 mm Margen serulado Marrén El  crecimiento Elipsoide, En cultivos espora (Lahlali et al.,
lobulado grisiceo o  radial se detiene 9v0|dgo mé§ Corto 2020)
limoniforme  antiguos, se ramificado
avellana periédicamente desarrollaron
mechones cerca de la
de micelio
aéreo donde espora
la
esporulacion
ocurre
M.frutigena 0-12 mm Margen No volado  Cremoso/ Tasa de  Micelio Formado en Largo y  (Vasic¢etal.,
completo pero beige o  crecimiento baja aereo. amllqs } ramificado 2016)
cilindrico o conceéntricos
completo amarillento a moderada en forma en los que la lejos de la
de limén esporulacion espora
ocurrir
M. polistroma 4-9mm Margenes No  volado  Cremoso/ Tasa de  Forma Aparente Largo y (Yinetal,
completos  pero beige o  crecimiento cilindrica o  esporulacién ramificado 2015)
completo amarillento moderada de limén de generalmente
mechones desarrollados
de micelio lados

puntiagudos
de
conidios
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1.2.8.3. Ciclo bioldgico
Molinilia posee dos fases, una sexual o ascospoérica y otra asexual. Durante el

invierno el patdgeno sobrevive en frutos momificados, pedunculos infectados y cancros
formados en infecciones de afios anteriores y, luego de iniciada la floracion se lo
encuentra en peddnculos, anteras, flores y brotes muertos. En primavera el aumento de
la temperatura, elevada humedad relativa o lluvias y el hospedante receptivo favorecen
el inicio del proceso de infeccidon. Se forman los conidios, que, al ser dispersados por la
lluvia y el viento, alcanzan a las flores y, tras invadir ovario y pedunculo la infeccion
avanza sobre el brote. Las flores marchitas quedan cubiertas por una masa de conidios,
importante fuente de indculo capaz de producir nuevas infecciones con condiciones
ambientales favorables. Los frutos pueden ser infectados inmediatamente después del
cuajado, manifestandose la enfermedad antes o después de la cosecha (Figura 6). La
infeccion del fruto se produce directamente a través de la cuticula, en la base de los
tricomas o a través de rajaduras y heridas que pueden ser causadas por insectos como

mosca de los frutos, abejas, hormigas, entre otros (Piwowarczuk, 2017).
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Figura 6. Ciclo de la enfermedad de la podredumbre parda de frutos de hueso causada
por Monilinia fructicola

14



1.2.9. Colletotrichum spp.

La més importante de las pudriciones del fruto de Colletotrichum son las que se
dan en las frutas tropicales, como el aguacate, banano, citricos, café, mango, papaya y
otros. De las antracnosis en fruta de clima templado, podredumbre amarga de manzana
y la podredumbre madura de la uva son las mas importantes. La antracnosis del mango
ocurre en todos los trépicos, es causado por al menos tres especies de Colletotrichum:
C. gloeosporioides, C. gloeosporioides var. minor y C. acutatum (S.). La enfermedad
aparece como tizon de la flor, como tizon de la hoja y cuando las condiciones de humedad
son favorables, como la muerte regresiva de los arboles. La antracnosis es
particularmente grave y puede destruir la cosecha total como una enfermedad
poscosecha al florecer el tizon mata flores individuales o afecta partes o la inflorescencia
completa, las hojas infectadas se desarrollan de forma irregular manchas negras
necroticas que a menudo se unen y forman grandes areas necroticas ramitas jovenes
también pueden ser invadidos, lo que resulta en la muerte regresiva de lefia menuda.
Bajo condiciones mojadas o muy humedas, la fruta se vuelve infectados en el campo,
pero permanecen asintomaticos hasta el inicio de la maduracién, que tiene lugar después
de la cosecha. Fruta Los sintomas consisten en lesiones redondeadas de color marrén
negruzco en la superficie del fruto. Las lesiones se unen y forman mas grandes lesiones
oscuras que cubren grandes areas del fruto extendiéndose hacia abajo desde el extremo
del tallo hacia el extremo distal de la fruta. Las lesiones de los frutos suelen ser poco
profundas, afectando sélo a la piel, pero en condiciones favorables las lesiones se
extienden hacia la pulpa (Agrios, 2005).

La antracnosis del durazno, causada por la especie Colletotrichum, incluidas
Colletotrichum gloeosporioides y Colletotrichum acutatum, es una grave amenaza para
la produccion de durazno, se designan como complejos de especies en varios estudios
(Usman et al., 2021).

Las lesiones de la fruta aparecen como areas firmes, marrones, hundidas (Figura
7a, c,d) que a menudo muestran anillos concéntricos (Figura 7€) de pequefios acérvulos
anaranjados (Figura 7b,c,f). Los acérvulos producen conidios que se propagan
principalmente por la lluvia y las salpicaduras. Si un conidio cae sobre tejido de la planta

huésped susceptible, puede causar una infeccion secundaria. Se puede observar
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engomado al infectar frutos (Figura 7a). Los frutos infectados no alcanzan la madurez.
(Figura 7i), muestran atrofia y eventualmente se encogen por la pérdida de agua (Figura
7i, j). las lesiones en frutos verdes o maduros pueden colapsar (Figura 7 ay f). también
puede infectar hojas con lesiones marrones (Figura 7g y h) y acérvulos anaranjados
(Figura 7h), rama severa las infecciones pueden provocar la muerte regresiva de las

mismas (Figura 7j) (Tan et al., 2022).

Figura 7. Sintomas de la antracnosis del durazno en frutos y hojas. (a—f) Varios sintomas
en frutos de Prunus persica (a—c,f) y P. persica var. nucipersica (d,e): (a,c—e) lesiones en
frutos y (b,f) lesiones en frutos maduros de durazno; (g,h) sintomas de antracnosis en las
hojas; (i) frutos jévenes momificados; (j) ramita infectada.
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1.2.9.1. Taxonomia del género Colletotrichum spp.

La descripcion formal mas reciente del género Colletotrichum esta dada por
Jayawardena et al. (2020), sobre morfologia y caracteristicas culturales e informacion en
medios estandarizados y condiciones de cultivo. El género se establecio en 1837, por
Sutton, (1992). Von Arx (1957) revis6 minuciosamente, reduciendo alrededor de 750
especies a 11 taxones, que fueron aumentando gradualmente, las especies son
principalmente asexuales, pero algunos tienen un teleomorfo que puede ser ya sea
homotélico o heterotalico y es el tnico género en la familia Glomerellaceae (Talhinhas &
Baroncelli, (2021).

Colletotrichum comprende el estado asexual (anamorfo) de Glomerella (teleomorfo), el
cual pertenece:
Reino: Fungi
Phyllum: Ascomycota
Clase: Hypocreomycetidae
Orden: Glomerellales
Familia: Glomerellaceae

Género: Colletotrichum spp. (Rojo-Béez et al., 2017)

1.2.9.2. Caracteristicas morfoldgicas

Tradicionalmente, el género Colletotrichum se ha identificado mediante
caracteres morfolégicos que incluyen: tamafio y forma de conidios, y apresorios;
presencia o ausencia de setas, esclerocios, acérvulos, estado teleomorfo; asi como
caracteristicas culturales como por ejemplo color de la colonia, textura y tasa de
crecimiento. C. truncatum presenta conidios unicelulares de tamafio 22.8 - 23.8 x 3 - 3.02
pum, hialinos, de paredes lisas, sin septos, la parte central por lo general se encuentra
ligeramente curvada con paredes paralelas, que termina abruptamente en base redonda
y truncada, con contenido granular (Figura 8A); en contraste, C. gloeosporioides presenta
conidios ovoides de tamafio 13.56 - 14.24 x 4 - 4.02 um (Figura 8B). Las colonias de C.
truncatum son de forma circular o irregular, con margen entero, de coloracion blanco a
salmén o gris a negro con masas conidiales producidas en anillos concéntricos (Figura

8C) y las de C. gloeosporioides muestran crecimiento micelial de forma radial, con
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margen entero u ondulado, generalmente de coloracion blanco con masas conidiales de
color anaranjado en el centro de la colonia (Figura 8D). Por otra parte, Colletotrichum
presenta distintos morfotipos, como por ejemplo margen circular, entero, coloracién de
micelio gris, con masas conidiales anaranjadas (Figura 8E) (Rojo-Béez et al., 2017). Las
masas de conidios aparecen de color rosa o0 color salmén. Los acérvulos son
subepidérmicos y brotar a través de la superficie del tejido vegetal, puede presentar hifas

similares a pelos estériles, largas y oscuras (Agrios, 2005).

Figura 8. Caracteristicas morfologicas de las principales especies de Colletotrichum en
México. A) Conidios asexuales de C. truncatum; B) Conidios asexuales de C.
gloeosporioides; C) Morfologia colonial de C. truncatum en PDA; D) Morfologia colonial
de C. gloeosporioides en PDA; E) Morfologia colonial de Colletotrichum sp. aislada de
naranja.

1.2.9.3. Ciclo biolégico

Casi todos los cultivos en todo el mundo sirven como hospedantes de al menos
una especie de Colletotrichum varian en sus estrategias de infecciéon en diferentes
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huéspedes y especies y pueden infectar preferentemente diferentes tejidos, Sin embargo,

los ciclos de enfermedad sobre todo en la infeccibn de cultivos frutales de zonas

templadas comparten varias similitudes generales. puede pasar el invierno en frutos

momificados, tejido vegetativo infectado o en plantas asintomaticas. EI complejo

gloeosporioides pasa el invierno en la madera muerta y se desarrollan peritecios en las

hojas caidas infectadas, durante las lluvias célidas de primavera, se liberan ascosporas

y conidias para iniciar infecciones primarias en el follaje y la fruta emergentes el patégeno

generalmente se transmite por el agua y se propaga a través de las salpicaduras de lluvia

y la infeccidén generalmente es favorecida por climas calidos y humedos (Figura 9).

Las infecciones inactivas de frutos inmaduros, pueden provocar enfermedades

en postcosecha, en cultivos de clima templado, como duraznos, uvas, fresas y manzanas

y las infecciones latentes en manzanas pueden

almacenamiento en frio (Dowling et al., 2020)

incluso aumentar durante el
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1.2.10. Fusarium spp.
Fusarium es uno de los grupos mas importantes de hongos fitopatégenos

conocidos en la agricultura y la horticultura, causando una variedad de enfermedades en
innumerables cultivos. Actualmente, existen mas de 300 especies filogenéticamente
distintas y casi la mitad no estan formalmente descritas. EI nombre Fusarium fue
sancionado por Fries en 1821, y durante los siguientes 110 afios se descubrieron y
definieron nuevas especies, mas a menudo que no sobre la base de la asociacion de la
planta huésped. (Summerell, 2019).

Causa diversas enfermedades, como pudricién de raices, tronco, flores, ramas
y frutos (Figura 10) (Dong et al., 2023).

(4d)

Figura 10. Sintomas de pudricion de frutos en duraznos (a) Se observaron sintomas de
pudricion en frutos de durazno en un huerto; (b) prueba de patogenicidad en frutos de
melocoton heridos con tapones de micelio (inoculados) que muestran sintomas 4 y 10
dias después de la inoculacion.
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1.2.10.1. Taxonomia del género Fusarium spp.

La taxonomia actual de Fusarium esta dominada por estudios filogenéticos
moleculares (Crous et al., 2021). Aunque la historia revela que no ha habido ningun
acuerdo unanime sobre la taxonomia de Fusarium entre los cientificos, con informacion
MAas precisa y sistemas taxondmicos avanzados, taxonomia adecuada y clasificacion de
Fusarium se espera que se generen asi, el género permanecio y sigue siendo el mas
confuso e inestable en la historia de la taxonomia (Samiksha, y Kumar, 2021).

Reino: Fungi
Phylum: Ascomycota
Clase: Sordariomycetes
Orden: Hypocreales
Familia: Nectriaceae
Género: Fusarium spp. (EPPO, 2020; SENASICA, 2023).

1.2.10.2. Caracteristicas morfoldgicas

Para la identificacion de especies incluyen caracteres de la colonia, como la
morfologia de la colonia, la pigmentacion y el tipo de micelio aéreo. También se incluyen
las dimensiones y caracteristicas de los conidi6foros aéreos y células conidiégenas
(mono- vs polifialidas), presencia/ausencia y caracteristicas de los esporodoquios, los
tipos de conidias producidas, por ejemplo, microconidias aéreas, mesoconidias y aéreas
y macroconidios esporodoquiales. Al examinar los conidios mismos, se tiene en cuenta
la forma general, la tabicacién y la curvatura de los macroconidios, asi como las
caracteristicas de sus células apicales y basales; con microconidios aéreos, sus
dimensiones, forma, tabicacién y organizacién espacial (formando cabezas viscosas,
cadenas o una combinaciéon de ambos) (Figura 11). Finalmente, la presencia o la

ausencia de clamidosporas puede ser importante (Crous et al., 2021).
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Figura 11. Caracteristicas morfol6gicas basicas de los hongos fusarioideos. A. Formas
macroconidiales. Al. Esbelto sin curvatura significativa. A2. Curva con paredes paralelas.
A3. Desigualmente curvo. A4. Mas ancho en la parte media. A5. Mas ancho en el tercio
apical, en forma de cufia. A6. Mas ancho en la porcion basal. A7. Irregularmente
claviformes e hinchados. A8. Alargado, en forma de latigo. A9. Distintivamente
curvo.B.Apice macroconidial. B1. Curvo. B2. Largo y cénico. B3. Puntiagudo. B4.
Desafilado. B5. Enganchado. B6. Alargada.C.Base macroconidial. C1. Obtuso, sin forma
de pie. C2. papilado, sin forma de pie. C3. Poco desarrollado, en forma de pie. C4. Bien
desarrollado, en forma de pie. C5. Alargado, en forma de pie. D. Fialides aéreas y
organizacion microconidial. D1. Monofialida. D2-D5. Polifialidas. D2. Polifialida simple.
D3-D4. Polyphialides con multiples loci conidiogenous. D5. Polifidlidas proliferativas
simpodiales. D6, D7. Microconidios formando falsos cabezas D8, D9. Microconidios en
cadenas (D8. Cadena seca. D9. Empalizada). E. Conidiéforo esporodoquial y células
conidibgenas. F. Conidi6éforo aéreo con mesoconidia.G.Mesoconidia. H. Formas
microconidiales. H1. Fusiforme. H2. Oval. H3. Obovoide. H4. Reniforme. H5. alantoideo.
H6. Clave. H7. napiforme. H8. piriforme. H9. Limoniforme (Crous et al., 2021).
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Forma colonias que suelen ser pigmentadas y el color de las colonias puede
variar de blanquecino a rosa, marron o tonos de lila forma conidiéforos que pueden ser
ramificados, se distinguen ademas como macroconidios y microconidios. Caracteristicas
del cultivo: Colonias en PDA alcanzando 2,5-3 mm de diametro a 25 °C después de 7
dias. Superficie de color pajizo a lateo, naranja palido en el centro, plana o plegada
radialmente, membranosa a viscosa, margen filiforme a ondulado; inverso luteo palido a
naranja palido En OA naranja a albaricoque palido, plano, membranoso a viscosa,
margen filiforme con abundante micelio sumergido; reverso naranja pélido (Figura 12).
En general, el rasgo caracteristico principal que es comun entre casi todas las especies

de Fusarium es la presencia de conidios en forma de platano (Samiksha, y Kumar, 2021).

Figura 12: Colonias tipicas y macroconidias de aislados de Fusarium en medio agar
papa-dextrosa y macroconidios en medio de carboximetilcelulosa después de 5 dias de
crecimiento. a) F. equiseti; b) F. oxysporum; c) F. graminearum; d) F. solani; e) F. comune;
f) F. verticillioides; g) F. proliferatum; h) F. fujikuroi; i) F. avenaceum. Barra de escala =
20 pym (Mokobi, 2021, SENASICA, 2023).
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1.2.10.3. Ciclo bioldgico

El micelio es incoloro al principio, pero con la edad se vuelve de color crema,
amarillo pélido, rosa palido o algo morado. El hongo produce tres tipos de esporas
asexuales. Microconidios, que tienen una o dos células, son las mas frecuentes y
abundantes esporas producidas en todas las condiciones, incluso dentro de las
estructuras tubulares de plantas huésped infectadas. Los macroconidios son las esporas
tipicas de “Fusarium”; son de tres a cinco celdas, tienen extremos gradualmente
puntiagudos y curvos, y aparecen en grupos similares a esporodoquios en la superficie
de las plantas muertas por el patdgeno. Las clamidosporas son de una o dos células,
esporas redondas de paredes gruesas producidas dentro o terminalmente en micelio mas
viejo o en macroconidios. Tres tipos de esporas se producen en cultivos del hongo y
probablemente en el suelo, aunque solo clamidosporas pueden sobrevivir en el suelo por
mucho tiempo (Figura 13).

El patégeno es habitante entre cultivos, sobrevive en restos de plantas
infectadas en el suelo como micelio y en todas sus formas de esporas, pero, mas
comunmente, especialmente en el templado mas frio regiones, como clamidosporas, se
propaga en distancias cortas por medio del agua y contaminados equipos agricolas y en
largas distancias principalmente en trasplantes infectados o en el suelo transportado con
ellos. Por lo general, una vez que un area se infesta con Fusarium, permanece asi
indefinidamente (Agrios, 2020).

Figura 13. Ciclo de la enfermedad del marchitamiento por Fusarium en tomate.
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1.2.11. Epicoccum spp.

El género Epicoccum se encuentran en la naturaleza como patégenos y
saprobios; esta especie existe en todo el mundo en muchos héabitats diferentes a travées
de su capacidad para colonizar una miriada de sustratos como, suelo, aire, aguas
marinas, agua, madera, roca, humano plantas, edificios y monumentos, museo, peliculas
cinematograficas y otros. Epicoccum nigrum (L.) es un buen ejemplo del género
Epicoccum porque se considera que tiene una distribucion mundial

Su distribucién, es extremadamente comudn y también se encuentra en muchos
otros habitats como tierra, papel mohoso, textiles, insectos y aire; y por lo general actla
como saprofito o invasor secundario de los tejidos senescentes de una planta (Samiksha,
& Kumar, 2021).

El género Epicoccum fue reportado en Argentina como patégeno de semillas de
Lotus spp. que también causé mancha foliar en Lablab purpureus (S.) y mancha marrén
de la hoja en nispero, se describe como un descomponedor de tejidos vegetales, aunque
ha sido descrito como un patdgeno vegetal. Las especies también son capaces de causar
enfermedades en diferentes plantas, por ejemplo trigo duro se ha informado que causa
la torsion y el rizado de las hojas de la corona de Saccharum officinarum (L.), moho del
grano y patdgeno de la raiz en Sorghum bicolor y mancha foliar de Nicotiana tabacum
(L.), Paspalum dilatatum (P.), Bletilla striata (T.), Oxalis debilis (K), Camellia sinensis (K),
Colocasia esculenta (L.) pero en el estudio de las comunidades fungicas en olivos se
encontré que Epicoccum sp. fue uno de los hongos con plantas asintomaticas en el
porcentaje (13,8%) de aislamientos fungicos (Varanda et al., 2019; Samiksha & Kumar,
2021).

Ademas, se han estudiado aislamientos de Epiccocum en Filipinas los cuales
fueron patogénicos en ensayos con hojas desprendidas y plantas. Los sintomas se
observaron siete dias después de la inoculacion observando lesiones de color rojo oscuro
con el centro claro en sitios no heridos y heridos en ensayos de hojas desprendidas. Se
registraron lesiones con un centro de color pajizo y margenes de color rojo oscuro y
amarillo en ambos aislamientos en ensayos de planta (Figura 14). Los hongos eran
reaislados de las hojas sintomaticas y eran idénticos a los hongos inoculados,

confirmando a Epicoccum sorghinum (syn. Leptosphaeria sacchari) como patdégeno
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causal de la mancha anular de la cafia de azucar en Filipinas a través de analisis

morfolégicos y moleculares combinados (Laurel et al., 2021).

E. 5orgh/num E. sorghinum

Figura 14. Patogenicidad de E. sorghinum utilizando tapones de micelio en heridos en
cafia de azucar sembrada en planta siete dias después de la inoculacién (Laurel et al.,
2021).

Por otro lado, el melocotén ha sido atacado por este hongo durante la temporada

de crecimiento, asi como después de la cosecha, durante el almacenamiento, transporte
y comercializacion, lo cual representa una preocupacion importante para los productores
debido a las pérdidas econémicas, asi como a los consumidores debido a los metabolitos
toxicos que puede producir (Huristic et al., 2023), cabe mencionar que este género ha
sido considerado como un agente de control biolégico debido a la capacidad antagdnica
de E. nigrum para inhibir el crecimiento de diferentes patdégenos vegetales mas peligrosas
de las plantas (Figura 15). Es conocido como un antagonista de varias especies de
Fusarium como F. oxysporum, F. avenaceum, F. graminearum y F. verticillioides, también
puede suprimir crecimiento del micelio de Rhizoctonia solani, Venturia inaequalis,

Sclerotinia esclerotiorum, Diplodia corticola, y Monilinia laxa, varios informes
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representaron también el potencial de E. nigrum para controlar Botrytis cinérea (Christova
& Slavtcho, 2021)

Figura 15. Ensayo de cultivo dual de aislados de Epicoccum nigrum contra Botritis
cinerea después de 5 dias a 20°C (Christova & Slavtcho, 2021).

1.2.11.1. Taxonomia del género Epicoccum spp.

En el género Epicoccum se han descrito mas 70 especies, pero se reducen a
una sola especie variable E. nigrum. Existen estudios taxonémicos basados en multi-
locus filogenia utilizando secuencias genéticas y diferencias morfolégicas (Samiksha &
Kumar, 2021).
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Las especies de Epicoccum son especies fangicas importantes debido a
su capacidad para producir micotoxinas las cuales representan un riesgo para la salud
de humanos y animales. Por ejemplo, E. sorghinum (syn. Phyllosticta sorghina), que
causa el moho del grano en Sorghum bicolor, produce acido tenuazénico (TeA). Puede
ser toxico para humanos y animales cuando se consumen en alimentos o productos

contaminados, respectivamente (Taguiam et al., 2021).

Reino: Fungi
Phylum: Ascomycota
Clase: Dothideomycetes
Orden: Pleosporales
Familia: Didymellaceae

Género: Epicoccum spp. (Taguiam et al., 2021).

1.2.11.2. Caracteristicas morfolégicas

Epicoccum se describe como un hongo mitospérico anamorfico distribuido en
todo el mundo, es filogenéticamente relacionado con E. nigrum y E. pimprinum como el
primer morfo sexual registrado para el género en la naturaleza (Figura 16). Epicoccum
nigrum Link es conocido como una especie. Se cree que este caso representa solo una
variacion intraespecifica, y puede presentarse de manera divergente en diferentes
contextos (Samiksha & Kumar, 2021).

Las estructuras de resistencia de las especies mencionadas se han
caracterizado por la formacién de esporas fangicas, los conidios y los fragmentos de hifas
son componentes ubicuos y puede ocurrir en altas concentraciones, se reproducen de
manera sexual o asexual. Las esporas pueden ser transportadas por el aire, agua o suelo
y tienen su origen en diferentes fuentes naturales, como tipo de vegetacion, suelo,

animales, actividades humanas y contaminacion del aire (Samiksha & Kumar, 2021).
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Figura 16. Cultivo de siete dias de edad de Epicoccum fitopatdgeno en sorgo (a, anverso;
b, reverso) cultivadas en agar papa dextrosa ( Taguiam et al., 2021).

Las clamidosporas son de color marron grisaceo, con una verrugosa superficie,
y unicelulares o pluricelulares (Figura 17), que van desde 10,0 (3,8 a 21,1) x 15,5 (6,16
a 29,2) um. Los picnidios son de color marron a marrén oscuro y de 43,8 a 597,9 um de
tamafio. Los conidios son unicelulares, hialinas, de forma ovalada o irregular, y de 2,8
(1,8a4,2) x5,0 (2,6 a 6,8) um de tamafio (Bao et al., 2019).

A B

Figura 17. Morfologia de la colonia, el micelio y la espora de E. nigrum. Anverso (A) y
reverso (B) de 5 dias de antigledad en PDA Imagenes de microscopia representativas
de fragmentos de micelio y conidios en diferentes estados de madurez (C, D) (Papp-
Rupar et al., 2023).

Las esporas presentan puntos negros sobre un micelio amarillo rojizo que
presenta secciones longitudinales y transversales de hifas mostrando diferencias en el

grosor de la pared celular, rugosas y lisas (Ahumada et al., 2018). También pueden
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formar conidi6foros marrones amarillento, cortos, no bien diferenciadas de las hifas
ordinarias. Conidias solitarias o0 agregadas formando esporodoquios, marrones,
globosos, &speros en la superficie, ocasionalmente con hilio cilindrico, muriforme
compuesto de transverso y tabiques longitudinales (Figura 18), con conidiéforos de hasta

20 um de largo de 15-20 ym en diametro (Watanabe, 2002).

g

Figura 18. Caracteristicas morfolégicas del hongo endéfito Epicoccum dendrobii. A, Vista

superior e inversa de una colonia de E. dendrobii en placas de agar papa dextrosa (PDA)
después de 7 dias. B, Stromata de E. dendrobii desarrollado en placas PDA. C, Vista
frontal de un estroma. D, Vista lateral de un estroma. E, Conidioforos. F, Conidiéforos con
tabigues. G, conidi6foro ramificado. H, Conidios jévenes y maduros. Yo, Conidio. El
asterisco indica una célula basal. Las puntas de flecha indican la superficie tuberculada.
Barras = 10 um (Bian et al., 2021).
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1.2.11.3. Ciclo bioldgico

Estos hongos acompafian a una planta ya en la etapa de semillas y se transmiten
a las etapas consecutivas de la vida de la planta. El género Epicoccum es un hongo
mitosporico distribuido extensamente y aislado comunmente del aire, del suelo, de una
gran variedad de plantas e insectos, de la piel humana, de textiles, etc (Figura 19). Se
considera saprofito, en algunos casos se presenta como oportunista, siendo un invasor
secundario de plantas. Se cultiva facilmente, lo que le hace muy atractivo a nivel
industrial. Crece tanto en medio liquido como en semisolidos y a diversos valores de
actividad de agua. Los estudios mas recientes se han centrado en las aplicaciones de los
colorantes de Epicoccum nigrum en el control biolégico de frutas (Bleoju, 2007).
Epicoccum spp. también pueden llevar un estilo de vida enddfito y cominmente se aislan

de varios tejidos vegetales (Samiksha & Kumar, 2021).

NEUTRAL MODE

Endophytes in plant parts

Rhizospheric

PATHOGENIC MODE,

microbes

Healthy plant

DECISIVE FACTORS DETERMINING
FATE OF ASSOCIATIONS

Healthy plant Unhealthy plant

Figura 19. Resumen de la dinamica de las asociaciones planta-endofito. Las plantas
prosperan al unisono con los enddéfitos (indicados por rojo, color azul, naranja y amarillo)
y microbios rizosféricos (indicados por el color negro) en el medio ambiente. El destino o
tipo de asociaciones plantendofitas, es decir, ya sea comensal (asociacion neutral) o

mutualista (asociacion beneficiosa) o interacciones patdgenas esta determinado por
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varios factores, como el genotipo del huésped y del microbio, el estado nutricional, el

titulo microbiano y las condiciones de estrés predominantes (Mishra et al., 2021).

1.2.12. Alternaria spp.

Las diversas especies de Alternaria causan descomposicion en la mayoria de
las frutas y verduras frescas, si no todas, ya sea antes o después de la cosecha. Los
sintomas aparecen como marrén o negro, manchas planas o hundidas con margenes
definidos, o como difusas, areas grandes y deterioradas que son poco profundas o se
extienden profundamente en la pulpa de la fruta o verdura. El hongo se desarrolla bien a
una amplia gama de temperaturas, incluso en el refrigerador, aunque a un ritmo mas
lento. El hongo puede propagarse y pudre los tejidos internamente con poco o nada de
micelio apareciendo en la superficie (Figura 20), pero generalmente se forma una capa
de micelio que es blanca al principio, pero luego se vuelve marrén a negra en la superficie
del area podrida (Agrios, 2005).

Desafortunadamente, la fruta Prunus persica (durazno) es altamente
susceptible a Alternaria sp. esta vulnerabilidad se debe a su alto contenido de humedad,
su elevado nivel de nutrientes, su piel delgada y las posibles condiciones inadecuadas
de cosecha o almacenamiento. Todo esto puede resultar en pérdidas econdémicas
significativas para la industria alimentaria y los productores (Meneg et al., 2021; Bacha et
al., 2023).
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Figura 20. 1. Lesiones hundidas en frutos inmaduros de melocoton después de una
infeccion natural.2. Lesiones con grietas y gomosis en frutos maduros de durazno
después de una infeccién natural. 3.Mancha grisacea circular (flecha blanca) y area
necrética a lo largo de la nervadura (flecha negra) que ocurre naturalmente en la hoja. 4.
Mancha marron hundida con zona fusiforme roja, el sintoma inicial en una ramita después
de una infeccién natural. 5.Agrietamiento severo y necrosis con gomosis en ramitas
naturalmente infectadas. 6. Conidios de aislado de melocoton de Alternaria alternata
formados en medio liquido de albaricoque. 7.Lesién hundida con grietas en frutos
maduros después de la inoculacion de frutos inmaduros con suspensiones de A. alternata

en un disco de papel (Inoue & Nasu, 2000).

1.2.12.1. Taxonomia del género Alternaria spp.

En la taxonomia actual, el género Alternaria queda incluido entre los hongos con
desarrollo conidial blastico y conidiogénesis enteroblastica trética. Los conidios forman
largas cadenas y su morfologia es tipicamente obclavada y rostrada (Frega et al., 2002).
Reino: Fungi

Phylum: Ascomicota

Clase: Dothideomycetes
Orden: Pleosporales
Familia: Pleosporaceae
Género: Alternaria spp. (Rivas & Muhlhauser, 2014; Pérez et al, 2023)

1.2.12.2. Caracteristicas morfoldgicas

El género Alternaria forma parte de los Fungi Imperfecti y concretamente en la sub-
clase de los Hifomicétidos, se caracteriza por poseer un soma formado por hifas septadas
bien desarrolladas y presentar reproduccion por medio de conidios pluricelulares que
siguiendo la terminologia saccardoana, se denominan dictiosporas feodicticas y se
caracterizan por ser ovoides a oblongos, netamente septados transversalmente y
longitudinalmente. Los conidios son dematiaceos (Frega et al., 2002).

El género Alternaria se caracteriza por conidios grandes, multicelulares y

melanizados, que puede poseer tabiques longitudinales y transversales (Figura 21). Las
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esporas suelen ser mas anchas en la base y se estrechan hacia el final. La disminucion
al final de las esporas se conoce comunmente como "pico”. Esporas a menudo se
producen en conidiéforos en cadenas que pueden ramificarse o dar lugar a conidiéforos
secundarios que producen otras esporas. Son principalmente los caracteres de esporas
individuales y la esporulacion patrones que se utilizan para diferenciar especies
morfologicas dentro del género. Los taxones se han considerado problematicos durante
mucho tiempo. Se han descrito méas de 1000 especies y 275 nombres estan en uso actual
(Puvaca et al., 2020)

p
A )
e ! { { )
% \7D @ \ \3‘ /./ \ (f.éj' <
Y- R\ S ) &
N ‘? // vl ‘ <\
% . 7,
| S ('.L’ { A i
3 B) 0 D) 5 Q) )

Figura 21. Morfologia del género Alternaria. A) Conidiéforo macronematoso con una
rama dando origen a los poroconidios. B) Conidiéforo corto no ramificado con un
dictioconidio. C) Conidios con septos transversales, longitudinales y oblicuos. D)
Conidiofororos a partir del micelio. E) Conidios con septos transversales. F) Conidios en

cadenas con sucesion acrépeta (Pérez et al., 2023).

1.2.12.3. Ciclo biolégico

Las infecciones por Alternaria generalmente ocurren en las hojas y tallos de la
planta huésped. Las manchas de las hojas son reconocidas por lesiones necroticas
negras rodeadas de halos clordticos. La necrosis de la hoja puede conducir a una
reduccion comerciabilidad para cultivos frondosos, también puede dar como resultado
gue el hospedante corte las hojas, reduciendo indirectamente el potencial fotosintético y
los rendimientos de los cultivos, como es el caso de la manzana y la pera (Figura 22).
Alternaria spp. también causa mancha de fruta. Estdn conduciendo a una menor

comerciabilidad de los cultivos, un problema significativo en frutas citricas, también
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incurre en pérdidas econdmicas poscosecha, esto refleja la saprotrofica/oportunista
necrotrofica estilo de vida comun a través de las especies de Alternaria. (Puvaca et al.,
2020)

Sus esporas estan presentes en el aire y polvo en todas partes y son uno de los
hongos mas comunes causan las alergias a la fiebre del heno. Las esporas también
aterrizan y crecen como contaminantes en cultivos de laboratorio de otros
microorganismos y en tejido vegetal muerto asesinado por otros patdgenos u otras
causas. En realidad, muchas especies son en su mayoria saprofitos, es decir, no pueden
infectan tejidos de plantas vivas, pero crecen soélo en plantas muertas o tejidos vegetales
en descomposicion y, a lo sumo, sobre senescentes o viejas tejidos como pétalos viejos,

hojas viejas y frutos maduros (Agrios, 2005).

Germinating '
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tubers, etc.

Lesions on Fruit rot lesions Lesions on Lesions on stem Collar rot and
potato tuber on tomato tomato leaf damping off

Figura 22. Desarrollo y sintomas de enfermedades causadas por Alternaria (Agrios,

2005).
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1.2.13. Hongos foliares en poscosecha

Los patdgenos poscosecha de origen fungoso son considerados la causa de
pérdidas poscosecha en frutos y vegetales frescos, el porcentaje de pérdidas de frutos y
vegetales durante el manejo poscosecha, almacenamiento y empaque 34% en el Sur y
Suroeste de Asia, 30% en América Latina, Asia Central y Norte de Africa, 10% en paises
industrializados de Asia, 7% en Europa y 6% en Norteamérica y Oceania. Especies de
hongos dentro de los géneros Penicillium, Botrytis, Monilinia, Rhizopus, Alternaria,
Aspergillus, Fusarium, Mucor, Gloeosporium y Colletotichum, representan los patdégenos

responsables de las enfermedades poscosecha mas importantes (Gémez et al., 2017).

1.2.14 Métodos de control para fitopatégenos foliares

Debido a la gran importancia que ha adquirido las enfermedades, dia con dia ha
sido dificil erradicar el ataque de estos fitopatbgenos por completo, por lo que aqui
destacan algunos métodos que ayudan a minimizar o reducir las grandes pérdidas

econdmicas: practicas culturales, control biolégico y control quimico.

1.2.14.1 Control quimico

Aungue el uso de fungicidas quimicos para el manejo de enfermedades
poscosecha de frutos y vegetales sigue siendo el método de control mas utilizado, los
efectos en la salud por los residuos de fungicidas y el medio ambiente, asi como el
desarrollo de biotipos resistentes de patdgenos asociados a su uso continuo, han
generado el establecimiento de estrictas normas regulatorias y fuertes demandas de los
consumidores para reducir al maximo el uso de quimicos en sus suministros de alimentos
(Gémez et al., 2017).

1.2.14.2. Practicas culturales

El manejo cultural es la manipulacion del ambiente en el vivero para hacerlo
menos favorable a la presencia de enfermedades, se recomienda utilizar las siguientes
actividades: Podar el exceso de vegetacion, fertilizar los plantines para proveerles una
nutricion adecuada, mayor desarrollo y vigor, cuidar la densidad de almacigo y manejo

de riego y eliminar malezas (Alvarez & Centellas, 2012).
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Hay disponibles varias variedades de durazno resistentes a enfermedades, pero
muchos de los mas populares son moderadamente a altamente susceptibles. Parece que
todos los cultivares de durazno son susceptibles a algunos aislados de hongos (Agrios,
2005). Es por ello que han surgido planes de mejoramiento de este cultivo, mediante la
multiplicacion de forma vegetativa realizada mediante injerto de yema o plumas,
omitiéndose el proceso de siembra de la delicada semilla. La micropropagacion a partir
de yemas axilares es una técnica utilizada en cultivos de importancia econdémica,
empleando medios de cultivo con agentes especificos; hormonas, minerales, vitaminas,
fuentes de carbono y agentes gelificantes en condiciones controladas de temperatura,

humedad y luz (Hernandez et al., 2022).

1.2.14.3 Control biolégico

Desde 1950, cuando se iniciaron algunos ensayos tendientes al control biolégico
de fitopatégenos foliares, son muchos los microorganismos que se han utilizado; tal es el
caso de Fusarium spp. y Penicillium claviforme, aislados del cultivo de lechuga para
minimizar el establecimiento primario de Botrytis cinerea. Ademas, Cladosporium
herbarum controlé el moho gris en fresa cuando se protegieron las flores bajo condiciones
de campo. Trichoderma hamatum redujo el moho gris de la vaina del frijol, ocasionada
por B. cinerea. Algunas especies de levaduras y bacterias también han sido reportadas
como efectivas en el control de B. cinerea en frijol y tomate. Por ejemplo, Bacillus brevis
redujo en un 64-71% el moho gris de la col china. Muchos otros microorganismos se han
utilizado para controlar enfermedades foliares; sin embargo, se destacan la bacteria
Bacillus subtilis y los géneros fungicos Trichoderma, Ampelomyces y Rhodotorula, siendo
Trichoderma spp. el microorganismo mas utilizado (Rios-Velsaco et al., 2015; Cotes et
al., 2018; Gonzalez-Leodn et al., 2022).

1.2.15. El género Trichoderma spp. como especie antagonica de hongos
fitopatdgenos foliares

La colonizacién exitosa de un habitat dado por cualquier organismo depende de
manera crucial de su potencial para defender su nicho ecologico y prosperar a pesar de
la competencia por nutrientes, espacio y luz, sus mecanismos de defensa comprenden

tanto sustancias enzimaticas como quimicas, lo que hace que Trichoderma spp.
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interactie como mico parasitico, antagonista y agente de biocontrol eficiente. Ademas
secreta metabolitos como fungicidas biolégicos para combatir enfermedades de las
plantas causadas por hongos patdégenos. Por lo tanto, Trichoderma spp. juegan un papel
importante en la interaccion de tres vias con la planta y el patdgeno (Schuster & Schmoll
2010).

En sus acciones defensivas, Trichoderma spp. aplica enzimas liticas,
proteoliticas, bombas de membrana transportadoras ABC, metabolitos difusibles o
volétiles y otros metabolitos secundarios como medidas activas contra sus huéspedes o
tienen éxito al alterar las condiciones de crecimiento de los patégenos. Curiosamente, el
éxito de estas acciones no es independiente de la temperatura ambiente, que puede ser
crucial para el uso como agente de biocontrol en diferentes climas. Los estudios a gran
escala sobre la expresion génica durante el control bioldgico reflejan, al menos en parte,
estos hallazgos y revelan componentes adicionales con eficacia potencial, como un
superéxido dismutasa y aminoacido oxidasa para ser secretada bajo estas condiciones.
Ademas, también se ha demostrado que la respuesta de Trichoderma a su huésped
implica una respuesta al estrés, una respuesta a la escasez de nitrégeno, el control de
vias cruzadas, el metabolismo de los lipidos y los procesos de sefializacion (Schuster &
Schmoll 2010).

1.2.15.1. Clasificacion taxondmica

Debido a su amplio numero de especies conocidas y alta diversidad genética,
Trichoderma es un género que debe ser estudiado a nivel molecular, ya que su
identificacion con parametros morfoldégicos es actualmente considerada insuficiente.
Segun estudios realizados, se afirma que se ha logrado distinguir alrededor de 228
especies del género Trichoderma, sin embargo, nuevas especies continlan siendo
identificadas en la actualidad (Sanchez et al., 2021).

De acuerdo a Martinez et al., (2015) la Taxonomia de este género es complicada.
En 1794, Persoon describio el género Trichoderma y aun en la actualidad se continua
profundizando en este aspecto
Reino: Mycetae (fungi)

Divisién: Eumycota
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Clase: Ascomycetes
Orden: Hypocreales
Familia: Hypocraceae
Género: Trichoderma spp.

1.2.15.2. Caracteristicas generales del género Trichoderma spp.

Trichoderma produce tres tipos de propagulos: hifas, clamidosporas y conidios, las
cuales son activas contra fitopatdégenos en diferentes fases de ciclo de vida, desde la
germinacion de la espora hasta la esporulacion, ademas ésta reune una serie de
caracteristicas en su interaccion directa con el patdgeno, que hace de este organismo un
buen agente antagonista de hongos causantes de enfermedades en los cultivos. Se han
descrito alrededor de 40 especies de Trichoderma spp., hasta la fecha de los cuales més
de 20 se han descrito para usos agricolas se encontraron nueve especies de Trichoderma
identificadas morfoldgica ( Figura 23 y 24) y molecularmente: Trichoderma asperellum, T.
brevicompactum, T. harzianum/H. lixii, T. koningiopsis/H. koningiopsis, T.
longibrachiatum/H. sagamiensis, T. pleuroticola, T. reesei/H. jecorina, T. spirale y T.
virens/H. virens (Lopez et al., 2017).

Figura 23. Cepa de Trichoderma asperelloides aislada de raiz de Prunus persica L

variedad amarillo.
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Figuras 24. Trichoderma viride, 2. T. atroviridae, 3. T. harzianum, 4. T. inhamatum, 5. T.
aureovirida, 6. T. koningii (Kubicek & Harman, 2002).
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1.2.15.3. Ciclo de vida

Trichoderma es un hongo aerébico, con capacidad para resistir un amplio intervalo
de temperaturas con crecimiento desde 4°C hasta 41°C dependiendo la especie, su
mayor colonizacion es de 20-30°C, por lo que temperaturas entre 10°C a 15°C existe baja
disponibilidad de nutrientes esenciales, la luz y su espectro influyen en el desarrollo,
fundamentalmente sobre la esporulacion. Pueden crecer en suelos con pH desde 5.5 a
8.5, aunque los valores 6ptimos se encuentran entre 5.5 a 6.5 es decir, en un ambiente
ligeramente acido, se activa con la presencia de humedad, con 6ptimo de 60% de la
capacidad de retencion de humedad del suelo (Figura 25). A porcentajes mayores de
saturacion, la colonizacion y sobrevivencia disminuyen por baja disponibilidad de
oxigeno, se encuentran en suelos con abundante materia organica siendo un hongo cuyo
hébitat es el suelo y la mayoria de estos procesos se efectian en la rizosfera (Franco et
al., 2012).

Conidios

Produccion de
fidlides

*ﬁ.’i."&: ,"‘;1 4_ L

L MY 8 Micelio con septos simples
Conidioforos ramificados

Figura 25. Ciclo de vida asexual de Trichoderma spp. (Martinez et al., 2013; Ceballos et
al., 2021).
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1.3. JUSTIFICACION

México es uno de los principales productores de durazno a nivel mundial y una de
las limitantes para el desarrollo éptimo de este cultivo son las enfermedades fungosas.
En Chihuahua, son escasos los estudios realizados con respecto a la patogenicidad de
enfermedades fungicas; los cuales dan origen a sintomas severos desde plantulas hasta
produccion, ocasionando pérdidas de produccion anual los cuales pueden alcanzar el
65%, estos agentes pueden afectar a las plantas en diferentes estadios de desarrollo y
disminuir su vida atil. Debido a lo anterior, es necesario identificar a los agentes causales
de enfermedades del cultivo de durazno en los principales municipios con mayor
produccion en Chihuahua, determinar su rango de hospedantes, evaluar su efecto
postcosecha y probar la actividad antagénica in vitro de hongos benéficos como
Trichoderma spp., contra estos fitopatdgenos favoreciendo con esta préactica la
implementacion de nuevas alternativas sustentables que contribuyan a la sanidad del

cultivo y al medio ambiente.
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1.4. HIPOTESIS

Existen al menos dos géneros de fitopatdgenos presentes en el cultivo de durazno
(Prunus persica L.) en el sur de Chihuahua, que muestren grado de virulencia, rango de

hospedantes y susceptibilidad al efecto antagonico de Trichoderma spp.
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1.5. OBJETIVO GENERAL

Identificar los géneros y especies de fitopatégenos que causan enfermedades en
el cultivo de durazno (Prunus persica L.) en el sur de Chihuahua y caracterizarlos en
relacion patogénica, rango de hospedantes y susceptibilidad al efecto antagonico de

Trichoderma spp. a nivel in vitro como en planta.

1.5.1. Objetivos especificos

e Describir la morfologia de los hongos antagénicos y fitopatégenos presentes en el
sur de Chihuahua.

¢ Identificar a nivel molecular los fitopatbgenos causales de enfermedades en el
cultivo de durazno (Prunus persica L.) y antagdnicos presentes en la region.

e Probar la actividad antagonica in vitro de cepas de Trichoderma spp. contra
fitopatdogenos nativos del sur del estado de Chihuahua mediante confrontacion
dual.

e Evaluar la patogenicidad de los aislados fungosos seleccionados en laboratorio
frente Trichoderma spp. en plantas de un afio de edad de durazno (Prunus persica
L.) de la variedad prisco, bajo condiciones de invernadero.

e Describir el rango de hospedantes de los aislados fitopatégenos en frutos de
manzano (Malus domestica), fresa (Fragaria spp.), ciruela (Prunus domestica),
pera (Pyrus communis) y membrillo (Cydona oblonga) y en hoja de variedades
amarillo, prisco y blanco.

e Evaluar la actividad biologica a través de la reproduccién conidial de Trichoderma

spp. en medios de cultivos y sustratos organicos.
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CAPITULO 2. IDENTIFICACION Y EVALUACION ANTAGONICA in vitro
DE CEPAS DE Trichoderma spp. NATIVAS CONTRA FITOPATOGENOS
FOLIARES?

RESUMEN
El interés en el control biolégico de fitopatdgenos ha aumentado de manera

considerable, debido a la necesidad de introducir alternativas eficaces amigables con el
medio ambiente, y dejar a un lado el uso masivo de agroquimicos. Trichoderma es un
agente antagoénico utilizado como medio natural contra fitopatdgenos. El objetivo de la
presente investigacion fue aislar e identificar morfol6gica y molecularmente cepas nativas
de Trichoderma sp. del sur del estado de Chihuahua, México, probando su capacidad
antagonica contra fitopatégenos. Se aislaron cuatro cepas de Trichoderma sp asociadas
a plantas como Prunus persica, Pinus sylvestris y Arbutus unedo. En las pruebas de
antagonismo in vitro se evaluaron las cepas 1, 3, 5y 8 contra los fitopatdgenos Fusarium
sp., Alternaria sp., Epicoccum sp., Monilinia sp. y Collectotrichum sp. sometiendo los
datos a la prueba ANOVA de Aligned Rank Transformation con 10 tratamientos y siete
repeticiones mas un testigo. La identificacibn morfolégica de los antagonistas se llevo a
cabo de acuerdo con las caracteristicas de la cepa, crecimiento fisico y desarrollo
estructural de resistencia, secuenciado los genes EF1-728F (5'-
CATCGAGAAGTTCGAGAAGG-3') y TEF1LLErev (5-AACTTGCAGGCAATGTGG-3') y
los cebadores ITS1 e ITS4 (ITS1 (5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3') / ITS4 (5-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3') para identificar las especies presentes. Todas fueron
identificadas como Trichoderma asperelloides que presentaron un aceptable control de
fitopatdgenos. La prueba post hoc detecté diferencias significativas en la cepa 1
presentando 81.2% de control biolégico in vitro. Se sugiere realizar evaluaciones en
planta de durazno a nivel campo.

Palabra clave: Antagonismo in vitro, control bioldgico, duraznero, molecular, morfologica.

2Este capitulo se publico en la Revista del Museo Argentino de Ciencias Naturales n.s. octubre 2023-julio
2024. 26(1): 109-120, 2024 Doi: 10.22179/REVMACN.26.833
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ABSTRACT

Interest in the biological control of phytopathogens has increased considerably,
due to the need to introduce effective environmentally friendly alternatives, and put aside
the massive use of agrochemicals. Trichoderma is an antagonistic agent used as a natural
means against phytopathogens. The objective of the present investigation was to isolate
and identify morphologically and molecularly native strains of Trichoderma sp. from the
south of the state of Chihuahua, Mexico, testing its antagonistic capacity against
phytopathogens. Four strains of Trichoderma sp were isolated associated with plants such
as Prunus persica, Pinus sylvestris and Arbutus unedo. In the in vitro antagonism tests,
strains 1, 3, 5 and 8 were evaluated against the phytopathogens Fusarium sp., Alternaria
sp., Epicoccum sp., Monilinia sp. and Collectotrichum sp. subjecting the data to the
Aligned Rank Transformation ANOVA test with 10 treatments and seven repetitions plus
a control. The morphological identification of the antagonists was carried out according to
the characteristics of the strain, physical growth and structural development of resistance,
sequencing the TEF genes EF1-728F (5-CATCGAGAAGTTCGAGAAGG-3') vy
TEF1LLErev (5-AACTTGCAGGCAATGTGG-3'), and the primers ITS1 and ITS4 (ITS1
(5'- TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3') / ITS4 (5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3") to
identify the species present All were identified as Trichoderma asperelloides that
presented acceptable control of phytopathogens. The post hoc test detected significant
differences in strain 1. presenting 81.2% in vitro biological control. It is suggested to carry

out evaluations in peach plants at field level.

Keywords: in vitro antagonism, biological control, peach tree, molecular, morphological.
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2.1. INTRODUCCION

A nivel mundial el duraznero (Prunus persica L.) ocupa el segundo lugar entre los
cultivos de frutales con hueso, después de la nectarina, y el 12V° lugar de frutales
(FAOSTAT, 2022). En México se producen 94.836,71 t (SIAP, 2022), las cuales el 9.33%
se produce en el estado de Chihuahua (SIAP, 2022). No obstante, en el cultivo se
presentan diversas enfermedades que ocasionan pérdidas significativas de rendimiento,
lo que lleva a serios problemas econdmicos en el sector productivo y social. Los hongos
fitopatbgenos del durazno han recibido especial atencion, ya que pueden ser muy
destructivos (Udayanga et al., 2020). Entre ellos podemos mencionar a diferentes
especies del género Monilinia sp. causantes de la podredumbre parda del melocoton (Hu
et al., 2011); Fusarium sp. como agente causal de la fusariosis o enfermedad del
marchitamiento; Epicoccum sp. causante de manchas en la hojas, frutos o semillas;
Alternaria sp. causante de la podredumbre de los frutos y Collectotrichum sp.,
ocasionando la antracnosis del durazno, entre otras no menos importantes (Ren et al.,
2019; Wu et al., 2019).

El control biolégico de fitopatégenos ha aumentado en los Ultimos afios, debido a
la necesidad de introducir alternativas mas respetuosas con el medio ambiente y
disminuir el uso excesivo de fitosanitarios (Corke, 1975; Fira et al., 2018; Mazrou, et al.,
2020). Los organismos para control biolégico actian contra los fitopatdgenos de varias
maneras, tales como: micoparasitismo, supresién mediada por antibiéticos, produccién
de enzimas liticas y otros subproductos, competencia por nutrientes o induccion de
mecanismos de resistencia del hospedante (Mazrou et al., 2020; Garrido et al., 2021). El
manejo de enfermedades utilizando organismos antagonicos ha sido considerado como
una estrategia eficaz y prometedora para reducir la pérdida postcosecha de frutos (Zhang
et al., 2020).

Trichoderma ha sido ampliamente utilizado en el control biolégico debido a su
plasticidad ecologica, facil produccion a gran escala y eficiencia contra muchos
fitopatégenos (Cai & Druzhinina, 2021; Inglis et al., 2020). Trichoderma ha mostrado tener
éxito en el control biol6gico mejorando el crecimiento y el vigor de las plantas, induciendo

resistencia sistémica en la planta y permitiendo una mejor defensa contra fitopatégenos
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(Nawaz et al., 2018). Su accidon se basa principalmente en la activaciéon de diversos
mecanismos, ejerciendo un biocontrol de fitopatégenos que pueden estar indirectamente,
compitiendo (nutrientes y espacio), modificando las condiciones ambientales presentes o
produciendo antibioticos directamente mediante micoparasitismo (Imran et al., 2020;
Zhan et al.,, 2020). Por lo anteriormente mencionado, el objetivo de la presente
investigacion fue aislar e identificar morfoldgica y molecularmente las cepas de
Trichoderma spp. nativas del sur del estado de Chihuahua, probando su capacidad
antagonica contra diversos fitopatégenos de durazno que afectan el cultivo de la regién

antes mencionada.
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2.2. MATERIALES Y METODOS

2.2.1. Obtencién de muestras vegetales para el aislado de Trichoderma spp.
Se seleccionaron plantas de tres especies: Pino silvestre (Pinus sylvestris),

duraznero (Prunus persica) variedad amarilla y blanco, y madrofio (Arbutus unedo) al
azar, todos presentes en el sur del estado de Chihuahua (Figura 26). Se establecieron
cuatro puntos de muestreo, de los cuales dos corresponden a la planta de durazno, uno
a pino y uno a madrofio (Cuadro 2). De las especies vegetales antes mencionadas, se
tomaron pequefios cortes de raiz, utilizadas como material de origen para el aislamiento
de hongos del género Trichoderma spp. Las muestras se tomaron a 15 cm de distancia
de la base del tallo y 10 cm de profundidad. La medicién se llevd a cabo con una cinta
métrica y con la ayuda de unas tijeras previamente desinfectadas. Los especimenes se
almacenaron posteriormente en bolsas de papel estraza y una hielera para ser
trasladados al laboratorio de microbiologia de la Universidad Tecnologica de la
Tarahumara, donde se mantuvieron en refrigeracion a 4 °C por 10 horas.

Cuadro 2. Ubicacion de puntos de muestreo donde se recolecto el material vegetativo de
raiz de cultivares, pertenecientes a los municipios de Guachochiy Morelos en Chihuahua.

Cultivar Id.entlflcamén de Municipio Localizacion geografica
Aislados
Pino 1=CP-G-R-T Ciénega 26° 50" 52.74" N
Prieta 106° 56" 44.12> W -2400
Guachochi msnm
Durazno 3=SP-M-M5-R-T San Pablo, 26°32"54.3" N
variedad Morelos 107° 47" 38.8" W -2094 msnm
amarillo
Durazno 5=LJ-M-M2-R-T Las Joyitas, 26° 37 45.3"N
variedad Morelos 107° 44" 37.9” W -1238 msnm
blanco
Madrofio  8=CP-G-M-R-T Ciénega, 26° 51" 40.50" N
Prieta 106° 58" 8.333” W  -2400
Guachochi msnm
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Nota:1,3,5 y 8=Numero de cepa, CP=Ciénega Prieta, G=Guachochi, R=Raiz,
T=Trichoderma, SP=San Pablo, M=Morelos, M5=Muestra 5, LJ=Las Joyitas,
M2=Muestra 2, M=Muestra.
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Figura 26. Mapa del sur de Chihuahua, México, que muestra los sitios de recoleccion de

material vegetativo de los aislados de Trichoderma spp. obtenidos.

2.2.2. Aislamiento de Trichoderma spp.
Los aislamientos se llevaron a cabo de acuerdo con Sanchez et al., (2021). El

tejido radicular de cada planta se corté en fragmentos de 5,0 cm?. Posteriormente se
desinfectaron con hipoclorito de sodio (NaClO) al 1,25% durante 60 s, seguido de cuatro
enjuagues utilizando agua destilada previamente estéril. Para el secado se utilizo papel
estéril absorbente. Se utilizaron cajas Petri con el medio de cultivo papa dextrosa agar
(PDA), se sembraron los fragmentos de tejidos desinfestados y se incubaron durante
cuatros dias a 27 °C = 2. Los cultivos se monitorearon diariamente hasta observar el

crecimiento tipico de Trichoderma spp.: colonias con alta tasa crecimiento que mostraron
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una tonalidad de color verde y anillos concéntricos. Se tomaron porciones de las colonias

las cuales se transfirieron al medio de cultivo PDA (Panizo et al., 2005).

2.2.3. Caracterizacion morfolégica.
Para observar las estructuras microscopicas, el material fangico se monté en

glicerina aplicando la técnica de aplastamiento o “squash” (Lugo et al., 2018). La muestra
se observo bajo un microscopio Optico compuesto Imager M2 utilizando el software ZEN,
en aumentos de 100X y 400X. Se registro la forma, largo y ancho de 50 conidiéforos, el
diametro de las hifas vegetativas (principal eje de los conidiéforos) (Guigén & Guerrero,
2010; Kubicek et al., 2019), asi como el largo y ancho del micelio, diametro y forma de
las esporas y longitud de hifas (Ezziyyani et al., 2007; Jiang et al., 2016; Asis et al., 2021).

Las caracteristicas evaluadas incluyeron el diametro de las colonias, coloracion
del anverso y reverso de las mismas, presencia de clamidosporas y pigmento difusible,
textura de las colonias, disposicion de las métulas o fidlides, esporas, conidioforos y
formacién de anillos concéntricos (Arrta et al., 2012; Jang et al., 2018; Nawas et al., 2018;
Andrade et al., 2019).

2.2.4. Identificacion molecular
2.2.4.1. Extraccion de ADN, PCR y secuenciacion.

La extraccion de ADN se llevé a cabo a partir de micelio aéreo aislado de
Trichoderma con el reactivo DNAzol (Invitrogen), siguiendo las instrucciones del
fabricante (Rios et al., 2021). Para la identificacion molecular se amplificé el espaciador
transcripto interno (ITS) y el gen parcial de factor de elongacién 1 alfa (TEF), mediante
PCR utilizando los cebadores ITS1 (5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3') / ITS4 (5'-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3') (White, 1990), y EF1-728F (5
CATCGAGAAGTTCGAGAAGG-3') (Carbone y Kohn, 1999) / TEF1LLErev (5'-
AACTTGCAGGCAATGTGG-3'), (Hall, 1999; Jaklitsch et al., 2005), respectivamente. La
reaccion de PCR se realizé en un volumen final de 25 uL, los cuales contenian 1 uL de
ADN genomico, Buffer 1X, 1,25 mM de MgClz, 0,2 mM de cada iniciador, 0,2 mM de
dNTP sy 1U de Taq polimerasa (Invitrogen). Las condiciones de amplificacion fueron las
siguientes: desnaturalizacion inicial a 95 °C durante 5 min, con 35 ciclos de

desnaturalizacion a 95 °C durante 1 min; el anillamiento a 55°C por 1 min con extension
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a 72°C por 40 seg min (ITS) y a 59°C por 1,5 min con extensién a 72° por 1,5 min (TEF)
ambos con una extension final de 72°C por 5 min. La visualizacion de los fragmentos
amplificados en gel de agarosa al 1%, fue tefiido con bromuro de etidio en un
fotodocumentador (BIO-RAD). Una vez obtenidos los productos amplificados estos

fueron secuenciados en Macrogen Inc. (Corea) los cuales se anclan en los ADNT.

2.2.5. Andlisis filogenético.
Para editar las secuencias se utiliz6 el software BioEdit version 7.0.5.3 (Hall, 1999).

Las mismas se compararon con secuencias depositadas en la base de datos GenBank,
empleando el algoritmo BLASTn. Las cadenas de cada gen/region fueron alineadas a un
set de cadenas de referencia del género Trichoderma y la cadena de Protocrea farinosa
CBS 121551, con el alineador MUSCLE (Edgar, 2004) e implementado con MEGA11
(Zhan et al., 2018). Los alineamientos se concatenaron en MEGA y la matriz resultante
se analizo en PartitionFinder version 1.1.1 (Lanfear et al., 2012) para determinar el mejor
esquema de particiones. Con respecto al arbol filogenético, se llevé a cabo por el método
de Méxima Verosimilitud en RAXML version 7.2.8 (Stamatakis, 2006; Voglmayr et al.,
2016), empleando el modelo GTRGAMMAI y 1000 réplicas Bootstrap. Se utilizé el

software FigTree version 1.4.0 (Rambaut, 2014) para editar el filograma.

2.2.6. Cultivos duales.
Se empled la técnica de cultivos duales descrita por Andrade et al., (2019) para

establecer la capacidad antagonica de los aislados de Trichoderma con cinco géneros de
hongos fitopatdégenos de P. persica: dos aislados de Fusarium sp. obtenidos del municipio
de Balleza, dos de Alternaria sp. y cuatro de Epicoccum sp. obtenidos de los municipios
de Guachochi y Morelos, uno de Monilinia sp. obtenido del municipio de Batopilas y uno
de Colletotrichum sp del municipio de Morelos, todos del sur del estado de Chihuahua,
México. Se utilizaron cajas Petri (90 mm) con PDA para el crecimiento de los diferentes
fitopatdgenos. En un extremo de las cajas Petri se situd un disco de 6 mm de diametro
de micelio tomado de cultivos con PDA de los fitopatdogenos. Tres dias después, se coloco
un disco de micelio de 6 mm de didmetro de Trichoderma (previamente crecido en PDA)
el otro extremo. La confrontacion dual se llevd a cabo por cuatro (Alternaria sp.,

Epicoccum sp.), siete (Monilinia sp.y Colletotrichum sp.) y nueve (Fusarium sp.) dias de
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edad, una vez que el testigo de cada patdgeno llené la caja Petri (Rubio et al., 2021).
Cada combinacion (fitopatégeno-Trichoderma) contd con seis repeticiones (Heflish et al.,
2021). Las cajas Petri se incubaron a 2742 °C. Para su registro se consider6 el nimero
de dias de contacto entre antagonista y fitopatdégeno, midiéndose el crecimiento radial en
ambas colonias (mm), cada 12 h, para estimar la tasa de crecimiento diario (Andrade et
al., 2019; Savin et al., 2021). Adicionalmente, se calcul6 la inhibicién del crecimiento
micelial (PICM), en porcentaje, con la formula propuesta por Oliveira et al., (2021).
Porcentaje de inhibicion de Crecimiento Micelial (PICM) = [(C - T) / C] x 100.

Donde: C = Crecimiento micelial del patdogeno en la caja control (mm) y T =
crecimiento micelial del patdgeno enfrentado a Trichoderma (mm).

El efecto antagdnico de Trichoderma se evalué utilizando la escala propuesta por
Bell et al., (1982) que comprende cinco grados: 1) el antagonista invade completamente
la superficie del medio de cultivo envolviendo completamente al patdégeno; 2) el
antagonista alcanza a sobrepasar las 2/3 partes de la superficie del medio de cultivo; 3)
el antagonista y el patdgeno colonizan cada uno alrededor de la mitad de la &area del
medio y ninguno parece dominar al otro; 4) el patdgeno sobrepasa al crecimiento del
antagonista colonizando 3/4 partes de la superficie de la caja Petri y 5) el fitopatdgeno

llega a cubrir completamente la caja Petri.

2.2.7. Analisis estadistico.
Los PICM se analizaron con ANOVA de Rango Alineado Transformado (ART), una

prueba no paramétrica factorial implementada en el paquete ARTool version 4.0.5
(Wobbrock et al., 2022) de RStudio versién 1.4.1106 (Allaire, 2011). Las discrepancias
entre tratamientos se determinaron con la prueba de media de Tukey con un alfa de P
(>0.05). Los valores fueron ajustados con la libreria emmeans version 4.0.5 en RStudio

(Lenth et al., 2022), utilizando un disefio estadistico completamente al azar.
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2.3. RESULTADOS

2.3.1. Caracterizacion morfolégica.
Se lograron obtener cuatro aislados con caracteristicas morfolégicas y culturales

tipoldgicas del género Trichoderma (CP-G-R-T, SP-M-M5-R-T, LJ-M-M2-R-T y CP-G-M-
R-T). Al principio, las cepas se mostraron de color blancas y algodonosas. Después de
cuatro dias de incubacion, el micelio alcanz6 el borde del agar cubriendo completamente
la caja Petri, apareciendo de color verde oscuro. Luego se desarrollaron pequefos
circulos compactos de color verde amarillento a verde intenso, especialmente en el centro
de un punto de crecimiento o en zonas concéntricas en forma de anillo en la superficie
del medio empleado. El aislado 3 (SP-M-M5-R-T) desarrollé una coloracion de colonia
verde oscuro fuerte de 2 anillos concéntricos grandes con textura algodonosa, con poco
de micelio aéreo después de 10 dias de crecimiento, se torné una coloracion blanca sobre
la superficie filamentosa al reverso de la caja Petri. Los conidios presentaron forma
globosa de 3.67 a 4.44 ym de diametro, con fialides en forma globosa de 5.67 de ancho
y 11.35 um de largo (Figura 2).

Las colonias 5 (LJ-M-M2-R-T) y 8 (CP-G-M-R-T) presentaron colonias color verde
oscuro de 3 a 4 anillos concéntricos grandes con textura pulverulenta y granulada, con
abundante micelio aéreo después de nueve dias de crecimiento, de color crema con
tonalidad verdosa y con un halo céntrico al reverso de la caja Petri. Los conidios eran de
forma ovoide a elipsoide de 4,77 a 5,77 ym de diametro, las fialides presentaron forma
ligeramente globosa, de 5,41 um de ancho y 13,00 um de largo (Figura 2). En el aislado
1 (CP-G-R-T) se observé una coloracion verde oscuro-azulado, con formacion de colonia
pulverulenta, con abundante micelio aéreo, sin presencia anillos concéntricos, con
conidios de forma subglobosa de 4,00 a 4,93 um de diametro, y fidlides en forma de
botella de 5,67 ym de ancho y 11,35 uym de largo (Figura 27). Las cuatro cepas de
Trichoderma spp. registraron una tasa de crecimiento de entre 0,95 mm/dia a 1,09

mm/dia, cubriendo por completo la caja Petri en 96 h.
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3=SP-M-M5-R-T 5=LJ-M-M2-R-T 8=CP-G-M-R-T

Fialides

Figura 27. Morfologia tipica del género Trichoderma spp. a los 9 dias de crecimiento.

2.3.2. Identificacion molecular.
Al comparar la secuencia de la region ITS, de los aislados CP-G-R-T, SP-M-M5-

R-T, LJ-M-M2-R-T y CP-G-M-R-T, con la base de datos de GenBank, la cepa SP-M-M5-
R-T presentdé 100% de igualdad con distintas especies del género Trichoderma: T.
asperellum (MT529846, ON877396), T. hamatum (MT111894), T. asperelloides
(ON844157) y T. yunnanense (MN989979). Al comparar las secuencias parciales del gen
TEF, los resultados mostraron un 100% de similitud de todas las cepas con Trichoderma
asperellum (MK391533) y T. asperelloides (MN428412). El andlisis filogenético multigen
confirmd que las cepas de Trichoderma estudiadas pertenecen a la especie T.
asperelloides (Figura 28), ya que todas se agrupan en un mismo clado con la secuencia
de referencia de T. asperelloides aislado GJS 04-217 (Bootstrap 55%).
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Trichoderma taiwanense CBS 119058
Trichoderma gamsii UTHSC 09-135
Trichoderma dorotheae CBS 119089
Trichoderma caribbaeum CBS 119093
Trichoderma koningiopsis CBS 119075
Trichoderma intricatum BP| GJS 97-88
62\1 Trichoderma atroviride NBRC 101776
Trichoderma scalesiae CBS 120069
Trichoderma petersenii CBS 119051
— Trichoderma strigosum CBS 348.93
= Trichoderma erinaceum ATCC MYA-4844
62\, Trichoderma viride CBS 119325
* Hypocrea rufa CBS 119326
Trichoderma koningii ATCC 64262
Trichoderma subeffusum CBS 120929
Trichoderma valdunense CBS 120923
Trichoderma austrokoningii BP1 GJS 99-146
Trichoderma junci CBS 120926
Trichoderma rogersonii GJS 04-158
\I Trichoderma paraviridescens CBS 119321
Trichoderma viridescens CBS 433.34
Trichoderma sp. T-SP-CEPA 3
Trichoderma asperelloides GJS 04-217
Trichoderma yunnanense CBS 121219
Trichoderma sp. T-CP-CEPA 8
Trichoderma sp. T-LJ-CEPA 5
Trichoderma sp. T-CP-CEPA 1
Trichoderma asperellum CBS 433.97
—4 f 7richoderma hamatum DAOM 167057
8 Trichoderma pubescens DAOM 166162
Trichoderma theobromicola CBS 119120
Trichoderma paucisporum BPI GJS 01-13
Trichoderma neorufum CBS 111144
-1 Trichoderma neorufoides CBS 119506
Trichoderma polysporum CBS 820.68
Trichoderma voglmayrii CBS 117711

80N

Protocrea farinosa CBS 121551

Figura 28. Arbol filogenético del género Trichoderma, inferido por Maxima Verosimilitud
a partir del alineamiento concatenado de la zona ITS y la secuencia parcial del gen
caracteristico del factor de elongacion (TEF). La escala representa las sustituciones del
promedio por sitio. Los datos bootstrap 250% se muestran arriba de las ramas, junto a

los internodos. Las especies estudiadas en esta investigacion se exponen en negritas.

2.3.2. Biocontrol de Trichoderma asperelloides en fitopatégenos.
El efecto antagonico de todas las cepas de Trichoderma frente a los diferentes

patogenos se clasificaron en grado 1 de la escala de Bell et al.,, (1982), ya que
Trichoderma asperelloides limita el crecimiento del fitopatdgeno y crece sobre él,
cubriendo toda la superficie de la caja (Figura 29). Dichos resultados indican la
importancia de conocer la rapidez del aumento de crecimiento micelial de la cepa 3 con
respecto al resto de los antagonistas. Las cepas de T. asperelloides presentaron un

desarrollo mas rapido que los fitopatdgenos.
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Alternaria sp.  Collectotrichumsp.  Epicoccum sp.  Fusarium sp.  Monilinia sp.

1=CP-G-R-T

3=SP-M-M5-R-T

5=LJ-M-M2-R-T

8=CP-G-M-R-T

Figura 29. Biocontrol in vitro de Trichoderma asperelloides aisladas de areas templadas
contra hongos fitopatdgenos.

De acuerdo con el andlisis estadistico, no existen diferencias significativas en el
biocontrol de los hongos patdgenos con las cepas de T. asperelloides (F= 5,87; P =
0.0007). La prueba post hoc no detect6 diferencias en porcentaje de crecimiento en la
capacidad antagoénica de la cepa 1 (CP-G-R-T) con respecto a las cepas 3 (SP-M-M5-R-
T)y 5 (LJ-M-M2-R-T) (Figura 30). En general, la cepa 1 (CP-G-R-T) registré porcentajes
de inhibicibn mas bajos (mediana= 72,7%; RIQ= 9,7) que las cepas 3 (SP-M-M5-R-T)
(mediana= 81,2%; RIQ=7,0) y 5 (LJ-M-M2-R-T) (mediana=79.2 %; RIQ= 6,8). La cepa 8
(CP-G-M-R-T), al igual que el resto de las cepas de Trichoderma asperelloides, mostré
un porcentaje similar (mediana 80, 6 %; RIQ= 6,9) (Figura 5). Existe un efecto en la

interaccién Trichoderma-fitopatégeno (F= 2,21; P= 0.0009), es decir, la capacidad
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antagonica de las cepas de T. asperelloides esta en funcion del hongo fitopatégeno.
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Aislados de Trichoderma asperelloides
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Figura 30. Porcentaje de inhibicién de Trichoderma sp. (1=CP-G-M-R-T, 3=SP-M-M5-R-
T, 5=LJ-M-M2-R-T y 8=CP-G-R-T) contra fitopatdbgenos (Fusarium sp., Alternaria sp.,

Monilinia sp., Epicoccum sp. y Colletotrichum sp.) de Prunus persica.
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2.4. DISCUSION

De las cepas obtenidas en el sur de Chihuahua, México, todas presentaron
caracteristicas morfolégicas y culturales tipolégicas del género Trichoderma spp.
(Romero-Rosales et al., 2021). Esto se debid principalmente a su coloracion verde oscuro
con anillos concéntricos en la caja Petri de 90 mm (Savin et al., 2021), iniciando con
coloraciones amarillentas y tornando a verde claro, hasta llegar al verde oscuro (Zin et
al., 2020; Degani & Dor 2021). Estas caracteristicas y la identificacion molecular
reafirman tanto el género como la especie de Trichoderma asperelloides, que a su vez
coinciden con las reportadas por Mulatu et al., (2022) en Etiopia. En dicho estudio se
revelaron colonias con rapida crecimiento micelial, anillos concéntricos y superficies
flocosas o compactas en el medio de cultivo. Asimismo, se encontré que formaban
colonias con micelio blanco, volviéndose verdes al formar los conidios y conidiéforos
(Mulatu et al., 2022).

Por otro lado, Pakdaman, (2013) obtuvo resultados con cepas de T.
asperelloides los cuales fueron cultivados a temperatura ambiente (25+£2°C), destacando
el potencial de dos de las cepas con alto potencial antagénico y velocidades de
crecimiento estadisticamente altas. Sin embargo, el cambio de temperatura de 25°C a
15°C provoc6 el aumento de los valores de 2 a 4 dias de crecimiento, mientras que, en
el presente trabajo, las cepas de T. asperelloides tuvieron su grado 6ptimo de crecimiento
a los 27+2°C en un periodo de 3 dias de crecimiento a temperatura ambiente.

En cuanto al porcentaje de inhibicién, de cada aislamiento se obtuvo un 72,7 a
81,2% de las cepas obtenidas en el sur de Chihuahua. Esto coincide con lo propuesto
por Umafia et al. (2018), donde se presentd una variacion de 3 a 90% de grado de
inhibicién, durante 72 horas, en condiciones ambientales similares. De igual manera,
Sumida et al., (2018), evaluaron el potencial antagonico que ejerce Trichoderma
asperelloides sobre Sclerotinia sclerotiorum causante de la enfermedad de moho blanco
en cultivo de soja, mostrando una excelente inhibicion de crecimiento con rangos de 60
a 100% en todas las cepas evaluadas.

Asimismo, estos resultados son similares a los reportados por Sanchez et al.

(2021), quienes obtuvieron un total de 17 aislados de Trichoderma, localizdndose siete
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especies diferentes del antagonista en estudio, tales como: T. harzianum, T. viride, T.
asperellum, T. asperelloides, T. songyi, T. virens y T. breve. De estas especies, T.
asperelloides coincide con las caracteristicas morfolégicas y coloracion encontradas en
los aislados identificados en el sur de Chihuahua, mostrando efectividad como control
biolégico de enfermedades y promotores de crecimiento vegetal (Steffen et al., 2019).
Por consiguiente, se ha considerado a T. asperelloides como un hongo antagonico que
reduce considerablemente la gomosis causada por Fusarium spp. en el norte del estado
de Veracruz, permitiendo asi una mejoria en la sanidad del cultivo de los citricos (Cruz et
al., 2020).

En correspondencia con el arbol filogenético se logré identificar homogeneidad
de los genes en las cuatro cepas aisladas de los municipios de Morelos y Guachochi,
Chihuahua, ya que todas se agruparon en un mismo clado con la secuencia de referencia
de Trichoderma asperelloides aislada GJS 04-217 (Bootstrap 55%). Asimismo, T.
asperelloides fue encontrado en aislamientos de terrenos agricolas, suelos de bosques
tropicales y diferentes cultivos, por ejemplo, platano (Musa paradisiaca L.), tomate
(Solanum lycopersicum) y pasto Guinea (Panicum maximum) en Nicaragua, con nimeros
de acceso MK427695.1 con puntuacién de 946 e identidad maxima de 100 y 99,43
(Sanchez et al., 2021). Ademas se ha identificado cepas de T.asperelloides utilizando
pares de cebadores EF1728F y TEF1LLErev, asi como CAL-228F y CAL-737R (call)
(Gal et al., 2011). Por otro lado, estudios realizados por Heflish et al. (2021) evaluaron
las caracteristicas moleculares usando los genes ITS, Rpb2 y Tef-1, utilizando la
herramienta GenBank BLAST para comparar las secuencias obtenidas con las de la base
de datos.

En este estudio se destaca la importancia de las pruebas de PICM y de dar
ventaja de tres dias de crecimiento para obtener mejores resultados en los ensayos in
vitro. Estos resultados coinciden con lo reportado por Ramirez et al. (2020), quienes
evaluaron la efectividad de los agentes de biocontrol Bacillus paralicheniformis y T.
asperelloides en condiciones in vitro e in vivo para controlar las enfermedades de tomate
como la marchitez vascular (Fusarium oxysporum) y el tizén temprano (Alternaria
alternata). Como resultado se vio que T. asperelloides fue capaz de ejercer un efecto

micoparasitario sobre ambos hongos fitopatégenos en las pruebas in vitro entre 53,8% y
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66,7%. Iguales resultados fueron obtenidos por Lopez-Valenzuela et al. (2022), quienes
lograron medir la capacidad de biocontrol con Fusarium oxysporum, Alternaria spp. y
Helminthosporium spp. obteniendo porcentaje de inhibicion entre 83,3% y 87,7%
ubicados entre los grados 1y 2 de la escala propuesta por Bell et al., (1982). Asimismo,
Silva et al. (2022) evaluaron a T. asperelloides enfrentando a fitopatdégenos, tanto de
suelo como foliares, donde los porcentajes de inhibicion presentaron una variacion de
56,6% a 80.4% en Colletotrichum gloeosporioides, de 70.5% a 73.1% en Macrophomina
sp., y de 80.4% a 84 5% en Curvularia lunata, considerandose un antagonista eficaz.

2.5. CONCLUSIONES

Los cuatro aislados de Trichoderma derivados de la parte del suelo (rizosfera) de
las plantas de durazno (Prunus persica) y pino (Pinus arizonica) en el sur de Chihuahua,
fueron caracterizados morfolégica y molecularmente, y se determiné que pertenecen a la
especie T. asperelloides.

Todos los aislados mostraron una alta inhibicion del crecimiento micelial contra los
cinco hongos fitopatégenos: Epiccocum sp., Alternaria sp., Monilinia sp., Collectotrichum
sp. y Fusarium sp. La estirpe 3 (SP-M-M5-R-T) present6 un alto potencial para el control
in vitro frente a los fitopatégenos.

La aplicacion de microorganismos antagonistas es una alternativa biolégica para
el control de fitopatdgenos foliares en cultivos de durazno, en condiciones controladas
(in vitro). Por lo tanto, se recomienda realizar bioensayos de biocontrol en condiciones

de invernadero o campo abierto en cultivos de durazno.
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CAPITULO 3. DETERMINACION DEL RANGO DE HOSPEDANTES EN
FRUTALES DE IMPORTANCIA ECONOMICA ASOCIADOS A
FITOPATOGENOS FOLIARES DEL DURAZNERO (Prunus persica L)™.

RESUMEN

En México, la presencia de hongos fitopatdgenos ocasiona severos dafios en
frutos de durazno (Prunus persica L.), después de la cosecha, causando disminucion en
la exportacién de productos procesados y en vida de anaquel. El objetivo de este trabajo
fue describir el rango de hospedantes de hongos foliares en frutos de manzano (Malus
domestica Borkh), fresa (Fragaria spp.), ciruela (Prunus domestica L.), pera (Pyrus
communis L.) y membrillo (Cydonia oblonga Mill.), y en hojas de variedades de durazno.
Para la prueba de patogenicidad se utilizé la técnica de aspersion y las enfermedades se
valoraron mediante la escala de severidad de 5 grados de 0 a 275 % de presencia de
sintomas sobre el fruto y del 10 a 260% para hoja desprendida y porcentaje de incidencia.
Se inocularon conidios de Fusarium spp, Alternaria spp, Epicoccum spp, Collectotrichum
sp. y Monilinia sp., en todos los frutos y las hojas de las variedades de durazno amarillo,
prisco y blanco, con siete repeticiones, dejando un testigo con agua destilada estéril para
cada uno de los tratamientos; se colocaron en camara hiumeda en condiciones asépticas,
a 27°C £ 1y se sometieron a regimenes de 14 horas oscuridad y 10 horas luz, por 4, 7,
10y 12 dias. Los datos se sometieron a un analisis de varianza utilizando la comparacion
de medias de Tukey (P<0.05). La variedad amarilla de durazno presentd mayor
susceptibilidad a todos los hongos, los cuales fueron patogénicos a los hospedantes con
severidad de 0 a 97,14 %.

Palabras claves adicionales: Fruto, hongos, inocular, patogenicidad, severidad

SEste capitulo se public6 en la Revista Bioagro. Marzo-agosto 2023. 35(3): 259-270. doi:
http://www.doi.org/10.51372/bioagro353.9
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ABSTRACT

Host range in economically important fruit trees associated with foliar
phytopathogens of peach (Prunus persica L).

In Mexico, the presence of phytopathogenic fungi causes severe damage to
peach (Prunus persica L.) fruits after harvest, causing a decrease in the export of
processed products and in shelf life. The objective of this work was to describe the host
range of foliar fungi in fruits of apple (Malus domestica Borkh), strawberry (Fragaria spp.),
plum (Prunus domestica L.), pear (Pyrus communis L.) and quince (Cydonia oblonga Mill.)
and on leaves of peach varieties. For the pathogenicity test, the spray technigque was used
and the diseases were assessed using the 5-degree severity scale from 0 to 275% of
presence of symptoms on the fruit and from 10 to 260% for detached leaf and percentage
of incidence. Conidia of Fusarium spp, Alternaria spp, Epicoccum spp, Collectotrichum
sp. and Monilinia sp. were inoculated from all the fruits and leaves of the yellow, prisco
and white peach varieties, with seven replicates, leaving a control with sterile distilled
water for each treatment. They were placed in a humid chamber under aseptic conditions,
at 27°C = 1, and were subjected to regimes of 14 hours of darkness and 10 hours of light
for 4, 7, 10 and 12 days. Data were subjected to analysis of variance and Tukey's test for
comparison of means (P<0.05). The vyellow variety of peach presented greater
susceptibility to all fungi, which were pathogenic to the hosts with severity from 0 to 97.14
%.

Additional keywords: Fruit, fungi, inoculate, pathogenicity, severity
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3.1. INTRODUCCION

El durazno (Prunus persica L.), ademas de sus usos como frutas frescas,
enlatadas, bocadillos de frutas secas y jugos, es un arbol considerado como planta
ornamental gracias a las flores blancas, rosadas o rojas que se presentan durante la
primavera (Luo et al., 2022). México se encuentra en la posicion numero 17 en la
produccion mundial con 225,125,64 toneladas al afio (FAOSTAT, 2022), de los cuales, el
estado de Zacatecas ocupa el primer lugar de este frutal con 86,781 toneladas anuales,
que representaron el 38,54% de la produccion nacional en el afio agricola 2022, seguido
de Puebla (10,7 %), Michoacan (9,98 %), Chihuahua (9,85 %) y estado de México (7,66
%) (SIAP, 2022). La presencia de hongos es una limitante de la produccién de frutas,
afectando la exportacion de estos productos hacia nuevos mercados, causando pérdidas
hasta de 42,70 % (SIAP, 2022) en las distintas regiones productoras (Castello et al.,
2019).

De acuerdo con Lee et al. (2020), los hongos constituyen un importante grupo de
fitopatbgenos que comparten hospedantes en comun. Las enfermedades
econdmicamente mas importantes de las frutas son el tizon de la flor y la pudricion parda
del fruto causada por Monilinia sp. (Hu et al., 2011). El hongo filamentoso Colletotrichum
gloeosporioides causa la antracnosis una, enfermedad que se presenta en frutales,
incluyendo el durazno, manzana, pera y membrillo, pudiendo desarrollarse en tallos o
ramas, hojas y frutos de los hospedantes (Hu et al., 2015). Las especies del género
Epicoccum spp., son importantes debido a su capacidad para producir micotoxinas que
representan un riesgo para la salud humana y animal cuando se consumen en alimentos
contaminados. Se han encontrado en semillas, tallos, hojas y frutos, aunque la mancha
foliar es el sintoma que se ha sefialado con mayor frecuencia (Taguiam et al., 2021). Por
otro lado, Alternaria spp., causa serios problemas en la agricultura, reduciendo el
rendimiento del cultivo y deteriorando los frutos en el almacenamiento; pueden ser mico-
toxicogenicos, capaces de colonizar los cultivos y acumularse en los productos
infectados, representando patogenicidad en frutos de manzana y pera, y un riesgo a la
sanidad de los cultivos, asi como a la salud del consumidor (Benavides et al., 2019).

Fusarium es un hongo fitopatbgeno que ocasiona pérdidas de gran importancia
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econdémica, es considerado como componente natural de la rizosfera de las plantas;
todas las cepas son saprofitas y pueden sobrevivir sobre materia organica; sin embargo,
F. oxysporum y F. graminearum penetran las raices del hospedante, induciendo
marchitamientos vasculares (Lopez y Castafio, 2019).

El objetivo de esta investigacion consistio en describir el rango de hospedantes de
hongos foliares en frutos de manzano (Malus domestica), fresa (Fragaria spp.), ciruela
(Prunus domestica), pera (Pyrus communis) y membrillo (Cydona oblonga) y en hoja de

variedades de durazno (Prunus persica).
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3.2. MATERIALES Y METODOS

3.2.1. Sitios de muestreo
Se realizaron muestreos de material vegetal en la regién sur del estado de

Chihuahua, caracterizada por su gran variabilidad climatolégica entre sus municipios, con
temperaturas extremas que oscilan entre -6 y 45 °C (Alvarado et al., 2019; Porras et al.,
2021). Los muestreos consistieron en frutos de manzana, fresa, ciruela, pera y membirillo,
asi como hojas de durazno de las variedades amarillo, prisco y blanco. Se ubicaron y
georreferenciaron 12 puntos de muestreo en los municipios Morelos, Guachochi, Balleza
y Batopilas (Cuadro 3). Se colectaron al azar frutas y hojas, aparentemente sanas, las
cuales fueron colocadas en bolsas de papel estraza en una hielera para ser trasladadas
al laboratorio, donde se mantuvieron en refrigeracién a 4°C por 4 horas (Ruta et al., 2020),
para su posterior analisis.

Cuadro 3. Ubicacion de sitios de recoleccion frutos y hojas en diferentes municipios del

estado de Chihuahua, México.

Variedad Localidad/Municipio Localizacion geogréfica
Manzana roja (fruto) Ciéneoa de la Cruz. Morelos 26° 34" 00,6” N
g ! 107°49°18,0” W-2106 msnm
hpngrrgsjbrg:czfru?(lj?ante de Las Joyitas, Morelos 26° 37 45,3’ N
g 107°44°37,9” W-1238 msnm
Fresa albion (fruto) Universidad Tecnologica de 26°57°09,1” N
la Tarahumara, Guachochi 106°20'58,6” W-2283 msnm

Membrillo gigante de

26° 53" 01,2 N
Portugal (fruto) Balleza, Balleza 106°19°33.8” W-1576 mshm
Fresa albion (fruto) Universidad Tecnol6gica de 26°57°09,1” N
la Tarahumara, Guachochi 106°20'58,6” W-2283 msnm
Membrillo gigante de o En- "
26° 53" 01,2 N
Portugal (fruto) Balleza, Balleza 106°19°33.8” W-1576 msnm
Pera blanquilla (fruto) . . 25°43°59,0" N
Nogalitos, Guachochi 107°04°13.3” W-2634- msnm
Ciruela roja (fruto) 27°01°18,0" N
Carlos Pacheco, Balleza 106°20°51.1” W-1540 msnm
Manzana roja (fruto) 26° 55" 55,9" N

Pitorreal, Batopilas 107°34°00.9” W-2420 msnm

67



Pera blanquilla (fruto) Baquireachi, Balleza 26° 57" 30,77 N
’ 106°37°21,1” W-2327 msnm

Ciruela roja (fruto) 28° 257 45,3 N
Casas, coloradas, Morelos 106°52°37.9” W-2060 msnm

Durazno amarillo (hoja) Balleza. Balleza 26° 53" 01,2 N
’ 106°19°33,8” W-1576 msnm

Durazno blanco (hoja) : 26° 78" 59,0’ N
Rancho Seco Guachochi 107°07°13.3” W-2420- msnm

Durazno prisco (hoja) 25°43°59,0" N

Nogalitos, Guachochi 107°04°13,3” W-2634- msnm

3.2.2. Preparacion del material vegetativo
Los frutos y hojas se lavaron con jabon neutro y se dejaron secar por 30 minutos

en papel absorbente estéril, en condiciones asépticas de acuerdo con Gerardo et al.
(2020). Todos estos materiales se desinfectaron con una solucion de hipoclorito de sodio
(NaClO) al 1% durante 1,5 minutos. Posteriormente se sometieron a un triple lavado en
agua desionizada estéril y se colocaron sobre papel filtro esterilizado, hasta eliminar el
exceso de humedad (Garcia et al., 2017).

Se esterilizaron superficialmente bolsas plasticas y platos de unicel, utilizando
etanol al 90 % durante 30 segundos, previo a la inoculacién de los hongos sobre los frutos

y las hojas de durazno (Gerardo et al., 2020; Kumar et al., 2021).

3.2.3. Pruebas de patogenicidad
Con el fin de determinar el rango de hospedantes, se evaluaron los siguientes diez

aislados de fitopatogenos foliares del cultivo de durazno: Alternaria spp. (dos aislados),
Fusarium spp. (dos aislados), Epicoccum spp. (cuatro aislados), Collectotrichum sp. (un
aislado) y Monilinia sp. (un aislado) (Cuadro 4). Se realizaron inoculaciones en frutos y
hojas desprendidas, procedentes de plantas aparentemente sanas de manzano (Malus
domestica), fresa (Fragaria spp.), ciruela (Prunus domestica), pera (Pyrus communis),
membrillo (Cydona oblonga) y de las variedades de durazno (Prunus persica) amarillo,
prisco y blanco con suspensiones de esporas a una concentracion de 1x106 conidios-mL-
1, mediante la técnica de aspersion de acuerdo con Udhayakumar et al. (2019), usando
atomizadores diferentes para cada aislado. Los frutos y hojas se mantuvieron en camara

hameda a 25+2 °C, con HR 85 %, haciendo observaciones a los 4, 10 y 12 dias después
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de la inoculacién (ddi) para los frutos de fresa, membrillo y manzana, respectivamente y

7 ddi para pera, ciruela y las hojas de las variedades de durazno (Moreno et al., 2018).

Cuadro 4. Tratamientos para evaluar pruebas de patogenicidad en frutos de manzana,
fresa, ciruela, pera y membrillo y en hojas de variedades amarillo, prisco y blanco de

durazno.
Numero Descripcion de Genero Procedencia
de tratamientos (Municipio)
tratamie
nto
1 4= RS-G-M3-Al1-H Alternaria spp. Guachochi
2 11=SP-M-M2-A2-FTO Epicoccum spp. Morelos
3 9=B-B-F-M1-A2 Fusarium spp. Balleza
4 6=SP-M-M2-A2-F Alternaria spp. Morelos
5 2=SP-M-M2-A2 Epicoccum spp. Morelos
6 2=B-B-F-M1-A3 Fusarium spp. Balleza
7 5=AA-B-M4-Al Epicoccum spp. Balleza
8 2=L.J-M-M2-H Collectotrichum spp. Morelos
9 4=Y-B-M1 Monilinia spp. Batopilas
10 10=N-G-M1-A3-F Epicoccum spp. Guachochi

3.2.4. Valoracién de la severidad de las enfermedades en frutos
De acuerdo a Kardam et al. (2021) para evaluar la severidad de los tratamientos

de cada uno de los frutales se considerd el indice de descomposicién. Para esto, se
consider6 la escala de cinco grados propuesta por Wu et al. (2019) segun la parte
afectada con podredumbre en la superficie del fruto (Cuadro 5). El porcentaje de
severidad se determiné a través de la formula correlacionada a los sintomas en cada uno
de los frutos por tratamiento y aislados por género flngico:
ID=0XMNo+1 XNi+2XN2+3XN3+4XN4

S5XxN
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Donde ID es el indice de descomposicion, NO, N1, N2, N3 y N4 son los valores
de podredumbre en todos los niveles, respectivamente, y N es el numero total de frutos

en evaluacion.

Cuadro 5. Escala de severidad de la calidad en frutos postcosecha.

Escala Descripcion

0 0 % sin podredumbre

1 0 a 25% superficie del fruto contiene podredumbre
2 25 a 50% superficie del fruto contiene podredumbre
3 50 a 75% superficie del fruto contiene putrefaccion
4 = 75% contiene putrefaccion

3.2.5. Valoracion de la severidad de las enfermedades en hojas de variedades de
durazno

Para medir la severidad se recolectaron 8 hojas/arbol de las variedades de
durazno amarillo, prisco y blanco, se clasificaron mediante la escala propuesta por Hoyos
y Zarate (1985), en cinco grados (Cuadro 6) con variabilidad de porcentajes.

La severidad se estimé por la formula:

S (o/o): severidad promedio: 2 (h x g) x 100
5n

donde:

h: nimero de hojas con igual grado de dafio, g: grado de dafio y n: nimero de hojas
evaluadas.

Cuadro 6. Escala de severidad en hoja desprendida de variedades de durazno.

Grado Porcentaje de afectacion

1 10% del area foliar afectada

2 11 a 20% del area foliar afectada
3 21 a 40% del area foliar afectada
4 41 a 60% del area foliar afectada
5 = 60% del area foliar afectada
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3.2.6. Incidencia de las enfermedades en hoja de variedades de durazno
El nivel de incidencia de cada tratamiento se calificdé por el porcentaje de

esporulacién después de 7 dias de evaluacién de acuerdo a la escala propuesta por Ozer
et al. (2021) para la resistencia de la hoja con la misma cantidad de inoculo (Cuadro 7).

Cuadro 7. Porcentaje de incidencia en hoja desprendida de variedades de durazno.

% Descripcion

0 Extremadamente resistente
0,1-5,0 Altamente resistente
5,1-25 Resistente

25,1-50 Sensible

50,1-75,0 Muy sensible

752 Extremadamente sensible

3.2.7. Analisis estadistico
Para determinar la severidad en fruto y hoja se utilizé un disefio completamente al

azar con arreglo factorial de 10 aislados x 8 variedades x 7 repeticiones (mas los
controles). Los datos obtenidos se sometieron a un analisis de varianza (ANOVA) y la
comparacién de medias se determind de acuerdo a la prueba de Tukey-Kramer,
empleando el programa estadistico SAS version 9.4 (Cary, NC, USA).
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3.3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.3.1. Prueba de patogenicidad en frutales.

En las pruebas de patogenicidad se pudo constatar que, en los frutos, los primeros
sintomas se correspondieron con los ocasionados por Epicoccum spp. en el caso de la
fresa, a los 4 ddi, los de Alternaria spp., para los de pera, las lesiones se presentaron a
los 7 ddi con porcentajes que rebasaron 80,0 y 50,4 %, para Fusarium spp. y Alternaria
spp., respectivamente. Los frutos de ciruela presentaron los mayores porcentajes de
severidad para los hongos Epicoccum spp., con 64 % y Fusarium spp., con 36 % con una
incidencia de 100 % en todos los tratamientos. Se consider6 la manzana con la mayor
resistencia para Fusarium spp. y Collectotrichum sp., ubicandose en la escala de
severidad en los grados 1y 2 con 12 ddi, entre 30 a 45 %. En el caso del membrillo, los
hongos con mas alto indice de patogenicidad fueron Fusarium spp. y Epicoccum spp.,
con un total de 10 dias de experimentacion, obteniendo asi los valores maximos en la
escala de severidad considerando el 100 % afectando los frutos de los diferentes frutales
(Cuadro 8; Figura 31).

Cuadro 8. Valores maximos obtenidos en frutales por género de fitopatdogenos foliares.

Aislado Fruto Severidad Grado de Género de
(%) escala Fitopatégeno
11=SP-M-M2-A2-FTO Fresa 91,42 c 4 Epicoccum spp.
6=SP-M-M2-A2-F Fresa 97,14 c 4 Alternaria spp.
6=SP-M-M2-A2-F Pera 51,42 b, c 3 Alternaria spp.
2=B-B-F-M1-A3 Pera 80c 4 Fusarium spp.
9=B-B-F-M1-A2 Ciruela 36Db 2 Fusarium spp.
11=SP-M-M2-A2-FTO Ciruela 64 b, c 3 Epicoccum spp.
2=B-B-F-M1-A3 Manzana 2571 a 2 Fusarium spp.
2=LJ-M-M2-H Manzana 22,85 a 1 Collectotrichum

sp.
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2=B-B-F-M1-A3 Membrillo 78 c 4 Fusarium spp.
5=AA-B-M4-Al Membrillo 75¢c 4 Epicoccum spp.

*a.b.c literales diferentes, entre renglones indican diferencias significativas (P<0,05)
(Sanchez-Lépez, 2021).

Fitopatogeno

Alternaria spp. Collectotrichum spp. Epicoccum spp. Fusarium spp. Monilinia spp.

Frutal

Fresa
(Fragaria spp.)

Pera
(Pyrus communis)

Ciruela
(Prunus domestica)

Manzano
(Malus domestica)

Membrillo
(Cydona oblonga)

Figura 31. Sintomas asociados a hongos fitopatégenos foliares en frutos de fresa, pera,

ciruela, manzana y membrillo, con valores maximos de patogenicidad.

La sintomatologia en los frutos tuvo variaciones entre hongos, y Monilinia sp.
produjo podredumbre marrén, en forma circular en membrillo, manzana y pera, y
pudricion parda en fresa y ciruela. En el caso de Fusarium spp. se observaron
magulladuras blanquecinas al inicio, que posteriormente crecieron de forma algodonosas
en fresa y manzana tornando a color rosado para ciruela y color café en membrillo y pera.
En el caso de frutos afectados por Collectotrichum sp., se observé la aparicion de
necrosis en ciruela, manzana, pera'y membrillo, con lesiones algodonosas y color marron
sobre fresa, en el caso de Alternaria spp., todos los frutos mostraron flacidez, con
manchas negras circulares y en Epiccocum spp., se presentaron coloraciones circulares
necroticas para manzana, fresa, membrillo y pera, ademas en ciruela se manifestaron
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signos irregulares en forma de rasgufio rodeadas por un halo rojizo, blanquecino y que
posteriormente se tornd a beige.

Los resultados observados en los frutos de manzana, fresa, ciruela, membrillo y
pera colectados en el sur de Chihuahua, se consideran relevantes, debido a la escasa
informacion relacionada con hongos fitopatégenos que afectan a la diversidad de frutales
en postcosecha, coincidiendo con lo reportado por Lin et al. (2018), quienes evaluaron la
patogenicidad de Alternaria, Colletotrichum, Diaporthe y Epicoccum, mostrando lesiones
marrén a negro en todas las frutas inoculadas con Alternaria y Colletotrichum con el 100%
de incidencia Asimismo los aislados de Epicoccum generaron manchas necroticas las
cuales permanecieron relativamente menor a 60% de incidencia.

La severidad de Monilinia se ha reportado sobre melocotén, ciruela, cereza,
albaricoque, manzana y pera, causando lesiones sobre los 6rganos (Yin et al., 2021).
Ademas, especies de este mismo hongo fitopatdbgeno, causan la enfermedad de
podredumbre parda en hoja y fruto de durazno; siendo Monilinia laxa la mas agresiva y
los valores medios de crecimiento en el dia 7 fueron 74,4 y 55,5 mm en medio papa
dextrosa agar, mientras tanto los aislamientos de Monilinia fructicola, mostraron colonias
mas grandes y los valores medios de crecimiento en el dia 12 fueron 82,7 y 77,3 mm, sin
embargo, no se detectd una correlacion significativa entre la tasa de crecimiento y
virulencia, de acuerdo con la informacién presentada por Ozkilinc et al. (2020). El factor
de severidad fue significativo para las condiciones de incubacién del aislado encontrado
en el sur de Chihuahua (Y-M1-F-ACCH), ya que resultd patogénico al reproducir sintomas
similares de la enfermedad en frutos después de 4, 7, 10 y 12 ddi de inoculacion en los
organos de los frutales con valores que oscilaron entre 0 a 83,8% de virulencia.

Los resultados mostraron valores minimos por frutal, en correlacion con el impacto
de severidad de los hongos fitopatdégenos (Cuadro 9), en el caso el fruto de manzano con
una severidad de 0 % con aislados de Alternaria spp. y Monilinia sp., coincidiendo con el
membrillo en aislados Alternaria spp. y Epicoccum spp.; para la pera las cifras oscilaron
en un 20 % en Alternaria spp. y Fusarium spp.; en el caso de la ciruela se ubicaron en el
grado 1 de la escala propuesta por Wu et al. (2019), para ambos aislados de Alternaria
spp. y en fresa se presentd el mayor grado de patogenicidad por todos los hongos con

porcentajes minimos variando entre 74,28% para Epicoccum spp y 83,8 % en Monilinia
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sp. (Figura 32). Asi mismo, Dowling et al. (2020) reafirmé la presencia de patogenicidad

de Collectotrichum gloesporoides en 6rganos de manzana, durazno, uva, arandano y

fresa.

Cuadro 9. Valores minimos obtenidos en frutales por género de fitopatégenos foliares.

Aislado Fruto Severidad  Grado de Género de
(%) escala Fitopatégeno
5=AA-B-M4-Al Fresa 74,28 b 3 Epicoccum
4=Y-B-M1 Fresa 83,8¢c 4 iﬂpci)ﬁilinia spp.
4= RS-G-M3-Al1-H Pera 20a 1 Alternaria spp.
9=B-B-F-M1-A2 Pera 20 a 1 Fusarium spp.
6=SP-M-M2-A2-F Ciruela 24 a 1 Alternaria spp.
4= RS-G-M3-Al1-H Ciruela 24 a 1 Alternaria spp.
4= RS-G-M3-Al1-H Manzano Oa 0 Alternaria spp.
4=Y-B-M1 Manzano Oa 0 Monilinia spp.
4= RS-G-M3-Al1-H Membrillo Oa 0 Alternaria spp.
10=N-G-M1-A3-F Membrillo Oa 0 Epicoccum
spp.

*a.b.c literales diferentes, entre renglones indican diferencias significativas (P<0,05)

(Sanchez-Lépez, 2021).

Fitopatégeno

Alternaria spp.

Frutal

Fresa
(Fragaria spp.)

Pera
(Pyrus communis)

Ciruela
(Prunus domestica)

Manzano
(Malus domestica)

Membrillo
(Cydona oblonga)

Collectotrichum spp.

Epicoccum spp. Fusarium spp. Monilinia spp.

1

Figura 32. Sintomas asociados a hongos fitopatdgenos foliares en frutos de fresa, pera,

ciruela, manzana y membrillo, con valores minimos de patogenicidad.
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Jakobija et al. (2022) realizaron pruebas de patogenicidad en fruto de memobrillo
japonés (Chaenomeles japonica) evaluando la capacidad de virulencia de Fusarium spp.,
Alternaria spp., Botrytis spp. y Sarocladium spp. siendo estos los géneros mas
frecuentemente identificados causando patogenicidad en hoja, fruto y tallo de la planta
en 9, 13, 15 y 21 %, respectivamente, diferenciandose en los valores minimos en los
frutos cosechados en el sur de Chihuahua los cuales variaron de 0% para Alternaria spp
y Epicoccum spp., 3,78 % Monilinia sp., 4,78 % Collectotrichum sp.

y 36,8 % Fusarium spp. en membirillo.

Ademas, Zhang et al., (2022) realizaron aislamientos de Monilinia yunnanensis y
confirmaron que la enfermedad de la podredumbre parda del Tibet en el cultivo de
durazno, presento alta patogenicidad después de los 3 ddi, en el dia 6, todos los frutos
inoculados desarrollaron pudricién parda. Estos resultados presentaron gran similitud con
el inicio de patogenicidad del aislado Y-M1-F-ACCH en érganos de fresa a los 2 ddi, para
ciruela y pera al dia 5, membrillo 7 y en manzano no hubo presencia de Monilinia sp.
probablemente las condiciones de incubacion no favorecieron el desarrollo de la
enfermedad a los 10 ddi de la inoculacion.

3.3.2. Prueba de patogenicidad en hojas

Las hojas de las variedades de Prunus persica inoculadas presentaron sintomas
a partir de los 3 ddi, coincidiendo con los resultados presentados por Moreno et al. (2018)
quienes identificaron como el agente causal de antracnosis a Colletotrichum spp., que
ocasiona lesiones necréticas hundidas en plantas de Odontoglossum crispum; las
manchas marrones, de forma irregular estan asociadas a Alternaria spp., similares a las
observadas en hoja del duraznero en el sur de Chihuahua. Se presenté diferencia
significativa en cada uno de los tratamientos, clasificados en el nivel de escala de 2 al 5
para durazno prisco, 3 al 5 para blanco, 4 y 5 para amarillo con los diferentes
fitopatégenos, los porcentajes de severidad que oscilan entre 18,33 % a = 82,33 %
(Cuadro 10; Figura 33), considerando a Alternaria spp., Fusarium spp. Collectotrichum
sp. y Monilinia sp. con el mayor valor (5) de la escala en las todas las unidades
experimentales, presentando manchas necroticas sobre el tejido vegetal, con presencia

de micelio aéreo, asi como pequefas lesiones circulares negras y pudricion total de la
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hoja. Se determin6 que la variedad amarilla es la mas susceptible para los fitopatégenos
foliares con una media de 4,6 con respecto a prisco y blanco, los cuales presentaron

medias de 3,8 y 4,3 de patogenicidad, respectivamente.

Cuadro 10. Valores de severidad en variedades amarillo, prisco y blanco.

Grado de escala y % de severidad

No.
de Aislado Género
aislado Amarillo Prisco Blanco
4= RS-G-M3-Al-  Alternaria 56.42 25,31 33,25
1 4 3 3
H spp. a,b a, b a,b
2 2=SP-M-M2-A2 Epicoccum  , 4822 ., 1875 , 2235
spp. a a a
3 9=B-B-E-M1-A2 Fusarium 5 75,25 4 47,8 4 49,50
Spp. b b a, b
4 6=SP-M-M2-A2-F Alternaria 5 78,83 5 66,22 5 62,30
spp. b c b
5 6=SP-M-M2-A2-F Alternaria 5 67,30 5 64,25 5 67,25
Spp. b c b
6 9=B-B-F-M1-A3 Fusarium 5 85b 4 44,4 4 52,80
Spp. b a, b
7 5=AA-B-M4-AL  £picoccum 425, 223, 41,20
Spp. a a a
3 2=LJ-M-M2-H Collectotrichu 5 82,33 5 75,10 5 61,12
m spp. b c b
9 A=Y-B-M1 Monilinia spp. 5 77692 5 76(,:25 5 68625
10 10=N-G-M1-A3-F EpPicoccum - 4453 5 387 -, 472l
Spp. a a, b a

*a.b.c literales diferentes, entre renglones indican diferencias significativas (P<0,05)
(Sanchez-Lépez, 2021).
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Variedades de hoja de durazno

Géneros de Variedad amarillo Variedad prisco Variedad blanco
fitopatogenos

Epiccocum spp.

Fusarium spp.

Colectotrichum spp.

Alternaria spp.

Monilinia spp.

Figura 33. Lesiones de hongos fitopatdgenos foliares asociados al cultivo de durazno

en las variedades amarillo, prisco y blanco del sur de Chihuahua.

En Japodn se ha identificado a Alternaria alternata causando la mancha negra sobre
la hoja de durazno, ubicandose en el grado 2 de la escala segun Iwamoto et al. (2019);
estos sintomas coinciden con los observados en las hojas del duraznero en el sur de
Chihuahua, ademas de presentar micelio aéreo sobre el tejido vegetal en las tres
variedades evaluadas.

En los ultimos afios en China se han identificado especies de Collectotrichum sp.
(C. nymphaeae, C. fioriniae y C. godetiae) afectando tanto las hojas como los frutos del
duraznero, con porcentajes que oscilan entre 20 a 90% (Tan et al., 2022). Fusarium solani
también ha ocasionado lesiones acuosas blandas marrones, con esporulacion
blanquecina, resultados que fueron confirmados mediante los postulados de Koch en las
regiones productoras de China (Zhu et al., 2019). Dichos sintomas se presentan con gran
similitud a los encontrados en el sur de Chihuahua en frutos de manzana, pera, fresa y

ciruela. Epicoccum spp. se ha desarrollado como controlador biolégico contra
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fitopatdgenos del duraznero (Taguiam et al., 2021), difiriendo con las cepas obtenidas en
esta investigacion, las cuales mostraron cierto grado de patogenicidad sobre las hojas de
las tres variedades del duraznero con lesiones cafés oscuras y presencia de micelio aéreo
sobre el tejido vegetal.

En cuanto a la incidencia de los fitopatdgenos (10 aislados), éstos presentaron
micelio, lesiones y coloraciones tanto en el fruto como en la hoja de las variedades en
estudio, desarrollando un 100 % en los bioensayos, por lo que son considerados
extremadamente sensibles para el cultivo del duraznero de la zona sur de Chihuahua.
Gelain et al. (2022) reportaron un alto grado de incidencia de los fitopatdgenos Fusarium
y Alternaria, confirmados molecularmente, los cuales se encontraban afectando ramas
del manzano. Por su lado, especies de Collectotrichum se han encontrado causando
antracnosis en varias partes de la planta como ramas, hojas, flores y frutos, en cultivos
de caqui (Diospyros kak), manzano (Malus domestica), melocoton (Prunus persica) y vid
(Vitis vinifera), causando un 71% de incidencia Carraro et al. (2022), por lo que se
considera un hongo con un gran potencial de virulencia, ya que los resultados tienen una
amplia correlacion con los evaluados para las tres variedades de durazno y los frutos de
manzano (Malus domestica), fresa (Fragaria spp.), ciruela (Prunus domestica), pera
(Pyrus communis) y membrillo (Cydona oblonga).

De acuerdo con los datos reportados por Dutta et al. (2020) se sefialé a Monilinia
fruticola, como agente causal del tizén de la flor afectando la hoja de durazno, los cuales
oscilaron entre 90 a 95% durante 7 dias de experimento, estos resultados presentaron
gran similitud con la prueba de patogenicidad del género Monilinia sp., con un 100% de

incidencia en todas las variedades de hoja del duraznero en el sur de Chihuahua, México.
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3.4. CONCLUSIONES

La variedad amarilla del duraznero es considerada la mas susceptible a todos los
aislados patogénicos; asi mismo, Alternaria spp., Collectotrichum sp. y Monilinia sp.
fueron los fitopatdgenos mas agresivos. Todos los hongos presentaron incidencia en
hojas, por lo que se consideran variedades extremadamente sensibles.

El fruto de fresa es el mas susceptible ante los fitopatdgenos foliares del durazno
mientras que la manzana mostré mayor resistencia al presentar menor porcentaje de
severidad.

Alternaria spp., Fusarium spp., Epicoccum spp., Collectotrichum sp. y Monilinia sp.
fueron patogénicos a los frutos de fresa, pera, ciruela, manzana y membrillo

determinando el rango de hospedante para frutales.
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CAPITULO 4. REPRODUCCION CONIDIAL DE Trichoderma
asperelloides EN MEDIOS DE CULTIVO Y SUSTRATOS ORGANICOS?

RESUMEN

El empleo de extractos vegetales para el control de enfermedades en el marco de
una agricultura sostenible constituye una alternativa promisoria, debido a su elevada
efectividad, bajo costo y no ser contaminantes del ambiente. El objetivo de este trabajo
fue evaluar la actividad biolégica de reproduccion conidial de Trichoderma asperelloides
en medios de cultivos y sustratos organicos. Se evaluaron cuatro cepas de T.
asperelloides en sustratos sélidos de arroz, maiz, sorgo, trigo, polvo de maicena y avena
con cascara de durazno variedad amarillo nativo de la region, se agregaron 250 g en
bolsas de polietileno con una alicuota de 15 mL de agua destilada, con el hongo y en
frascos de cristal se afiadieron 10 discos miceliales de 0.5 cm de diametro por cepa
durante 45 dias de incubacion, ademas se probo el crecimiento de T. asperelloides en
medios de cultivo de jugo de vegetales V8 al 5%, papa dextrosa agar (PDA), agar
dextrosa sabouraud (SDA), 5g de PDA con suplemento de polvo de trigo, 5g de PDA con
suplemento de polvo de aserrin de pino, 5g de PDA con suplemento de polvo de
eucalipto, agar bacteriolégico y agar macConkey durante 7 dias de crecimiento, para la
obtencién conidial se realizaron diluciones seriadas con seis repeticiones por medio de
cultivo con un concentracion de 1x108.Se obtuvo el 100% de reproduccién conidial en los
sustratos organicos y 87.5 % de crecimiento micelial en medios de cultivo y de demostré

la cepa 3 con la més alta produccion conidial.

Palabras clave: Antagonista, cepa, concentracion, crecimiento

SEste capitulo se encuentra en estatus de aceptado en la Revista Mexicana de Ciencias Agricolas. Agosto
2023-Julio 2024.
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ABSTRACT

The use of plant extracts to control diseases within the framework of sustainable
agriculture constitutes a promising alternative, due to its high effectiveness, low cost and
non-polluting of the environment. The objective of this work was to evaluate the biological
activity of conidial reproduction of Trichoderma asperelloides in culture media and organic
substrates. Four strains of T. asperelloides were evaluated in solid substrates of rice, corn,
sorghum, wheat, cornstarch powder and oats with peach peel native yellow variety of the
region, 250 g were added in polyethylene bags with an aliquot of 15 mL of distilled water,
with the fungus and in glass bottles, 10 mycelial discs of 0.5 cm in diameter were added
per strain for 45 days of incubation. In addition, the growth of T. asperelloides was tested
in culture media of V8 vegetable juice at 5 %, potato dextrose agar (PDA), sabouraud
dextrose agar (SDA), 5g PDA supplemented with wheat powder, 5g PDA supplemented
with pine sawdust powder, 5g PDA supplemented with eucalyptus powder, bacteriological
agar and macConkey agar for 7 days of growth, to obtain conidials, serial dilutions were
carried out with six repetitions by culture medium with a concentration of 1x106. 100%
conidial reproduction was obtained in the organic substrates and 87.5% of mycelial growth
in media culture and demonstrated strain 3 with the highest conidial production.

Keywords: Antagonist, strain, concentration, growth
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4.1. INTRODUCCION

Las enfermedades de las plantas son responsables de importantes pérdidas de
cultivos en todo el mundo y representan una amenaza para la seguridad alimentaria
mundial (Bevacqua et al., 2019). El empleo de extractos vegetales para el control de
plagas y enfermedades en el marco de una agricultura sostenible constituye una
alternativa promisoria, debido a su elevada efectividad, bajo costo y no ser contaminantes
del ambiente (Rodriguez et al., 2000). No obstante, en la aplicacion en campo podria
verse influenciada por factores bidticos y abibticos, como las condiciones ambientales,
los genes del huésped, las interacciones entre el microbiota vegetal y la diferenciacion
geografica (Ren et al., 2019) por lo cual esto puede reducir los resultados favorables en
su aplicacion.

Es asi, que existe interés en la busqueda de nuevos sustratos y medios de
cultivo que sean economicos Yy eficientes. Por ejemplo, los residuos organicos y
subproductos de la agroindustria que resulten de facil adquisicion y proporcionen una
elevada produccion de conidias viables de hongos (Rai et al., 2023). Asi como el
desarrollo de nuevas metodologias de produccién masiva de biocontroladores que
permitan reducir el costo de produccién y viabilizar un mayor uso de este antagonista en
los diversos cultivos (Arévalo et al., 2017).

Los hongos son microorganismos eucariéticos y heterétrofos, que requieren de
compuestos organicos para su nutricion, ya que secretan enzimas las cuales ayudan a
descomponer una gran variedad de sustratos, para absorber los nutrientes que hay en
las hojas muertas y otros materiales organicos que se encuentran en el suelo (Ipiales et
al., 2021).Un tipo de microorganismos benéficos en el suelo son los hongos Trichoderma
spp, mismos que establecen una simbiosis de beneficio mutuo en raices de plantas
superiores para la absorcién de agua y nutrientes (Liang et al., 2021).

Los sustratos comerciales permiten la optimizacion para la reproduccién de
microorganismos los cuales estan compuestos por celulosa, hemicelulosa y lignina, estos
sustratos incluyen paja de arroz y trigo, cascaras de semillas de algodon, aserrin, papel
de desecho, hojas y residuos de cafia de azUcar (LOpez- Martinez et al., 2022). Se utilizan

para reproduccion de hongos (Akter & Sadia, 2020), ademas el género Trichoderma,
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suele aplicarse para mejorar la salud de los cultivos para manejar enfermedades de las
plantas, como biofertilizante, biorremediador y agente de biocontrol (Bhandari et al.,
2021).

Lo anterior depende del desarrollo de formulaciones con portadores adecuados
que favorezcan la supervivencia de Trichoderma durante largos periodos de tiempo
(Singh et al., 2020). Se han utilizado materiales organicos e inertes como soportes
(Mancera et al., 2018) asi como medios de cultivos para su reproduccion in vitro al probar
la viabilidad de conidios de Trichoderma spp. ademas se han obtenido resultados
alentadores tanto en sustratos como en reproduccién conidial en medios ricos en carnes,
glucosa y fuentes proteicas (Antomarchi et al., 2023). El objetivo de esta investigacion
consistid en evaluar la actividad bioldégica de reproduccién conidial de Trichoderma
asperelloides en diferentes medios de cultivos y sustratos organicos. La hipétesis
planteada fue que al menos el 50% de los medios de cultivo presentara crecimiento

micelial de T. asperelloides y efecto sobre los sustratos organicos comerciales.
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4.2. MATERIALES Y METODOS

4.2.1. Lugar de estudio.

El presente trabajo de investigacion se llevdo a cabo en los laboratorios de
Microbiologia, Edafologia y Analisis ambientales de la Universidad Tecnoldgica de la
Tarahumara ubicada en Guachochi, Chihuahua, México (enero de 2023) en conjunto con
el Instituto de Ciencias Agricolas de la Facultad de Agricultura del Valle del Fuerte, de la
Universidad Autonoma de Sinaloa de Juan José Rios Sinaloa y el departamento de
Fitopatologia de la Universidad Autonoma de Occidente, Unidad regional los Mochis,
Sinaloa (abril- junio 2023).

4.2.2. Obtencion de aislados.

Para la obtencion de las cuatro cepas de T. asperelloides se seleccionaron
aguellas con mayor grado de inhibicion, las cuales ya han sido previamente identificadas
como cepa 3 y 5, obtenidas del municipio de Morelos, Chihuahua con una variacion
climatoldgica de 12 a 49 °C (Porras et al., 2021) y la cepa 1 y 8, aisladas del municipio
de Guachochi, Chihuahua con una temperatura entre -6 a 17.5 °C (Alvarado et al., 2019).

4.2.3. Obtencién de sustratos.

Para la reproducciéon masiva de T. asperelloides en sustratos sélidos de origen
comercial se tomd en cuenta el arroz (Oryza sativa L) (Arévalo et al., 2017), maiz (Zea
mays L), sorgo (Sorghum M), trigo (Triticum L), polvo de maicena (Feij6éo-Vivas et al.,
2021; Lopez- Martinez et al., 2022) y avena con cascara de durazno variedad amarillo

nativo de la region.

4.2.4. Preparacion de medios de cultivo.

Todas las cepas se cultivaron sobre jugo de vegetales V8 al 5% (Camargo et al.,
2021), papa dextrosa agar (PDA) agar dextrosa sabouraud (SDA) (Fletcher, 2019), 5g de
PDA con suplemento de polvo de trigo trituradas en un mortero (Ruschioni et al., 2020),
5g de PDA con suplemento de polvo de aserrin de pino trituradas en un mortero(Zhang

et al., 2021) 5g de PDA con suplemento de polvo de eucalipto trituradas en un mortero
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con modificaciones (Ahmad et al., 2020), agar bacteriologico (Rodrigues et al., 2019),
agar macConkey preparado en condiciones estériles estandar para evitar
contaminaciones externas y de acuerdo las instrucciones del fabricante (Figura 34) (Kyei
et al.,, 2020), todos los medios fueron sometidos a un rango de pH=5.5 a 7, con
alternancia de luz y oscuridad (14 y 10 horas respectivamente), durante siete dias en
todos los medios de cultivo, a una temperatura ambiente de 7°C+ 2 para el bioensayo 1
durante el invierno (noviembre) de 2022 y a una temperatura ambiente de 17.5°C+ 2 el

bioensayo en verano (mayo) de 2023.

Jugo EV-ETY Papa PDA con PDA con PDA con
Dextrosa

supl to d I to d
Agar vegetales V8 3 2 Dextrosa sup om‘on e omlon e suplemento de
MacConkey al 5% Saburidad Agar (PDA) potva;de polvo:de polvo de trigo
i & ) (SDA) : . aserrin eucalipto °

Agar
Bacteriologico

Cepas

Figura 34. Crecimiento micelial in vitro de cepas de Trichoderma asperelloides sobre

medios de cultivo.

4.2.5. Preparacion de los sustratos.

Con el proposito de eliminar las impurezas de los sustratos se tomo en cuenta la
técnica de Gato, (2010), para ello se verti6 el arroz en agua del grifo durante 24 horas,
posteriormente se lavé profundamente hasta eliminar el almidon, enseguida se agregaron
250g de ese arroz en bolsas de polietileno y se esterilizaron en autoclave (marca:
Zhejiang Top Instruments, modelo:
YX-18LD) a 121°C por 60 minutos. Para maiz se moli6é a 1.30g/cm del grano y el sorgo
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se trituré hasta quedar pulverizado en una licuadora metalica (marca: WARING, modelo:
L.V.1.06714) se utilizaron frascos de cristal envueltos en papel aluminio con tapa plastica,

donde se depositaron 250g de ambos sustratos (Vazquez et al., 2009).

En trigo las semillas fueron desinfectadas superficialmente después de 5 minutos
de remojo en solucion de hipoclorito de sodio al 1%, seguido por la inmersion en agua
estéril por 12 horas, se colocaron en frascos de cristal con tapa plastica y se esterilizaron
mediante autoclave por 15 psi a 121 °C (Velmourougane et al., 2019). En el sustrato de
polvo de maicena se siguio la técnica con modificaciones de Zhang et al. (2021) en medio
sélido se pesd 30g polvo de maicena, mezclandolo con agua hirviendo con humedad
relativa de 80%, se deposito en un contenedor de cristal de 250mL y se esterilizé durante
30 minutos con 15 psi a 121 °C. Para la preparacion de avena con cascara de durazno
variedad amarillo se licuaron 50g de avena hasta quedar completamente polvo fino.
Luego, se tomaron 200g cascaras frescas de duraznos nativas de la regién, se cortaron
en pequefios trozos de 5 cm los cuales, se mezclaron y se almacenaron en bolsas de

polietileno para su posterior esterilizacién durante 8 minutos con 15 PSl a 121 °C.

4.2.6. Inoculacion de Trichoderma asperelloides.

Las cepas de T.asperelloides se desarrollaron en medio de cultivo papa dextrosa
agar (PDA) a los cuatro dias de crecimiento (Arévalo et al., 2017), se realizé un raspado
con un asa bacteriologica y con una jeringa se tom6 una alicuota de 15 mL de la mezcla
de agua destilada con el antagonista, se inyectd con el sustrato y se dejo reposar durante
45 dias a 27°C+ 2, con 14 horas luz y 10 horas oscuridad y se removio el sustrato
diariamente hasta obtener la esporulaciéon del hongo (Cuenca et al., 2022), por otro lado
a los sustratos contenidos en recipientes de cristal se agregaron 10 discos miceliales de
0.5 cm de diametro por cepa. Los frascos se incubaron a la misma temperatura en

completa obscuridad por 45 dias (Vazquez et al., 2009).
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4.2.7. Conteo de conidios através de diluciones seriadas.

Para el conteo de conidios se realizaron diluciones seriadas a partir de un gramo
de sustrato colonizado con el hongo y se adicionaron a nueve mL de agua destilada
estéril, por cada sustrato se realizaron seis repeticiones finalmente se tomo la lectura de
seis alicuotas con una concentracion 1x10° en la cAmara de Neubauer o hematocitdémetro
(Arévalo et al., 2017). Para el conteo de conidios en medios de cultivo se realizé un
raspado de las cuatro cepas de T. asperelloides crecidas previamente en papa dextrosa
agar (PDA) en los ocho medios de cultivo, con seis repeticiones con una concentracion
1x10°6, asi mismo se utilizé la férmula propuesta por Bastidas (2018): V2= C1XV1/C2
Donde. C1 = Concentracién inicial (conocida en el conteo). V1 = Volumen inicial
(establecido arbitrariamente al preparar el in6culo). C2 = Concentracion final deseada

(segun el estudio a realizar). V2 = Volumen final (desconocido).

4.2.8. Analisis estadistico.

Para llevar a cabo el analisis del tratamiento con mayor produccion conidial en
sustratos y medios de cultivo se emple6 un disefio completamente al azar con arreglo
factorial, con respecto a las cuatro cepas de T. asperelloides. Para el analisis de varianza
y la comparacién de medias se realizé la prueba de media de Tukey-Kramer, con un valor
alfa de 0.05%, con seis repeticiones. Estos analisis se llevaron a cabo mediante el
paquete estadistico JMP, versién 9.0.1 (Statistical Analysis System, [SAS Institute Inc.],
2011).
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4.3. RESULTADOS Y DISCUSION

4.3.1. Concentracion conidial de Trichoderma asperelloides en medios de cultivo.

De acuerdo con los resultados estadisticos analizados se determino la diferencia
entre los tratamientos, se consideraron los ocho medios de cultivo para obtener una
produccion conidial promedio por cepa. La cepa 1 mostré una reproduccion conidial de
533 con/mL en medio agar dextrosa sabouraud (SDA) con mayor produccién de esporas,
mientras que en el medio MacConkey se obtuvo una menor cantidad conidial, para la
cepa 3 se logro visualizar un total de 695 con/mL y cepa 5 con 627 con/mL ya que
contabiliz6 el medio de cultivo PDA con suplemento de polvo de trigo con mayor nimero
de conidios y el agar bacterioldégico con la menor cantidad y para la cepa 8 con 183
con/mL se logré visualizar que el PDA con suplemento de polvo de trigo con mayor
namero de conidios y el medio SDA como la minima.

En cepa 1 se obtuvo el crecimiento radial diario de 2.4 cm en medio PDA con
suplemento de polvo de trigo en el bioensayo 1y 2.325 cm con una desviacion estandar
de 0.025 en promedio con el medio PDA en el bioensayo 2 y el medio agar MacConkey
con el crecimiento minimo de 0.0 cm en ambos bioensayos, en la cepa 3 se presento 2.
58 cm en promedio mas alto con el medio PDA suplemento de polvo de eucalipto en el
bioensayo 1 y 2.36 cm en agar bacterioldgico en el bioensayo 2 y el medio con menor
crecimiento micelial fue agar MacConkey con 0.0 cm en ambos bioensayos, ademas en
la cepa 5 se obtuvo 1.933 cm PDA y PDA con suplemento de polvo de aserrin en el
bioensayo 1 y 2.4 cm en agar bacteriolégico en el bioensayo 2 y el medio agar
MacConkey con el crecimiento minimo de 0.0 cm en ambos bioensayos y en la cepa 8
de 2. 1 cm en promedio mas alto con el medio PDA suplemento de polvo de trigo en el
bioensayo 1 y 1.83 cm para el medio papa dextrosa agar (PDA) en el bioensayo 2 y el
medio con menor crecimiento micelial fue agar MacConkey con 0.0 cm en ambos
bioensayos.

Para comprobar el desarrollo in vitro de T.asperelloides en los medios de cultivo
para el bioensayo 1, se observé un crecimiento significativo del hongo en medio de cultivo
en PDA con suplemento de polvo de trigo (Figura 35y 38) , PDA con polvo de eucalipto
(Figura 37) y papa dextrosa agar y PDA con polvo de eucalipto (Figura 36) y para el
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bioensayo 2 papa dextrosa agar (Figura 35y 38), agar bacteriolégico (Figura 36 y 37) ,

por lo que se registré un crecimiento visible en tres dias, en cambio en el resto de los

medios de cultivo el crecimiento fue mas lento o incluso inexistente.
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Figura 35. Crecimiento in vitro de T. asperelloides en medios de cultivo durante 7 dias
de desarrollo de la cepa 1. *a.b.c literales diferentes, entre renglones indican diferencias

significativas (P<0.05).
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Figura 36. Crecimiento in vitro de T. asperelloides en medios de cultivo durante 7 dias
de desarrollo de la cepa 3. *a.b.c literales diferentes, entre renglones indican diferencias

significativas (P<0.05).
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Figura 37. Crecimiento in vitro de T. asperelloides en medios de cultivo durante 7 dias
de desarrollo de la cepa 5. *a.b.c literales diferentes, entre renglones indican diferencias
significativas (P<0.05).
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Figura 38. Crecimiento in vitro de T. asperelloides en medios de cultivo durante 7 dias
de desarrollo de la cepa 8. *a.b.c literales diferentes, entre renglones indican diferencias
significativas (P<0.05).

Los resultados coinciden con los estudios realizados por Shina et al. (2018)
quienes evaluaron cinco medios de cultivo, (papa dextrosa agar (PDA), agar de papa y

91



zanahoria (PCA), agar de zanahoria (CA), czapek-dox medio de agar (CDA) y jugo de
vegetales (V8)), al inocular T. viridae y T. harzianum, en este estudio se reporta que los
mayores crecimientos radiales se encontraron en agar papa dextrosa mientras que el
crecimiento méas bajo se registrd en el jugo de vegetales, dichos resultados cocncuerdan
con los de esta investigacion, en ambos bioensayos realizados, se observdo un mayor
crecimiento radial en papa dextrosa agar, ademas del nulo crecimiento en el medio
MacConkey. Por otro lado, investigaciones realizadas en Bangladésh reportaron el
crecimiento de T. harzianum en papa dextrosa agar, agar papa dextrosa modificado, agar
agua, agar zanahoria y agar harina de maiz donde se encontré el mayor crecimiento
radial en papa destroxa agar (Jahan et al., 2013), estos resultados conincidieron con los
de este estudio al demostrar que en el mayor nimero de cepas evaluadas el medio papa
dextrosa agar prevalecié. Por otra parte, se determiné el crecimiento de T. Harzianum en
V8c, Czapek y agar agua al 2% y se demostro el medio Czapek con un mayor abundancia
de micelio del hongo (Sid et al., 1999), de igual manera en este trabajo el resultado del
medio V8 no mostro un crecimiento estadisticamente significativo.

También Thomas y Gangadhara, (2017) evaluaron ocho medios de cultivo (agar
de jugo V8, agar sintético de Richard, agar sabouraud dextrosa, agar de harina de avena,
agar de harina de maiz, agar zanahoria dextrosa, agar patata dextrosa, centeno agar)
para el crecimiento de Phytophthora capsici durante 5 dias en el cual desarroll6 un mayor
diametro el agar sabouridad dextrosa con 69.5 mm de la colonia a diferencia de los
resultados en T. asperelloides en que se mostrd un crecimiento radial 0.7 y 1.9 cm en
ambos bionesayos en todas las cepas evaluadas para el agar sabouridad dextrosa .

Al evaluar la produccion conidial de las diferentes cepas de T. asperelloides en el
municipio de Morelos, Chihuahua se consideran las variables climatol6gicas como un
factor clave en el crecimiento del hongo al mostrar que la cepa 3 y 5 obtuvieron el mayor
namero promedio de conidios, ya que la temperatura promedio fue de 32 C y la
reproduccion conidial en los diferentes medios varié de 1x10° a 1x10° en correlaciéon con
estudios previos realizados en San Paulo, Brasil al evaluar el efecto de factores
especificos en la producciéon de conidios de T. asperelloides, T. erinaceum, T. erinaceum
T-18 y T. harzianum, al medir variables clave como temperatura y la produccién conidial

en caldo de cultivo basico y el medio basal compuesto de 2 g de NaNO3, 1 g de K2ZHPO4,
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0,5 g de KCI, 0,5 g de MgS0O4 y 0,02 g FeSO4. T. asperelloides presento el 100% de
produccion conidial en 7 dias de crecimiento con un pH de 3.5 y una temperatura optima
de 30 C en ambos medios con una produccién conidial que varié de 1.0x108 a 2.60 x 108
(De Resende et al., 2020).

4.3.2. Analisis cuantitativo en los sustratos organicos comerciales sobre el
crecimiento micelial de Trichoderma asperelloides.

En general en todos los sustratos inicialmente se evidencio la formacion de micelio
de color blanco de T. asperelloides sobre el material vegetativo, posteriormente se torné
a verde pino, en el caso de avena con cascara de durazno después de los 45 dias el color
se tornd a negruzco, asi como en el sorgo se tardé 22 dias en penetrar el hongo para
realizar su invasion, ademas en maicena se formaron grumos entre 1 a 4.8 cm de
diametro después de los 39 dias (Figura 39). En el resto de los sustratos, la presencia
del hongo se mostro entre los 12 y 18 dias. Los resultados indican que la reproduccion
conidial fue mas efectiva en granos de arroz y semillas de trigo, ya que la invasion fue en
su totalidad en menos tiempo en comparacion con el resto, estos resultados se asimilan
a los presentados por Mulatu et al. (2021) al evaluar especies de Trichoderma bajo
fermentaciéon en estado sélido ,mediante 14 sustratos de organicos después de los 21
dias de incubacion, en la que se encontrd que una mezcla de salvado de trigo y el arroz
apoya el crecimiento maximo de T. asperellum (3.2 x 107esporas/g sustrato seco) y T.
longibrachiatum (3.5 x 107 esporas/g sustrato seco).

Avena con cascara
de durazno

Maicena

Figura 39. Reproduccion masiva de Trichoderma asperelloides almacenados en bolsas

de polietileno y contenedores de cristal de sustratos organicos comerciales.
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De acuerdo al analisis estadistico, todos los sustratos alcanzaron la
concentracion ideal de 1x10° con/mL con una pureza de 100% tanto en los inoculados en
bolsas de polietileno como los contenidos en vidrio, asi como también se determinaron
variaciones de concentracion entre los sustratos con respecto a las diferentes cepas. Se
demostré que la cepa 3 presentd la mayor concentracion en todos los sustratos, no
obstante, no hubo diferencia significativa entre los tratamientos (Cuadro 11). A
comparacion de lo obtenido por Caceres y Galliani (2020) quienes evaluaron sustratos
organicos sobre T. viridae en aserrin, maiz de grano amarillo, harina de avena, alpiste,
cascara seca de frijol lima, grano de trigo, orujo de uva y vaina de huarango y sus
resultados fueron favorables para cascara de frijol con una mayor concentracion de 2x10°
con/g en 5 dias de incubacién y se obtub6 el 100% de pureza en todos los sustratos.
Ademas Perera et al., (2021) probaron diferentes tratamientos para el crecimiento de T.
viridae al comparar paja de arroz, aserrin de madera, cascara de arroz y hojas de platano
durante 36 dias sus resultados fueron favorables al tener un efecto significativo en paja
de arroz y aserrin en el desarrollo de Trichoderma. en este caso coincidio con lo realizado
en este estudio al encontrar los granos de arroz como mejor fuente de reproduccion
masiva y de inoculo de T. asperelloides.

Cuadro 11. Concentracion conidial de Trichoderma asperelloides y pureza de sustratos

comerciales para el uso agricola.

(Tratamiento) Numero de Concentracion (con ¢
Sustrato Cepa de sustrato)

Arroz 1 1x108 a
Maiz 1 1x10° a
Sorgo 1 1x10° a
Trigo 1 1x10° a
Maicena 1 1x108 a
Avena con cascara de durazno 1 1x108 a
Arroz 3 1x10° a
Maiz 3 1x107 a
Sorgo 3 1x108 a
Trigo 3 1x10° a

94



Maicena 3 1x108 a
Avena con cascara de durazno 3 1x10° a
Arroz 5 1x107 a
Maiz 5 1x107 a
Sorgo 5 1x108 a
Trigo 5 1x108 a
Maicena 5 1x108 a
Avena con cascara de durazno 5 1x108 a
Arroz 8 1x107 a
Maiz 8 1x107 a
Sorgo 8 1x10° a
Trigo 8 1x108 a
Maicena 8 1x10° a
Avena con cascara de durazno 8 1x10° a

Con g*' = Conidios por gramo, *a.b.c literales diferentes, entre renglones indican
diferencias significativas (P<0.05).

Por otro lado, Silva et al. (2018) utilizaron la técnica planteada en este estudio
para la inoculacién de T. asperelloides y T. asperellum sobre granulos de trigo con una
concentracion de 1x10° conidios mL? para determinar el mico parasitismo sobre
Sclerotinia sclerotiorum y se tuvieron resultados de 100% de inhibicion del hongo sobre
el sustrato, no obstante estudios realizados en Cuba han demostrado la reproduccion
masiva de T. harzianum en aserrin de pino blanco y se produjo el 29.87% de
reproduccion conidial sobre el bagazo de cafia (Antomarchi et al., 2023), si enmbargo
existe diferencia de esta investigacion ya que el aserrin de pino solo fue sobresaliente
en la cepa 5 con el mismo valor de PDA, mientras Lopez-Martinez et al., (2022) confirma
el olote de maiz como mejor sustrato para la reproduccion de T. harzianum, T. harzianum,
T. harzianum, Trichoderma sp. y T. longibrachiatum en comparacion con el sustrato en
granos de arroz el valor de 3.30x106 esporas en arroz y 1.74x10%en olote y se demostrd
gue el olote es un sustrato ideal para la reproduccion de los hongos sin tener que utilizar

un alimento del ser humano.
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4.4, CONCLUSIONES

De los ocho medios de cultivo probados en cuatro cepas de T. asperelloides
durante ambos bioensayos se destacaron papa dextrosa agar, agar bacteriolégico y PDA
con polvo de trigo con el valor méas alto de crecimiento y el medio MacConkey no presento
crecimiento en los tratamientos y se demostro la cepa 3 con la mas alta produccion
conidial al llenar una caja de 90 mm de los diferentes medios de cultivo en 3 dias de
experimentacién. En todos los sustratos se presentd viabilidad para la reproduccién
conidial del hongo y se demostrd que las semillas de trigo y los granos de arroz son una
fuente ideal para su crecimiento a temperaturas calidas (17.5°C+ 2) y frias (7°C+ 2), por
lo tanto se cumplié con el objetivo al confirmar la efectividad biologica de T. asperelloides
en sustratos organicos comerciales, ya que se obtuvo el 100% de reproduccién conidial
y 87.5 % de crecimiento micelial en medios de cultivo.

Se recomienda probar los sustratos organicos en cultivos de la regidén ya sea en
condiciones controladas como en campo abierto, agregandolos de forma soélida sobre el
suelo, de igual manera se recomienda hacer uso del medio papa dextrosa agar para la
reproduccion conidial y asi poder realizar las inoculaciones de forma liquida.
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CAPITULO 5. IDENTIFICACION MORFOLOGICA Y MOLECULAR DE HONGOS
FITOPATOGENOS FOLIARES ASOCIADOS AL CULTIVO DEL DURAZNERO (Prunus
persica L) Y EFECTO DE CONTROL BIOLOGICO*.

RESUMEN
La presencia de hongos fitopatégenos foliares ocasiona severos dafios en hojas

y frutos de durazno (Prunus persica L.), en zonas productoras del sur de Chihuahua,
México, lo que ha ocasionado una disminucion en su produccion en un 30%. El objetivo
de este trabajo fue identificar morfoldégica y molecularmente los hongos fitopatégenos
foliares asociados al cultivo del duraznero evaluando la patogenicidad en plantas de un
afno de edad contra Trichoderma asperelloides. Se recolectaron hojas con lesiones color
café y marron en frutos momificados en planta de 19 huertos comerciales de durazno
distribuidos en tres municipios de produccion regional y nacional en el Estado de
Chihuahua México. La identificaciébn de hongos de cuatro aislamientos representativos
se realiz6 utilizando métodos morfologicos. caracterizacion y analisis filogenético basado
en la region espaciadora transcrita interna (ITS1 e ITS4) de ADN ribosomal, parte del
factor de elongacion de traduccion 1-alfa (TEF) un segundo cebador secundario por cada
uno de los géneros para, Collectotrichum ACT-512F y ACT-583R, Fusarium con EFL1.
Para las confrontaciones en planta se inoculo una concentracién de 1x10° conidios. mL-
L de patégenos como de T. asperelloides, evaluando el diametro y longitud de hoja, altura,
severidad e incidencia. Se logré identificar la presencia de Fusarium sambucinum,
Collectotrichum gleosporoides y Monilinia fruticola, ademas la cepa B-F-M1-A2-ACCH-3
de F. Sambucinum obtuvo los valores méas altos en la inhibicion de las variables de
respuesta y en severidad Monilinia fruticola present6 61.23% como el valor mas alto. Se
recomienda usar la cepa 3 como control biolégico de fitopatégenos foliares.

Palabras clave adicionales: Confrontacion, hongo, identificacion, planta, variable de
respuesta, T. asperelloides.

4Este capitulo se encuentra enviado en la Revista Scientia Agropecuaria. Febrero-Julio 2024.

97



ABSTRACT

The presence of foliar phytopathogenic fungi causes severe damage to leaves
and fruits of peach (Prunus persica L.), in producing areas of southern Chihuahua,
Mexico, which has caused a decrease in production by 30%. The objective of this work
was to identify morphologically and molecularly the foliar phytopathogenic fungi
associated with the peach tree crop, evaluating the pathogenicity in one-year-old plants
against Trichoderma asperelloides. Leaves with brown and brown lesions were collected
from mummified fruits on the plant from 19 commercial peach orchards distributed in three
municipalities of regional and national production in the State of Chihuahua, Mexico.
Fungal identification of four representative isolates was performed using morphological
methods. characterization and phylogenetic analysis based on the internal transcribed
spacer region (ITS1 and ITS4) of ribosomal DNA, part of the translation elongation factor
1-alpha (TEF) a second secondary primer for each of the genera for, Collectotrichum ACT-
512F and ACT-583R, Fusarium with EF1. For plant confrontations, a concentration of
1x10°© conidia was inoculated. mL-1 of pathogens such as T. asperelloides, evaluating leaf
diameter and length, height, severity and incidence. It was possible to identify the
presence of Fusarium sambucinum, Collectotrichum gleosporoides and Monilinia
fruticola, in addition the B-F-M1-A2-ACCH-3 strain of F. Sambucinum obtained the
highest values in the inhibition of the response variables and in severity Monilinia fruticola
presented 61.23% as the highest value. It is recommended to use strain 3 as a biological
control of foliar phytopathogens.
keywords: Confrontation, fungus, identification, plant, response variable, T.

asperelloides.
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5.1. INTRODUCCION

El melocotdn (Prunus persica (L.) Batsch) es un arbol o arbusto de hoja caduca
de la familia de las Rosaceas que se cultiva en todo el mundo (Luo et al., 2022), sus frutos
son en forma de drupa y sin hueso se consumen popularmente por su sabor dulce y su
valor nutricional (Dong y Yan, 2019). Recientemente este frutal ha disminuido su
produccion en un 30% en la ultima década a nivel mundial (Manganaris et al., 2022)
atribuyéndose a que alberga naturalmente un reservorio de hongos y bacterias sin causar
enfermedades visibles (Gununu et al., 2019), por lo que pueden afectar significativamente
el rendimiento y la calidad de la fruta y la longevidad de los arboles (Luo et al., 2022).

Por mencionar algunos se encuentran la pudricién parda causada por Monilinia
spp, la mancha bacteriana causada por Xanthomonas arboricola pv. pruni (Xap),
pudricion de la raiz por Armillaria, cancro bacteriano causado principalmente por
Pseudomonas syringae y mildia polvoriento causado por Podosphaera pannosa (Luo et
al., 2022).

Los principales sintomas causados por Monilinia spp. es tizén de las flores,
cancros de las ramitas, en algunos casos, las infecciones de las ramitas progresan hasta
la muerte regresiva ademas las flores infectadas (es decir, el tizén floral) normalmente se
vuelven marrones y se marchitan, seguido de la infeccion y colonizacion de los brotes
(Luo et al., 2022). De igual manera Collectotrichum spp. es un hongo que por su parte
afecta la produccion y rendimiento en el cultivo del melocotdén causando grandes pérdidas
econdémicas, las cuales infectan principalmente la fruta, pero también pueden causar
lesiones en hojas o ramitas. Las lesiones en los frutos aparecen como areas firmes,
marrones y hundidas, con anillos concéntricos y pequefios acervolos anaranjados
ocasionado que los frutos no alcancen la madurez adecuada (Tan et al., 2022).

Por otro lado, se han identificado especies de Fusarium spp. que ocasionan la
pudricion de las raices, tronco, flores, ramas y frutos. Infecta principalmente el sistema
vascular, se agrupan y destruyen los tejidos y producen toxinas, lo que provoca el
marchitamiento y en dltima instancia, la muerte de los hospedantes (Dong, et al 2023).
Por lo tanto, el objetivo de este estudio fue identificar morfol6gica y molecularmente los
hongos fitopatdgenos foliares asociados al cultivo del duraznero evaluando la

patogenicidad en plantas de un afio de edad contra Trichoderma asperelloides.
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5.2. MATERIALES Y METODOS
5.2.1. Recoleccién de muestras.

Se recolectaron hojas y frutos del cultivo del duraznero con sintomas tipicos de
hongos fitopatdgenos en nueve huertos de consumo local, regional e internacional de
durazno distribuidos en los municipios de Morelos, Balleza y Batopilas, ubicados en el
sur de Chihuahua, México. Se tomaron las lecturas del GPS (Cuadro 12) y las colecciones
se llevaron al laboratorio en bolsas de plastico Ziplock.

Cuadro 12. Ubicacion de sitios de recoleccién frutos y hojas sintoméaticas en diferentes

municipios del estado de Chihuahua, México.

Variedad Identificacion de los Localidad, Localizacién geogréfica
aislados municipio
Criollo B-F-M1-A2-ACCH-3  Balleza, Balleza  26° 56" 48.8" N, 106° 21°
17,3” W, 3100 msnm
Criollo B-F-M1-A3-AACH-5 Balleza, Balleza  26° 56" 54.7” N, 106° 21"
07,2” W, 3100 msnm

Blanco LJ-M2-H-ACCH-7 Las Joyitas, 26° 37 45.3" N, 107° 44"
Morelos 37,97 W 1238 msnm

Amarillo  Y-M1-F-ACCH-8 Yoquivo, 27° 00" 58.4” N, 107° 32’
Batopilas 31,77 W, 2800 msnm.

Identificacion de aislados: B: Balleza, LJ: Las Joyitas, Y: Yoquivo. F: Fruto, M1.M2:
Numero de muestra, A, A2, A3=Numero de aislado en aislamiento, H: Hoja, ACCH: Angel

Ceballos Chavez, 3,5,7,8: Numero de aislado identificado molecularmente.

5.2.2. Aislamiento y purificacion.

Las hojas sintomaticas se lavaron con jabon neutro y se esterilizé la superficie con
alcohol al 96% durante 30 s. Los trozos de hojas (5 mm?) de los margenes entre los
tejidos necroticos y sanos se esterilizaron superficialmente con hipoclorito de sodio al 1%
durante 60 s. Los trozos de hoja se lavaron con agua destilada estéril y el exceso de
liguido se elimind con papel de filtro estéril. Los trozos de hojas se colocaron en placas
de PDA y se incubaron a 27 °C durante 9 dias en oscuridad. Los tapones de micelio del
borde de las hifas fungicas que se desarrollaron a partir de los tejidos se transfirieron
asépticamente a PDA fresco y se incubaron a 27 °C durante 9 dias en oscuridad
(Gerardo- Lugo 2020).
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Para realizar las purificaciones monoconidiales se utiliz6 el método descrito por
Battistini et al. (2022). Se prepararon suspensiones de conidios a partir de las cajas Petri
con hongos fitopatdégenos y se diluyeron a una concentracion de 10° conidios/mL. Las
suspensiones se extendieron sobre cajas de PDA y los conidios individuales se
transfirieron con una aguja de diseccion esterilizada a cajas Petri con PDA nuevas. Cada
colonia cultivada a partir de conidios individuales se consider6 un aislado monoconidial.
Los cultivos purificados se almacenaron en tubos con PDA cubiertos con aceite mineral

estéril y papel filtro almacenandose a 4°C (Gerardo- Lugo 2020).

5.2.3. Caracterizacién morfolégicay tasa de crecimiento micelial.

Para la identificacion de las caracteristicas macroscopicas y microscopicas de los
50 aislamientos representativos de los géneros Monilinia, Fusarium y Collectotrichum de
sitios de recoleccion de durazno en Chihuahua, se determiné la tasa de crecimiento
micelial de cada aislado, se tomaron discos con micelio de 6 mm de didmetro de cultivos
de 10 dias y se colocaron en PDA. Las cajas se incubaron a 27 °C en oscuridad
realizandose ocho réplicas de cada aislado y se examinaron diariamente durante 9 dias.
La tasa de crecimiento (TC) se calcul6 con la funcién de crecimiento lineal. Umax= mm/t
(dias) donde umax es la velocidad de crecimiento, t es el tiempo y mm es el crecimiento
(IRiguez-Moreno et al., 2023) y se expresé en mm desde el dia 1. Después de 9 dias de
crecimiento se realizé la identificacion de las caracteristicas de crecimiento de las
colonias, incluido el color de la colonia frontal y reverso y presencia de micelio aéreo. El
experimento se realizd por duplicado.

Para los caracteres macromorfolégicos de los conidios, clamidosporas, fialides,
macroconidios, microconidios, mesoconidios, largo y ancho de micelio, asi como
presencia o ausencia de septos en cada uno de los géneros analizados, se prepararon
diversos medios de cultivo para la observacion de las estructuras de resistencia del
género Fusarium se utilizo agar hojas clavel (CLA), durante 4 dias de incubacion,
Collectotrichum y Monilinia se usé agar dextrosa papa (PDA) con 7 dias y 12 dias de
crecimiento en caja Petri, todo el material fngico se mantuvo a una temperatura de + 27
°C con 14 horas luz y 10 horas obscuridad. Para la observacion en microscopio se

prepararon montajes con glicerina, azul de algodon, safranina y aceite de inmersion (Agu
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& Chidozie, 2021), mismos que fueron fotografiados por un microscopio compuesto

(Imager M2) (n = 50) se visualizaron con el software ZEN.

5.2.4. Extraccion de ADN, amplificacion por PCR y secuenciacion.

El ADN gendmico total se extrajo de micelio de hongos frescos, raspados del
margen de cada una colonia, cultivado en cajas Petri con PDA, incubado a + 27 °C, con
el reactivo DNAzol (Invitrogen), siguiendo las instrucciones del fabricante (Rios et al.
2021). Para la identificacidon molecular se amplificé el espaciador transcripto interno (ITS)
y el gen parcial de factor de elongacion 1 alfa (TEF), mediante PCR utilizando los
cebadores ITS1 (5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3) / ITS4 (5'-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3') para todos los géneros (White, 1990) y se utilizd6 un
segundo cebador secundario por cada uno de los géneros, es decir para, Collectotrichum
ACT-512F (5 ATGTGCAAGGCCGGTTTCGC-3) y ACT-583R (5
TACGAGTCCTTCTGGCCCAT-3') (Huang et al.,, 2013), Fusarium con EF1 (5"
ATGGGTAAGGARGACAAGAC-3') (Karlsson et al., 2016) respectivamente, para el caso
de Monilinia se considero utilizar el ITS1 e ITS4 ya que en ambos experimentos se tuvo
100% de identidad con el género y especie. Lareaccion de PCR se realiz6 en un volumen
final de 25 uL, los cuales contenian 1 yL de ADN gendmico, Buffer 1X, 1.25 mM de MgClz,
0.2 mM de cada iniciador, 0.2 mM de dNTP’s y 1U de Taq polimerasa (Invitrogen). Las
condiciones de amplificacion fueron las siguientes; desnaturalizacion inicial fue a 95 °C
durante 5 min, con 35 ciclos de desnaturalizacion por 95 °C y 1 min, el anillamiento por
55 °C por un lapso de 1 min (ITS) /59 °C a 1.5 min, extensién a 72 °C por 40 seg (ITS) /
1.5 min (TEF), con una extension final de 72 °C durante 5 min. La visualizacién de los
fragmentos amplificados fue en gel de agarosa al 1%, fue tefiido con bromuro de etidio,
en un fotodocumentador (BIO-RAD). Una vez obtenidos los productos amplificados se

secuenciaron utilizando Macrogen (Corea) los cuales se anclan en los ADNr.

5.2.5. Andlisis filogenéticos.

Para editar las secuencias se utilizé el software BioEdit version 7.0.5.3 (Hall 1999),
se compararon con la base de datos GenBank, empleando el algoritmo BLASTn. Las

cadenas de cada gen/region fueron alineadas a un set de cadenas de referencia de los
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géneros Monilinia, Collectotrichum y Fusarium y la cadena de Protocrea farinosa CBS
121551 en ITS1 e ITS4 y para los marcadores secundarios se utilizO Anabaena variabilis
ABO 16520.1 para con el alineador MUSCLE (Edgar 2004) e implementado con MEGA11
(Zhan et al. 2018). Los alineamientos concatenaron en MEGA y la matriz resultante se
analizé en PartitionFinder versién 1.1.1 (Lanfear et al. 2012) para determinar el mejor
esquema de particiones. Con respecto al arbol filogenético se llevé a cabo por el método
de Maxima Verosimilitud en RAXML version 7.2.8 (Stamatakis. 2006; Voglmayr et al.
2016), empleando el modelo GTRGAMMAI y 1000 réplicas Bootstrap. Se utilizo el

software FigTree version 1.4.0 para editar el filograma.

5.2.6. Confrontacion en planta.

Se realiz6 una prueba de confrontacibn en planta de los 4 aislamientos
seleccionados con base a un andlisis filogenético inicial de, Fusarium spp. (dos aislados),
Collectotrichum sp. (un aislado) y Monilinia sp. (un aislado) contra la cepa 3 de
Trichoderma asperelloides previamente identificada (3=SP-M-M5-R-T), las inoculaciones
de los fitopatdégenos se realizaron mediante la suspension de esporas de 1x10° conidios.
mL! dando ventaja de 3 dias de crecimiento de los patégenos para posteriormente
inocular el antagonista, mediante la técnica de aspersién de acuerdo con Udhayakumar
et al. (2019), usando atomizadores diferentes para cada aislado sobre plantas de
durazno variedad prisco inoculando de 3-4 hojas desarrolladas durante un afio de
crecimiento. Las plantas inoculadas permanecieron en condiciones de camaras himedas
en invernadero durante el transcurso de la prueba de confrontacion (27+ 2°C) con HR 85
%, haciendo observaciones cada 24 horas después de la inoculacion (ddi) durante 60
dias (Moreno et al.,, 2018). Cada combinacion (fitopatbgeno-Trichoderma) conté con
cuatro repeticiones mas un testigo por tratamiento, sembradas en bolsas de polietileno
de kg.

5.2.7. Valoracion de las variables de respuesta.

Los factores estudiados fueron diametro de hoja (cm), longitud de hoja (cm) altura
(cm) medidos con un vernier digital (marca: LEIDSANY serie: B09XQ987R2), la
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severidad se clasific6 mediante la escala propuesta por Arafat et al., (2021), en cuatro
grados (Cuadro 13) con variabilidad de porcentajes.

Cuadro 13. Escala de severidad en planta de durazno variedad prisco.

Grado Numero de Porcentaje de afectacion
lesiones
1 1-3 Se produjeron manchas graduales entre el 1y
el 25 % de las hojas.

5 4-6 Se produjeron manchas graduales en el 26-50
% de las hojas.

3 7-9 Se produjeron manchas graduales en el 51-75
% de las hojas.

A =210 Se produjeron manchas graduales en el 76-100

% de las hojas.

La severidad se estimo por la formula:
DSI (o/0): severidad promedio: Z (v x n) 100
N.V
donde:
v= Representa el valor numérico de la enfermedad escala de indice, n= es el nimero de
plantas asignadas a la escala del indice de enfermedad, N= es el numero total de las

plantas y V= es el valor numérico de la escala de indice de enfermedad mas alta.
El nivel de incidencia de cada tratamiento se calific6 por el porcentaje de
esporulacion después de 7 dias de evaluacion de acuerdo a la escala propuesta por Ozer

et al. (2021) para la resistencia de la hoja con la misma cantidad de inoculo (Cuadro 14).

Cuadro 14. Porcentaje de incidencia en hoja.

% Descripcion

0 Extremadamente resistente
0.1-5.0 Altamente resistente
5.1-25 Resistente
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25.1-50 Sensible
50.1-75.0 Muy sensible
752 Extremadamente sensible

5.2.8. Andlisis estadistico

Para determinar la severidad e incidencia en plantas de un afio de edad se utilizé
un disefio completamente al azar de 4 aislados x 4 repeticiones (mas los controles), los
datos obtenidos se sometieron a un analisis de varianza (ANOVA) y para la comparacion
de medias se determin6 de acuerdo a la prueba de Tukey-Kramer (P<0.05), empleando
el programa estadistico SAS version 9.4. (Statistical Analisis Sistem, (SAS Institite Inc),
2022).
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5.3. RESULTADOS Y DISCUSIONES

5.3.1. Aislamientos de hongos.

El aislamiento de frutos y hojas de durazno sintométicas resulté en numerosos
hongos, siendo los aislados similares a Fusarium, Monilinia y Collectotrichum los mas
comunes, basado en la caracterizacion fenotipica inicial, siguiendo los rasgos
morfologicos descritos por Yikiimazsoy & Tosun, et al., (2021), Baltazar et al., (2023) y
Silva- Neto et al., (2023). Los sintomas observados por Fusarium fueron marchitamiento
y amarillamiento sobre las hojas y en el fruto se observé puntos de color café a oscuro,
asi como descomposicién completa (Figura 40a), coincidiendo con lo reportado por Dong
et al. (2023) al realizar pruebas de patogenicidad en rama y varetas de durazno, al
presentar lesiones ovaladas de color marrén en la herida de las ramas del durazno con
micelio denso en la superficie de las lesiones. También se pudieron identificar sintomas
preliminares de Monilinia con momificacién de frutos sobre la superficie del suelo como
en la parte aérea de la planta y en algunos casos pudricion café sobre los mismos, asi
como atizonamiento (necrosis) de las hojas con presencia de micelio blanquecino sobre
el haz (Figura 40c) mismos a los que hacen referencia los investigadores Igbal et al.
(2022) quienes mencionan los sintomas principales causados por este género suelen ser
cancros en las ramas, pudricién en los frutos y tizén en las flores. De igual manera se
pudo observar magulladuras circulares hundidas de color negro sobre el fruto y pequefas
lesiones color café sobre las hojas con un halo color amarillento lograndose identificar el
género de Collectotrichum (Figura 40b), sin embargo, se han observado anillos
concéntricos y pequefios acérvulos anaranjados los cuales producen conidios que se

propagan principalmente por la lluvia y las salpicaduras (Tan et al., 2022).
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Género Hoja Fruto

e '

Collectotrichum sp.

Monilinia sp.

Figura 40. Sintomas en fruto y hoja de durazno asociados a hongos fitopatégenos foliares

observados en campo.

5.3.2. Caracteristicas Morfoldgicas y Culturales.
Las caracteristicas culturales de las colonias en agar medio papa dextrosa (PDA) mostro

variacion entre diferentes aislados. Se lograron obtener cuatro aislados con
caracteristicas morfoldégicas y culturales tipolégicas de los géneros Fusarium
sambucinum (B-F-M1-A2-ACCH-3 vy B-F-M1-A3-AACH-5)), Collectotrichum
gloesporoides (LJ-M2-H-ACCH-7) y Monilinia fruticola (Y-M1-F-ACCH-8).

Al principio, las cepas de F. sambucinum se mostraron de color blancas con micelio
aplanado, después de nueve dias de incubacion el micelio alcanzé el borde del agar
cubriendo completamente la caja Petri, apareciendo de marrén a rojizo, formando
manchas solidas con diferentes tonalidades, especialmente en el centro en un punto de
crecimiento o en zonas concéntricas se formé el micelio de color blanquecino aéreo sobre
la superficie del medio empleado, diferenciado de las cepas obtenidas por Yikilmazsoy &
Tosun (2021) quienes obtuvieron cepas de F. sambucinum aisladas de tubérculo de
Solanum tuberosum con caracteristicas especificas de coloracion rosa blanco con
abundante micelio algodonoso sobre la caja Petri, con formacion de macroconidios,
microconidos tipos de fialides y presencia de clamidosporas. Las cepas aisladas en el sur

de Chihuahua mostraron un crecimiento promedio de 13.42 mm/dia’! en la cepa B-F-M1-
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A2-ACCH-3y 16.75 mm/dia! en la cepa B-F-M1-A3-AACH-5. Este género formé micelio
septado de 6.38 de ancho y 17.99 um de largo y estructuras conidiales en forma de
platano de diferente crecimiento de macroconidios y microconidios de 1 a 3 septos y 2.32
de ancho y 4.64 ym de largo, mesoconidios, con de 4 a 6 septos con 2.0 de ancho y 5.32
pm de largo distribuidos en cadena y de forma libre en ambas ambos aislados, con
fidlides en forma alargada de 5.60 de ancho y 12.97 um de largo, con formacion de
conidioforos y esporodoquios ramificados de 29.42 ym de largo asi como el crecimiento
de clamidosporas filamentosas en cadena de forma circular a ovoide de 32.64 um de
diametro (Figura 41). Es importante mencionar que esta especie de hongo se puede
crecer en medio de cultivo de diferente coloracion de blanco a rosa, de blanco a cremay
de blanco a rojo con crecimiento con formacién de esporodoquios de color naranja, con
crecimiento de 2 cm por dia y formacién de conidios de 24.8-35.3 um de largo y 3.67-
4.46 uym de ancho con septos de tres a cinco por conidio, sin presencia de microconidios

ni formacion de clamidosporas (Almaraz-Sanchez et al., 2018) .

2f 2g

Figura 41. Morfologia de F. sambuninum a-b) colonia de frente y reverso, ¢) micelio

2h 2i

septado, d) Macro y microconidios, €) Mesoconidios, f) fialides, g) conidiéforos en cadena,
h) Conidiéforos ramificados y esporodoquios, i) clamidosporas y filamentos.

El aislado de C. gloesporoides, desarroll6 una formacién de micelio blanco-gris
claro, ligeramente algodonoso, con abundantes masas de conidios naranja brillante en
circulos concéntricos, algunos de ellos produjeron un micelio blanco con pocas masas

conidiales cubriendo la caja Petri en 7 dias de incubacién, mostrando un crecimiento
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promedio de 18.33 mm/dia!, de igual manera Da Silva Neto et al. (2018) reportaron
diversidad de coloracion en aislados de C. gloesporoides aislados de Magnifera indica
los cuales produjeron colonias ligeramente grisaceas sin masa conidial visible, otros
desarrollaron masa micelial gris con masa conidial oscura en el centro y las regiones
oscuras laterales, asi como un color ligeramente salmén con masa conidial anaranjada y
oscura en el centro y el ultimo grupo de asilados mostraron micelio ligeramente grisaceo
con poca masa conidial anaranjada visible coincidiendo esta ultima descripcién con los
aislados obtenidos del cultivo de durazno en el sur de Chihuahua.

Se identificaron diversos morfotipos de estructuras de supervivencia de este
hongo el cual desarrolld6 micelio liso con formacién de células granuladas con
dimensiones de 5.87 de ancho y 19.50 um de largo, ademas de formar conidios hialinos
en forma de lobulados y alargados de 6.29 de ancho y 15.26 ym de largo, ademas de
formar peritecios esféricos y agrupados a los 28 dias de crecimiento y crecimiento de
conidiomas que dan lugar la formacibn de ascas con ascosporas en proceso de
maduracion desarrolladas en conjunto o libres con un diametro de 16.18 um (Figura 42),
asi mismo se han identificado conidios rectos con forma cilindrica con extremos
ampliamente redondeados de (14,8 -) 16,7 - 17,3 (- 19,5) x (4,3 =) ym, con apresorios
simples o en un grupo pequefio, subglobosos o elipsoides y rara vez irregulares de (5,2
-)6,7-7,6 (—8,9) x (2,7 -) um (Wang et al., 2020).

3f 3g 3h 3i

Figura 42. Morfologia de C. gloesporoides a-b) colonia de frente y reverso, c¢) micelio liso
granulado, d) conidios, e) conidiomas, f) peritecios, g) ascas con ascosporas, h)
ascosporas inmaduras durante la division, i) ascosporas maduras libres.
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Por otro lado, la cepa de M. fruticola presentd un aspecto pulverulento con
colores beige a café obscuro con margenes ondulados y formacion de anillos dispersos
después de los 21 dias de crecimiento formando estromas de color blanquecinos a
naranjas con abundante micelio aéreo de color blanco- grisaceo desarrollando un
crecimiento promedio de 16.00 mm/diat. Estos resultados coinciden con los reportados
por Yin et al. (2021) al aislar M. fruticola del cultivo de Eriobotrya japonica y desarrollaron
colonias de gris a marrén con abundante coloracion. Ademas, las colonias aisladas en el
sur de Chihuahua se observaron conidios son de forma ovalada o elipsoide globosa y
medianos de 23.15 um de diametro, estructurados en cadena, con crecimiento de micelio
liso hialino después de madurar a torna a color oscuro, también se encontré cadenas
ramificadas agrupadas de color gris a oscuro y formacién de apotecios pedicelados en
forma de copa rellenas de ascosporas en proceso de maduracion (Figura 43), estas

caracteristicas son especificas de este género ( Yin et al., 2020 b)

Figura 43. Morfologia de M. fruticola a-b) colonia de frente y reverso, ¢) micelio liso

hialino, d) conidios en cadena e) formacion de apotecios relleno de ascosporas.

5.3.3. Filogenia.

Al comprar la secuencia de la region ITS, de la base de datos de GenBank,
presento 99% de igualdad con las especies del género; Monilinia fruticola (LC312668,
MK834756) (Baltazar et al., 2023), ademas las especies de C. gloesporoides mostraron
100% de similitud (JN887343, MK569271) (Grano-Maldonado et al., 2021), y Fusarium
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sambucinum mostré 100 % con respecto a OP125543 y X65482 (Figura 44a). Al

comparar las secuencias parciales del gen EF1, los resultados mostraron un 99% de

similitud de todas las cepas con Fusarium sambucinum (KX632088.1:18-614 vy
KX632088.1:24-612) (Dong et al., 2023b) y para C. gloesporoides mostré 99%
(KT282614. 1:86-275) de similitud (Figura 44 b y 44 c). El analisis filogenético multigen

confirmd que las cepas de Monilinia, Fusarium y Collectotrichum estudiadas, pertenecen

a las especies de M. fruticola, F. sambucinum y C. gloesporoides con Bootstrap de 84%.

MHB855692.1:59-536 Monilinia fructicola
Y-M1-F-ACCH-8

LC312668.1:57-536 Monilinia fructicola
MK834756.1:41-520 Monilinia fructicola
KF$94420,1:2-526 Colletotrichum sp.
LJ-M2-H-ACCH-7

JNB887343.1:9-531 Colletotrichum gloeosporioides

MZ157057.1:16-550 Colletotrichum siamense
OP268172.1:14-548 Colletotrichum fructicola
HQ445900.1:1-459 Gibberella pulicans
HQ445900.1:1-459 Gibberella pulicans
KT751009.1:1-455 Fusarium sambucinum
OL631604.1:1-476 Fusarium sambucinum
— EU214565.1:7-501 Gibberella pulicans
— KM231813.1:66-563 Fusarium sambucinum
—— MK508869.1:3-476 Fusanum sambucinum
—— EU214565.1:7-501 Gibberella pulicaris
—— KM231813.1:66-563 Fusarium sambucinum

—— MK508869.1:3-476 Fusarium sambucinum
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“—— OP125543.1:38-534 Fusarium sambucinum
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X65482.1:69-556 F sambucinum
MT441588.1:52-511 Fusarium sambucinum
X65482.1:67-556 F.sambucinum
AB016520.1 Anabaena variabilis

Sa

MK569271.1:1-522 Colletotrichum gloeosporioides

3 B-F-M1-A3-AACH-5

i

7 &~ B-F-M1-A2-ACCH-3

»

5 KX632088.1:18-614 Fusanum sambucinum

MH582302 1:77-654 Fusarium sambucinum

AB016520 1 Anabaena variabilis

LJ-M2-H-ACCJ-7

- AB016520.1 Anabaena vaniabilis

MN183448.1:30-632 Fusanum sambucinum
MN183448.1:36-624 Fusarium sambucinum

KX632088.1.24-612 Fusarium sambucinum

MH333047.1:53-640 Fusanum sambucinum
MH333047.1:47-640 Fusanum sambucinum
GQ915512.1.60-646 Gibberella
GQ915512.1:66-646 Gibberella

MH582302.1:71-654 Fusanum sambucinum

5b

KT282614.1:86-275 Colletotnchum gloeosponoides

MG951839.1:42-235 Colletotnchum gloeosponondes

MG951838.1:46-239 Colletotnchum gloeosporiowdes

MG951837 1:45-238 Colletotnchum gloeosponodes

MG951836 1.42-235 Colletotrichum gloeosponoides

5c¢

Figura 44. Arbol filogenético de los géneros Monilinia, Fusarium y Collectotrichum, a)

inferido por Maxima Verosimilitud a partir del alineamiento concatenado de la zona ITS y

b, c¢) la cadena parcial del gen caracteristico del factor de elongacién (TEF). La escala

representa las sustituciones del promedio por sitio. Los datos bootstrap =284% se
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muestran arriba de las ramas, junto a los internodos. Las especies estudiadas en esta

investigacion se exponen en negritas y subrayadas.

5.3.4. Confrontacién en plantas de un afio de edad.
5.3.4.1. Diametro de hoja.

Los andlisis de varianza (ANOVA) indican el efecto del crecimiento de diametro de
hoja entre los tratamientos y las diferencias significativas con respecto al testigo, entre la
inhibicion de T. asperelloides versus Fusarium sambucinum, Collectotrichum
gloesporoides y Monilinia fruticola, siendo altamente significativo (P: < 0.05) con R? de
0.0770 para la cepa B-F-M1-A2-ACCH-3, correspondiente al género F. Sambucinumy la
cepa LJ-M2-H-ACCH-7 de C. gloesporoides. En la Figura 45 se observa que todos los
tratamientos tuvieron un efecto similar sobre el control de los patégenos, favoreciendo el

crecimiento de la planta de Prunus persica.

a a
I Ib I Ib b
Fusarium Fusarium Collectotrichum Monilinia fruticola Testigo

sambucinum sambucinum gloesporoides
Tratamientos

Diametro de raiz (cm)
© = N w
o o = O N O W oD

Figura 45. Didmetro de hoja por género evaluado vs T. asperelloides en condiciones
controladas. *Letras diferentes, entre filas, indican diferencias significativas segun la
prueba de Tukey-Kramer (P<0,05).

5.3.3.2. Longitud de hoja.
En la Figura 46, se muestran los resultados de la prueba de medias de Tukey de

los datos correspondientes a la longitud de hoja obtenido en cada tratamiento del
experimento, con un crecimiento promedio de 3.326 cm para la cepa de B-F-M1-A2-
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ACCH-3, correspondiente al género F. Sambucinum y la cepa LJ-M2-H-ACCH-7 de C.
gloesporoides con 3.206 cm, mostrando diferencia significativa con respecto al testigo
con una R? de 0.988.

4
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o
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Longitud de hoja (cm)
© =
(6)] [l (&) N

o

Fusarium Fusarium Collectotrichum Monilinia Testigo
sambucinum sambucinum gloesporoides fruticola

Tratamientos

Figura 46. Longitud de hoja por género evaluado vs T. asperelloides en condiciones
controladas. *Letras diferentes, entre filas, indican diferencias significativas segun la
prueba de Tukey-Kramer (P<0,05).

5.3.3.3. Altura.
La evaluacion realizada entre los diferentes tratamientos demostroé la eficiencia

de la cepa de T. asperelloides sobre las cepas de los patégenos confrontados,
pudiéndose demostrar el efecto sobre las tres cepas de F. sambucinum, C. gloesporoides
y M. fruticola, con excepcion de la cepa B-F-M1-A3-AACH-5 de F. sambucinum, (Figura
47) la cual mantuvo una estrecha correlacion de 81.674 cm con respecto al testigo

arrojando diferencias significativas con una R? de 0.935.
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Figura 47. Altura por género evaluado vs T. asperelloides en condiciones controladas.
*Letras diferentes, entre filas, indican diferencias significativas segun la prueba de Tukey-
Kramer (P<0,05).

5.3.3.4. Severidad.
Las hojas inoculadas desarrollaron lesiones irregulares de color marrén con

abundante clorosis y marchitamiento sobre la planta, 38 dias después de la inoculacion
las lesiones se volvieron negras y se comenz0 a observar destruccion foliar leve y
necrosis sobre el mismo sintoma similares a los observados en hojas de durazno
naturalmente infectadas. Por otro lado, las hojas del testigo se mantuvieron sin sintomas.
La severidad promedio en hojas de durazno inoculadas artificialmente se observan en el
cuadro 15. Los aislados mostraron diferencias significativas (P 0.05) con respecto al
testigo.

Cuadro 15. Porcentaje de severidad en hoja.

Aislado Género Grado de Numero de Severidad (%)
escala lesiones

B-F-M1-A2- Fusarium 1 2 11.25 bc

ACCH-3 sambucinum

B-F-M1-A3-AACH- Fusarium 2 5 32.8 ab

5 sambucinum

LJ-M2-H-ACCH-7 Collectotrichum 1 3 22.7b

gleosporoides

Y-M1-F-ACCH-8 Monilinia 3 7 61.23 a
fruticola
Testigo Test 0 0 Oc

*Letras diferentes, entre filas, indican diferencias significativas segun la prueba de Tukey-
Kramer (P<0,05).

Algunos investigadores han reportado el biocontrol de T. asperelloides vs F.
Oxysporum en planta de Solanum lycopersicum de 47% de reduccién de sintomas en

sobre las ramas de la hortaliza (Ramirez- Carifio et al., 2020), ademas se han encontrado

114



la reduccion de la invasién de Rhizoctonia solani en respuesta a T. asperelloides sobre
el cultivo de tomate inhibiendo significativamente en dos bioensayo de 83.3% evaluando
los efectos con escala de severidad e incidencia y evaluacion microscépica sobre
micoparasitismo (Heflish et al., 2021).

5.3.3.5. Incidencia.
En cuanto a la incidencia de los fitopatégenos (4 aislados), éstos presentaron

micelio, lesiones y coloraciones tanto en tallo como en la hoja de la variedad prisco,
desarrollando un 100 % en los bioensayos, por lo que son considerados extremadamente
sensibles para el cultivo del duraznero de la zona sur de Chihuahua. Asi mismo se han
encontrado estudios sobre el efecto de T. asperelloides y T. asperellum sobre C.
gloesporoides en plantulas de chile desarrolladas en laboratorio para atacar antracnosis

manteniendo una incidencia de 62.07% (Boukaew et al., 2024).
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5.4. CONCLUSIONES

Las cuatro cepas de los fitopatégenos aisladas de hoja y fruto de plantas de
durazno (Prunus persica) en el sur de Chihuahua, fueron caracterizados morfologica y
molecularmente, y se determinG6 que pertenecen a las especies de Fusarium
sambucinum, Collectotrichum gleosporoides y Monilinia fruticola.

En cuanto al diametro y longitud de hoja se presentdé mayor crecimiento en la cepa
B-F-M1-A2-ACCH-3 de F. sambucinum y en la cepa de LJ-M2-H-ACCH-7
correspondiente a C. gloesporoides mostrando diferencia significativa respecto al testigo,
en cambio en la altura se destaca que T. asperelloides no promovié el desarrollo de la
planta, con respecto a la cepa B-F-M1-A3-AACH-5 de F. Sambucinum, ya que se mostré
similar o menor crecimiento al testigo sin inoculacién. Todos los aislados mostraron
incidencia en todas las unidades experimentales evaluadas en condiciones de
invernadero, ademas de presentar de dos hasta siete lesiones ubicandose en la escala
de severidad 1-3, considerando a Monilinia fruticola como uno de los hongos con mayor
afectacion al cultivo del duraznero.

De acuerdo a las variables de respuesta evaluadas se considera la cepa 3 de T.
asperelloides presenta un alto potencial para el control in vivo frente a los fitopatdbgenos

foliares en plantas de durazno de un afio de edad.
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CAPITULO 6. Epicoccum spp. y Alternaria spp. AGENTES FITOPATOGENOS DEL
CULTIVO DEL DURAZNERO (Prunus persica L) ASOCIADOS AL CONTROL
BIOLOGICO®.

RESUMEN

Prunus persica es el frutal de hueso mas importante en el mundo por su valor
nutricional y beneficios a la salud, no obstante, la presencia de hongos fitopatégenos
foliares ocasiona severos dafos en hojas y frutos generando una disminucién de 60 a
90%. El objetivo de este trabajo fue identificar morfol6gica y molecularmente los hongos
fitopatdgenos foliares asociados al cultivo del duraznero evaluando la patogenicidad en
plantas de un afio de edad contra Trichoderma asperelloides. Se recolectaron hojas con
lesiones color marrén y negras y frutos momificados de 13 huertos comerciales
distribuidos en tres municipios de produccién en el Estado de Chihuahua México. La
identificacion de hongos de cuatro aislamientos representativos se realizé utilizando
métodos morfologicos, caracterizacion y andlisis filogenético basado en la region
espaciadora transcrita interna (ITS1 e ITS4) de ADN ribosomal, parte del factor de
elongacion de traduccion 1-alfa (TEF) un segundo cebador secundario por cada uno de
los géneros, Epicoccum EF1-728F y B- tubulina, Alternaria con GPD y RPB2-5F2-RPB2-
7cR Para las confrontaciones en planta se inoculé una concentracion de 1x10° conidios.
mL! de patbgenos como de T. asperelloides, evaluando el diametro y longitud de hoja,
altura, severidad e incidencia. Se logro6 identificar la presencia de Epicoccum italicum y
Poae y Alternaria sp. y alternata, ademas la cepa N-M1-A3-F-ACCH-9 de E. italicum
obtuvo los valores mas altos en la inhibicién de las variables de respuesta y en severidad
Epicoccum poae presentd 81.3% como el valor més alto. Se recomienda probar la cepa
3 para otros géneros de hongos.

Palabras clave: Antagonista, géneros, identificacion, variables de respuesta.

SEste capitulo se encuentra en proceso de revision por parte del comité de tesis para enviar a la Revista

Journal of Agriculture of the University of Puerto Rico. Febrero-Julio 2024.
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ABSTRACT

Prunus persica is the most important stone fruit tree in the world for its nutritional
value and health benefits; however, the presence of foliar phytopathogenic fungi causes
severe damage to leaves and fruits, generating a decrease of 60 to 90%. The objective
of this work was to identify morphologically and molecularly the foliar phytopathogenic
fungi associated with the peach tree crop, evaluating the pathogenicity in one-year-old
plants against Trichoderma asperelloides. Leaves with brown and black lesions and
mummified fruits were collected from 13 commercial orchards distributed in three
production municipalities in the State of Chihuahua, Mexico. Fungal identification of four
representative isolates was performed using morphological methods, characterization
and phylogenetic analysis based on the internal transcribed spacer region (ITS1 and
ITS4) of ribosomal DNA, part of translation elongation factor 1-alpha (TEF) and a second
primer. secondary for each of the genera, Epicoccum EF1-728F and B-tubulin, Alternaria
with GPD and RPB2-5F2-RPB2-7cR. For plant confrontations, a concentration of 1x10°
conidia was inoculated. mL-1 of pathogens such as T. asperelloides, evaluating leaf
diameter and length, height, severity and incidence. It was possible to identify the
presence of Epicoccum italicum and Poae and Alternaria sp. and alternata, in addition the
N-M1-A3-F-ACCH-9 strain of E. italicum obtained the highest values in the inhibition of
the response variables and in severity Epicoccum poae presented 81.3% as the highest

value. It is recommended to try strain 3 for other fungal genera.

Key words: Antagonist, genders, identification, response variables.
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6.1. INTRODUCCION

Prunus persica (L.) Batsch (o melocoton) (Rosaceae) es el cultivo de frutas de
hueso mas importante en muchas zonas, incluidas el norte de Africa, Sudafrica y Europa.
Los melocotones son bien conocidos por su sabor, valor nutricional y posibles beneficios
para la salud. Durante el consumo del fruto del durazno, generalmente mermeladas,
jaleas, jugos y otros productos alimenticios, la semilla y el hueso (hueso) se eliminan
como desperdicio (Kumari et al., 2023). En los ultimos afios este frutal ha disminuido su
produccion por lo que se le atribuye a que susceptible a diversos hongos patégenos que
pueden infectar diferentes partes de la planta, como las flores, el follaje, los frutos, las
ramas, los troncos y las raices, entre estos patégenos, Taphrina deformans es la causa
principal de la enfermedad del enrollamiento de las hojas en los melocotoneros y afecta
del 60 al 90 % de los brotes en Italia, lo que representa una amenaza significativa para
los durazneros (Akbar,2023).Por mencionar algunos se encuentra la sarna del melocoton,
causada por Venturia carpophila, ocupa el segundo lugar después de la pudricion parda
causada por Monilinia fruticola como una de las principales enfermedades del melocoton
en el sudeste (Schnabel & Brannen,2022).

Los principales sintomas causados por Alternaria spp. provocan el deterioro de
las frutas en postcosecha produciendo metabolitos secundarios toxico para la salud
humana (Meng et al., 2021) las especies de Alternaria causan pérdidas significativas
tanto en las etapas previas como posteriores a la cosecha (Ahmad et al.,, 2024),
provocando podredumbre negra, con lesiones de 3,03 + 0,52 cm sobre el fruto y hoja
(Prencipe, et al., 2023). Recientemente se ha demostrado que aislados de Epicoccum
spp. son patdgenos de cultivos de importancia econdémica asociados con enfermedades
de 46 especies de plantas distribuidas en 20 paises, estos patdgenos podrian infectar
semillas, tallos, hojas y/o frutos, siendo la mancha foliar el sintoma de enfermedad mas
reportado, destacando los hospedantes mas susceptibles Lotus corniculatus, Lens
culinaris, Z. mays, llex, arroz Cucumis melo y pitahaya (Taguiam et al., 2021; Xu et al.,
2022). Por lo tanto, el objetivo de este estudio fue identificar morfolégica y
molecularmente los hongos fitopatdgenos foliares asociados al cultivo del duraznero
evaluando la patogenicidad en plantas de un afio de edad contra Trichoderma

asperelloides.
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6.2. MATERIALES Y METODOS

6.2.1. Recoleccion de muestras.
Se recolectaron hojas y frutos del cultivo del duraznero con sintomas tipicos de

hongos fitopatdgenos en nueve huertos de consumo local, regional e internacional de
durazno distribuidos en los municipios de Guachochi, Morelos y Balleza, ubicados en el
sur de Chihuahua, México. Se tomaron las lecturas del GPS (Cuadro 16) y las colecciones

se llevaron al laboratorio en bolsas de plastico Ziplock.

Cuadro 16. Ubicacion de sitios de recoleccién frutos y hojas sintoméaticas en diferentes

municipios del estado de Chihuahua, México

Variedad | Identificacién de los | Localidad, Localizacién geogréfica
aislados municipio
Amarillo | RS-M3-A1-H-ACCH- | Rancho Seco, | 26°47 21,7 N, 107° 04" 17.4”
1 Guachochi W, 2800 msnm
Prisco SP-M2-A2-F-ACCH- | San Pablo, | 26° 32" 54.3” N, 107° 47" 38,8”
4 Morelos W, 2094 msnm
Blanco AA-M4-A1-ACCH-6 | Agostadero, 26°57°11.5” N, 106° 40" 22,4”
Balleza W, 2317 msnm
Amarillo | N-M1-A3-F-ACCH-9 | Nogalitos, 26°43°59.3" N, 107° 04" 14,3”
Guachochi W, 2830 msnm

Identificacion de aislados: RS: Rancho seco, SP: San Pablo, AA: Agostadero Arroyo, N:
Nogalitos, M2, M3, M4: Numero de muestra, Al, A2, A3=Numero de aislado, F: Fruto, H=
Hoja, ACCH: Angel Ceballos Chéavez, 1,4,6,9: Numero de aislado identificado

molecularmente.

6.2.2. Aislamiento y purificacion.
Las hojas sintomaticas se lavaron con jabdn neutro y se esterilizé la superficie con

alcohol al 96% durante 30 s. Los trozos de hojas (5 mm?) de los margenes entre los
tejidos necroticos y sanos se esterilizaron superficialmente con hipoclorito de sodio al 1%

durante 60 s. Los trozos de hoja se lavaron con agua destilada estéril y el exceso de
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liquido se eliminé con papel de filtro estéril. Se colocaron en placas de PDA y se
incubaron a 27 °C durante 9 dias en oscuridad. Los tapones de micelio del borde de las
hifas fangicas que se desarrollaron a partir de los tejidos se transfirieron asépticamente
a PDA fresco y se incubaron a 27 °C durante 9 dias en oscuridad (Gerardo- Lugo, 2020).

6.2.3. Caracterizacién morfolégicay tasa de crecimiento micelial.
Para la identificacién de las caracteristicas macroscépicas y microscopicas de los

5 aislamientos representativos de los géneros Alternaria, y Epicoccum de sitios de
recoleccion de durazno en Chihuahua, se determind la tasa de crecimiento micelial de
cada aislado, se tomaron discos con micelio de 6 mm de didmetro de cultivos de 10 dias
y se colocaron en PDA. Las cajas se incubaron a 27 °C en oscuridad realizdndose ocho
réplicas de cada aislado y se examinaron diariamente durante 9 dias. El experimento se
realizo por duplicado.

Para los caracteres macromorfolégicos de los conidios, clamidosporas, fialides,
macroconidios, microconidios, mesoconidios, largo y ancho de micelio, asi como
presencia o ausencia de septos en cada uno de los géneros analizados, se prepararon
diversos medios de cultivo para la observacion de las estructuras de resistencia de
Alternaria se utilizo jugo de vegetales (V8) después 28 dias y Epicoccum la observacion
de la esporulacion de los conidios se observo después de los 7 dias en agua agar (AA),
todo el material fungico se mantuvo a una temperatura de + 27 °C con 14 horas luz 'y 10
horas obscuridad. Para la observacion en microscopio se prepararon montajes con
glicerina, azul de algoddn, safranina y aceite de inmersion (Agu & Chidozie, 2021),
mismos que fueron fotografiados por un microscopio compuesto (Imager M2) (n = 5) se
visualizaron con el software ZEN.

6.2.4. Extraccion de ADN, amplificacion por PCR y secuenciacion.

El ADN genodmico total se extrajo de micelio de hongos frescos, raspados del
margen de cada una colonia, cultivado en cajas Petri con PDA, incubado a £ 27 °C, con
el reactivo DNAzol (Invitrogen), siguiendo las instrucciones del fabricante (Rios et al.
2021). Para la identificacion molecular se amplificé el espaciador transcripto interno (ITS)
y el gen parcial de factor de elongacion 1 alfa (TEF), mediante PCR utilizando los
cebadores ITS1 (5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3') / ITS4 (5'-
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TCCTCCGCTTATTGATATGC-3') para todos los géneros (White, 1990) y se utilizd6 un
segundo cebador secundario por cada uno de los géneros, es decir para Epicoccum se
us6 EF1-728F (5-CATCGAGAAGTTCGAGAAGG-3') (Carbone & Kohn 1999; Papp-
Rupar et al., 2023) / B- tubulina (5 GGTAACCAAATCGGTGCTGCTTTC3'), (Favaro et
al., 2011), Alternaria con GPD1(5- CAACGGCTTCGGTCGCATTG-3") (Berbee et al.,
1999) y RPB2-5F2 (5- GGGGWGAYCAGAAGAAGGC-3') y RPB2-7cR (5™
CCCATRGCTTGYTTRCCCAT-3') (Al-Nadabi et al., 2018) respectivamente. La reaccion
de PCR se realizdé en un volumen final de 25 uL, los cuales contenian 1 yL de ADN
genomico, Buffer 1X, 1.25 mM de MgClz, 0.2 mM de cada iniciador, 0.2 mM de dNTP's y
1U de Taqg polimerasa (Invitrogen). Las condiciones de amplificacion fueron las
siguientes; desnaturalizacion inicial fue a 95 °C durante 5 min, con 35 ciclos de
desnaturalizacién por 95 °C y 1 min, el anillamiento por 55 °C por un lapso de 1 min (ITS)
/59 °C a 1.5 min, extension a 72 °C por 40 seg (ITS) / 1.5 min (TEF), con una extension
final de 72 °C durante 5 min. La visualizacion de los fragmentos amplificados fue en gel
de agarosa al 1%, fue tefiido con bromuro de etidio, en un fotodocumentador (BIO-RAD).
Una vez obtenidos los productos amplificados se secuenciaron utilizando Macrogen

(Corea) los cuales se anclan en los ADNr.

6.2.5. Andlisis filogenéticos.

Para editar las secuencias se utiliz6 el software BioEdit version 7.0.5.3 (Hall, 1999),
se compararon con la base de datos GenBank, empleando el algoritmo BLASTnN. Las
cadenas de cada gen/region fueron alineadas a un set de cadenas de referencia de los
géneros Alternaria, y Epicoccum y la cadena de Protocrea farinosa CBS 121551 en ITS1
e ITS4 y para los marcadores secundarios se utilizé Anabaena variabilis ABO 16520.1
para con el alineador MUSCLE (Edgar, 2004) e implementado con MEGA1l. Los
alineamientos concatenaron en MEGA y la matriz resultante se analizo en PartitionFinder
version 1.1.1, para determinar el mejor esquema de particiones. Con respecto al arbol
filogenético se llevo a cabo por el método de Maxima Verosimilitud en RAXML version
7.2.8 (Voglmayr et al., 2016), empleando el modelo GTRGAMMAI y 1000 réplicas

Bootstrap. Se utilizo el software FigTree version 1.4.0 para editar el filograma.
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6.2.6. Confrontacién en planta.

Se realiz6 una prueba de confrontacion en planta de los 4 aislamientos
seleccionados con base a un analisis filogenético inicial de Epicoccum spp. (dos
aislados) y Alternaria sp. (dos aislados) contra la cepa 3 de Trichoderma asperelloides
previamente identificada (3=SP-M-M5-R-T), las inoculaciones de los fitopatégenos se
realizaron mediante la suspension de esporas de 1x10° conidios. mL* dando ventaja de
3 dias de crecimiento de los patdgenos para posteriormente inocular el antagonista,
mediante la técnica de aspersion de acuerdo con Udhayakumar et al. (2019), usando
atomizadores diferentes para cada aislado sobre plantas de durazno variedad prisco
inoculando de 3-4 hojas desarrolladas durante un afio de crecimiento. Las plantas
inoculadas permanecieron en condiciones de camaras humedas en invernadero durante
el transcurso de la prueba de confrontacion (27 2 °C) con HR 85 %, haciendo
observaciones cada 24 horas después de la inoculacién (ddi) durante 60 dias (Moreno et
al., 2018). Cada combinacion (fitopatégeno-Trichoderma) conté con cuatro repeticiones
mas un testigo por tratamiento, sembradas en bolsas de polietileno de kg.

6.2.7. Valoracién de las variables de respuesta.

Los factores estudiados fueron diametro de hoja (cm), longitud de hoja (cm) altura
(cm) medidos con un vernier digital (marca: LEIDSANY serie: B09XQ987RZ), la
severidad se clasificO mediante la escala propuesta por Arafat et al., (2021), en cuatro
grados (Cuadro 17) con variabilidad de porcentajes.

Cuadro 17. Escala de severidad en planta de durazno variedad prisco.

Grado Numero de Porcentaje de afectacion
lesiones
1 1-3 Se produjeron manchas graduales entre el 1y
el 25 % de las hojas.
5 4-6 Se produjeron manchas graduales en el 26-50
% de las hojas.
3 7-9 Se produjeron manchas graduales en el 51-75

% de las hojas.
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A =10 Se produjeron manchas graduales en el 76-100
% de las hojas.

La severidad se estimo por la formula:
DSI (o/0): severidad promedio: 2 (v x n) 100
N.V

donde:
v= Representa el valor numérico de la enfermedad escala de indice, n= es el nimero de
plantas asignadas a la escala del indice de enfermedad, N= es el numero total de las
plantas y V= es el valor numérico de la escala de indice de enfermedad mas alta.

El nivel de incidencia de cada tratamiento se calificdé por el porcentaje de
esporulacion después de 7 dias de evaluacion de acuerdo a la escala propuesta por Ozer
et al. (2021) para la resistencia de la hoja con la misma cantidad de inoculo (Cuadro 18).

Cuadro 18. Porcentaje de incidencia en hoja.

% Descripcion

0 Extremadamente resistente
0.1-5.0 Altamente resistente
5.1-25 Resistente

25.1-50 Sensible

50.1-75.0 Muy sensible

752 Extremadamente sensible

6.2.8. Analisis estadistico
Para determinar la severidad e incidencia en plantas de un afio de edad se utilizé

un disefio completamente al azar de 4 aislados x 4 repeticiones (mas los controles), los
datos obtenidos se sometieron a un analisis de varianza (ANOVA) y para la comparacion
de medias se determiné de acuerdo a la prueba de Tukey-Kramer (P<0.05), empleando
el programa estadistico SAS version 9.4. (Statistical Analisis Sistem, (SAS Institite Inc),
2022).
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6.3. RESULTADOS Y DISCUSION
6.3.1. Aislamientos de hongos.

El aislamiento de frutos y hojas de durazno sintomaticas resultd en numerosos
hongos, siendo los aislados similares a Alternaria y Epicoccum, los mas comunes,
basado en la caracterizacion fenotipica inicial, siguiendo los rasgos morfolégicos
descritos por Ma et al., (2021) y Rodriguez et al., (2023). Los sintomas observados se
mostraron manchas de diversas tonalidades de color café y tornando a negro en fruto y
lesiones necroticas de color negro em forma de anillos concéntricos sobre el haz de la
hoja, dando estimaciones de sintomatologia tipica del género Alternaria (Figura 48 c y d),
confirmando los sintomas reportados por Ahmad et al. (2024) los cuales ocasionaron
pudricion blanda, con manchas irregulares sobre el fruto e incluso pudricion total sobre la
superficie del fruto, ademas se ha identificado a la especie de A. alternata provocando
podredumbre negra sobre la hoja y fruto de pera (Prencipe et al., 2023), similares los
encontrados en esta investigacion. Por otro lado, se pudo apreciar sintomas
caracteristicos de Epicoccum siendo este patogénico al cultivo de durazno causando
mancha foliar sobre el fruto con manchas marrones irregulares y lesiones café oscuro
con destruccion del tejido vegetal (Figura 48ay b), mismos que fueron reportados por Xu
et al. (2022) al realizar pruebas de patogenicidad, en planta de maiz los cuales formaron
pequefias elipses de color café con el centro amarillo a grisaceo, con formaciones

cloréticas.

Hoja Fruto

Género

Epicoccum sp.

Alternaria sp

Figura 48. Sintomas en fruto y hoja de durazno asociados a hongos fitopatégenos foliares

observados en campo.
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6.3.2. Caracteristicas Morfologicas y Culturales.
Las caracteristicas culturales de las colonias en medio papa dextrosa agar (PDA)

mostré variacion entre diferentes aislados. Se lograron obtener dos aislados con
caracteristicas morfoldgicas y culturales tipologicas del género Alternaria sp. (RS-M3-Al-
H-ACCH-1), Alternaria alternata (SP-M2-A2-F-ACCH-4). Al principio, las cepas se
mostraron de color gris verdoso, torndndose mas oscuro al envejecer el cultivo después
de los nueve dias y sus conidios de color pardo a negro con micelio aéreo en forma de
anillos concéntricos sobre la superficie del medio empleado, estas caracteristicas se
pueden observar en la Figuras 49 a y b, ademas hubo esporulacién de los conidios
después de formar la maduracion del micelio a los 13 dias de crecimiento (Figuras 49 c
y d) con septos longitudinales de 0.59 um, transversales hasta 3.54 um y oblicuos de
0.62 ym en forma de bastén (Figuras 2 e, fy g). Segun Zhang et al. (2023), realizaron
aislamientos de A. alternata del cultivo de pino chino y se observé el crecimiento de las
colonias, con un regular margen blanco prominente, de color verde oliva a negro 10 dias
después de la incubaciéon coincidiendo con la coloracion de las colonias obtenidas en
este estudio. Por otro lado, otros estudios difieren de la dimension promedio de los
conidios logrando una medicion de 15-146 x 3—5 ym, de 1 a 7 septos transversales (Aung
et al., 2020), a diferencia de la medicidon promedio de la investigacion realizada en el sur

de Chihuahua, México, los cuales mostraron un crecimiento conidial menor.
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Figura 49. Morfologia de Alternaria sp. y A. alternata a-b) colonia de frente y reverso, c)
micelio septado, d) esporulacion de conidios, e) septos transversales, f) septos

longitudinales, g) septos oblicuos.

Por otro lado, la cepa Epicoccum italicum (N-M1-A3-F-ACCH-9) presenté un
aspecto micelial aéreo vigoroso, margenes irregulares, color naranja intenso (vista
superior) y color naranja a rojo oscuro (reverso) en PDA después de los 21 dias de
crecimiento (Figura 50a y b), en el caso de ) y Epicoccum poae (AA-M4-A1-ACCH-6) se
observd un color amarillento con la formacion de anillos concéntricos ondulados y al
reverse una coloracion rojiza del mismo (Figura 50c y d), ambos formaron conidios con
morfologia similar después de los 25 dias. Estas caracteristicas también fueron descritas
por otros autores (Onyango et al., 2024; Wang et al., 2024). Dentro de la morfologia se
observaron conidiéforos en esporodoquios de 21.52 ym de largo por 8.78 de um, con
diametro conidial de 8.18 um en promedio (Figura 3 e-j). Estas caracteristicas reafirman

la morfologia colonial de este género por presentar conidios esféricos y globosos de color

127



marron a obscuro con diametro de 12.5 a 28 ym (Rodriguez et al., 2023). Ademas, Rad
et al. (2019) menciona el crecimiento de conidiéforos marrones de 5 a 10 um x 14 a 30

pMm coincidiendo con el rango promedio de las medidas de esta investigacion.

3f 3g 3h 3i 3j

Figura 50. Morfologia de E. italicum y poae a-d) colonia de frente y reverso, e) fragmentos
de micelio liso binucleados E. italicum f) esporas, g) clamidosporas, h) picnidios, i)

conidios en cadena de E. poae, j) conidios produciendo esporodoquios.

6.3.3. Filogenia.
Al comprar la secuencia de la region ITS, de la base de datos de GenBank,

presentd 99% de igualdad con las especies del género; Alternaria alternata (0Q947366.
1:54-548, 0Q947365. 1:53-547) y Alternaria sp. (0Q955305. 1:33-527, 0Q933287. 1:20-
514) (Mohammadi & Bahramikia, 2019), ademas las especies de Epicoccum sp.
mostraron 54% (MT777261. 1:28-526) y 55% de similitud (HQ914805. 1:34-536) (Xu
et al., 2022) (Figura 51a). Al comparar las secuencias parciales del gen EF1, con respecto
a los cebadores GPD1 y RPB2-5F2-RPB2-7cR los resultados mostraron un 100% de
similitud en la cepa de SP-M2-A2-F-ACCH-4 con A.alternata (0Q224996. 1:6-578) y en
el caso de la cepa RS-M3-A1-H-ACCH-1 se demuestra correlacion de 100% Alternaria
sp. (MG051341. 1:4-470), asi como también se ubica en el mismo clado de A. tenuisima
(MW165223. 1:2:580) (Sun et al., 2023) (Figura 51b) y para los cebadores EF1-728F y
B- tubulina de Epicoccum la cepa N-M1-A3-ACCH-9 presentd 99% con E. italicum
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(OP066223. 1:1-523 y OP066223. 1:1-366), por otro lado, la cepa AA-M4-A1-ACCH-6
tuvo 100% de similitud de con Epicoccum poae (MK140527. 1: 27-333) de acuerdo a los

primers utilizados por Bernardi et al. (2023), Papp-Rupar et al. (2023) y Xu et al. (2024)

(Figura 4c). El andlisis filogenético multigen confirmé que las cepas de Alternaria y

Epicoccum estudiadas, pertenecen a las especies de A.alternata (SP-M2-A2-F-ACCH-4)
y Alternaria sp. (RS-M3-A1-H-ACCH-1), vy E. italicum (N-M1-A3-F-ACCH-9) y E. poae

(AA-M4-A1-ACCH-6) con Bootstrap de 54%.

KP721576.1 600-839 Epicoccum nigrum
KY378959 1.51.558 Psdoglonsum sp
MK351447 1:30-523 Epicoccum sp
KP7215676 1.75.681 Epscoccum mgrum
HQ728258 1 54.548 Epicoccum nigrum
MWO081349 1:33.540 Epecoccum mgrum
MK351447 1.356.520 Epicoccum sp. isolate
MGG02505.1.69-5564 Epicoccum nigrum

MGE02504 1 70.565 Epicoccum nigrum isolate
MT337742 1 38.540 Epecoccum tabcum
n‘{ MT777261.1 28.526 Epscoccum sp.
2 &~ N-M1.AJ-F-ACCH-9
MGO02566 1 71.556 Epicoccum nigrum solate
KX065725 1.72.573 Epicoccum trtich

- OR083388 1 53.553 Epicoccum ngrum
OP410968.1.50-550 Epicoccum nigrum
ss [~ MNB43066 1:20-521 Epicoccum nigrum
r HQ914805 1.34.536 Epicoccum sp
01~ AAM4A-AL-ACCH-6
0QO55307 1:33.527 Arernana sp

. ‘[r OQO4T7306 1 54.548 Arernania alternata
' X { OQO47365 1.563.547 Arernana altermnata
o 1[ Q47364 153547 Aternaria alternata
7: { OQO47363 1.53.547 Aernaria alternata
o I 0Q933325 1.23.517 Aternana compacta
r""{ — 0QH33300 1:34.528 Alternana tenuissima
» OQO33287 1:20-514 Aternana sp. stran AC38
» { RS-M3-A1-H-ACCH-1

9 - SP-M2-A2-F-ACCH-4

“

] 00224995 1.6-578 Akernaria alternala

_[ SP-M2-A2.F-ACCH4

pre QM 135571.1:1-577 Alternaria tenuissima

P OMB864665 1:6-579 Alternana akemata

pe— OQ779982 1.6-579 Akernaria alternata

P OQ779983.1.5-578 Akernana altemata
OL862610.1:2-580 Aternana alternata

& €_{E MW165223 1:2.580 Abernana tenuissima

“

RS-M3-A1.-H-ACCH-1

b MG051341.1:4.570 Alernana sp.
MGO051340 1:4-570 Alternaria sp.
MGO051339.1.4.570 Aternaria sp.
OMBIT446 1:27-321 Epicoccum fabcum
MK140527 1.27.333 Epicoceun pose
MK 140526 1:27-333 Epicoccum itabcum
KY742341.1.27.333 Epicoccum fabcum
AB016520.1 Anabaena varablis

40

OFP066923 1 1-352 Epecoccun Rabcum

N-M1-A3-F-ACCH-9

OPO66923 1.1-366 Epecoccurn faboum

XM 033708065 1:131-323 MaCroventuna anomochaotd
708065, 1-131-309 Macroventuria anomochaeta

MZOT396¢ 1 292-470 Dxdymeda glomevata

MK 140527 1-27-333 Epicoccum pose
AA-ML-A1-ACCH-S

MK 140526 1.27-333 Epecoccum takcum

~ 50 KY742341 1 27-333 Epicoccurn Rakcum

OMBEI7446 1.27.321 Epicoccumn #aboum
ABD16520 1 Anaboena vanabiis
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Figura 51. Arbol filogenético de los géneros Alternaria y Epicoccum, a) inferido por
Méaxima Verosimilitud a partir del alineamiento concatenado de la zona ITS y b, ¢) la
cadena parcial del gen caracteristico del factor de elongacion (TEF). La escala representa
las sustituciones del promedio por sitio. Los datos bootstrap 254% se muestran arriba de
las ramas, junto a los internodos. Las especies estudiadas en esta investigacion se

exponen en negritas.

6.3.4. Confrontacién en plantas de un afio de edad.

6.3.4.1. Diametro de hoja.

Las plantas inoculadas con T. asperelloides presentaron aumento de crecimiento
en el diametro de hoja para las cepas de E. italicum y E. poae 1.636 y 1.586 cm y para
las cepas de A. alternata y A. spp, 1.376 y 1.502 cm comparadas con el control que tuvo
un crecimiento de 1.341 cm, siendo altamente significativo (P: < 0.05) con R? de 0.0231,
observando crecimiento después de los 36 dias de experimentacion. En la Figura 52 se
observa la diferencia entre los tratamientos con respecto al control, favoreciendo el
crecimiento de la planta de Prunus persica. Se ha identificado la inhibicion progresiva de
T. asperelloides vs A. alternata después de 7 dias de inoculacién sobre el cultivo de
tomate provocando abundante crecimiento excesivo de hifas de T. asperelloides en el
micelio de A. alternata reduciendo el dafio de 69.2% sobre la planta (Ramirez-Carifio
et al., 2020).

N

’E\ ab a ab

L 15 a b

8

21

3

° 0.5

3]

c 0

?‘OE Alternaria Alternaria sp. Epicoccum  Epicoccum poae Testigo
alternata italicum

Tratamientos

Figura 52. Diametro de hoja por género evaluado vs T. asperelloides en condiciones
controladas. *Letras diferentes, entre filas, indican diferencias significativas segun la
prueba de Tukey-Kramer (P<0.05).
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6.3.4.2. Longitud de hoja.
En relacion con la variable de longitud de hoja se observé un crecimiento

vegetativo a partir del dia 33. En la Figura 53, se muestran los resultados de la prueba
de medias de Tukey de los datos correspondientes a la longitud de hoja obtenido en cada
tratamiento del experimento, con un crecimiento promedio de 3.246 cm para la cepa de
RS-M3-A1-H-ACCH-1, correspondiente al género Alternaria sp. y la cepa N-M1-A3-F-
ACCH-9 de E. italicum con 3.276 cm, mostrando diferencia significativa con respecto al
testigo con una R? de 0.825. La induccién de significativa de T. afroharziarum puede
aumentar longitud de brote y raiz de 8.73 y 11.27 cm, con respecto al crecimiento de A.
alternata en cultivo de tomate (Philip et al., 2024) a diferencia de los aislados del sur de
Chihuahua las variaciones estuvieron por debajo del 37.52 % entre el crecimiento de hoja

de durazno y tomate.

ab a
a ab
I I I I b
Alternaria Alternaria sp. Epicoccum  Epicoccum poae Testigo

alternata italicum
Tratamientos

4
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o ol o al N (6] w ol

Figura 53. Longitud de hoja por género evaluado vs T. asperelloides en condiciones
controladas. *Letras diferentes, entre filas, indican diferencias significativas segun la
prueba de Tukey-Kramer (P<0.05).

6.3.4.3. Altura.
La evaluacion realizada entre los diferentes tratamientos demostroé la eficiencia

de la cepa de T. asperelloides sobre las cepas de los patdégenos confrontados,
pudiéndose demostrar el efecto sobre las dos cepas de Alternaria sp. E. italicum con
excepcion de las cepas SP-M2-A2-F-ACCH-4, de A.alternata y la cepa AA-M4-A1-ACCH-
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6 de E. poae (Figura 54) las cuales mantuvieron una estrecha correlacion de 91.34 y
93.24 cm con respecto al testigo arrojando diferencia significativa de R? de 0.723. Autores
como Ogorek et al. (2020) y Xu et al. (2022) sefialan que cepas de E. nigrum limitan
significativamente el porcentaje de germinacion de semillas de berro y la reduccion de

crecimiento en cultivo de maiz alcanzando el 10% de la pudricién de tallo.
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Alternaria alternata Alternaria sp. Epicoccum italicum Epicoccum poae Testigo
Tratamientos

Figura 54. Altura por género evaluado vs T. asperelloides en condiciones controladas.
*Letras diferentes, entre filas, indican diferencias significativas segun la prueba de Tukey-
Kramer (P<0.05).

6.3.4.4. Severidad.
Las hojas inoculadas con Alternaria desarrollaron lesiones podredumbre extensa

en la superficie aumentando considerablemente después de los 12 dias provocando el
enrollamiento y pustulas de color negro sobre la hoja y pudricién del tallo, en el caso de
Epicoccum se comenz0 a observar manchas foliares leves de color marrén con un halo
amarillo de color naranja y posteriormente se tornaron a café oscuras después de los 15
dias y necrosis sobre el haz de la hoja (Figura 55). Por otro lado, las hojas del testigo se
mantuvieron sin sintomas. La severidad promedio en hojas de durazno inoculadas
artificialmente se describen en el cuadro 19. Los aislados mostraron diferencias
significativas (P 0.05) con respecto al testigo. Epiccocum ha demostrado tener una amplia

gama de hospedantes actuando como fitopatégeno reduciendo su crecimiento foliar de

132



20 a 35% de severidad en lentejas, arroz, frijol, maiz, cereza, cuernecillo, trébol criollo
(Taguan et al., 2021) lo cual coincide con los rangos obtenidos en esta investigacion al
estar dentro de los rangos de severidad de ambas cepas sobre la hoja del duraznero.
Cuadro 19. Porcentaje de severidad en hoja.

Aislado Género Grado de NuUmero de Severidad (%)
escala lesiones

SP-M2-A2-F- Alternaria 3 9 52.25 b

ACCH-4 alternata

RS-M3-Al-H- Alternaria sp. 2 6 26.8 bc

ACCH-1

N-M1-A3-F-ACCH- Epicoccum 1 3 23.3 bc

9 italicum

AA-M4-A1-ACCH- Epicoccum 4 210 81.3a

6 poae

Testigo Test 0 0 Oc

*Letras diferentes, entre filas, indican diferencias significativas segun la prueba de Tukey-
Kramer (P<0,05).

Figura 55. Sintomas por fitopatdbgenos en planta de durazno de un afio de edad a)
Invasion de tallo por A. alternata, b) Lesiones sobre la hoja por A. alternata C) Lesiones
sobre el follaje de E. Poae.
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6.3.4.5. Incidencia.
En cuanto a la incidencia de los fitopatdogenos (4 aislados), éstos presentaron

micelio, lesiones y coloraciones tanto en tallo como en la hoja de la variedad prisco,
desarrollando un 100 % en los bioensayos, por lo que son considerados extremadamente
sensibles para el cultivo del duraznero de la zona sur de Chihuahua. Asi mismo se han
encontrado estudios sobre el efecto de T. asperellum sobre A.tenuisima en plantas de
manzano lo cual no demostré beneficio alguno como antagonista en arboles de la
variedad Granny Smith (Madrid-Molina et al., 2023) coincidiendo con los resultados
obtenidos en esta investigacién al mantener la incidencia total sobre todas las unidades
experimentales evaluadas en plantas de durazno de un afio de edad en el sur de
Chihuahua, a diferencia de los autores Ramirez- Carifio et al. (2020) demostraron el
biocontrol de T. asperelloides contra A. alternata en cultivo de tomate manteniendo la
incidencia de 53.8%.
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6.4. CONCLUSIONES

Las cuatro cepas de los fitopatégenos aisladas de hoja y fruto de plantas de
durazno (Prunus persica) en el sur de Chihuahua, fueron caracterizados morfologica y
molecularmente y se determind que pertenecen a las especies de Alternaria alternata,
Alternaria sp. Epicoccum italicum y Epicoccum poae.

En cuanto al diametro y longitud de hoja se presentdé mayor crecimiento en la cepa
N-M1-A3-F-ACCH-9 de E. italicum y en la cepa de RS-M3-A1-H-ACCH-1 correspondiente
a Alternaria sp. mostrando diferencia significativa respecto al testigo, en cambio en la
altura se destaca que T. asperelloides no promovio el desarrollo de la planta, con respecto
a las cepas SP-M2-A2-F-ACCH-4 de A. alternata, y a la cepa AA-M4-A1-ACCH-6 de E.
Poae, ya que se mostraron crecimiento similar al testigo sin inoculaciéon. Todos los
aislados mostraron incidencia en todas las unidades experimentales evaluadas en
condiciones de invernadero, ademas de presentar de una hasta mas de 10 lesiones
ubicandose en la escala de severidad 1-4, considerando a Epicoccum poae como uno de
los hongos con mayor afectacion al cultivo del duraznero.

De acuerdo a las variables de respuesta evaluadas se considera la cepa 3 de T.
asperelloides presenta un potencial considerable para el control in vivo frente a los

fitopatdgenos foliares en plantas de durazno de un afio de edad.
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CAPITULO 7. CONCLUSIONES GENERALES

Los cuatro aislados de Trichoderma derivados de la parte del suelo (rizosfera) de
las plantas de durazno (Prunus persica) y pino (Pinus arizonica) en el sur de Chihuahua,
fueron caracterizados morfol6gica y molecularmente y se determind que pertenecen a la
especie T. asperelloides, asi como los 10 aislados de hongos fitopatégenos corresponden
a los géneros de Monilinia fruticola, Alternaria alternata, Fusarium sambucinum,
Collectotrichum gloesporoides y Epicoccum italicum y poae.

Todos los aislados mostraron una alta inhibicion del crecimiento micelial contra los
cinco géneros de hongos, considerando a la estirpe 3 (SP-M-M5-R-T) present6 un alto
potencial para el control in vitro frente a los fitopatégenos.

En cuanto a la medicion de variables de respuesta, con respecto al didmetro y
longitud de hoja se presenté mayor crecimiento en la cepa B-F-M1-A2-ACCH-3 de F.
sambucinum, LJ-M2-H-ACCH-7 correspondiente a C. gloesporoides N-M1-A3-F-ACCH-
9 de E. italicum y en la cepa de RS-M3-A1-H-ACCH-1 correspondiente a Alternaria sp.
mostrando diferencia significativa respecto al testigo, en cambio en la altura se destaca
que T. asperelloides no promovié el desarrollo de la planta, con respecto a las cepas B-
F-M1-A3-AACH-5 de F. Sambucinum, SP-M2-A2-F-ACCH-4 de A. alternata y a la cepa
AA-M4-A1-ACCH-6 de E. Poae, ya que se mostré similar o menor crecimiento al testigo
sin inoculacion. Todos los aislados mostraron incidencia en todas las unidades
experimentales evaluadas en condiciones de invernadero, ademas de presentar de una
hasta mas de 10 lesiones ubicandose en la escala de severidad 1-4, considerando a
Epicoccum poae como uno de los hongos con mayor afectacion al cultivo del duraznero.

Con respecto al rango de hospedantes la variedad amarilla del duraznero es
considerada la mas susceptible a todos los aislados patogénicos; asi mismo, Alternaria
spp., Collectotrichum sp. y Monilinia sp. fueron los fitopatbgenos mas agresivos. Todos
los hongos presentaron incidencia en hojas, por lo que se consideran variedades
extremadamente sensibles. El fruto de fresa es el mas susceptible ante los fitopatégenos
foliares del durazno mientras que la manzana mostrO mayor resistencia al presentar

menor porcentaje de severidad.
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De los ocho medios de cultivo probados en cuatro cepas de T. asperelloides
durante ambos bioensayos se destacaron papa dextrosa agar, agar bacteriologico y PDA
con polvo de trigo con el valor mas alto de crecimiento y el medio MacConkey no presento
crecimiento en los tratamientos y se demostrd la cepa 3 con la mas alta produccién
conidial al llenar una caja de 90 mm de los diferentes medios de cultivo en 3 dias de
experimentacion. En todos los sustratos se presentO viabilidad para la reproduccion
conidial del hongo y se demostrd que las semillas de trigo y los granos de arroz son una
fuente ideal para su crecimiento a temperaturas célidas (17.5°C+ 2) y frias (7°C+t 2),

Se recomienda probar los sustratos organicos en cultivos de la region ya sea en
condiciones controladas como en campo abierto, agregandolos de forma soélida sobre el
suelo, de igual manera se recomienda hacer uso del medio papa dextrosa agar para la
reproduccion conidial y asi poder realizar las inoculaciones de forma liquida.

De acuerdo a las variables de respuesta evaluadas se considera la cepa 3 de T.
asperelloides presenta un alto potencial para el control in vivo frente a los fitopatdgenos
foliares en plantas de durazno de un afio de edad, asi como la aplicacion de
microorganismos antagonistas es una alternativa biol6gica para el control de
fitopatdgenos foliares en cultivos de durazno, en condiciones controladas in vitro como in

Vivo.
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CAPITULO 9. ANEXOS

ANEXO 1. Congreso de ciencias agricolas 2021
Evaluacion de patogenicidad de aislados nativos del sur de chihuahua en fruto

del duraznero (Prunnus persica).
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Resumen

Entre las enfermedades que limitan la produccion del duraznero en México se
destacan Pudricion blanca de raices, Marchitez del durazno, Tiro de municion Verrucosis,
Cenicilla, Pudricion café, causando pérdidas mayores a 54.4% en Prunnus persica. El
objetivo de este trabajo fue evaluar la patogenicidad en fruto de durazno variedad amarillo
con patdgenos nativos en el sur de Chihuahua. Se realizé la obtencién de aislados
comprendiendo los municipios productores Guachochi, Morelos, Batopilas y Balleza, del
sur de Chihuahua, durante los muestreos se recolectaron hojas y frutos con sintomas
caracteristicos al material fingico; se aplicé la técnica de desinfeccion con hipoclorito
de sodio (NaClO) al 1% por un minuto, después se colocé en cajas Petri con PDA para
su crecimiento, una vez purificados los patégenos se realiz6 la prueba de patogenicidad
en fruto, mediante la técnica de aspersion , con suspensiones de esporas entre 1x10°
conidios. mL! evaluado a través de escala de severidad mediante 5 grados segln su
posicién y pudricién con 4 dias para su determinacion. Se obtuvieron 139 asilados
identificados con el material fingico, 65 correspondientes a Guachochi, 33 de Balleza, 28
de Morelos y 13 de Batopilas de los cuales 36 fueron patogénicos clasificados de la
siguiente manera: 3 de nivel 1, 2 de nivel 2, 7 de nivel 3y 24 nivel 4, con porcentajes de
severidad entre 60% y 85.7%.

Palabras clave: Patbégeno, durazno, aislado

169


mailto:angel.ceballos.chavez@gmail.com

Abstract

Among the diseases that limit peach production in Mexico are White root rot,
Peach wilt, Ammunition shot, Verrucosis, Ash, Brown rot, causing losses greater than
54.4% in Prunnus persica. The objective of this work was to evaluate the pathogenicity in
yellow variety peach fruit with native pathogens in southern Chihuahua. Isolates were
obtained, comprising the producing municipalities Guachochi, Morelos, Batopilas and
Balleza, in southern Chihuahua. During the samplings, leaves and fruits with symptoms
characteristic of fungal material were collected; The disinfection technique with sodium
hypochlorite (NaClO) at 1% was applied for one minute, then it was placed in Petri dishes
with PDA for its growth, once the pathogens were purified, the pathogenicity test was
carried out on the fruit, using the technique of aspersion, with spore suspensions between
1x106 conidia. mL-1 evaluated through a severity scale by means of 5 degrees according
to its position and rot with 4 days for its determination. 139 isolates identified with the
fungal material were obtained, 65 corresponding to Guachochi, 33 from Balleza, 28 from
Morelos and 13 from Batopilas of which 36 were pathogenic to the yellow variety fruit
classified as follows: 3 level 1, 2 level 2, 7 level 3 and 24 level 4, with severity percentages
between 60% and 85.7%.
Keywords: Pathogen, peach, isolated.

Introduccion

El durazno (Prunus persica) a nivel mundial ocupa el segundo lugar entre los
cultivos de frutales con hueso, después de la nectarina, y el lugar 12 de frutales. Los
principales paises productores son: China, Italia, Espafia y México (FAOSTAT, 2021) por
su produccion se encuentra lugar niumero seis siendo Chihuahua el principal productor
con 34,194.00 t seguido de Michoacan con 27921.89t (SIAP, 2021), sin embargo, se ve
afectado por patogenos como Coryneum beijerinckii, Taphrina deformas, Sphaeroteca
pannosa, Monilinia fruticola, Tranzschelia discolor, Collectotrichum, entre otros, dafiando
mas del del 54.4% de la produccién nacional (SIAP, 2021). El objetivo de este trabajo fue
evaluar la patogenicidad en fruto de durazno variedad amarillo, con patégenos nativos en

el sur de Chihuahua.
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Materiales y métodos

El area de estudio comprendi6 la zona productora de durazno del sur del estado
de Chihuahua. Para determinar el muestreo se uso la técnica propuesta por Bastida et
al., (2019), se realizaron cortes vegetativos de 2 a 4 mm?a partir del borde de las lesiones;
se sumergieron en hipoclorito de sodio (NaClO) 1% por 1 minuto. El material vegetal se
colocd en cajas Petri con PDA y se incubo a 25°C £ 1 en condiciones de oscuridad por
72 horas con discos miceliales de 12 mm de diametro.

Para la prueba de patogenicidad se hicieron inoculaciones en fruto, con
suspensiones de esporas entre 1x10° conidios. mL1, con 5 mL mediante aspersion. Se
mantuvieron en camara humeda a temperatura ambiente, haciendo observaciones
diarias después de la inoculacion, se realizaron 36 tratamientos, de los patégenos y un
control en un disefilo completamente al azar con cinco repeticiones por tratamiento (Ko,
2007). Para llevar a cabo el analisis de varianza (ANOVA) se utilizé una prueba
paramétrica de acuerdo con el disefio experimental utilizando el método de comparacion
de medias de Tukey, (P < 0.05), empleando para ello el paquete estadistico Statistical
Analysis System (SAS) v.9.4.

El control consistié en una camara humeda con frutos a la cual solo se le agrego
agua destilada esterilizada evaluandose el dafio mediante la escala de severidad 0= sin
pudricion, 1=0% al 25% de la superficie, 2=25% al 50% de la superficie con podredumbre
,3=50% al 75% de putrefaccion y 4=275% con putrefaccion (Shiyuan et al., 2019).

Resultados y discusion

Se obtuvieron 36 aislados los cuales fueron patogénicos al fruto clasificados de
la siguiente manera: 3 de nivel 1, 2 de nivel 2, 7 de nivel 3 y 24 nivel 4, con porcentajes
de severidad entre 60% y 85.7%, coincidiendo con los resultados obtenidos por Shiyuan
et al., 2019 en aislados de Molinilia fruticula en fruto de durazno en Shangai, China.

Conclusiones

De los municipios muestreados, todos mostraron presencia de aislados

patogénicos en diferentes niveles de severidad.
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persical) en el sur de Chihuahua.

Ceballos Chavez Angel Rosario L, Lépez Valenzuela Blanca Elviral’, Lizarraga Sanchez

Glenda Judith? Leyva Madrigal Karla Yeriana?, Romero Félix Celia Selene!, Hernandez
Payan Alexandro® y Lujan Holguin Ramiro3

Universidad Autonoma de Sinaloa, Facultad de Agricultura del Valle del Fuerte. Av.
Japaraqui y Calle 16 S/N, CP 81110, Juan José Rios, Sinaloa

Méxicolangel.ceballos.chavez@agmail.com blancalopezvzla@favf.mx*

Universidad Autonoma de Occidente-UR Los Mochis. Blvd. Macario Gaxiola y carretera
Internacional, México 15, CP 81216, Los Mochis, Sinaloa, México.?
Universidad Tecnologica de la Tarahumara. Carr. Guachochi-Yoquivo, km. 1.5,
Turuseachi, CP. 33180, Guachohi, Chihuahua, México?®.
Resumen

Entre los hongos de mayor importancia que afectan la produccién del duraznero
en México se destacan Taphrina deformans, Fusarium sp. Botrytis cinerea, Monilinia
fructicola, Alternaria sp. causando pérdidas mayores a 42.70%. El objetivo de este trabajo
fue determinar el nivel de antagonismo de cepas de Trichoderma spp. contra agentes
causales de enfermedades foliares mediante confrontacion in vitro. Se realizé la
obtencion de aislados comprendidos en el sur de Chihuahua, recolectando frutos con
sintomas caracteristicos al material fangico; se aplicé la técnica de desinfeccion con
hipoclorito de sodio (NaCIlO) al 1% por un minuto, después se coloco en cajas Petri con
PDA para su crecimiento, una vez purificados los fitopatégenos se realiz6 la confrontacion
in vitro, de Trichoderma spp. vs Collectotrichum sp, Fusarium sp. Epicoccum sp, Monilinia
sp, Alternaria sp., evaluando la capacidad antagonica a través de escala de interaccion
antagonista-patdgeno con cinco grados (Bell et al., 1982), midiendo nivel de colonizacién,
a los cuatro, seis, siete y nueve dias para su determinacion. Se obtuvieron 35 asilados
identificados con el material fiungico, 12 correspondientes a Guachochi, 8 a Balleza, 12 a
Morelos y 3 a Batopilas. Los resultados fueron sometidos a un analisis de varianza no
paramétrica utilizando la prueba de Aligned Rank Transformation (ANOVA) obteniendo

porcentajes de inhibicion entre 57.5% y 85.7%. Resultando microorganismos colonizados
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por cuatro cepas de Trichoderma spp. Se sugiere realizar evaluaciones de biocontrol a
nivel invernadero y a campo abierto.
Palabras clave: Trichoderma sp, antagonismo, agente causal de enfermedades.
Abstract

Among the most important fungi that affect peach production in Mexico are
Taphrina deformans, Fusarium sp. Botrytis cinerea, Monilinia fructicola, Alternaria sp.
causing losses greater than 42.70%. The objective of this work was to determine the level
of antagonism of strains of Trichoderma spp. against causal agents of foliar diseases
through in vitro confrontation. Isolates from the south of Chihuahua were obtained,
collecting fruits with symptoms characteristic of fungal material; the disinfection technique
was applied with sodium hypochlorite (NaCIO) at 1% for one minute, then it was placed
in Petri dishes with PDA for its growth, once the phytopathogens had been purified, the in
vitro confrontation of Trichoderma spp. vs. Collectotrichum sp., Fusarium sp. Epicoccum
sp, Monilinia sp, Alternaria sp., evaluating the antagonistic capacity through the
antagonist-pathogen interaction scale with five degrees (Bell et al., 1982), measuring
colonization level, at four, six, seven and nine days for its determination. 35 isolates
identified with the fungal material were obtained, 12 corresponding to Guachochi, 8 to
Balleza, 12 to Morelos and 3 to Batopilas. The results were subjected to a non-parametric
analysis of variance using the Aligned Rank Transformation (ANOVA) test, obtaining
inhibition percentages between 57.5% and 85.7%. Resulting microorganisms colonized
by four strains of Trichoderma spp. It is suggested to carry out biocontrol evaluations at
greenhouse and open field levels.
Keywords: Trichoderma sp, antagonism, causal agent of diseases.
Introduccion

El durazno es el tercer cultivo arbéreo mundial econdmicamente importante (Obi
et al., 2018), las causas de pérdidas de frutos en Prunus persica L. previo como posterior
a la cosecha son generalmente de orden fisioldgico y/o patogénico. En México se han
presentado pérdidas con mas de un 42.70% (SIAP, 2022), atribuido a las infecciones
fungicas mas comunes y destructivas, causadas por hongos (Zapata et al., 2017; Obi et
al., 2018).
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En los dltimos 10 afos, ha aumentado gradualmente la resistencia hongos
foliares fitopatdgenos en el cultivo (Udayanga et al., 2020) y ha resultado en una pérdida
de produccion total del 30 al 50% de la industria del durazno en China (Yang et al., 2022).

El nacimiento del control biolégico poscosecha inicio cuando Pusey y Wilson
(1984) inocularon melocotones con Bacillus subtilis para el control de la pudricion parda
causada por Monilinia fructicola durante la poscosecha (Zapata et al., 2017), otro de los
microorganismos ha sido Trichoderma utilizado en el control biolégico debido a su
plasticidad ecoldgica, facil produccion a gran escala y eficiencia contra muchos
patdogenos de plantas (Cai y Druzhinina, 2021). El objetivo del presente trabajo fue
determinar a nivel in vitro la capacidad antagonica de cepas de Trichoderma spp. contra
agentes causales de enfermedades foliares del duraznero mediante la técnica de
confrontacién dual.

Materiales y métodos

Obtenciéon de aislados: El area de estudio comprendié la zona productora de

durazno del sur del estado de Chihuahua de los municipios de Morelos, Balleza, Batopilas
y Guachochi. Se seleccionaron plantas de durazno de diferentes variedades (Amarillo,
criollo, prisco y blanco) al azar, con un total de 35 puntos de muestreo.

Aislamiento: Se realizaron cortes vegetativos de 2 a 4 mm? a partir del borde de
las lesiones; se sumergieron en hipoclorito de sodio (NaCIlO) 1% por 1 minuto. El material
vegetal se coloco en cajas Petri con PDA y se incubo a 25°C + 1 en condiciones de
oscuridad por 72 horas con discos miceliales de 12 mm de diametro Bastida et al., (2019).

Identificacion morfolégica de fitopatégenos vy Trichoderma spp: Las

caracteristicas macro y microscopicas a considerar fueron textura de la colonia, presencia
de micelio, anillos concéntricos, conidios, meso conidios tincién de la colonia al reverso,
forma y tamafio de conidios y fialides (este ultimo en el caso de Trichoderma spp.)

Confrontacién in vitro: La técnica de cultivos duales se empleé para determinar

la actividad antagdnica de los diferentes aislamientos de Trichoderma sobre Fusarum sp.,
Alternaria sp., Epicoccum sp., Monilinia sp. y Colectotrichum sp. (Andrade et al., 2019).
En placas Petri con medio de cultivo PDA, con ayuda de un sacabocado se tomaron
discos de 10 mm de diametro con micelio del antagonista-patdégeno y se colocaron en los

extremos de la placa Petri a 6.0 cm de separacion uno de otro, para evaluar, se midi6 el
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crecimiento de cada organismo durante cuatro, seis, siete y nueve dias. Los datos
obtenidos se transformaron en una escala de capacidad antagonica (Bell et al., 1982) la
cual consta de cinco clases: en la uno, el antagonista ocupa completamente la superficie
del medio de cultivo cubriendo totalmente al patdgeno; en la dos, el antagonista llega a
sobrepasar las dos terceras partes de la superficie del medio de cultivo; en la tres, el
antagonista y el patdgeno colonizan cada uno aproximadamente la mitad de la superficie
del medio y ninguno parece dominar al otro; en la cuatro, el patbgeno sobrepasa al
crecimiento del antagonista colonizando tres cuartas partes de la caja Petri y en la clase
cinco, el agente fitopatdgeno llega a cubrir totalmente el plato Petri (Lopez et al., 2015).

Tasa de crecimiento micelial: En la determinacion de la tasa de crecimiento de

micelio en antagonistas y patdgenos, crecidos en PDA, se realizaron mediciones cada 12
horas (Andrade et al., 2019).

Analisis estadistico: Los datos del PICR, expresados en porcentaje, se realizaron

mediante la prueba de Aligned Rank Transformation ANOVA. Los datos obtenidos para
cada uno de los ensayos se sometieron a un analisis de varianza y una prueba de
comparacion de medias Tukey (p< 0.05). Dichos datos se analizaron con el paquete
estadistico R version 2021

Resultados y discusion

Se obtuvieron 35 aislados los cuales fueron fitopatégenos, correspondientes a
los municipios de Guachochi (12), Balleza (8), Morelos (12) y Batopilas (3) con
condiciones climatologicas que oscilan entre -10 y 48 'C correspondientes a los géneros
de fitopatdgenos foliares de Collectotrichum sp., Fusarium sp., Epicoccum sp., Monilinia
sp. y Alternaria sp.

De acuerdo a Yang et al., (2022), las estructuras de resistencia demuestran gran
parte de presencia de los fitopatdégenos en el sur de chihuahua.

Los aislados con mayor crecimiento corresponden al fitopatogeno Epiccocum sp,
las cuales se desarrollaron en la misma cantidad de tiempo, cubriendo completamente la
superficie de la caja.

Todas las cepas aisladas mostraron las clases 1y 2 de antagonismo contra los
patdgenos de acuerdo a la escala de capacidad antagénica propuesta por Bell et al.,

(1982), y al analisis estadistico se observo diferencia significativa en cada uno de los
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tratamientos (figura 1), las cepas de ambos bioensayos in vitro presentaron menor
crecimiento en los aislados de la cepa uno con respecto al testigo, cabe mencionar que

los cinco hongos fitopatdgenos presentaron alto porcentaje de inhibicion 57.5% y 85.7%.

z
T8

Tratamientos

H ¢ H4 8 H6 ¢ Hs @ Hio

Figura 1. Porcentaje de inhibicion de Trichoderma sp.
contra patégenos de Epiccocum sp., Fusarium sp.,
Colectotrichum sp., y Monilinia sp.

Figura 1. Morfologia tipica de fitopatégenos de esporas de
Epiccocum sp (A)., mesoconidios de Fusarium sp (B).,
micelio y conidios de Colectotrichum sp (C)., y esporas de
Monilinia sp (D).

Conclusiones
De los municipios muestreados, se identificd la presencia de fitopatdgenos en
condiciones de competencia por espacio y nutrientes en evaluacion in vitro. Las pruebas
con microorganismos antagonistas- fitopatdbgenos, han demostrado la existencia de
alternativas bioldgicas para el control de fitopatdgenos foliares en el duraznero, por lo que
se sugiere realizar evaluaciones de biocontrol en invernadero y a campo abierto.
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Entre los hongos de mayor importancia que afectan la produccion del
duraznero en México se destacan Taphring deformans, Fusarium sp.
Borrytis cinerea, Monilinia fructicola, Alternaria sp. causando pérdidas
mayores a 42.70 %. El objetivo de este wabajo fue determinar el nivel
de antagonismo de cepas de Trichoderma spp. contra agentes causales
de enfermedades foliares mediante confrontacion in viro. Se realizo la
obtencidn de aislados comprendidos en el sur de Chihuahua, recolec-
tando frutos con sintomas caracteristicos al material fingico; se aplica
la técnica de desinfeccidgn con hipoclorito de sodio (NaCIO) al 1 % par
un minuto, después secolocd en cajas Petricon PDA para su crecimien-
to, una vez purificados los fitopatdgenos se realizd la confrontacion in
vitro, de Thichoderma spp. vs Collectorrichum sp, Fusarium sp. Epi-
coccum sp, Monilinig sp, Alternaria sp., evaluando la capacidad anta-
gonica a través de escala de interaccion antagonista-patdgeno con cinco
grados (Bell et al., 1982), midiendo nivel de colonizacion, a los cuatro,
seis, siete v nueve dias para su determinacion. Se obtuvieron 35 asila-
dos identificados con el material fingico, 12 correspondientes a Gua-
chochi, ocho a Balleza, 12 a Morelos v res a Batopilas. Los resultados
fueron sometidos a un andlisis de varianza no paraméirica utilizando la
prueba de Aligned Rank Transformation (ANOVA) obteniendo porcen-
tajes de inhibicion entre 57.5 % y 85.7 %. Resultando microoiganismos
colonizados por cuatro cepas de Trichoderma spp. Se sugiere realizar
evalnaciones de bipcontrol a nivel invernadero y a campo abierto.

Introduccion

Eldurazno es el tercer cultivo arbéreo mundial econdmicamente impor-
tante (Obi et al., 2018), las cansas de pérdidas de frutos en Prunus per-
sica L. previo como posterior a la cosecha son generalmente de orden
fisinlogico y/o patogénico. En México se han presentado pérdidas con
mas de un 42.70 % (SIAP. 2022). awibuido a las infecciones fineicas
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ANEXO 3. Congreso SUMUCAAB 2022
Evaluacion de patogenicidad de aislados nativos del sur de Chihuahua en hoja

del duraznero (Prunnus persica L).
Angel Rosario Ceballos-Chavez !, Blanca Elvira Lopez-Valenzuela ¥, Glenda Judith
Lizarraga-Sanchez 2 Karla Yeriana Leyva-Madrigal 2, Fernando Albero Valenzuela-
Escobozal, Carlos Arturo Rodriguez-Alarcén* y Leidy Erisleida Chavez-Garcia®
RESUMEN

Entre las enfermedades que limitan la produccion del duraznero en México se
destacan Pudricion blanca de raices, Marchitez del durazno, Tiro de municion Verrucosis,
Cenicilla, Pudricién café, causando pérdidas mayores a 42.70 % en Prunnus persica. El
objetivo de este trabajo fue evaluar la patogenicidad en hoja de durazno de las variedades
amarillo, blanco y prisco con fitopatdgenos nativos en el sur de Chihuahua. Se realizé la
obtencion de aislados comprendiendo los municipios productores Guachochi, Morelos,
Batopilas y Balleza, del sur de Chihuahua, durante los muestreos se recolectaron hojas
y frutos con sintomas caracteristicos al material fungico; se aplicé la técnica de
desinfeccién con hipoclorito de sodio (NaClO) al 1% por un minuto, después se coloco
en cajas Petri con PDA para su crecimiento, una vez purificados los patdégenos se realizé
la prueba de patogenicidad en hoja, mediante la técnica de aspersion , con suspensiones
de esporas entre 1x108 conidios. mL! evaluado a través de escala de severidad mediante
4 grados segun la insidencia y severidad en la parte aerea con siete dias para su
determinacién. Para llevar a cabo el analisis de varianza (ANOVA) se utilizé una prueba
paramétrica de acuerdo con el disefio experimental utilizando el método de comparacion
de medias de Tukey, (P < 0.05), empleando para ello el paquete estadistico Statistical
Analysis System (SAS) v.9. 4. Se realizaron 36 aislamientos de hongos con diferentes
caracteristicas macroscopicas y microscopicas, se lograron identificar cinco aislados, los
cuales fueron nombrados segun las siglas de la coleccion de cultivos: Colletotrichum sp.
LJ-M2-H, Alternaria sp. RS-M3-Al, Fusarium sp. BF-M1-A3, Epicoccum sp. SP-M2-A2, y
Monilinia sp. Y-M1-F, clasificadose en el nivel de escala 2 para la variedad prisco y 3 para
la variedad amarillo y blanco en los diferentes patogenos, con porcentajes de severidad
gue ocilan entre 45% a 100%.

Palabras clave: fitopatdgeno, durazno, aislado, hoja.
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ABSTRACT

Among the diseases that limit peach production in Mexico, white root rot, peach
wilt, shot verrucosis, powdery mildew, and brown rot stand out, causing losses greater
than 42.70% in Prunnus persica. The objective of this work was to evaluate the
pathogenicity in peach leaves of the yellow, white and prisco varieties with native
phytopathogens in southern Chihuahua. Isolates were obtained from the producing
municipalities of Guachochi, Morelos, Batopilas and Balleza, in southern Chihuahua.
During the sampling, leaves and fruits with symptoms characteristic of fungal material
were collected; the disinfection technique was applied with sodium hypochlorite (NaCIlO)
at 1% for one minute, then it was placed in Petri dishes with PDA for its growth, once the
pathogens had been purified, the pathogenicity test was performed on the leaf, using the
technique of spray, with spore suspensions between 1x106 conidia. mL-1 evaluated
through a severity scale through 4 degrees according to incidence and severity in the
aerial part with seven days for its determination. To carry out the analysis of variance
(ANOVA), a parametric test was used according to the experimental design using Tukey's
method of comparison of means, (P < 0.05), using the Statistical Analysis System (SAS)
statistical package. v.9. 4. 36 isolates of fungi with different macroscopic and microscopic
characteristics were made, five isolates were identified, which were named according to
the initials of the culture collection: Colletotrichum sp. LJ-M2-H, Alternaria sp. RS-M3-A1,
Fusarium sp. BF-M1-A3, Epicoccum sp. SP-M2-A2, and Monilinia sp. Y-M1-F, classified
at scale level 2 for the prisco variety and 3 for the yellow and white variety in the different
pathogens, with severity percentages ranging from 45% to 100%.

Keywords: Phytopathogen, peach, isolated, leaf.
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ANEXO 4. Congreso de control biolégico 2022
Actividad in vitro de cepas de Trichoderma spp. para el control biolégico de

fitopatdgenos foliares.
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Resumen

En la actualidad el cuidado del medio ambiente es primordial, por lo que se
disponen escasos fungicidas biolégicos autorizados para su control, repercutiendo en una
eficacia erratica. El objetivo de este trabajo fue determinar la efectividad in vitro de control
biolégico de cepas de Trichoderma spp. contra fitopatdégenos foliares en el cultivo de
durazno (Prunus persica L). La evaluacion de antagonismo se realizé mediante la técnica
de confrontacion por cultivos duales, de Trichoderma spp. vs Collectotrichum sp.,
Fusarium sp. Epicoccum sp., Monilinia sp.; y Alternaria sp., evaluando la capacidad
antagonica a través de escala de interaccion antagonista-patégeno con cinco grados (Bell
et al., 1982), midiendo nivel de colonizacion, a los cuatro, seis, siete y nueve dias para
su determinacion sometiéndolo a un analisis de varianza no paramétrica utilizando la
prueba de Aligned Rank Transformation (ANOVA) de los cuales se obtuvo la cepa con
mayor grado de antagonismo. Con base a que la cepa 3 de Trichoderma spp. ejerce un
control efectivo en el crecimiento de los patdogenos a nivel in vitro en un 57.5% a 85.7%,
respecto al control 100%, se sugiere realizar evaluaciones de biocontrol a nivel
invernadero y a campo abierto.
Palabras clave: Trichoderma, antagonismo, enfermedades de plantas, microorganismos

benéficos, nativas.

185


mailto:angel.ceballos.chavez@gmail.com
mailto:blancalopezvzla@favf.mx*

Introduccion

En los dltimos 10 afios, ha aumentado gradualmente la resistencia a
fitopatégenos foliares en el duraznero (Udayanga et al., 2020) y ha resultado en una
pérdida de la produccion total del 30 al 50% de la industria del durazno (Prunus persica
L) en China (Yang et al., 2022).

Varios factores afectan el crecimiento y el rendimiento de los cultivos agricolas;
siendo uno de ellos el uso excesivo de agroquimicos, malas practicas agricolas y el mal
manejo de los microorganismos (Imran et al., 2020).

La aplicaciéon de agentes de control biolégico ha sido una alternativa a los
fungicidas sintéticos (Moraes et al., 2019) por lo que Trichoderma es uno de los
microorganismos que ha sido utilizado en el control microbiano debido a su plasticidad
ecoldgica, facil produccion a gran escala y eficiencia contra muchos patégenos de plantas
(Cai y Druzhinina, 2021).

México es uno de los principales exportadores de durazno a nivel mundial y una
de las limitantes para el desarrollo 6ptimo de este cultivo son las enfermedades fungosas.
En Chihuahua, son escasos los estudios realizados con respecto a la patogenicidad de
enfermedades fungicas; los cuales dan origen a sintomas severos desde plantulas hasta
su vida de anaquel, estos agentes pueden afectar a las plantas en diferentes etapas
fenoldgicas y disminuir su vida util. Debido a lo anterior, es necesario probar la actividad
antagonica in vitro de hongos benéficos como Trichoderma spp, contra los fitopatdégenos
favoreciendo con esta practica la implementacion de nuevas alternativas sustentables
gue contribuyan a la sanidad del cultivo y al medio ambiente.

El objetivo del presente trabajo fue determinar la efectividad in vitro de control
biolégico de cepas de Trichoderma spp contra fitopatdgenos foliares en el cultivo de
durazno.

Existen al menos dos géneros de patégenos presentes en el cultivo de durazno
en el sur de Chihuahua, que muestren susceptibilidad a hongos antagdénicos como
Trichoderma spp.

Estos resultados cientificos proveeran informacion a los productores que les
permitira tomar decisiones adecuadas y proporcionara alternativas sustentables para

lograr un mayor rendimiento, mejorando la inocuidad del cultivo de durazno y reducir la
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contaminacion por agroquimicos del ambiente, favoreciendo el uso de Trichoderma spp.
como estrategia de control biolégico.
Materiales y métodos

Aislamiento de fitopatdgenos: Se realizaron cortes vegetativos de 2 a 4 mm?a

partir del borde de las lesiones; se sumergieron en hipoclorito de sodio (NaClO) al 1%
por 1 minuto. El material vegetal se coloco en cajas Petri con PDA y se incubo a 25°C +
1 en condiciones de oscuridad por 72 horas con discos miceliales de 12 mm de diametro
(Bastida et al., 2019).

Aislamiento de antagonistas: El area de estudio comprendio la zona productora

de durazno del sur del estado de Chihuahua. Se seleccionaron al azar plantas de tres
especies vegetales: durazno (Prunnus persica L.) variedad amarilla y blanco, pino
silvestre (Pinnus sylvestris) y Madrofio (Arbutus unedo), con un total de 10 puntos de
muestreo, de todas las especies vegetales, se tomaron pequefios cortes de raiz,
utilizadas como material de origen para el aislamiento de hongos del género Trichoderma
spp., las muestras se tomaron a 15 cm de distancia respecto a la base del tallo de la
planta y a 10 cm de profundidad (L6épez et al., 2015).

Confrontacién in vitro: La técnica de cultivos duales se empleé para determinar

la actividad antagonica de los diferentes aislamientos de Trichoderma sobre Fusarium
sp., Alternaria sp., Epicoccum sp., Monilinia sp. y Colectotrichum sp. (Andrade et al.,
2019). En cajas Petri con medio de cultivo PDA, con ayuda de un sacabocado se tomaron
discos de 10 mm de diametro con micelio del antagonista-patdégeno y se colocaron en los
extremos de la caja Petri a 6.0 cm de separacion uno de otro, para evaluar, se midio el
crecimiento de cada organismo durante cuatro, seis, siete y nueve dias. Los datos
obtenidos se transformaron en una escala de capacidad antagénica (Bell et al., 1982) la
cual consta de cinco clases: en la uno, el antagonista ocupa completamente la superficie
del medio de cultivo cubriendo totalmente al patégeno; en la dos, el antagonista llega a
sobrepasar las dos terceras partes de la superficie del medio de cultivo; en la tres, el
antagonista y el patdogeno colonizan cada uno aproximadamente la mitad de la superficie
del medio y ninguno parece dominar al otro; en la cuatro, el patbgeno sobrepasa al
crecimiento del antagonista colonizando tres cuartas partes de la caja Petri y en la clase

cinco, el agente fitopatdgeno llega a cubrir totalmente la caja Petri (Bell et al., 1982).
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Produccion masiva de Trichoderma spp. se usaron formulaciones de arroz +

CaCOs, como medio de propagacion, a una temperatura de 5°C y 27°C. Para ello se
vertidé el arroz en agua comun durante 24 h, después se lavo profundamente hasta
eliminar el almidén; se agreg6 500 g de arroz se resguardo en bolsas de polietileno y se
esterilizaron a 121°C por 60 min; por dltimo, se inocularon 15 mL de solucion con
Trichoderma mediante orificios con el uso de una aguja hipodérmica. Se mezclo

diariamente Trichoderma spp. (Gato, 2010).

Andlisis estadistico: Los datos del porcentaje de inhibicion el crecimiento radial

(PICR), se procesaron mediante la prueba de Aligned Rank Transformation ANOVA. Los
datos obtenidos para cada uno de los ensayos se sometieron a un analisis de varianza y
una prueba de comparacién de medias Tukey (p< 0.05). Dichos datos se analizaron con

el paquete estadistico R version 2021.

Resultados

Se obtuvieron 10 aislados de los géneros de fitopatégenos foliares:
Collectotrichum sp. (1 aislado), Fusarium sp. (2 aislados), Epicoccum sp. (4 aislados),
Monilinia sp. (1 aislado). y Alternaria sp. (2 aislados).

Los aislados con mayor crecimiento corresponden al fitopatdbgeno Epiccocum sp,
las cuales se desarrollaron en la misma cantidad de tiempo, cubriendo completamente la
superficie de la caja Petri.

Todas las cepas de Trichoderma spp. aisladas mostraron las clases 1 y 2 de
antagonismo contra los patégenos de acuerdo a la escala de capacidad antagonica
propuesta por Bell et al., (1982), y en el analisis estadistico se observo diferencia
significativa en cada uno de los tratamientos (figura 1), las cepas de ambos bioensayos
in vitro presentaron menor crecimiento en los aislados de la cepa 1 con respecto al
testigo, cabe mencionar que Trichoderma spp. contra los cinco hongos fitopatdogenos
presentaron alto porcentaje de inhibicion 57.5% a 85.7%.

Discusién

Los aislamientos de Trichoderma spp., mostraron un crecimiento mas rapido que

los patdgenos, este comportamiento es promisorio en el control de patdgenos foliares

coincidiendo con los resultados obtenidos por Ferreira et al., (2021) y Asis et al., (2021),
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ademas permitié este ensayo considerarlo para las pruebas de PICR y dar ventaja de
tres dias a cada uno de los patdgenos. Coincidiendo con las metodologias aplicadas por
Savin et al., (2021) quienes comprobaron la efectividad de T. koningii comparada con T.
album, T. harzianum, T. hamatum y T. virens en el control de Fusarium oxysporum
obteniendo resultados ubicados en el grado 1 y 2 de la escala de Bell et al., (1982)

ubicando los resultados entre un 77.5 a 90% de inhibicion.
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Figura 1. Porcentaje de inhibicion de Trichoderma spp. contra los patégenos: Epiccocum
sp., Fusarium sp., Colectotrichum sp., Alternaria sp. y Monilinia sp.
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Resumen
En México se siembran mas de 33,121.21 hectareas de durazno (Prunus persica

L); es un cultivo altamente redituable y representa una actividad economica de
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importancia nacional. Actualmente, enfrenta graves problemas fitosanitarios por la
presencia de enfermedades, que limitan su produccion causando pérdidas mayores a un
54.4%, para su minimizacion se han desarrollado alternativas del control biolégico de
fitopatdgenos como mejor opcion amigable con el ambiente. El objetivo de este estudio
fue determinar el nivel antagonico de cepas nativas de Trichoderma spp. contra agentes
causales foliares mediante cultivos duales. Se seleccionaron plantas de tres especies de
vegetales: durazno (Prunnus persica L.) variedad amarilla y blanco, pino silvestre (Pinnus
sylvestris) y Madrofio (Arbutus unedo) al azar, todos presentes en la regién sur del estado
de Chihuahua, con un total de 10 puntos de muestreo. Se evaluaron cuatro aislamientos
contra 10 fitopatdgenos, sometiéndolos a un andlisis de varianza no paramétrica
utilizando la prueba de Aligned Rank Transformation (ANOVA). Los cuatro hongos
antagonistas presentaron alto porcentaje de inhibicién, la cepa uno mostr6 el 77.25% y
cepa ocho 78.80%, cepa tres 85.20% y cepa cinco 83.55%. Resultando microorganismos
antagonicos eficientes contra los fitopatdbgenos. Se sugiere realizar evaluaciones de
biocontrol en invernadero y a campo abierto.

Palabras clave: Patégeno, antagonista, durazno.
Abstract
In Mexico, more than 33,121.21 hectares of peach (Prunus persica L) are

planted; it is a highly profitable crop and represents an economic activity of national
importance. Currently, it faces serious phytosanitary problems due to the presence of
diseases, which limit its production causing losses greater than 54.4%, for its minimization
alternatives of biological control of phytopathogens have been developed as the best
environmentally friendly option. The objective of this study was to determine the
antagonistic level of native strains of Trichoderma spp. against foliar causal agents
through dual cultures. Plants of three vegetable species were selected: peach (Prunnus
persica L.) yellow and white variety, Scots pine (Pinnus sylvestris) and Madrofio (Arbutus
unedo) at random, all present in the southern region of the state of Chihuahua, with a total
of 10 sampling points. Four isolates against 10 phytopathogens were evaluated,
subjecting them to a non-parametric analysis of variance using the Aligned Rank
Transformation (ANOVA) test. The four antagonistic fungi presented a high percentage of
inhibition, the strain one showed 77.25% and strain eight 78.80%, strain three 85.20%

and strain five 83.55%. Resulting efficient antagonistic microorganisms against
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phytopathogens. It is suggested to carry out biocontrol evaluations in the greenhouse and
in the open field.

Keywords: Pathogen, antagonist, peach.
1. Introduccion

El durazno (Prunus persica) a nivel mundial ocupa el segundo lugar entre los
cultivos de frutales con hueso, después de la nectarina, y el lugar 12 de frutales
(FAOSTAT, 2021) no obstante; las enfermedades de las plantas presentan pérdidas
significativas con mas de un 54.4% de rendimiento en los cultivos, lo que lleva a serios
problemas econdémicos y sociales (SIAP, 2021); los hongos que causan enfermedades
foliares se encuentran con frecuencia en la naturaleza y son bioldgica y ecolégicamente
destructivos (Udayanga et al., 2020); en los Ultimos afios, el interés en el control biol6gico
de patdgenos de plantas ha aumentado de manera considerable, debido a la necesidad
de introducir alternativas mas respetuosas con el medio ambiente ante el uso masivo de
plaguicidas quimicos (Fira et al., 2018) como control de patdégenos en vegetales (Mazrou
et al., 2020), Trichoderma ha sido ampliamente utilizado en el control biolégico debido a
su plasticidad ecoldgica, facil producciébn a gran escala y eficiencia contra muchos
patdgenos de plantas (Cai y Druzhinina, 2021; Inglis, et al., 2020). El objetivo del presente
trabajo determinar el nivel antagonico de cepas nativas de Trichoderma spp. contra
agentes causales foliares mediante cultivos duales.

2. Desarrollo
2.1 Marco tedrico
Los patdgenos de las plantas, como virus, bacterias, hongos y nematodos,

infectan los cultivos en el campo o en el almacenamiento posterior a la cosecha,
causando importantes pérdidas de produccion de productos basicos agricolas y
presentando un riesgo para los alimentos producidos anualmente en el mundo (Savary
et al., 2019). El control biolégico y el uso de organismos vivos (antagonistas) para reducir
los patdégenos actividad, es un enfoque prometedor en la gestibn de la planta
enfermedades, comparado con los pesticidas quimicos, el biocontrol no genera
resistencia en patégenos, no contamina el medio ambiente, previene la proliferacion de

plagas, es compatible con la produccion ecoldgica y cumple los requisitos de los
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mercados rentables con respecto al maximo limites de residuos quimicos en frutas y
verduras (Ferreira et al.,2021).

Clasificacion taxonémica de Trichoderma spp.

Las especies del género Trichoderma son los antagonistas mas utilizados para
el control de enfermedades de plantas producidos por hongos debido a su inocuidad, a
su facilidad para ser aisladas y cultivadas, asi como a su crecimiento rapido en un gran

namero de sustratos (Santana y Castellanos, 2018).

Actualmente seguin Argumedo et al. (2009) la clasificacion taxonémica del
género Trichoderma representan un grupo de hongos filamentosos los cuales pertenecen

a.

Reino: Mycetae (fungi)
Division: Eumycota
Clase: Ascomycetes
Orden: Hypocreales
Familia: Hypocraceae
Género: Trichoderma
Mecanismos de accion de Trichoderma spp.

En la accion biocontroladora de Trichoderma se han descrito diferentes
mecanismos de accion que regulan el desarrollo de los hongos fitopatégenos, entre
éstos, los principales son la competencia por espacio y nutrientes, el micoparasitismo y
la antibiosis por medio de enzimas o la produccion de metabolitos secundarios, e
induccion de los sistemas de defensa en la planta (Guigbn-Guerrero, 2010). Los
anteriores tienen una accion directa frente al hongo fitopatégeno, estos mecanismos se
ven favorecidos por la habilidad de los aislamientos de Trichoderma para colonizar la
rizosfera de las plantas (Harman, 2006; Gajera et al., 2012) y la produccién de
compuestos inhibidores, ademas se conoce que Trichoderma presenta otros

mecanismos, cuya accion biorreguladora es de forma indirecta, entre estos se pueden

mencionar los que elicitan o inducen mecanismos de defensa fisiologicos y bioquimicos
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como es la activacion en la planta de compuestos relacionados con la resistencia
(induccidn de resistencia), con la detoxificacion de toxinas excretadas por patdgenos y la
desactivacion de enzimas (Infante et al., 2009; Nakkeeran et al., 2018; Burhanah et al.,
2019).

Ciclo de vida de Trichoderma spp.
Trichoderma es un hongo aerobico, con capacidad para resistir un amplio intervalo

de temperaturas con crecimiento desde 4°C hasta 41°C dependiendo la especie, su
mayor colonizacién es de 20-30°C, por lo que temperaturas entre 10°C a 15°C existe baja
disponibilidad de nutrientes esenciales, la luz y su espectro influyen en el desarrollo,
fundamentalmente sobre la esporulacién. Pueden crecer en suelos con pH desde 5.5 a
8.5, aunque los valores Optimos se encuentran entre 5.5 a 6.5 es decir, en un ambiente
ligeramente acido, se activa con la presencia de humedad, con 6ptimo de 60% de la

capacidad de retencion de humedad del suelo.
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Figura 1. Ciclo de vida asexual de Trichoderma spp. (Franco et al., 2012; Martinez et al.,
2013; Ceballos et al., 2021).

2.2 Planteamiento del problema
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Siendo Chihuahua uno de los principales estados productores de durazno en
México y que en estudios recientes se ha determinado la presencia de agentes
fitopatdogenos que lo afectan a nivel mundial, sin embargo, en la zona sur del estado no
se cuenta con reportes realizados por investigaciones relacionadas con este cultivo, por
lo cual pertinente realizar pruebas de antagonismo in vitro que permitan buscar
alternativas eficaces para combatir los fitopatdogenos foliares como lo son: Epiccocum
spp Fusarium spp., Colectotrichum spp. y Monilinia spp, los cuales afectan a Prunus
persica, ante estas circusntancias se propone el uso de control biolégico como lo es
Trichoderma spp siendo ampliamente estudiado como agente de control, el cual actia
con mecanismos de accion lo que le permite controlar su crecimiento por competencia
directa por espacio y nutrientes, produccion de metabolitos, antibiéticos y parasitismo.

2.3 Método
Obtencién de aislados
El &rea de estudio comprendio la zona productora de durazno del sur del estado

de Chihuahua. Se seleccionaron plantas de tres especies de vegetales: durazno
(Prunnus persica L.) variedad amarilla y blanco, pino silvestre (Pinnus sylvestris) y
Madrofio (Arbutus unedo) al azar, con un total de 10 puntos de muestreo, de todas las
especies vegetales, se tomaron pequefios cortes de raiz, utilizadas como material de
origen para el aislamiento de hogos del género Trichoderma spp., las muestras se
tomaron a 15 cm de distancia respecto a la base del tallo de la planta y a 10 cm de
profundidad.

Aislamiento de Trichoderma spp.
Los aislamientos se realizaron con base a la metodologia propuesta por Sanchez

., (2021). Se realiz6 la desinfeccion de los cortes de 5.0 cm 2 de tejido por inmersién en
hipoclorito de sodio (NaClO) al 1.25 % durante un 60 s, el enjuague de los cortes fue con
agua destilada estéril para eliminar el exceso de la solucion y el secado con papel
absorbente estéril. La siembra se efectué en cajas Petri con medio de cultivo papa
dextrosa agar (PDA) (BIOXON BX-211900), en condiciones asépticas y la incubacion fue
durante cuatro dias, con temperatura de 25 °C £ 2 en donde se realizaron observaciones
diarias. Se tomaron porciones superficiales de las colonias con mayor crecimiento y
presencia de micelio con caracteristicas morfolégicas y de crecimiento tipicas de

Trichoderma spp. (crecimiento con areas verdes y formacién de anillos concéntricos).
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Cultivos duales
Para llevar a cabo las pruebas de antagonismo y obtener el porcentaje de

inhibicidn del crecimiento radial (%) se realiz6 mediante confrontaciones duales entre los
microorganismos (patégeno- antagonista). En placas Petri con medio de cultivo PDA y
con ayuda de un sacabocado se tomaron discos de 10 mm de didmetro con micelio del
antagonista (Trichoderma spp) igualmente de los patdgenos (Fusarum spp., Epicoccum
spp., Monilinia spp. y Colectotrichum spp) y se colocaron en los extremos de la placa
Petri a 6.0 cm de separaciéon uno de otro, los discos con el micelio se incubaron a
temperatura ambiente, para evaluar el efecto antagdnico de las cepas contra los
patébgenos. Se midié el crecimiento de cada organismo durante cuatro dias con un
calibrador Vernier digital (marca Truper). Los datos obtenidos se transformaron en una
escala de capacidad antagonica (Bell et al., 1982) (Tabla 1) de Trichoderma spp. in vitro
técnica modificada por Lopez-Valenzuela et al. (2015).

Tabla 1. Escala de capacidad antagdnica in vitro para Trichoderma spp. de Baker y
Cocinero (1974), utilizada por Bell et al. (1982), Correa et al. (2007) y Lopez-Valenzuela
et al. (2015).

Grados en la Caracteristicas del grado
escala
Trichoderma spp. crece completamente sobre la colonia
Grado 1 del patdgeno y cubre la superficie del medio de cultivo.
Trichoderma spp. crece al menos sobre las dos terceras
Grado 2
partes de la superficie del medio de cultivo.
Trichoderma spp. y el patdbgeno cubren
Grado 3 aproximadamente la mitad de la superficie del medio de
cultivo.
El patégeno crece al menos en las dos terceras partes
Grado 4 del medio de -cultivo limitando el crecimiento de
Trichoderma spp.
El patdégeno crece sobre la colonia de Trichoderma spp.
Grado 5

ocupando toda la superficie del medio de cultivo.
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También se determind el porcentaje de inhibicion del crecimiento radial (PICR) segun la
férmula siguiente (Rhaim, 2014; Duarte et al., 2017):

Donde: PICR= Porcentaje de inhibicién del crecimiento radial

rl - Crecimiento radial de la colonia en el control.

r2 - Crecimiento radial del aislado patdégeno enfrentado al antagonista

Andlisis estadistico
Los datos del PICR, expresados en porcentaje, se realizaron mediante la prueba

de Aligned Rank Transformation ANOVA. Los datos obtenidos para cada uno de los
ensayos se sometieron a un analisis de varianza y una prueba de comparacion de medias
Tukey (p< 0.05). Dichos datos se analizaron con el paquete estadistico R version 2021.

2.4 Resultados
Aislamiento y purificacion
Se obtuvieron 10 aislados los cuales fueron antagoénicos correspondientes al

género Trichoderma sp., con porcentajes de inhibicién entre 60% y 85.20%, tomando las
cepas con mayor grado de Inhibicidbn destacandose las cepas uno, tres, cinco y ocho

(Tabla 2), los cuales fueron utilizados para llevar acabo los cultivos duales in vitro.

Tabla 2. Obtencién de aislados antagonicos del sur de Chihuahua.

Numero Especie vegetativa Localidad Municipio
de
aislado
1 Pino silvestre (Pinnus sylvestris) Ciénega Prieta Guachochi
2 Durazno (Prunnus persica L.) Baquiriachi Balleza

variedad amarilla
3 Durazno (Prunnus persica L.) Las Joyitas Morelos

variedad blanca

4 Pino silvestre (Pinnus sylvestris) Yoquivo Batopilas
Durazno (Prunnus persica L.) Ciénegadela Morelos
variedad amarilla Cruz

6 Madrofio (Arbutus unedo) Agua Azul Guachochi
Durazno (Prunnus persica L.) Las Joyitas Morelos

variedad blanca
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8 Pino silvestre (Pinnus sylvestris) Ciénega Prieta Guachochi

9 Durazno (Prunnus persica L.) Mesa del Frijol Morelos
variedad amarilla

10 Durazno (Prunnus persica L.) San Pablo Morelos

variedad amarilla

Confrontaciones duales
Se realizaron seis repeticiones (placas con patdégeno-antagonista), en el cual se

midio el porcentaje de colonizacion de Trichoderma spp. considerando la formula
propuesta por Duarte et al. (2017); al final de la evaluacién (seis y nueve dias) el 100%
todas las cepas aisladas mostraron las clases 1 y 2 de antagonismo contra los
patdgenos de acuerdo a la escala de capacidad antagdnica propuesta por Bell et al.
(1982), y al analisis estadistico se observo diferencia significativa en cada uno de los
tratamientos (figura 2), las cepas de ambos bioensayos in vitro presentaron menor
crecimiento en los aislados de la cepa uno con respecto al testigo, cubriendo el 100%
(figura 3), cabe mencionar que los cuatro hongos antagonistas presentaron alto
porcentaje de inhibicion, la cepa uno mostr6 el 77.25% y cepa ocho 78.80%, cepa tres
85.20% y cepa cinco 83.55%..
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Figura 2. Porcentaje de inhibicion de Trichoderma spp. contra patdégenos de
Trichoderma spp Vs Epiccocum spp., Trichoderma spp. Vs Fusarium spp., Trichoderma

spp Vs Colectotrichum spp., y Trichoderma spp Vs Monilinia spp.

Figura 3. Confrontaciones in vitro de: Trichoderma spp Vs Epiccocum spp. (A),
Trichoderma spp. Vs Fusarium spp. (B) Trichoderma spp Vs Colectotrichum spp. (C),
y Trichoderma spp Vs Monilinia spp. (D)en medio PDA.

Tasa de crecimiento micelial
Los aislados con mayor crecimiento corresponden a cepa cinco, las cuales se

desarrollaron en la misma cantidad de tiempo a temperatura ambiente, cubriendo
completamente la superficie de la caja Petri con medio PDA, en un lapso de 96 horas en
comparacion con el resto de los patdgenos. La tasa de crecimiento de estas cepas se
presenta en la tabla 3 de acuerdo con la férmula propuesta por Guigon-Guerrero (2010);
Martinez et al. (2015) y (Wu et al., 2019).

Tabla 3. Promedio del crecimiento micelilal (milimetros) de patégenos (Epiccocum spp.,
Fusarium spp., Colectotrichum spp. y Monilinia spp) y antagonista (Trichoderma spp.) en

medio PDA a temperatura de 13 a 22°C.
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# Cepa Crecimiento (mm) Tiempo (dias)

Cepal 2.3 4
Cepa 3 2.525 4
Cepa 5 2.725 4
Cepa 8 2 4

En el Porcentaje de Inhibicion del Crecimiento Radial (PICR), es importante
resaltar que todos los tratamientos presentaron una inhibicidon del crecimiento radial del
patdgeno superior al 50%. El PICR en esta investigacion varié para los aislamientos en
crecimiento, mas no en tiempo para el llenado de la caja Petri de 90 mm.

2.5 Discusion

Los aislamientos de Trichoderma spp., mostraron un crecimiento mas rapido que
los patdégenos, este comportamiento es promisorio en el control de patégenos foliares
coincidiendo con los resultados obtenidos por Ferreira et al., (2021) y Asis et al., (2021),
en Argentina y Sabah Malasia, ademas permiti0 este ensayo considerarlo para las
pruebas de PICR y dar ventaja de tres dias a cada uno de los patdgenos. Repercutiendo
con las metodologias aplicadas por Savin et al., (2021) quienes comprobaron la
efectividad de T. koningii comparada con T. album, T. harzianum, T. hamatum y T. virens
en el control de Fusarium oxysporum obteniendo resultados ubicados en el grado 1y 2
de la escala de Bell et al., 1982 ubicando los resultados entre un 77.5 a 90% de inhibicion.

3. Conclusiones
De los municipios muestreados, todos mostraron presencia de Trichoderma spp.

en diferentes niveles de antagonismo, de acuerdo a la escala descrita por Baker y
Cocinero, 1974 y mencionada por Bell et al., 1982.

En cuanto al crecimiento micelial diario el hongo Trichoderma spp. en todas sus
cepas mostré un alto rango de crecimiento inicial, en un lapso a las 96 horas.

El analisis de la varianza de clasificacion de rangos multiples (ANOVA) mostro
diferencias significativas para la interaccion de dos factores (géneros de patégeno y cepa
antagonica). Lo mas llamativo fue la variabilidad en que estas cepas lograron invadir al
fitopatdgeno en diferentes dias de confrontacion para el caso de Trichoderma spp contra

Fusarium spp fue de nueve dias, Trichoderma spp contra Monilinia spp siete dias,
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Trichoderma spp contra Collectotrichum spp seis dias y Trichoderma spp contra
Epiccocum spp siete dias, resultando microorganismos antagonicos eficientes contra los
fitopatdgenos por lo que se sugiere realizar evaluaciones de biocontrol en invernadero y
a campo abierto.
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ANEXO 6. Congreso de Ciencias agricolas 2023
Evaluacion de Trichoderma asperelloides en semillas de gramineas, horticolas,

cucurbitaceas y frutales en condiciones de invernadero.

Ceballos Chavez Angel Rosario !, Lopez Valenzuela Blanca E.V, Lizarraga Sanchez

Glenda J.%, Leyva Madrigal Karla Y.?, Valenzuela Escoboza Fernando A. 1, Bustillos
Bustillos Gema .2 Lépez Bautista Everardo'y Leyva Armendariz Jesus N.3

Universidad Autonoma de Sinaloa, Facultad de Agricultura del Valle del Fuerte. Av.
Japaraqui y Calle 16 S/N, CP 81110, Juan José Rios, Sinaloa México?!

blancalopezvzla@favf.mx*

Universidad Autonoma de Occidente-UR Los Mochis. Blvd. Macario Gaxiola y carretera
Internacional, México 15, CP 81216, Los Mochis, Sinaloa, México.?
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Turuseachi, CP. 33180, Guachochi, Chihuahua, México?®.
Resumen

Los vegetales son el alimento mas importante para los consumidores en la vida
diaria, aportando nutrientes y vitaminas insustituibles, no obstante, existe una variedad
de enfermedades y plagas, ante la problematica de la escasa germinacion de semilla se
propone la aplicacion de agentes de biocontrol. El objetivo fue evaluar la efectividad de
Trichoderma asperelloides en semillas nativas de frijol (Phaseolus vulgaris), maiz (Zea
mays), calabaza (Cucurbita), chile (Capsicum annuum), tomate (Solanum Lycopersicum)
y durazno (Prunus persica) a nivel in vitro y en plantula bajo condiciones de invernadero.
Se realiz6 la desinfeccién de semilla con tratamientos de 0.5,0.8 y 1% de hipoclorito de
sodio (NaClO) dejando un testigo sin asperjar, se inoculé con T. asperelloides con
suspensiones de esporas de 15 mL a una concentracion de 1x10° conidios. mL™1, durante
15 dias en camara humeda, evaluando la altura a los 17 dias después del trasplante en
condiciones de invernadero con lombricomposta de ganado vacuno y T. asperelloides. El
porcentaje de germinacion por semilla fue 59.25 % en durazno en comparacion con el
testigo de 22.22%. se logré obtener el mejor tratamiento de NaCIlO de 0.8%, con respecto
a la medicion de altura el durazno mostrd de 4.8 a 8.5 cm y el chile de 1 cm, y no se
mostro efecto del hongo en maiz en los tratamientos 0.5 y 0.8% con respecto al testigo.
T. asperelloides es considerado buen promotor de crecimiento de plantulas ademas de

la inhibicion de fitopatdgenos en germinacion de semilla con tratamientos de inocuidad.
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Palabras clave: Altura, germinacion, invernadero, testigo, tratamiento.
Abstract

Vegetables are the most important food for consumers in daily life, providing
irreplaceable nutrients and vitamins, however, there is a variety of diseases and pests,
given the problem of poor seed germination, the application of biocontrol agents is
proposed. The objective was to evaluate the effectiveness of Trichoderma asperelloides
in native seeds of beans (Phaseolus vulgaris), corn (Zea mays), pumpkin (Cucurbita), chili
(Capsicum annuum), tomato (Solanum Lycopersicon) and peach (Prunus persica) at an
in vitro and seedling under greenhouse conditions. Seed disinfection was performed with
treatments of 0.5, 0.8 and 1% sodium hypochlorite (NaCIO) leaving a control without
spraying, it was inoculated with T. asperelloides with 15 mL spore suspensions at a
concentration of 1x106 conidia. mL-1, for 15 days in a humid chamber, evaluating the
height 17 days after transplantation under greenhouse conditions with vermicompost from
cattle and T. asperelloides. The percentage of germination per seed was 59.25% in peach
compared to the control of 22.22%. it was possible to obtain the best NaCIlO treatment of
0.8%, with respect to the height measurement the peach showed 4.8 to 8.5 cm and the
chili 1 cm, and no effect of the fungus in corn was shown in the 0.5 and 0.8% treatments.
with respect to the witness. T. asperelloides is considered a good promoter of seedling
growth in addition to the inhibition of phytopathogens in seed germination with innocuous
treatments.

Keywords: Height, germination, greenhouse, witness, treatment.

Introduccion

Los vegetales son el alimento mas importante para los consumidores en la vida
diaria, aportando nutrientes y vitaminas insustituibles, sin embargo, existe una variedad
de enfermedades y plagas, especialmente en agricultura protegida con alta humedad y
temperatura, lo que provoca la aparicibn mas frecuente de los sintomas (Wang et al.,
2022) desde su germinacion hasta produccion, por lo tanto, la semilla es un componente
clave entre todos los insumos para la produccion sostenible de cultivos. Se estima que la
calidad de las mismas representa el 20-25% de la productividad, particularmente en los

vegetales y frutas, especias y otras plantas alimenticias tradicionales semidomesticadas
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y cultivadas (Ebert, 2020). Por lo cual, los tratamientos de semillas proporcionan un medio
eficaz para prevenir enfermedades transmitidas por semillas al plantar semillas libres de
enfermedades previene la introduccidén de patdgenos al agroambiente y su transferencia
al suelo y al agua (Kim et al., 2022).

Ante la problemética de la escasa germinacion de semilla se propone la
aplicacion de agentes de biocontrol siendo una alternativa a los fungicidas quimicos
sintéticos (Moraes et al., 2019) haciendo uso de los microorganismos como Trichoderma
el cual ha utilizado en el control bioldégico debido a su plasticidad ecoldgica, facil
produccion a gran escala y eficiencia contra fitopatégenos (Cai y Druzhinina, 2021). El
objetivo del presente trabajo fue evaluar la efectividad de Trichoderma asperelloides en
semillas nativas de frijol (Phaseolus vulgaris), maiz (Zea mays), calabaza (Cucurbita),
chile (Capsicum annuum), tomate (Solanum Lycopersicum) y durazno (Prunus persica) a
nivel in vitro y en plantula bajo condiciones de invernadero.

Materiales y métodos

Preparacion de material vegetativo: Se tomaron semillas de frijol, maiz,

calabaza, chile, tomate, y durazno, se lavaron con jabon neutro y se dejaron secar por 30
minutos en papel absorbente estéril, en condiciones asépticas. Todos los érganos se
desinfectaron con una solucién de hipoclorito de sodio (NaClO) al 1% durante 1.5
minutos. Posteriormente se sometieron a un triple lavado en agua desionizada estéril y
se colocaron sobre papel filtro esterilizado hasta eliminar el exceso de humedad (Garcia
et al., 2017).

Suspensidn conidial. Se realizaron inoculaciones de Trichoderma asperelloides

sobre las semillas previamente desinfectadas, con suspensiones de esporas de 15 mL a
una concentracion de 1x10° conidios. mL™, mediante la técnica de aspersion de acuerdo
a Udhayakumar et al. (2019), usando atomizadores. Los 6rganos, se mantuvieron en
camara humeda a 25°C+ 2, con HR 85%, haciendo observaciones cada 12 horas durante
15 dias, evaluando el porcentaje de germinacion

Evaluacion en planta en condiciones de invernadero: La evaluacion de T.

asperelloides y composta de ganado vacuno se llevdo a cabo bajo condiciones de
invernadero, se sembraron cuatro semillas de frijol variedad bayo, maiz amarillo,

calabaza serrana, chile jalapefio, tomate bola y durazno prisco, en bolsas de polietileno
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de 500 g de capacidad, una vez germinadas las semillas se dejaron tres plantas por
maceta, con 17 dias de crecimiento. Para obtener la altura de la planta se utilizé una regla
metélica graduada en cm, se tomoé la medida desde la punta de la raiz hasta la copa de
la Gltima rama apical (EI Maaloum, et al., 2020).

Andlisis_estadistico: Para los bioensayos in vitro como en planta se utilizdé un

disefio completamente al azar con cuatro tratamientos (desinfeccion con hipoclorito de
sodio a 0.5 % 0.8%, 1 % dejando un testigo sin inocular con T. asperelloides), y 3
repeticiones por tratamiento, los datos obtenidos se sometieron a un andlisis de varianza
(ANOVA) y para la comparacion de medias se determiné de acuerdo a la prueba de
Tukey-Kramer (P<0.05), empleando el programa estadistico SAS version 9.4.
Resultados y discusion

En promedio general de viabilidad del porcentaje de germinacion por semilla se
obtuvo 59.25 % en durazno en comparacion con el testigo de 22.22%. Estas semillas
tratadas con Trichoderma asperelloides representan mayor velocidad y germinacion, lo
cual se atribuye a los mecanismos de defensa del hongo siendo promotor de crecimiento
(Figura 1) por otro lado, en maiz se obtuvo 100% en ambos tratamientos al no
presentarse efecto del hongo sobre la semilla con respecto al testigo (Figura 2). Se logro
obtener el mejor tratamiento con hipoclorito de sodio (NaClO) sobre todas las semillas de
0.8%, no obstante estudios realizados en semilla de agave se realizaron pretratamientos
con Trichoderma spp. obteniendo un porcentaje de 86.7% durante 12 dias de
experimentacion (Velazco et al., 2022), ademas Ferrer et al., (2021) obtuvieron un 82%
en germinacién de semillas de chile utilizando T. harzianum y T. koningiopsi por 10 dias

de incubacién con un tratamiento de hipoclorito de sodio al 0.3%

0% D Testigo

150 aa

100 a

d :a_a aa T a
+ a = aa |
© mhmlll s n

Durazno Frijol Chile Maiz Calabazalomate

% Germinacion

Semilla

Figura 2. Porcentaje de germinacién por semilla
con respecto al testigo.

Figura 1. Evaluacion de semillas
después de 15 dias de crecimiento en
camara humeda.

212



Con respecto a las variables evaluadas en condiciones controladas se determiné
al durazno con mayor altura de 4.8 a 8.5 cm y con menor crecimiento la planta de chile
con 1 cm de crecimiento (Figura 3) y en maiz los tratamientos 0.5 y 0.8% estuvieron por

debajo de la altura obtenida por el testigo.
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Figura 3. Altura de plantulas con respecto al testigo por tratamiento.
Conclusiones

El tratamiento de hipoclorito de sodio al 0.8 % present6 los porcentajes mas altos
en germinacion, asi como en campo los valores mas altos en altura.

Las semillas de durazno mostraron los valores mas altos en todos los
tratamientos desde la germinacién hasta la medicién de altura en plantula, aunque en la
semilla de maiz T. asperelloides no presenté efecto, ya que los porcentajes con respecto
al testigo en camara humeda y en plantula se observo por igual similitud.

Se confirma el efecto de T. asperelloides es buen promotor de crecimiento de
plantulas ademas de la inhibicion de fitopatdgenos en germinacion de semilla con
tratamientos de inocuidad.
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ANEXO 7. Congreso de control Biolégico 2023
Competencia de Trichoderma asperelloides vs hongos fitopatdégenos foliares en

diferentes sustratos organicos.
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Resumen

Las enfermedades de las plantas son responsables de importantes pérdidas de
cultivos en todo el mundo y representan una amenaza para la seguridad alimentaria
mundial. El objetivo del presente trabajo fue evaluar la actividad biolégica de reproduccion
conidial de Trichoderma asperelloides en diferentes sustratos organicos comerciales
contra fitopatégenos foliares. Se realiz6 la inoculacién de 50 mL con una concentracion
de 1 x 108 de solucioén los géneros Monilinia sp., Fusarium sp., Alternaria sp., Epicoccum
sp. y Colletotrichum sp. en sustrato de aserrin, eucalipto, trigo y maiz, después de tres
dias se le inyecto 50 mL de la solucién conidial de T. asperelloides sobre cada uno de los
sustratos con 500 g contenidos en bolsas de polietileno, realizando un conteo conidial a
través de la formula V2= C1xV1/C2, empleando un disefio completamente al azar con
arreglo factorial. Los resultados mostraron un crecimiento a los tres dias en el sustrato
de maiz sobre los fitopatogenos foliares de Alternaria sp., Collectotrichum sp. y Monilinia
sp. con una cantidad total de esporas de 3692 conidios/mL ya que la invasién fue en su
totalidad en menos tiempo en comparacion con el resto. Se recomienda aplicar T.

asperelloides en sustratos organicos sobre suelos de cultivos agricolas.
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Palabras clave: Trichoderma, antagonismo, enfermedades de plantas, microorganismos
benéficos, nativas.
Introduccion

Las enfermedades de las plantas son responsables de importantes pérdidas de
cultivos en todo el mundo y representan una amenaza para la seguridad alimentaria
mundial (Bevacqua et al., 2019). El empleo de extractos vegetales para el control de
plagas y enfermedades en el marco de una agricultura sostenible constituye una
alternativa promisoria, debido a su elevada efectividad, bajo costo y no ser contaminantes
del ambiente (Rodriguez et al., 2000). No obstante, en la aplicacion en campo podria
verse influenciada por factores bidticos y abidticos, como las condiciones ambientales,
los genes del huésped, las interacciones entre la microbiota vegetal y la diferenciacion
geografica (Ren et al., 2019) por lo cual esto puede reducir los resultados favorables en
su aplicacion. El objetivo del presente trabajo fue evaluar la actividad bioldgica de
reproduccion conidial de Trichoderma asperelloides en diferentes sustratos organicos
comerciales contra fitopatdgenos foliares. Existen al menos dos géneros de fitopatdgenos
gue sean susceptibles a la competencia por espacio y nutrientes contra Trichoderma
asperelloides en diferentes sustratos organicos.

Estos resultados cientificos proveeran informaciéon a los productores que les
permitird tomar decisiones adecuadas y proporcionara alternativas sustentables para
lograr un mayor rendimiento, mejorando la inocuidad de los cultivos de la regién y reducir
la contaminacion por agroquimicos del ambiente, favoreciendo el uso de Trichoderma

asperelloides como estrategia de control bioldgico.

Materiales y Métodos

Obtencion de sustratos comerciales:__Para la reproduccion masiva de T.
asperelloides en sustratos soélidos de origen comercial se tomé en cuenta el maiz (Zea
mays), trigo (Triticum), eucalipto (Eucalyptus) y aserrin de pino (Pinus arizonica E.) nativo
de la region.

Aislamiento de antagonista: se consideré evaluar la cepa numero 3 de T.

asperelloides previamente identificada como T-S-P-M1-ACCH (Ceballos, Datos por
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publicar), obtenida del municipio de Morelos, Chihuahua con una variacion climatolégica
de 12 a 49 °C (Porras et al., 2021).

Preparacién de sustratos:_Con el propésito de eliminar las impurezas de los
sustratos se tomo en cuenta la técnica de Gato, (2010), para ello se vertié maiz, hojas de
eucalipto, trigo y aserrin en agua del grifo durante 24 horas, posteriormente se lavo
profundamente hasta eliminar el almidon, enseguida se agregaron 50g de cada uno de
los sustratos en bolsas de polietileno y se esterilizaron en autoclave a 121°C por 60
minutos.

Inoculacién de fitopatégenos y T. asperelloides. Se prepar6 una solucion de cada
género de los hongos fitopatdgenos de Monilinia sp, Fusarium sp, Alternaria sp,
Epicoccum sp y Colletotrichum sp a través de un raspado del hongo de la caja Petri con
un asa bacteriolégica y se le inoculé agua esterilizada hasta formar una soluciéon de 10mL
y posteriormente se aforé con agua destilada hasta llegar a los 40mL, concentracion de
1x1068 conidios/mL (Bastidas, 2018). Con ayuda de una aguja de insercién se inocularon
15mL de la solucién en las bolsas con los sustratos. Tres dias después se realiz6 el
raspado e inoculacion de Trichoderma asperelloides utilizando la metodologia de
inoculacion. Después se observaron a través de microscopio, estereoscopio y de lupa.

Conteo de esporas.Una vez obtenido el promedio final se procede a realizar la
siguiente formula propuesta por Bastidas, (2018) v2= C1XV1/C2 donde: Cl =
Concentracion inicial (conocida en el conteo), V1 = Volumen inicial (establecido
arbitrariamente al preparar el indculo), C2 = Concentracién final deseada (segun el
estudio a realizar), V2 = Volumen final (desconocido)

Analisis estadistico: Para llevar a cabo el andlisis del tratamiento con mayor
produccion conidial en sustratos se emple6 un disefio completamente al azar con arreglo
factorial, con respecto a los cuatro sustratos organicos inoculados con cinco
fitopatdgenos contra de T. asperelloides. Para el analisis de varianza y la comparacion
de medias se utilizé la prueba de media de Tukey-Kramer, con un valor alfa de 0.05%,
con cinco repeticiones. Estos analisis se llevaron a cabo utilizando el paguete estadistico
JMP, version 9.0.1 (Statistical Analysis System, [SAS Institute Inc.], 2011).
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Resultados

El desarrollo de Trichoderma asperelloides sobre los fitopatogenos en los
diferentes sustratos se comenzd a observar en maiz con los géneros Alternaria sp.,
Colletotrichum sp. y Monilinia sp. mientras que para los géneros restantes a simple vista
se visualizaron los efectos fisiologicos de los fitopatdgenos sobre los sustratos (Figura 1).
Para el resto de los sustratos, a excepcion del inoculo de Colletotrichum spp. en trigo (el
cual mostrd notablemente que fue este el que predomind), no era distinguible la presencia
de uno u otro de los fitopatdgenos observados en el estereoscopio se pudo notar que
Trichoderma asperelloides estaba presente en la mayoria de ellos y que continuaba su
desarrollo; finalmente, a través de montajes en portaobjetos con de safranina, azul de
algodon y glicerina como colorantes para observacién en microscopio, se identificaron
facilmente las esporas de T. asperelloides, presentando en mayor visibilidad de esporas
gue el resto de los hongos a los cuales se estaba realizando el micoparasitismo en la

mayoria de los sustratos comprobando que el antagonista supera a los fitopatégenos

Figura 1. Competencia por espacio y nutrientes del sustrato de maiz de T. asperelloides
sobre los fitopatégenos de mayor dominancia
Alternaria sp.

Sustrato

Estereoscopio Microscopio

Maiz

Collectotrichum sp.

Maiz

Monilinia sp.
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Maiz

Se realizo el conteo de esporas por sustrato determinando el fitopatégeno con
mayor susceptibilidad al efecto de T. asperelloides en los diversos sustratos a través del
valor més alto de esporulacién del hongo antagoénico (Figura 2).
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*a.b.c literales diferentes, entre renglones indican diferencias significativas (P<0,05).
Discusion

En general en todos los sustratos inicialmente se evidencié la formacién de
micelio de color blanco de T. asperelloides sobre el material vegetativo, posteriormente
se tornd a verde pino, durante 21 dias de crecimiento. Los resultados indican que la
reproduccion conidial fue mas efectiva en granos de maiz debilitando a Fusarium spp.
con una totalidad de 3692 conidios/mL ya que la invasion fue en su totalidad en menos
tiempo en comparacion con el resto, estos resultados se asimilan a los presentados por
Mulatu et al. (2021) al evaluar especies de Trichoderma bajo fermentacion en estado
sélido, mediante 14 sustratos de organicos después de los 21 dias de incubacion,

encontrando que una mezcla de salvado de trigo y el arroz apoya el crecimiento maximo
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de T. asperellum (3.2 x 10’esporas/g de sustrato seco) y T. longibrachiatum (3.5 x 10’

esporas/g de sustrato seco).

Por otro lado, Silva et al. (2018) utilizaron la técnica planteada en este estudio para la

inoculacién de T. asperelloides y T. asperellum sobre granulos de trigo con una

concentracion de 1 x 109 conidios mlt para determinar el micoparasitismo sobre

Sclerotinia sclerotiorum, obteniendo resultados de 100% de inhibicion del hongo sobre el

sustrato, ;no obstante estudios realizados en Cuba han demostrado la reproduccion

masiva de T. harzianum en aserrin de pino blanco obteniendo 29.87% de reproduccion

conidial sobre el bagazo de cafia (Antomarchi et al., 2023) difiriendo de esta investigacion

ya que el aserrin de pino solo fue sobresaliente en el género Alternaria.
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ANEXO 8. Congreso SUMUCAAB 2023

Evaluacion de Trichoderma asperelloides en competencia por espacio y nutrientes
en sustratos organicos contra hongos fitopatogenos.

Angel R. Ceballos-Chavez !, Blanca E. Lopez-Valenzuela ¥, Glenda J. Lizarraga-Sanchez
2 Everardo Lépez-Bautistal, Fernando Alberto Valenzuela- Escobozal, Quintin A. Ayala
Armenta?l, Javier A. Garza-Hernandez 4 y Alejandro Marquez Lujan 3.

RESUMEN

Las enfermedades de las plantas son responsables de importantes pérdidas de cultivos
en todo el mundo y representan una amenaza para la seguridad alimentaria mundial. El
empleo de extractos vegetales para el control de plagas y enfermedades en el marco de
una agricultura sostenible constituye una alternativa promisoria, debido a su elevada
efectividad, bajo costo y no ser contaminantes del ambiente. El objetivo del presente
trabajo fue evaluar la actividad biolégica de reproduccion conidial de Trichoderma
asperelloides en diferentes sustratos organicos comerciales contra fitopatogenos foliares.

se considerd evaluar la cepa numero 3 de T. asperelloides previamente identificada,
realizando la inoculacién de 50 mL con una concentraciéon de 1 x 10° de solucion los
géneros Monilinia sp., Fusarium sp., Alternaria sp., Epicoccum sp. y Colletotrichum sp.
en sustratos de aserrin, eucalipto, trigo y maiz, después de tres dias se le inyecto 50 mL
de la solucion conidial de T. asperelloides sobre cada uno de los sustratos con 500 g
contenidos en bolsas de polietileno, realizando un conteo conidial a través de la formula
V2= C1xV1/C2, empleando un diseiio completamente al azar con arreglo factorial. Los
resultados mostraron un crecimiento a los tres dias en el sustrato de maiz sobre los
fitopatdgenos foliares de Alternaria sp., Collectotrichum sp. y Monilinia sp. con una
cantidad total de esporas de 3692 conidios/mL ya que la invasion fue en su totalidad en
menos tiempo en comparacion con el resto, en todos los sustratos inicialmente se
evidencio la formacion de micelio de color blanco de T. asperelloides sobre el material
vegetativo, posteriormente se tornd a verde pino, durante 21 dias de crecimiento. Se
recomienda aplicar T. asperelloides en sustratos organicos sobre suelos de cultivos

agricolas.
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Palabras clave: Hongo, material vegetativo, micoparasitismo, Trichoderma
asperelloides.
ABSTRACT

Plant diseases are responsible for significant crop losses worldwide and pose a threat to
global food security. The use of plant extracts to control pests and diseases within the
framework of sustainable agriculture constitutes a promising alternative, due to its high
effectiveness, low cost and non-polluting of the environment. The objective of this work
was to evaluate the biological activity of conidial reproduction of Trichoderma
asperelloides in different commercial organic substrates against foliar phytopathogens. :
it was considered to evaluate the previously identified strain number 3 of T. asperelloides,
performing the inoculation of 50 mL with a concentration of 1 x 106 of solution of the
genera Monilinia sp., Fusarium sp., Alternaria sp., Epicoccum sp. and Colletotrichum sp.
in sawdust, eucalyptus, wheat and corn substrates, after three days 50 mL of the conidial
solution of T. asperelloides was injected onto each of the substrates with 500 g contained
in polyethylene bags, performing a conidial count through the formula V2= C1xV1/C2,
using a completely randomized design with factorial arrangement. The results showed
growth after three days in the corn substrate on the foliar phytopathogens of Alternaria
sp., Collectotrichum sp. and Monilinia sp. with a total number of spores of 3692 conidia/mL
since the entire invasion took less time compared to the rest, in all substrates the formation
of white mycelium of T. asperelloides on the vegetative material was initially evident. ,
later it turned pine green, during 21 days of growth. It is recommended to apply T.
asperelloides in organic substrates on agricultural crop soils.

Keywords: Fungus, vegetative material, mycoparasitism, Trichoderma asperelloides.
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ANEXO 9. Congreso de Ciencias Agricolas 2024
Evaluacion de hongos fitopatdgenos en Prunus persica L. y efecto de

control biolégico en condiciones de invernadero.

Ceballos Chavez Angel Rosario !, Lopez Valenzuela Blanca E.%, Valenzuela

Escoboza Fernando A. 1, Ayala Armenta Quintin A.* L6pez Bautista Everardo® Romero

Félix Celia S*, Arreola Erives Perla F.? y Marquez Lujan Héctor A2,

Universidad Autdbnoma de Sinaloa, Facultad de Agricultura del Valle del Fuerte. Av. Japaraqui y Calle 16

S/N, CP 81110, Juan José Rios, Sinaloa México?! blancalopezvzla@favf.mx*

Universidad Tecnolégica de la Babicora-Departamento de Agricultura Sustentable y Protegida. Carretera

Soto Maynez — Gémez Farias, Col. Oscar Soto Maynez, C.P. 31963, Namiquipa, Chihuahua, México?.

Resumen

De las enfermedades mas comunes en Prunus persica de mayor impacto son la pudricién
parda, antracnosis y marchitamiento provocadas por Monilinia fruticola Colletotrichum
spp. y Fusarium spp. generando pérdidas en mas de 32% de la produccion. El objetivo
de este trabajo fue evaluar la actividad antagonica de Trichoderma asperelloides para el
control de Fusarium spp., Colletotrichum spp. y Monilinia spp. en plantas de Prunnus
persica de un afio de edad en condiciones de invernadero. Para realizar las pruebas de
confrontacién en planta se realizaron inoculaciones de Trichoderma asperelloides sobre
las plantas libres de fitopatégenos, con suspensiones de esporas de 15 mL a una
concentracion de 1x108 conidios. mL?, mediante la técnica de aspersion, las variables
evaluadas fueron diametro de hoja (cm), longitud de tallo (cm) altura (cm), la severidad
fue estimada de acuerdo a una escala de 1-4 por nimero de lesiones y la incidencia de
0 a 275% evaluandose con un disefio estadistico completamente al azar. No se presentan
diferencias significativas en los tratamientos de acuerdo las variables evaluadas de
diametro de tallo, didmetro de hoja y altura obteniéndose un 100% de incidencia en los
tratamientos, resultando Monilinia spp. mas patogénico para el cultivo de durazno. Se
considera la cepa 3 de T. asperelloides presenta un alto potencial para el control in vivo
frente a los fitopatdgenos foliares en plantas de durazno de un afio de edad.

Palabras clave: Patdgenos, tratamientos, Trichoderma asperelloides, variables de
respuesta.
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Abstract
Of the most common diseases in Prunus persica with the greatest impact are brown rot,
anthracnose and wilting caused by Monilinia fruticola Colletotrichum spp. and Fusarium
Spp. generating losses of more than 32% of production. The objective of this work was to
evaluate the antagonistic activity of Trichoderma asperelloides for the control of Fusarium
spp., Colletotrichum spp. and Monilinia spp. in one-year-old Prunnus persica plants under
greenhouse conditions. To carry out the confrontation tests in plants, inoculations of
Trichoderma asperelloides were carried out on plants free of phytopathogens, with 15 mL
spore suspensions at a concentration of 1x106 conidia. mL-1, using the spray technique,
the variables evaluated were leaf diameter (cm), stem length (cm), height (cm), the
severity was estimated according to a scale of 1-4 by number of lesions and the incidence
from 0 to 275% evaluated with a completely randomized statistical design. There are no
significant differences in the treatments according to the evaluated variables of stem
diameter, leaf diameter and height, obtaining a 100% incidence in the treatments,
resulting in Monilinia spp. more pathogenic for the peach crop. Strain 3 of T. asperelloides
is considered to have high potential for in vivo control against foliar phytopathogens in one

year old peach plants.
Keywords: Pathogens, treatments, Trichoderma asperelloides, response variables.

Introduccién

La pudricién parda, antracnosis y marchitamiento en el melocotdn son de las enfermedades mas
destructivas transmitidas por el area foliar y provoca una reduccién drastica de produccion y
crecimiento vegetativo. Algunos agentes fitopatégenos podrian afectar el desarrollo de los arboles
al dafar las raices de los arboles y atrofiar los brotes. Recientemente se ha informado que los
hongos son los principales agentes causales de la disminucion de los arboles frutales en los
huertos (Mannai & Boughalleb, 2022).

Estos fitopatdgenos son causales de enfermedades que pueden reducir seriamente el
rendimiento del melocotén, por mencionar a Fusarium spp. es una clase de hongo notorio que
causa la pudricién de las raices, el tronco, las flores, las ramas y los frutos, originando el
marchitamiento y la muerte de la planta (Dong et al., 2023c). Ademas, Monilinia fruticola es el
responsable de importantes pérdidas de produccion postcosecha el cual provoca la pudricion

parda llegando a dafiar mas del 32% de la produccién (Tsalgatidou et al., 2024), por su parte
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Collectotrichum spp. infecta principalmente la fruta, pero también pueden causar lesiones en
hojas o ramitas. Las lesiones en los frutos aparecen como areas firmes, marrones y hundidas lo
cual indice a la antracnosis sobre el area afectada (Tan et al., 2022b).

Ante el grado de pérdidas econdmicas se han propuesto estrategias de control biolégico de
Trichoderma spp. ejerciendo un alto potencial biocontrol sobre fitopatégenos foliares, al ser una
técnica altamente sustentable, asi como contribuir a la promocién del crecimiento de las plantas
(Oliveira et al., 2022). El objetivo fue evaluar la actividad antagonica de Trichoderma asperelloides
para el control de Fusarium spp., Colletotrichum spp. y Monilinia spp. en plantas de Prunnus
persica de un afio de edad en condiciones de invernadero.

Materiales y métodos
Suspension conidial. Se realizaron inoculaciones de Trichoderma asperelloides sobre

las plantas libres de fitopatdogenos, con suspensiones de esporas de 15 mL a una
concentracion de 1x10° conidios. mL, mediante la técnica de aspersiéon de acuerdo a
Udhayakumar et al. (2019), usando atomizadores. Las plantas se mantuvieron a 27°C+
2, con HR 85%, haciendo observaciones diarias durante 60 dias.

Evaluacion _en planta _en condiciones de invernadero: Se realizd la prueba de

confrontacion en planta de 4 aislamientos de Fusarium spp. (dos aislados),
Collectotrichum sp. (un aislado) y Monilinia sp. (un aislado) contra la cepa 3 de
Trichoderma asperelloides previamente identificada (3=SP-M-M5-R-T), dando ventaja de
3 dias de crecimiento de los patégenos para posteriormente inocular el antagonista,
inoculando de 3-4 hojas (ElI Maaloum, et al., 2020).

Valoracion de las variables de respuesta: Los factores estudiados fueron diametro de hoja (cm),

longitud de tallo (cm) altura (cm) medidos con un vernier digital, la severidad se clasifico mediante
la escala propuesta por Arafat et al., (2021), en cuatro grados (Tabla 1) con variabilidad de
porcentajes.

Tabla 1. Escala de severidad en planta de durazno variedad prisco.

Grado  Numero de lesiones  porcentaje de afectacion

1 1-3 Se produjeron manchas graduales entre el 1y el 25 % de las hojas.
2 4-6 Se produjeron manchas graduales en el 26-50 % de las hojas.

3 e Se produjeron manchas graduales en el 51-75 % de las hojas.

4 210 Se produjeron manchas graduales en el 76-100 % de las hojas.
La severidad se estimo por la féormula: DSI (o/0): severidad promedio: % (v x n) / N.V*100

donde: v= Representa el valor numérico de la enfermedad escala de indice, n= es el
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namero de plantas asignadas a la escala del indice de enfermedad, N= es el nimero total
de las plantas y V= es el valor numérico de la escala de indice de enfermedad mas alta.
El nivel de incidencia de cada tratamiento se calificO por el porcentaje de esporulacion
después de 7 dias de evaluacién de acuerdo a la escala propuesta por Ozer et al. (2021)
para la resistencia de la hoja con la misma cantidad de inoculo (Tabla 2).

Tabla 2. Porcentaje de incidencia en hoja.

% Descripcion
0 Extremadamente resistente
0.1-5.0 Altamente resistente
5.1-25 Resistente
25.1-50 Sensible
50.1-75.0 Muy sensible
752 Extremadamente sensible

Andlisis estadistico: Para determinar la severidad e incidencia en plantas de un afio de

edad se utilizé un disefio completamente al azar de 4 aislados x 4 repeticiones (mas los
controles), los datos obtenidos se sometieron a un analisis de varianza (ANOVA) y para
la comparacion de medias se determind de acuerdo a la prueba de Tukey-Kramer
(P<0.05), empleando el programa estadistico SAS versién 9.4. (Statistical Analisis
Sistem, (SAS Institite Inc), 2022).

Resultados y discusion
Los andlisis de varianza (ANOVA) indican que no se presentan diferencias significativas
en los tratamientos de acuerdo las variables evaluadas de didmetro de tallo, didmetro de
hoja y altura con respecto al testigo, sin embargo, en cuanto a la severidad si hubo
diferencias significativas entre los tratamientos al indicar a Monilinia spp. con mas alto
grado de severidad como se muestra en la tabla 3.
Tabla 2. Porcentaje de severidad en hoja.

Aislado Género Grado de Numero de Severidad (%)
escala lesiones

B-F-M1-A2 Fusarium sp. 1 2 11.25 bc

B-F-M1-A3 Fusarium sp. 2 5 32.8ab

LJ-M2-H Collectotrichum sp. 1 3 22.7b

Y-M1-F Monilinia sp. 3 7 61.23 a

Testigo Test 0 0 Oc
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En cuanto a la incidencia de los fitopatdogenos (4 aislados), éstos presentaron micelio,
lesiones y coloraciones tanto en tallo como en la hoja de la variedad prisco, desarrollando
un 100 % en los bioensayos, por lo que son considerados extremadamente sensibles
para el cultivo del duraznero de la zona sur de Chihuahua. Asi mismo se han encontrado
estudios sobre el efecto de T. asperelloides y T. asperellum sobre C. gloesporoides en
plantulas de chile desarrolladas en laboratorio para atacar antracnosis manteniendo una
incidencia de 62.07% (Boukaew et al., 2024).
Conclusiones
Todos los aislados mostraron incidencia en todas las unidades experimentales evaluadas
en condiciones de invernadero, ademas de presentar de dos hasta siete lesiones
ubicandose en la escala de severidad 1-3, considerando a Monilinia sp. como uno de los
hongos con mayor afectacion al cultivo del duraznero.
De acuerdo a las variables de respuesta evaluadas se considera la cepa 3 de T.
asperelloides presenta un alto potencial para el control in vivo frente a los fitopatdgenos
foliares en plantas de durazno de un afio de edad.
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the phytopathogens Fusaricm sp., Alfernoria sp., Epicoccum sp., Monilinig sp. and Collechotrichum =p. subjee-
ting the data to an Aligned Rank Tranaformation AMOVA test with 10 treatments and seven repetitions phe
a control. The morphological identifisation of the antagonists was carried owt according to the chararterissos
of the strain, physical growth and smuctural development of resistance, ssquencing the TEF genes EF1-TI8F
{F-CATCGAGAAGTTCGAGAAGG-2) y TEF1LLErev (5-AACTTGCAGGCAATGETGG-2Y, and the primera ITS1
and [TE {IT31 (5~ TCCGTAGGTGAACCTEOEE-2 / ITS4 (5 -TCCTCCGCTTATTGATATGE-2) to identify the
specien present. All were identified as Trickoderma asperelioides and presented aceeptable control over the con-
trol of phytopathogens. The poat hoe teat deterted sipnificant differences in strain 1, presenting 81 2% in vitro
hinlogical sontrol It is muggested to carry out svaluations in peach plants at feld level

Ery words: in vitrs antagonism, biclogical control, peach tree, mobsoalsr, morphalogizal

Resumen: El interés e el contrel biclogico de Stopatagenos ha sumentado de manera considerable, debido a la
necemidad de infrodusir alternativas eficaces amigables con =] medio ambiente, ¥ dejar a un lado el wo masive de
agroquitnicns. Trichoderma es un agents antaginien utilizade somao medio natural contra fisopatsgenoa. El objeti-
v de la presente invessgamion fise aislar e identificar morfologics v molesularments cepas nativan de Trichoderma
zp. del mer del eszado de Chibmahaa, Mexien, probando ma capacidad antagenica contra fitopatogenos. Se ainlaron
matro cepas de Trichodama ap asociadas a plantas como Prennas persice, Pinnus syvestris 7 Arbutius unedo.
En laz prushas de antagonimmo in vidro se evaloaron las eepas 1, 2, 5 7 B condra los fivopatogenos Fusorium =p.,
Alfernaria =p., Epicoccum op., Monilinia ap. ¥ Collscfodrichum sp. sometiendo los dasce a la praeba ANOVA de
Abigned FEank Transiormation com 10 tatmiantos ¥ siete repeticone: més un testgo. La identificarion morfologica de
loa antagonistas se Bewt a cabo de aruerdo con las caracteristicas de ba cepa, crecmdento fimeo 7 desarrollo es-
truetural de resiztencia, secuenciado los genes EF1-T28F (5-CATCGAGAAGT TORAGAAGG-2) y TEF1LLErev
(5-AACTTGCAGGCAATETEG-2) 7 los echadores ITS1 & ITS4 (TTS1 (3-TCOCGTAGETGAACCTEOEG-2) |
ITE4 (5-TCCTCOGCTTATTGATATGC-2) para identificar lan sspecies prepentes Todss fiueron idengfieadss
eomo Trichoderma asperellsides ¥ presentaron un aceptable control sobre el contral de fitopatogence. La prusha
poot hoe detects diferencias signifieativas en 1a cepa 1 pressntamido 81.2% de contraol bislogico in vitro. Se magiere
realizar evabiasiones en planta de durazno a nivel eampo.

Falabhras clave: Antagonizmo i vitro, conol biolagien, dura-nera, melecolar, morfologica
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HOSPEDANTES EN FRUTALES DE IMPORTANCIA
ECONOMICA ASOCIADOS A PATOGENOS FOLIARES
DEL DURAZNERO (Prunus persica L.)

AngelR. Ceballos-Chévez', Glenda J. Lizirraga-Sanchez”. Karla Y. Leyva-Madrigal”, Diana M.
Mc Caughey-Espinoza®, Leidy E. Chavez-Garcia® Fernando A. Valenzuela- Escoboza'
v Blanca E. Lopez-Valenzuela'.

RESUMEN

En Meéxico, |z presencia de hongos fitopatogenss ocasions ssverss dafios en futos de durazno (Prunus persica L), después de la
cosecha, causande disminucion en la exportacion de productos procesados v en vida de anaguel. El objetivo de este trabajo foe
describir el rango de hospedantes de hongos foliares en frutos de manzane (Malur demestica Borkh), fesa (Frogario spp,
cimela (Prunus domestica L), pera (Pyrus communiz L) v membrille (Cyvdonia odlonga Mill), v en hojas de variedades de
durazno. Para la prueba de patogenicidad se utilizo la técnica de aspersion v las enfermedades se valoraron mediants l1a escala de
severidad de 5 grados de 0 a =75 %4 de presencia de sintomas sobre el frato v del 10 a =60% para boja desprendida v porcentaje de
incidencia Se inomlaron conidios de Fusarium spp, Alrernaria spp, Epicoccam spp, Collectomrichum sp. v Monilinig sp_, en todos
los frutos y las hojas de las varedades de durame amarllo, prisco v blanco, con siete repetciones, dejando un testigo con agua
destilada estéril para cada uno de los tratamientos; se colocaronm en camars imeda en condiciones asépticas, 2 27°C = 1 v za
sometieron a regimenes de 14 horas oscuridad v 10 horas oz, por 4, 7. 10 v 12 dias. Los datos se sometieron 2 un analizis de
varanza utilizando la comparacion de medizs de Tukey (P=0.05). La variedad amarillo de durzzno presentd mayor
suscepiibilidad a todes los hongos, los cuales fueron patozénices a los hospedantes con severidad de 0a 97,14 %6

Palabras clave adicionales: Fruto, hongoes, inocular, patogenicidad, severidad

ABSTRACT

Huost range in economically important fruit trees asseciated with foliar phytopathogens of peach (Prunns persica L),

In Mexico, the presence of phytopathogenic fimgl causes severe damage to peach (Prunus persica L) futs after harvest, cansing a
decrease in the export of processed products and in shelflife. The objective of this work was to describe the host range of fioliar fimgi
in froits of apple (Mulus domestica Borkh), soawberry (Fragaria spp.), plum (Prunus domestica L), pear (Fyeus commumiz L) and
quince {(Cydonia oblonga Mill.) and on leaves of peach varietes. For the pathogenicity test, the spray technique was nsed and the
dizeases were assessed using the 5-degree seventy scale from 0 to =75% of presence of symptoms on the Suit and fom 10 1o =60%
for detached leaf and percentage of incidence. Conidia of Fusarium spp, Altemaria spp, Epicoccum spp, Collecrooichum sp. and
Monilinig sp. were inoculated from all the froits and leaves of the yellow, prisco and white peach vaneties, with seven replicates,
leaving a control with sterile distilled water for each treatment. They were placed in a homid chamber under aseptic conditfions, at
27°C = 1, and were subjected to regimes of 14 hours of darkness and 10 hours of ight for 4, 7, 10 and 12 days. Drata were subjected
to anmalyzis of variance and Tukey's test for comparson of mesns (P<0.03). The yellow vanery of peach presented grester
susceptibility to all fungi, which wese pathogenic to the hosts with severity from O o 97.14 %5

Additional keywords: Fruit, fungi, inoculste, pathogenicity, sevenity
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DmBlmcaEl.opezValenzuela
Universidad Autonoma de Sinaloa
Presente
Por e presente adjunto a usted archivos electronicos que contienen observaciones realizadas a su
manuscrite cientifico Reproduccion conidial de Trichoderma asperelioides en medios de cultivo y
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Atentamente
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cu@unitru.edu pes dom, £

Scientia Agropecuaria <sc

para mi =

Estimado(a) autor(a),

Para comunicarle que estamos iniciando el proceso de revisidn por pares de su articulo "ldentificacion morfoldgica y molecular de hengos fitopatdgenos foliares
asociados al cultivo del duraznero (Prunus persica L) y efecto de control biclagicoe™

En unas semanas debemos informarle del resultado de esta evaluacion.

Estaremos en comunicacion.

Atte.
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Wanda | Lugo Marty un, 16

parami -

Estimado sefior Ceballos:

Espero que se encuentre bien. Le informo que su manuscrito fue sometido a revision. Por lo general, el proceso de revision tarda de seis a ocho

semanas. Me estaré comunicando con usted tan pronto reciba los comentarios del revisor.
Cordialmente,

Wanda I. Lugo
Editora

From: angel ceballos <angel.ceballos.chavez@gmail.com>
Sent: Sunday, September 15, 2024 4:03 PM

To: Wanda | Lugo Marty <wanda.lugo2 @upr.edu>
Subject: SOLICITUD DE ESTATUS DE MANUSCRITO.
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