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Resumen. La quitina es un biopolimero que
conforma la pared celular de hongos filamentosos
la cual se degrada por quitinasas mediante la hi-
drolisis de sus enlaces -1,4. El fruto de papaya es
afectado por hongos que ocasionan pérdidas en el
almacenamiento. Para su control, la deteccion debe
ser rapida y oportuna; en este sentido, los biosen-
sores podrian ser una opcion al reconocer el analito
que esté involucrado con su presencia, por ejem-
plo, como quitina y quitinasas. En este trabajo se
cuantifico la quitina presente en hongos fitopato-
genos que afectan a la papaya obteniendo valores
estadisticamente significativos (p<0.05) entre 13%
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(Alternaria alternata) y 37% (Penicillium sp.) de
quitina de su biomasa total; asimismo, se determi-
no6 el contenido de quitinasas presentes en cascara
del fruto en cuatro estados de madurez. Los valo-
res fueron significativamente diferentes (p<0.05):
entre 12473 (0-25% coloracion amarilla) y 15514
(100% coloracion amarilla) unidades de quitina-
sa g'! en muestras congeladas y entre 21085 (0%
coloracion amarrilla) y 29457 (25% coloracion
amarilla) unidades de unidades de quitinasa g-1 en
muestras liofilizadas. Estos valores forman parte de
una primera etapa de reconocimiento de indicado-
res bioldgicos para el disefio de un biosensor para
su aplicacion en papaya.

Palabras clave: Carica papaya L, madurez, bio-

sensores, indicadores, enzimas.

Abstract. Chitin is a biopolymer synthesized that
conforms the cell wall of filamentous fungi and it
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is degraded by chitinases, which hydrolyze their
B-1,4 bonds. The papaya fruit is affected by fungi
that cause losses in storage. For their control, the
detection must be fast and timely; in this sense,
biosensors could be an option when recognizing
the analyte that is involved with their presence, for
example, as chitin and chitinases. In this work, the
chitin obtained from phytopathogenic fungi that
affects the papaya was quantified obtaining statisti-
cally significant values (p<0.05) of 13 (Alternaria
alternata) and 37% (Penicillium sp.) of chitin from
its total biomass; likewise, the content of chitinases
present in the fruit’s peel was determined in four
stages of maturity. The values were significantly di-
fferent (p<0.05) from 12473 (0-25% surface yellow
color) to 15514 (100 % yellow color) units of quiti-
nase g-1 in the frozen samples and from 21085 (0%
yellow color) to 29457 (25% yellow color) units of
quitinase g-1 in lyophilized samples. These values
are part of a first stage of recognition of biological
indicators for the design of a biosensor for applica-
tion in papaya.

Key words: Carica papaya L, ripening, biosen-
sors, indicators, enzyme.

La quitina es el segundo biopolimero mas abun-
dante en la naturaleza, después de la celulosa.
Un gran nimero de organismos la sintetizan y se
encuentra, entre otros, en la cuticula de insectos,
huevos de nematodos, aracnidos y exoesqueleto de
crustaceos e invertebrados. Es componente primor-
dial en la pared celular de los hongos y esta com-
puesto de moléculas de N-acetil-D-glucosamina
unidas por enlaces B-1,4 (Hamid et al., 2013). A
pesar de su gran estabilidad quimica y térmica, la
quitina es susceptible a la accion de enzimas quiti-
noliticas (Ramirez et al., 2010). Las quitinasas (EC
3.2.1.14) son enzimas de tipo glucdsido-hidrolasas
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que catalizan la hidrolisis de los enlaces -1,4 en
quitina y quito-oligdmeros de cadena corta (Seidl,
2008) y tienen diferentes funciones acorde al or-
ganismo de origen; en plantas forman parte de su
mecanismos de defensa ante el ataque de fitopato-
genos que, al entrar en contacto con la planta, ge-
neran una serie de sefializaciones que van hacia el
nucleo de la célula donde se sintetizan quitinasas
que degradan la quitina de la pared de los microor-
ganismos y provocan su lisis (Kumar ef al., 2018).
El fruto de papaya puede ser severamente afectado
por complejos fungicos, entre los que se han iden-
tificado a Alternaria alternata, Aspergillus niger,
Colletotrichum gloeosporioides, Fusarium solani,
Penicillium digitatum y Rhizopus stolonifer, entre
otros (Bautista-Bafos et al., 2013) (Figura 1 a-d).
Algunos de ellos mantienen sus esporas en estado
latente durante la etapa de crecimiento del fruto y
se desarrollan completamente cuando encuentran
las condiciones adecuadas en la maduracion, pro-
vocando pérdidas cuantiosas durante el almacena-
miento y comercializacion (Guédez et al., 2014).
Actualmente, el control de hongos fitopatégenos
involucra que su deteccion sea rapida, eficaz y
oportuna (Pinzén-Gutiérrez et al., 2013); sin em-
bargo, los métodos tradicionales para dicha accion
no cumplen con las caracteristicas para evitar pér-
didas del producto. En este sentido, los biosensores
son una opcion para la prediccion temprana de en-
fermedades ya que pueden ser capaces de detectar
en tiempo real la presencia de microorganismos pa-
togenos de manera eficaz. Los indicadores biologi-
cos como enzimas, material genético y anticuerpos,
entre otros, pueden asociarse a la presencia de pa-
toégenos que podrian ser de utilidad como biomar-
cadores del sensor, ya que éstos se componen de un
analito bioldgico de reconocimiento asociado a un
sistema de transduccion que envia la sefial obteni-
da de la interaccion con el analito (Martinkova et
al., 2017). Ejemplo de ello, es el trabajo realizado
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Figura 1. Principales microorganismos postcosecha de la papaya: a) C. gloeosporioides, b) A. niger, ¢) Penicillium sp., d) A.

alternata.

por Wandermur ef al. (2014) quienes fabricaron un
biosensor de fibra Optica para detectar células de
Escherichia coli en concentraciones de 10* y 108
UFC en menos de 10 min; asimismo, Khaledian et
al. (2017) desarrollaron un biosensor a base de na-
noparticulas de oro para detectar el ADN gendmico
de Ralstonia solanacearum en suelo. Actualmente,
no se conocen biosensores capaces de reconocer
hongos fitopatogenos en frutos de papaya. El ob-
jetivo de este trabajo fue evaluar el contenido de
quitina en los principales hongos postcosecha de
la papaya y la presencia de quitinasas en frutos de
diferentes estados de madurez, como parte de una
primera etapa de reconocimiento de indicadores
biologicos que permitan el disefio de un biosensor
para su aplicacion en papaya.

Obtencion del inéculo. Los hongos evaluados
fueron Alternaria alternata, Aspergillus niger,
Colletotrichum gloeosporioides, Fusarium solani,
Penicillium sp. y Rhizopus stolonifer; los cuales se
obtuvieron del cepario del Laboratorio de Tecnolo-
gia Postcosecha de Productos Agricolas del Centro
de Desarrollo de Productos Bidticos. Los hongos se
incubaron en medio papa dextrosa agar (PDA) en
cajas Petri de 10 cm a 20-25 °C de 4 a 12 dias de
crecimiento dependiendo del patogeno.
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Cuantificacion de quitina de hongos presentes
en frutos de papaya. La cuantificacion de quitina
se realizo siguiendo las técnicas de Maghsoodi et
al. (2009) y Kumaresapillai et al. (2011) con modi-
ficaciones, y consistid en los siguientes pasos:

1. Cultivo de hongos. Se obtuvo el micelio de 4
cajas de cada cepa de hongo previamente incubado,
bajo condiciones estériles con un asa bacteriologi-
ca y se coloco en un tubo conico Falcon™ con 40
mL de agua desionizada estéril. Cada solucion se
centrifugd a 4629 g (eppendorf Centrifuge 5804 R,
Eppendorf International, USA) durante 10 min. Se
utilizo la pastilla de micelio al cudl se le agregd
12.5 mL de agua desionzada sometiéndolo a agi-
tacion en un agitador orbital (Vortex-Genie-2) y se
empleod perlas de vidrio para fragmentar el mice-
lio. Posteriormente, se agregod el contenido del tubo
(4x10* a 2x10° células), en matraz Erlenmeyer de
1 L, conteniendo 450 mL de medio sacarosa (1 L
de agua desionizada: 100 g de sacarosa, 1.5 g de
NaNO,, 0.5 gde KH,PO, 0.025 g de MgSO4.7H,0,
0.025 g de KCl y 1.6 g de extracto de levadura) y
se dejo en agitacion a 140 rpm (labtron HZO 3:10,
UK) durante 72 h a 32 °C.

2. Obtencion de micelio. En camara de flujo lami-
nar, bajo condiciones estériles, se colecto el micelio
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de cada hongo por filtracion al vacio con ayuda de
papel filtro Whatman No.l y embudo de porcelana
haciendo lavados continuos con agua desionizada
hasta obtener un filtrado claro. La biomasa obteni-
da se colocd en una caja Petri y se dejo secar en es-
tufa bacteriologica (Luzeren, modelo DHG9030A)
a 63 °C hasta tener peso constante.

3. Extraccion de quitina. Asépticamente, 0.1 g de
micelio se transfirié a matraces con 5 mL de NaOH
al 1M, llevandose a 110 °C durante 15 min en au-
toclave. El material alcalino resultante se colectd
y centrifugd a 4629 g durante 10 min. Se lavd con
agua desionizada hasta obtener un pH 7. Posterior-
mente, el material se enjuagd con etanol absoluto
(marca CH, México) (1:20 p/v) y luego con acetona
(Golden Bell, USA) (1:20). Finalmente, el material
obtenido se secd en cajas Petri en estufa bacteriolo-
gica a 63 °C hasta obtener un peso constante. Los
resultados obtenidos de la cuantificacion de quitina
de hongos en frutos de papaya se expresaron como
el porcentaje de quitina presente en cada hongo.

Determinacion de quitinasas en cascaras de pa-
paya. Material biolégico. Se cosecharon frutos
de papaya de la variedad Maradol en huertos de
Teteman, Morelos, México, en 4 estados de ma-
durez: 0% (ausencia de color amarillo), 25% (1/4
coloracion amarillo), 50% (1/2 coloracion amari-
llo) y 100% (totalmente amarillo) (Norma Mexi-
cana NMX-FF-041-SCFI-2007). Se cosecharon
4 frutos por cada estado de madurez haciendo un
total de 16 muestras. Se recuperd la cascara de cada
fruto y se corto en porciones de 1-2 mm de espesor;
la mitad se congel6 a -72 °C y la restante se liofi-
liz6 almacenandose hasta su uso. La obtencion del
extracto enzimatico se realizé siguiendo la técnica
descrita por Glibota et al. (2000) con algunas mo-
dificaciones y la determinacion de quitinasas por el
método descrito por Gdmez-Ramirez et al. (2001)
y consistio en los siguientes pasos:
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1. Obtencion de extracto enzimatico. Se macera-
ron en mortero 40 g de cascara congelada agregan-
dole 60 mL de buffer Na,HPO -4cido citrico (Fer-
mont, México) 0.05 N a pH 7. La mezcla resultante
se filtr6 con papel filtro Whatman No.l y el so-
brenadante se centrifugd a 1157 g durante 10 min.
Adicionalmente, siguiendo el mismo protocolo de
obtencion de extracto enzimatico y con el objetivo
de determinar la diferencia entre el almacenamien-
to de muestras, 0.5 g de cascara liofilizada se mace-
r6 con 20 mL de buffer fosfato-acido citrico.

2. Reaccion enzimatica. Se tomd como sustrato
quitina coloidal comercial al 10% suspendida en
buffer de fosfatos 0.2 M a pH 6.5. Se mezcl6 1 mL
del extracto enzimatico con 1 mL de quitina coloi-
dal en tubos conicos Falcon™ para realizar la re-
accion dejandolos en incubacion a 37 °C durante 1
h en estufa para después detener la reaccion con 1
mL de NaOH al 1%. Posteriormente, la mezcla se
centrifugd a 6300 g durante 10 min.

3. Medicion de la actividad enzimatica. De los so-
brenadantes, se determiné el contenido de azucares
reductores tanto del extracto enzimatico como de la
reaccion enzimatica mezclando en tubo de ensayo 1
mL de muestray 1 mL de 4cido 3,5-dinitrosalicilico
(DNS, Sigma-Aldrich, USA) sometiéndose a bafio
Maria en ebullicion durante 5 min para la reaccion;
transcurrido el tiempo, los tubos se colocaron en
agua fria. Finalmente, se observo su absorbancia
a 535 nm en espectrofotometro (Thermo scientific
Genesis 10S UV-VIS, USA). Las determinaciones
de cada estado de madurez se hicieron por triplica-
do en cascaras liofilizadas y congeladas. El valor
de unidades quitinasa por gramo de muestra (UQ
g), correspondientes a peso fresco en cascaras
congeladas y a peso seco en cascaras liofilizadas,
se calculd como una diferencia entre el contenido
de azicares reductores de la reaccion enzimatica
y el contenido de azlicares reductores del extracto
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enzimatico y se cuantificaron mediante una curva
estandar de N-acetilglucosamina (NAG, Sigma-
Aldrich, USA) de 0 a 8 mmol mL". Una unidad
de quitinasa se definié como la cantidad de enzima
que cataliz¢ la liberacion de 1 mmol de NAG den-
tro de las condiciones experimentales usadas. Los
datos se analizaron mediante un ANOVA y prueba
de Tukey (p<0.05).

En el Cuadro 1 se muestra el porcentaje de qui-
tina de cada uno de los hongos estudiados. Se obtu-
vieron diferencias significativas (p<0.05) en el con-
tenido de la quitina entre los hongos. En general,
el valor promedio de quitina estuvo en el rango de
13% a 37%. El valor minimo correspondié a A. al-
ternata 'y el maximo a Penicillium sp. Con relacion
a la cantidad de quitinasas, hubo diferencias sig-
nificativas entre los estados de madurez (p<0.05).
En general, en promedio se observd mayor con-
tenido en las cascaras de los frutos que se liofili-
zaron (25632.82 UQ g') que en las céascaras que
fueron congeladas (14,040 UQ g'). En la Figura
2a se muestra, a excepcion del estado de madurez
de 0% y 25%, aumento en el contenido de las qui-
tinasas en los estados de mayor madurez del fruto
(50 y 100%). Con relacion a la Figura 2b, la mayor
produccion de quitinasas correspondio al estado de
madurez de 25% (c.a 29,000 UQ g™).

Cuadro 1. Determinaciéon de quitina en algunos hongos
presentes en frutos de papaya durante el alma-

cenamiento.
Hongo Quitina (%)*
Alternaria alternata 13.0+3.6°
Aspergillus niger 21.67+2.3°
Colletotrichum gloeosporioides 20.67+1%
Fusarium solani 24.0+3.4°
Penicillium sp. 37.33+3*
Rhizopus stolonifer 17.33+2.3>

*Letras diferentes en las columnas indican diferencias signi-
ficativas. Prueba de Tukey (p<0.05); resultados expresados
como media + desviacion estandar.
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Existen pocas investigaciones asociadas con el
contenido de quitina en hongos; sin embargo, los
valores que se obtuvieron en este estudio concuer-
dan con los presentados por Blumenthal y Roseman
(1957). Estos autores reportaron valores de 11.5%
en el género Alternaria sp.y 22.4% en Aspergillus
flavus. Por su parte, Arbia et al. (2013) reportaron
en Mucor rouxii y Lactarius vellereus valores co-
rrespondientes a 44.5 y 19%, respectivamente.

Por otro lado, existe una diferencia de casi el
doble en la cantidad de quitinasas presentes en la
cascara congelada respecto a la liofilizada. Esto
puede deberse a que las muestras liofilizadas con-
servan mejor las propiedades fisicoquimicas de los
alimentos (Ayala et al., 2010); ademas, las mues-
tras congeladas contienen mas agua que las liofi-
lizadas, presentando un menor contenido en mate-
ria seca, que es donde se localiza a la enzima y, en
consecuencia, su cuantificacion fue menor. Sobre
este tema, Yabuki et al. (1986) reportaron actividad
de quitinasas de 887 UI mg™' de proteina en la bac-
teria Aeromonas hydrophila cuando se incub6 en
caldo nutritivo y se analizd después de un proceso
de congelacion de la muestra, siendo este, un mé-
todo favorable para mantener la actividad de esta
enzima de acuerdo con los autores.

Por otra parte, en las muestras congeladas, el
contenido de quitinasas aument6 de forma paralela
al estado de madurez. Al respecto, Sanchez-Garcia
et al. (2012) reportaron que conforme el fruto ma-
dura, se promueve de igual forma el desarrollo de
los hongos, los cuales pudieran encontrarse en es-
tado latente y como un mecanismo de proteccion,
se sintetizan quitinasas para protegerlo. A la fecha,
no existen estudios asociados con la produccion de
quitinasas respecto a los dos métodos de obtencion
utilizados en este estudio. En las muestras liofiliza-
das, de las papayas con % de coloracion amarilla,
se obtuvo el mayor contenido de quitinasas. Esto
pudo deberse al mismo estado activo de crecimiento,



REVISTA MEXICANA DE FITOPATOLOGIA
MEXICAN JOURNAL OF PHYTOPATHOLOGY

FuLLYy BILINGUAL

3000 a)
2500

2000

1500

b a
C C
1000 —
500
0 -
0 25 50 100

UQg!

3000 — 5

a
b b
2500 —
c

2000
1500
1000 —
500
0 -

0 25 50 100

uQg!

Figura 2. Contenido de quitinasas en cascara de papaya variedad Maradol, a) congeladas y b) liofilizadas, de 4 estados de
madurez: 0% = ausencia de color amarillo, 25% = 1/4 coloracién amarillo, 50% = 1/2 coloracion amarillo y 100%
= totalmente amarillo. Letras diferentes indican diferencias estadisticas significativas. Prueba de Tukey (p<0.05);
resultados expresados como media * desviacion estandar. UQ g"' = Unidades de quitinasa por gramo de muestra.

desarrollo y maduracion del fruto (Bryant y Julku-
nen-Tiitto, 1995), ademas, a un posible proceso de
infeccidn por microorganismos (Xu et al., 2016).
Sobre este tema, Yan et al. (2008) reportaron que la
actividad de quitinasa se correlaciona directamente
con la microestructura y proporcion de quitina en la
pared celular de los hongos con los que interactuia.
En conclusion, en este estudio, los valores que
se obtuvieron tanto de la quitina presente en los
hongos fitopatogenos y de las quitinasas en el fruto
de papaya podrian servir como indicadores biologi-
cos de la presencia de hongos en la papaya para su
uso como marcadores para el disefio de un biosen-
sor. Sin embargo, atin es necesario realizar estudios
similares en diferentes patosistemas de la papaya
cubriendo sus diferentes estados fenologicos.
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Resumen. Aspergillus flavus es un hongo que
infecta diversos alimentos, entre ellos el higo. Se
han utilizado diferentes medios de cultivo para su
aislamiento y crecimiento. El objetivo de esta in-
vestigacion fue evaluar la patogenicidad de 4. fla-
vus crecido en diferentes medios de cultivo sobre
higos. Se incub6 A. flavus en 5 medios de cultivo
(CZAPEK, agar V8, PDA, Dextrosa Sabouraud y
agar de Malta) y de éstos, se realizaron dos sus-
pensiones de esporas (1 x 10*y 1 x 10° Esp mL™").
Los frutos se inocularon y se evalu6 porcentaje de
infeccion y severidad. La cepa desarrollada en me-
dio CZAPEK (1 x 10* Esp mL™") fue la que generd
mayor porcentaje de infeccion (64%), sin embargo,
fue estadisticamente similar al PDA y Agar de Malta

NUMERO ESPECIAL EN ESPANOL, 2019

(53 y 51%, respectivamente). La cepa del medio
PDA (1 x 10* Esp mL"") mostré mayor severidad
(2.4) y fue estadisticamente similar a los medios
evaluados, con excepcion del agar V8. Lo frutos
inoculados con la cepa del agar V8 (1 x 10* Esp
mL") tuvieron el menor porcentaje de infeccion
(24%) y severidad (1.64), siendo estadisticamen-
te diferente al resto de los tratamientos. Las cepas
de A. flavus incubada en CZAPEK y PDA tuvieron
mayor patogenicidad en los frutos de higo.

Palabras clave: Ficus carica, medios de cultivo,
esporulacion, infeccion.

Abstract. Aspergillus flavus is a fungus that infects
various foods, including fig. Different culture me-
dia have been used for their isolation and growth.
The objective of this research was to evaluate the
pathogenicity of 4. flavus grown in different culture
media on fig fruit. 4. flavus was incubated in 5 cul-
ture media (CZAPEK, V8 agar, PDA, Sabouraud
Dextrose, and Malt Agar) and of these, two spore



FuLLy BILINGUAL

REVISTA MEXICANA DE FITOPATOLOGIA
MEXICAN JOURNAL OF PHYTOPATHOLOGY

suspensions were performed (1 x 10* and 1 x 10°
Esp mL"). The figs were inoculated and the per-
centages of infection and severity were evaluated.
The strain developed in CZAPEK medium (1 x 10*
Esp mL') was the one that generated the highest
percentage of infection (64%), however, it was sta-
tistically similar to the PDA and Malt Agar (53 and
51%, respectively). The PDA medium strain (1 x
10* Esp mL™") showed greater severity (2.4) and
was statistically similar to the evaluated means,
with the exception of V8 agar. The figs inoculated
with the V8 agar strain (1 x 10* Esp mL™') had the
lowest percentage of infection (24%) and severi-
ty (1.64), being statistically different from the rest
of the treatments. Strains of 4. flavus incubated in
CZAPEK and PDA had higher pathogenicity in the
fig fruit.

Key words: Ficus carica, culture media, sporula-
tion, infection

El higo (Ficus carica) es un fruto altamente
perecedero que necesita de un cuidado especial
durante su cultivo, cosecha y almacenamiento; la
temperatura y la presencia de microorganismos
fitopatogenos, son factores que pueden disminuir
su calidad y periodo de vida util (Kong et al., 2013;
Irfan et al.,, 2013). Es un fruto propenso a sufrir
contaminacion por microorganismos, ya que posee
un alto contenido de azlicar y agua, posee una piel
delgada que muchas veces sufre heridas durante su
cosecha y ademas presenta un orificio en su base
denominado “ostiolo” por el cual pueden introdu-
cirse diversos microorganismos (Oliveira et al.,
2009; Souza et al., 2013; Kong et al., 2013; Irfan et
al., 2013). Aspergillus flavus es un hongo de impor-
tancia agrondmica y nutricional, que infecta varios
grupos de alimentos tanto en pre como postcose-
cha, generando pérdidas y ocasionando problemas
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de salud en animales y humanos por la produccion
de toxinas (Accinelli ef al., 2018). En estudios re-
cientes, se ha reportado la presencia de A. flavus
en frutos de higo, lo cual es un problema latente
para la poblacion que consume esta fruta (Carvajal,
2013). En la actualidad, existe un creciente inte-
rés por evaluar métodos de control que reduzcan la
aparicion de este patdogeno en los frutos, para ello
es necesario desarrollar el hongo en condiciones
controladas las cuales garanticen su patogenicidad
asi como su capacidad para infectar frutos, de este
modo los nuevos tratamientos propuestos podrian
ser mas efectivos. Los medios nutritivos son una
herramienta que nos permite cultivar a los hongos
en un medio artificial y poder evaluar su desarrollo.
Para desarrollar hongos del género Aspergillus se
pueden utilizar concentraciones esporas de 1x 10*
y 1 x 10°Esp mL"' (Ramos-Garcia et al., 2012) para
desarrollarse en diferentes medios de cultivo, en-
tre los que podemos encontrar: CZAPEK, PDA,
Dextrosa Sabouraud, Agar V8, y agar de malta,
los cuales presentan composicion variada (Cuadro
1). Estos medios de cultivo se han recomendado
para el estudio de mohos y levaduras, incluso se
ha reportado que los medios a base de extractos
naturales (Agar V8) aumentan la velocidad de cre-
cimiento y esporulacion en comparacion con los
medios de cultivo utilizados convencionalmente
(Gonzalez-Pena et al., 2014). El objetivo de esta
investigacion fue evaluar la patogenicidad de 4.
flavus proveniente de diferentes medios de cultivo
sobre frutos de higo.

Se prepararon 5 medios nutritivos, CZAPEK
DOX, PDA, dextrosa Sabouraud, agar de Malta,
y agar V8 (jugo comercial) y agar bacteriologico,
todos de la marca BD Bioxon, México y se colo-
caron en cajas Petri de 60 x 15 mm. Con la ayuda
de un horadador, se realizaron orificios (Smm) de
la cepa A. flavus (donada por el CEPROBI-IPN),
previamente activada (siete dias antes), la cual se
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Cuadro 1. Composicion de diferentes medios de cultivo para inocular 4. flavus
Medio de Cantidad .
cultivo Componentes (g L) pH Referencia

Sacarosa 30
Nitrato de sodio 2
Fosfato dipotasico 1 7.3 .

CZAPEK Sulfato de magnesio 05 Liofilchem, 2015
Sulfato ferroso 0.01
Agar 15
Extracto de papa 4

PDA Dextrosa 20 5.6 Neogen, 2015
Agar 15
Digerido pancredtico de caseina 5

Dextrosa Digerido péptico de tejido animal 5

Sabouraud Dextrosa 40 36 BD, 2015
Agar 15
Extracto de malta 30

Malta Agar 15 5.5  Neogen, 2017
Jugo de verduras “V8” 160 (mL L")
Sodio 0.093
Potasio 0.6

Agar V8 Azlcar 4.66 5.7  Gonzalez-Pena et al., 2014
Proteina 1.33
Carbonato de calcio 3
Agar 20

sembro en cada medio de cultivo. Las cajas Petri
se incubaron durante 7 dias a 25 = 2 °C. Una vez
que se desarroll6 el hongo en los diferentes medios
de cultivo (8 dias después), se prepararon dos so-
luciones dos esporas; 1 x 10*y 1 x 10° Esp mL-'de
acuerdo a la metodologia de Ramos-Garcia et al.
(2012). Para realizar la inoculacion, los frutos se
enjuagaron durante 10 s con una solucion de cloro
al 1% (v/v), y posteriormente con agua desioniza-
da. Los frutos se secaron a temperatura ambiente
(28 + 2 °C) en bandejas con papel absorbente. Con
ayuda de una aguja de diseccion se realizé una he-
rida en la cara anterior y posterior de los frutos y se
colocaron 10 pL de cada solucion de esporas. Se
evalud la incidencia (% de infeccion) y la severidad
de la infeccion, cuyo indice se determin6 mediante
una escala, donde, 1 = 0 %; 2 = 1-25 %; 3 = 26-
50%; 4 =51-75%y 5 =76-100% de sintomas de la

NUMERO ESPECIAL EN ESPANOL, 2019

enfermedad en la superficie del fruto (Hernandez et
al., 2018). Los frutos se almacenaron durante 4 dias
a temperatura ambiente a 27 + 2 °C. Se utilizaron
90 frutos por cada medio de cultivo dividido en las
2 concentraciones (45 frutos por concentracion) y
se realizo un andlisis de varianza con un método de
comparacion de medias de Tukey (P< 0.05) a tra-
vés del paquete estadistico INFOSTAT (v. 2017).
Los resultados mostraron que en el segundo dia
de almacenamiento, los porcentajes de infeccion
mas altos en el higo se obtuvieron de las cepas pro-
venientes de los medios CZAPEK (31 %) y PDA
(24 %) a la concentracion 1 x 10* Esp mL™', aunque
no se observaron diferencias estadisticas (p<0.05).
En el tercer dia, el medio CZAPEK fue estadisti-
camente diferente al resto de los medios al tener
un 62 % de infeccion. En el cuarto dia, los medios
CZAPEK, PDA y Malta fueron estadisticamente

10
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similares (p<0.05), al mostrar los porcentajes de
infeccion mas altos al final del almacenamiento
(64%, 53% y 51%, respectivamente) (Cuadro 2;
Figura 1). La cepa proveniente del medio agar V8
fue la que mostré menor porcentaje de infeccion
durante los dias de almacenamiento (4%, 13% y
24%, respectivamente).

En los dias dos, tres y cuatro de almacenamien-
to, se observd el mayor porcentaje de infeccion en
las cepas de 4. flavus a una concentracion de 1 x
10° Esp mL"!, proveniente de los medios Dextrosa
Sabouraud (27, 47 y 51%, respectivamente), CZA-
PEK (20, 42 y 51%, respectivamente) y PDA (13,
38 y 47%, respectivamente), es importante mencio-
nar que se observo similitud estadistica (p<0.05),
en los medios mencionados. Una vez mas el medio
agar V8 fue estadisticamente diferente (p<0.05) al
resto de los medios evaluados, al inducir la menor
incidencia durante el almacenamiento (4, 4 y 36%,
respectivamente) (Cuadro 3). En los resultados
de severidad, se observaron diferencias estadisti-
camente significativas (p<(.05) entre los medios
evaluados. En los dias de almacenamiento dos y
tres, la cepa de A. flavus a una concentracion de 1
x 10* Esp mL"! del medio CZAPEK presentd ma-
yor indice de severidad (1.5 y 2, respectivamente),
seguida de la cepa del medio PDA (1.4 y 1.9, res-
pectivamente) (Cuadro 4), ambos medios fueron
estadisticamente similares. En el dia cuatro de al-

macenamiento, la cepa del medio PDA fue la que

Cuadro 2. Efecto de la incubacion en diferentes medios nu-
tritivos y la concentracién de 1 x 10* Esp mL"!
en la incidencia de A. flavus en frutos de higo
almacenados durante 4 dias a 20 + 2 °C.

Incidencia (%)

. . Dias de almacenamiento
Medio nutritivo

1 2 3 4
PDA 0 24¢d 40° 53be
Agar de Malta 0 16> 40° S1be
Dextrosa Sabouraud 0 90 27 44°
CZAPEK 0 314 62°¢ 64¢
V8 0 42 132 242

Letras diferentes indican diferencias estadisticas significativas
(Tukey, p<0.05).

mostré la mayor severidad (2.4); sin embargo, fue
estadisticamente similar (p<0.05) al resto de los
medios, excepto el medio agar V8, el cual mostro
menor severidad durante los dias dos, tres y cuatro
de almacenamiento (1, 1.1 y 1.6, respectivamente).
En general no se observaron diferencias estadisti-
cas significativas (p<0.05) en la severidad de los
frutos de higo inoculados con la concentracion 1
x 10° Esp mL™! de los medio PDA, Agar de Malta,
dextrosa Sabouraud y CZAPEK durante los cuatro
dias de almacenamiento. El agar V8 fue estadisti-
camente diferente al resto de los medios, durante
los dias dos y tres (0.2 y 0.4); sin embargo, en el
dia cuatro, no se observaron diferencias entre los
medio evaluados (Cuadro 5).

Figura 1. Frutos de higo infectados con cepas de A. flavus a una concentracion de 1x10* Esp mL™" al cuarto dia de alma-
cenamiento, provenientes de diferentes medios de cultivo: A) CZAPEK; B) PDA; C) agar de malta; D) dextrosa

sabouraud y E) agar V8.
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Cuadro 3. Efecto de la incubacion en diferentes medios nu-
tritivos y la concentraciéon de 1 x 105 Esp mL"!
en la incidencia de A. flavus en frutos de higo
almacenados durante 4 dias a 20 + 2 °C.

Incidencia (%)
Dias de almacenamiento

Medio nutritivo | ) 3 4

PDA 0 13 38be 472
Agar de Malta 0 16° 310 56°
Dextrosa Sabouraud 0 27¢ 47¢ 51
CZAPEK 0 200 42¢ 5]
V8 0 42 42 36°

Letras diferentes indican diferencias estadisticas significativas
(Tukey, p<0.05).

En esta investigacion el indice de severidad y el
porcentaje de infeccion en los frutos, no se afecta-
ron por la concentracion de la solucion de esporas
de A. flavus, sino por el medio nutritivo utilizado.
Las concentraciones de A. flavus (1 x 10* y 1 x
10° Esp mL") proveniente del medio de cultivo
CZAPEK, mostraron mayor incidencia sobre los
frutos de higo durante todo el almacenamiento.
Barajas-Ontiveros et al. (2009) reportan, que los
medios de cultivo influyen en el crecimiento y en
la germinacion de esporas. Las esporas fungicas
contienen reservas de nutrientes que soportan el

crecimiento por un periodo determinado; sin em-
bargo, esta composicion se puede modificar por el
medio donde se desarrolle y asi afectar su proceso
de germinacion (Hassouni et al., 2007). La cepa
del medio CZAPEC mostro alta incidencia, segui-
do del medio PDA sobre los frutos inoculados con
las concentraciones 1 x 10* Esp mL"! (64 y 53 %,
respectivamente) y 1 x 10° Esp mL" (51 y 47 %,
respectivamente).

Varios autores (Liofilchem, 2015; Cota-Arriola
et al., 2017) han reportado que el medio CZAPEK
favorece el desarrollo de este patogeno, incluso
Luna et al. (2010) afirmaron que en las cepas de
Aspergillus desarrolladas en este medio, se obser-
varon diferencias macroscdpicas (micelio blanco
con pigmento amarillo difundido en el medio) al
compararla con medio PDA (micelio blanco), lo
cual podria garantizar su capacidad de infeccion en
el fruto. Los resultados de la presente investigacion
concuerdan con lo reportado por Cota-Arriola et al.
(2017) y Hassouni et al. (2007), los cuales mos-
traron que hongos del género Aspergillus desarro-
llados en medio CZAPEK tuvieron una mayor ger-
minacion de esporas (6.5 esporas h'') comparado
con los desarrollados en Papa dextrosa y azucar de
bagazo de cafa (5.6 esporas h''). La germinacion

Cuadro 4. Efecto de la incubacion en diferentes medios nutritivos y la concentra-
cion de 1 x 10* Esp mL" en la severidad de A. flavus en frutos de higo
almacenados durante 4 dias a 20 + 2 °C.

indice de severidad

Dias de almacenamiento

Medio nutritivo 1 2 3 4

PDA 1+0.0 1.4+0.8%b 1.9+1.2%b 244+1.5°
Agar de Malta 1£0.0 1.2£06%® 1.6£09%® 21«13
Dextrosa Sabouraud 1£0.0 1.0+£02® 14+£0.7%® 2.1+1.4%®
CZAPEK 1+0.0 1.5+£08¢ 20+09¢ 23+1.1%
V8 1+0.0 1.0+£02° 1.1+04°* 1.6+1.32

Escala de severidad: 1= 0%, 2= 1-25%, 3= 26-50%, 4= 51-75%, 5= 76-100% de infec-

cion en los frutos de higo.

Letras diferentes indican diferencias estadisticas significativas (Tukey, p<0.05).
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Cuadro 5. Efecto de la incubacién en diferentes medios nutritivos y la concentra-
cion de 1 x 10° Esp mL" en la severidad de A. flavus en frutos de higo
almacenados durante 4 dias a 20 + 2 °C.

Indice de severidad
Dias de almacenamiento

Medio nutritivo 1 2 3 4

PDA 1+£0.0 1.1+£0.4% 1.6+09° 20+£1.2°2
Agar de Malta 1+£0.0 1.2+£0.5® 1.5+1.0° 24+14¢
Dextrosa Sabouraud 1+0.0 1.4+£0.7° 1.7+£0.8° 1.9+£09¢*
CZAPEK 1+£0.0 1.2+0.4%® 1.6+£08° 1.9+£09°2
V8 1+£0.0 1.0+02¢® 1.0+04¢ 19+132

Escala de severidad: 1= 0%, 2= 1-25%, 3= 26-50%, 4= 51-75%, 5= 76-100% de infec-

cion en los frutos de higo.

Letras diferentes indican diferencias estadisticas significativas (Tukey, p < 0.05).

de esporas es de vital importancia en la patogenici-
dad del hongo debido a que es la primera etapa del
crecimiento y es indicativo para la adaptacion en
el fruto (Cota-Arriola et al., 2017). El medio Agar
V8, se ha utilizado cuando los medios tradicionales
no desarrollan esporas en los hongos (Mogollon y
Castafo, 2012). Gonzalez-Pena (2014) reportd que
la biomasa producida por el hongo Phytophthora
nicotianae fue mayor en el medio V8, favoreciendo
el crecimiento y la esporulacion. Contrario a esto,
en la presente investigacion, el medio Agar V8 fue
el que mostr6 el menor porcentaje de infeccion al
compararlo con el resto de los medios evaluados.
Esto concuerda con lo reportado McAlpin y Donald
(2005), quienes reportaron que este medio produjo
una baja cantidad de estromas (102) al comparar-
lo con el medio CZAPEK (2672), PDA (2218) y
Agar de Malta (657). El medio Agar V8 contiene
en su formulacion azlcar, carbonato de calcio y
NaCl, componentes que podrian estar influyendo
en su patogenicidad. Reyes-Ocampo et al. (2013),
analizaron el metabolismo de 4. niger en medio s6-
lido y concluyeron que el metabolismo del hongo
del genero Aspergillus se afectd cuando hubo un
incremento de glucosa en la formulacion, ya que la
alta concentracion de glucosa en el medio se indica
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como un factor de estrés osmotico en el microor-
ganismo, lo que genera un mayor gasto energético
y un menor desarrollo, ademas la presencia de otra
fuente de carbono diferente a la glucosa perturba el
metabolismo normal cuando se usa conjuntamente
con ésta. En general los hongos muestran diversas
respuestas metabdlicas, patrones de crecimiento y
estrategias reproductivas, por lo tanto el estrés os-
motico puede reducir su crecimiento al incremen-
tar la tasa de respiracion. Tijerina-Ramirez et al.
(2014) reportan que al utilizar NaCl, KCl y sacaro-
sa en medios solidos, se redujo el potencial osmo-
tico y esto ocasiono la disminucion del crecimiento
y desarrollo de hongo Macrophomina phaseolina,
del mismo modo, se observé que la cepa del hongo
desarrollada en el medio que contenia NaCl, redujo
significativamente su patogenicidad en frijol. Sin
embargo, se ha reportado que el Agar V8 favorece
la expresion de enzimas hidroliticas (Gonzalez-Pe-
fa, 2014), lo que explicaria su similitud estadistica
con el resto de los medios evaluados en la variable
de severidad al termino del almacenamiento.

En conclusion, la cepa de 4. flavus incubada en
los medios de cultivo CZAPEK y PDA, indepen-
dientemente de la concentracion utilizada, indujo la
mayor patogenicidad en los frutos de higo, lo que
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es de interés para futuras investigaciones que eva-
luen métodos de control efectivos contra la inhibi-
cion del crecimiento de A. flavus.
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Resumen. La roya asidtica de la soya causada
por Phakopsora pachyrhizi reduce el rendimiento
del cultivo hasta 90%. Se ha observado pérdida
de eficacia de control con fungicidas sitio-especi-
ficos, se ha propuesto combinarlos con mancozeb
como estrategia antirresistencia. El objetivo fue
evaluar estos fungicidas en dos fechas de siembra.
El estudio se realizd en condiciones de campo en
Y guazu, Paraguay, con ocho tratamientos: sin apli-
cacion (T,), prothioconazole y trifloxistrobin (T,),
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mancozeb (T,), azoxistrobin y bezonvindiflupyr
(T,), fluxapyroxad, epoxiconazole y pyraclostrobin
(T), T,+T, (T, T, +T,(T),y T, +T,(T,) y dos
siembras (20 de septiembre y 20 de noviembre de
2017), en un disefio de bloques completos al azar
con tres repeticiones. El rendimiento no se modifi-
c6 por la aplicacion de los tratamientos. Se observo
diferencia significativa por la fecha de siembra en
la severidad y peso de mil semillas (PMS). El T,
presento menor severidad y el T, mayor PMS en
la primera fecha de siembra. Los fungicidas sitio-
especifico mas mancozeb presentaron mayor por-
centaje de eficacia de control de la enfermedad. La
combinacioén de mancozeb con mezclas de fungici-
das sitio-especifico es efectiva para el control de la
roya asiatica de la soya.

Palabras claves: Phakopsora pachyrhizi, Glycine
max, multisitio, biotréfico, resistencia.
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Abstract. Asian soybean rust caused by Phakop-
sora pachyrhizi reduces crop yield up to 90%. It
has been observed loss of control efficacy with site-
specific fungicides, it has been proposed to combi-
ne them with mancozeb as anti-resistance strategy.
The objective was to evaluate these fungicides on
two sowing dates. The study was conducted under
field conditions in Yguazu, Paraguay, with eight
treatments: no application (T,), prothioconazole
and trifloxystrobin (T,), mancozeb (T,), azoxys-
trobin and bezonvindiflupyr (T,), fluxapyroxad,
epoxiconazole and pyraclostrobin (T,), T, + T,
(T), T, + T, (T), and T, + T, (T,) and two late
sowings (September 20 and November 20, 2017),
in a randomized complete block design with three
repetitions. The yield was not modified by the
application of the treatments. Significant difference
was observed by the sowing date in the severity and
weight of one thousand seeds (PMS). T, showed
lower severity and T, higher PMS on the first plan-
ting date. Site-specific fungicides plus mancozeb
had a higher percentage of disease control effica-
cy. The combination of mancozeb with mixtures of
site-specific fungicides is effective for the control
of asian soybean rust.

Key words: Phakopsora pachyrhizi, Glycine max,
multisite, biotrophic, resistance.

La roya asiatica de la soya (RAS) causada por
el hongo Phakopsora pachyrhizi, es unas de las
enfermedades mas severas que ataca al cultivo de
soya (Glycine max), con dafios que varian entre
el 10% al 90% (Yorinori et al., 2005; Hartman et
al., 2015). La primera epidemia severa de RAS en
Sudamérica fue reportada en Paraguay, durante el
verano 2000/2001 en el distrito de Pirapo (Itapta),
de donde se propagod a los demas Departamentos
del Paraguay en donde se cultiva soya (Morel,
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2003). Posteriormente, la enfermedad fue reporta-
da en Brasil durante la temporada de produccion
2001/2002 al norte de Mato Grosso do Sul y en Rio
Grande do Sul (Yorinori et al., 2005).

En Paraguay, el control quimico es el método
mas utilizado para el manejo de esta enfermedad,
ya que las aplicaciones tempranas reducen la car-
ga de esporas en las hojas inferiores protegiendo
las medias y superiores. En siembras de septiem-
bre/octubre, el numero de aplicaciones es de 2 a 3
por ciclo, con 20 dias de residualidad. En octubre/
noviembre, la presion de indculo aumenta, provo-
cando la disminucion de la eficacia de control, por
lo que se realizan, en promedio 3 a 4 aplicaciones
de fungicidas con 15 a 18 dias de residualidad. En
siembras de diciembre/enero, la presion de inoculo
es muy alta, provocando una menor residualidad de
los fungicidas, de unos 10 a 12 dias, por lo que se
deben realizar entre 5 a 6 aplicaciones, por ciclo de
cultivo (Mesa de la Roya, 2018).

El Comité de Accion de Resistencia a Fungi-
cidas (FRAC, 2012), senala que los principales
grupos fungicidas utilizados para el control de
RAS son los inhibidores de la sintesis de esteroles
(DMI), los inhibidores de la quinona (Qol), y los
inhibidores de la enzima succinato deshidrogenasa
(SDHI). Los fungicidas DMI y Qol actian solo en
un sitio especifico de reacciones bioquimicas en la
célula fingica. Por lo tanto, son vulnerables a la
seleccion de cepas fungicas para reducir la sensibi-
lidad. Ademas, FRAC (2012), clasifica a los DMI y
Qol como fungicidas de alto riesgo para el desarro-
llo de resistencia y, por esta razén, no recomiendan
su uso de forma aislada.

Las poblaciones de P. pachyrhizi han perdido
sensibilidad a ciertas estrobilurinas y triazoles, ob-
servandose una baja eficacia de control de la en-
fermedad en parcelas de produccion (Reis et al.,
2014). La dificultad para controlar la RAS con fun-
gicidas es cada vez mas evidente, lo que demuestra
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la alta adaptabilidad del hongo (Reis et al., 2014;
Godoy y Palaver, 2011). Como ejemplo, la eficacia
del tebuconazole (DMI) se ha reducido gradual-
mente de 90% a 24% en diez temporadas (Godoy et
al.,2013). No obstante, Godoy et al. (2015) y Silva
et al. (2015), reportan que el mancozeb mezclado
con fungicidas sitio-especificos permite aumentar
la eficiencia de control de la RAS y reducir el ries-
go de resistencia por parte del patogeno.

En Paraguay existe poca informacion documen-
tada sobre el efecto de la aplicacion de fungicidas
sitio-especificos y multisitio para el control de la
roya asiatica de la soya, la mayoria de las recomen-
daciones se obtienen a partir de las investigaciones
realizadas en Brasil. El objetivo fue evaluar el efec-
to de la aplicacion de fungicidas sitio-especificos
(DM, SDHI y Qol) y en combinaciéon con manco-
zeb, sobre la severidad de RAS y la productividad
de soya en dos épocas de produccion.

El experimento se llevd a cabo en el campo
experimental de la Fundacion Nikkei — CETA-
PAR, Yguazu, Alto Parana, Paraguay. En la Figu-
ra 1 se presentan los datos de las precipitaciones,
temperaturas maximas, minimas y medias diarias
durante el desarrollo del cultivo de soya en los
meses de septiembre de 2017 a abril de 2018

50 1 m—— Prcc.  -------- T.med, [ 120

45 A T.max  ==----sseeeee T. min 100
40 4 ' -
= g
g =
4 g
E ean)
= 3
N—

0 50 100
Dias después de la primera siembra

Figura 1. Condiciones meteorologicas registradas durante
el periodo experimental.
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provenientes de la estacion meteorologica del Cen-
tro Tecnologico Agropecuario del Paraguay, Y gua-
zu. Se registrd una temperatura media de 24.9 °C,
humedad relativa media de 68.7% y precipitacion
total de 830 mm, con mayor presencia de lluvias en
noviembre, diciembre y enero con 189.2, 237.2 y
230 mm, respectivamente.

El material vegetal utilizado fue la variedad
A5909 RR. Se evaluaron ocho tratamientos (Cua-
dro 1) y dos fechas de siembra (20 de septiembre y
20 de noviembre de 2017), en un disefio de bloques
completos al azar con tres repeticiones, teniendo
en total 48 unidades experimentales. Para ambas
épocas de siembra, las aplicaciones se realizaron
una vez confirmada la presencia del hongo en las
parcelas. En la primera siembra se aplicaron los
tratamientos a los 79, 100 y 119 dias después de la
siembra (dds), y en la segunda siembra a los 46, 59
y 77 dds. La unidad experimental estuvo conforma-
da por una parcela de 5 m de largo por 2.25 m de
ancho con 5 hileras distanciadas a 0.45 m (densidad
300000 plantas ha™'). El espacio entre unidades ex-
perimentales fue de 0.5 m y entre bloques de 3 m.

Los tratamientos fueron aplicados con una pul-
verizadora manual con erogacion de 100 L ha! a
presion constante (30 bar), accionada mediante

Cuadro 1. Dosis e ingrediente activo de los tratamientos

estudiados.
Tratamiento  Ingrediente activo Dosis ha!

T, SA -

T, PryTr 400 cc

T, M 1200 g

T, AzyB 250 g

T, FL, Epy Py 800 cc

T, PryT)+M 400 cc + 1200 g
T, (AzyB)+M 250 g+ 1200 g
T, (FI+Ep+Py) + M 800 cc+1200 g

SA: sin aplicacion, Pr: protioconazole, Tr: trifloxistrobin,
Az: azoxistrobin, B: benzovindiflupyr, Fl: fluxapyroxad, Ep:
epoxiconazole, Py: pyraclostrobin, M: mancozeb.
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tubo de gas carbonico (CO,) a una velocidad de
5.04 km h''. Las aspersiones iniciaron cuando las
plantas mostraron, en promedio, 0.14% de seve-
ridad en la primera época y 0.69% en la segunda
época. La severidad se evalu6 a los 5 dias después
de la aplicacion (DDA) de cada tratamiento. En to-
das las fechas fueron colectadas 20 hojas al azar, en
forma de zig zag, correspondiente al estrato medio
en cada parcela. La severidad de la enfermedad fue
cuantificada en el laboratorio con la ayuda de un
estereoscopio y comparada con la escala diagra-
matica de RAS propuesta por Godoy et al. (2006),
la cual presenta seis niveles de severidad, los cua-
les son: 1=0.6%, 2=2%; 3=7%; 4=18%; 5=42%;
6=78.5%. A partir de la severidad se calcularon los
porcentajes de eficacia de control (EC) con la si-
guiente formula: EC= ((Infeccion
)/ Infeccion

— Infeccidon

testigo

)*100. Se determin6 el ren-

Tratamiento: testigo

dimiento (kg ha') y el peso de mil semillas (g), la
humedad del grano fue corregida al 13%.

Se llevo a cabo analisis de varianza (ANOVA
de dos vias (0=0.05)) de las variables respuesta y
pruebas de comparacion de medias por LSD Fisher
(0=0,05), empleando el paquete estadistico de SAS
9.0.

El analisis de varianza de los datos con base al
diseno experimental planteado, indic6 diferencias
significativas para la fecha de siembra, asi como
para los tratamientos en las variables de peso de
mil semillas y severidad, no asi para la interaccion
fecha de siembra tratamiento (Cuadro 2).

La RAS se manifest6 a los 78 y 45 dds en la pri-
mera y segunda fecha de siembra, respectivamente,
las condiciones ambientales fueron favorables para
el desarrollo de la enfermedad, lo que permitié el
incremento de la severidad y una mayor presion de
in6culo (Figura 1 y 2). La severidad de RAS fue
mayor en la segunda fecha de siembra con 58.7 %
de severidad en comparacion con la primera con
11.1 % (Cuadros 3 y 4).
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Cuadro 2. Influencia del rendimiento, peso de mil semillas
(PMS) y severidad de RAS en funcion de los tra-
tamientos estudiados en las fechas de siembra.

Significacion estadistica

Parametros . Fecha de .y
Tratamientos . Interaccion
siembra
Rendimiento ns * ns
PMS * * ns
Severidad * * ns

Un asterisco indica significancia en * p<0.05; ns: no signifi-
cativo.

La infeccion de la RAS puede ocurrir en un ran-
go de temperatura de 15 a 30 °C (Caldwell et al.
2005) y el mayor nimero de lesiones/cm™? a tempe-
raturas entre 21 a 24 °C con al menos un periodo de
seis horas de mojado de la hoja (Nunkumar et al.,
2013). La mayor presencia de roya ha sido observa-
da en areas con temperaturas medias diarias meno-
res a 28 °C, y periodos largos de mojado foliar ocu-
rriendo durante la zafra (Sinclair y Backman 1989).
Godoy et al. (2016), mencionan que en Brasil, la
RAS es detectada en el mes de noviembre y a partir
de entonces se incrementa en forma exponencial,
obteniéndose una mayor presion de indculo a medi-
da que las siembras se retrasan. Maidana-Ojeda et
al. (2019) observaron las primeras uredosporas del
patogeno en el ambiente en la primera semana de
noviembre en Paraguay.

Los tratamientos con aplicacion de fungicidas
redujeron el nivel de severidad del hongo con rela-
cion al testigo. La aplicacion de mancozeb (T,) de
forma aislada dio como resultado la menor eficacia
de control en ambas fechas de siembra, con 42.6 y
16.8 %, respectivamente, mientras que la mezcla
de fungicidas sitio-especificos mas mancozeb ob-
tuvieron el 60 y 30 % mas en la primera y segunda
fecha de siembra (Cuadro 3 y 4).

Cerezolli et al. (2018), obtuvieron un porcen-
taje de severidad de 3 % con tres aplicaciones de
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Figura 2. Desarrollo de la enfermedad en funcién de los tratamientos estudiados en la primera (a) y segunda (b) fecha de

siembra en Yguazu, Paraguay.

mancozeb en todo el ciclo de cultivo, mientras que
Godoy et al. (2018) encontraron valores similares a
los reportados en este trabajo. La eficacia de control
de un fungicida depende de varios factores como el
tipo de fungicida y dosis, el momento de aplica-
cion, la presion del indculo, la forma de aplicacion
y las condiciones ambientales (Fleitas, 2015).

Se observo un incremento en la productividad
en funcidn de las mezclas de fungicidas, con incre-
mentos entre 25 a 40 %, y 4 a 32 % en la primera y

segunda fecha de siembra. El peso de mil semillas
vari6o de 154 a 183 y 112 a 129 g en la primera y
segunda fecha de siembra, el peso de cada trata-
miento fue mayor al testigo en ambas épocas de
produccion, sin mostrar diferencias significativas.

El rendimiento obtenido en la primera fecha de
siembra (4211 kg ha') es superior a la media na-
cional de 2794 kg ha! (CAPECO, 2018). Se ha re-
portado que al aplicar mancozeb el rendimiento de
soya se incrementa con respecto a fungicidas sitio-

Cuadro 3. Rendimiento de granos, incremento del rendimiento en relacion al testigo, peso de mil semillas (PMS), severidad
y eficiencia de control (EC) de RAS en funcién de los tratamientos estudiados en la primera fecha de siembra.

Tratamiento Re(rllil?ll;fglto Incremento (%) P%S Severidad (%) (E%C)
T, 3339a 0 154.4d 10.9d 0.00
T, 4178 a 25 164.0 bed 42cd 61.5
T, 4444 a 38 161.0 cd 6.3 cd 92.8
T, 4299 a 29 177.4 ab 3.0cd 72.0
T, 4021 a 40 1833 a 1.7b 68.7
T, 4614 a 20 168.8 be 0.8a 84.3
T, 4678 a 23 176.2 ab 34cd 89.8
T, 4120 a 33 177.7 ab 1.1b 42.6

DMSH 1649 13.9 32
CV 22.6 4.7 47.6

*Medias con misma letra en cada columna para cada tratamiento son estadisticamente similares (LSD, 0=0,05).
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Cuadro 4. Rendimiento de granos, incremento del rendimiento en relacion al testigo, peso
de mil semillas (PMS), severidad y eficiencia de control (EC) de RAS en funcién
de los tratamientos estudiados en la segunda fecha de siembra.

Tratamiento Rendimiento Incremento PMS Severidad EC
(kg ha'') (%) (2) (%) (%)
T, 1406 a 0 112.8 a 58.7¢ 0.00
T, 1723 a 23 116.9 a 344 a 37.9
T, 1467 a 1 116.7 a 48.8b 41.1
T, 1630 a 16 1295 a 354 a 39.5
T, 1861 a 13 1249 a 37.7a 47.9
T, 1422 a 32 115.0a 345a 35.7
T, 1594 a 15 1199 a 30.5a 343
T8 1620 a 4 1163 a 385a 16.8
DMSH 756 17.6 9.6
CV 27.5 8.5 14.0

*Medias con misma letra en cada columna para cada tratamiento son estadisticamente similares

(LSD, 0=0,05).

especificos o sin aplicacion de fungicida (Cerezolli
et al., 2018; Silva et al., 2015). El efecto de la adi-
cion de los fungicidas multisitio a fungicidas sitio-
especificos sobre la productividad varia en funcién
de la interaccion de las moléculas (Alves y Juliatti,
2018).

Con base a los resultados obtenidos se concluye
que la adicion del mancozeb junto a los fungicidas
sitio-especificos disminuye el porcentaje de seve-
ridad de RAS en Paraguay, al mismo nivel que la
aplicacion aislada de los fungicidas sitio-especi-
ficos, incrementando el rendimiento de granos de
soya, por lo que puede incluirse como una herra-
mienta para el manejo antiresistencia.
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Resumen. La utilidad de medios de cultivos sin-
téticos, es proporcionar una mezcla de nutrientes
requeridos por los microorganismos que optimicen
su crecimiento. Rhizopus stolonifer, es causante
de la enfermedad llamada pudricién blanda. Se
evaluo in vitro la produccion de biomasa (mg) y
ergosterol (%) de dos aislados de R. stolonifer de
fresa (Fragaria x ananassa) y jitomate (Solanum
lycopersicum) incubados en seis medios de culti-
vos con diferente composicion de C/N, durante
25 dias a 28 °C. Previamente, se caracterizaron
(contenido de carbohidratos, proteinas y C/N) los
medios evaluados. Los datos se analizaron a través
de un disefio experimental completamente al azar
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y una prueba de comparacioén de medias de Tukey
(p=0.05). Los resultados mostraron que los extrac-
tos de Malta y Sabouraud (SAB), presentaron de 3
a 50% mas carbohidratos que los demas medios de
cultivo. El medio SAB presento de 50 a 100% ma-
yor cantidad de proteinas, mientras que, en la rela-
cion C/N el medio mineralizado (MN) fue en el que
se cuantifico el mayor valor (100.5). Respecto a la
produccion de biomasa, con el extracto de jugo V8,
ambos aislados de R. stolonifer tuvieron la mayor
produccion (c.a 40 mg). La mayor cuantificacion
de ergosterol (0.00012%) fue en el medio MN.

Palabras clave: carbono, nitrégeno, C/N, peso
seco, in vitro

Abstract. The utility of synthetic culture media
is to provide a blend of nutrients required by mi-
croorganisms to optimize their growth. The disea-
se called soft rot is caused by Rhizopus stolonifer.
The biomass (mg) and ergosterol (%) production

22



FuLLy BILINGUAL

REVISTA MEXICANA DE FITOPATOLOGIA
MEXICAN JOURNAL OF PHYTOPATHOLOGY

of two isolates of R. stolonifer of strawberry (Fra-
garia x ananassa) and tomato (Solanum lycopersi-
cum) incubated in six culture media with different
C/N composition was evaluated in vitro for 25 days
at 28 °C. Previously, the culture media evaluated
were characterized (carbohydrate, protein and C
/' N content). The data were analyzed through a
completely randomized experimental design and a
Tukey means comparison test (p<0.05). The results
showed that the extracts of Malta and Sabouraud
(SAB) had 3 to 50% more carbohydrates than the
other culture media. The SAB medium showed 50
to 100% more proteins, while in the C/N ratio of
the mineralized medium (MN) had the highest va-
lue (100.5). Regarding biomass production, with
the V8 juice extract, both of R. stolonifer isolates
had the highest production (c.a 40 mg). The highest
quantification of ergosterol (0.00012%) was with
the MN medium.

Key words: carbon, nitrogen, C/N, dry weight, in
Vitro

Para el crecimiento in vitro de los hongos se
utilizan diferentes medios de cultivo, los cuales
sustituyen parcialmente las propiedades nutricio-
nales del hospedante o sustrato natural del hongo
por cultivar. La finalidad del medio es proporcionar
energia al microorganismo, para que se desarrolle
de manera normal. Ademas, en la preparacion y di-
sefio de un medio de cultivo, se busca proporcionar
una mezcla adecuada de nutrientes requeridos por
los microorganismos a una concentracion que op-
timice su crecimiento (Merck, 2004). No obstante,
el crecimiento y composicion de los microorganis-
mos se puede modificar por efecto del medio de
cultivo. Para el crecimiento in vitro de Rhizopus
stolonifer se han reportado medios de cultivo sélidos
como papa dextrosa agar, agar extracto de levadura,
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peptona dextrosa, agar dextrosa Sabouraud y medio
minimo (Lennartsson y Taherzadeh, 2014). Tam-
bién, se reporta el uso de medios liquidos como el
caldo papa dextrosa. La composicion del medio de
cultivo puede influir sobre diferentes aspectos en
la fisiologia del microorganismo, tales como, nu-
tricion, multiplicacidon y produccion de metabolitos
primarios y secundarios (Bernal ef al., 2002). Den-
tro de los indicadores del crecimiento fungico se
considera la biomasa y produccion de ergosterol.
Este ultimo es el componente mayoritario del hon-
go y se localiza en la membrana plasmatica de la
célula (Frey et al., 1994).

Rhizopus stolonifer se considera como uno de
los principales hongos fitopatdogenos que provoca
la enfermedad Ilamada ‘pudricion blanda’ (Bau-
tista-Bafos et al., 2016). Este hongo crece en di-
versos hospedantes como el jitomate y la fresa, los
cuales son productos agricolas de importancia eco-
némica en México. Por ejemplo, se ha reportado
que R. stolonifer causa pérdidas en poscosecha que
ascienden hasta un 80%, las cuales se manifiestan
principalmente durante el transporte y la comercia-
lizacion de los productos agricolas (Bautista-Bafios
et al., 2008).

El objetivo de esta investigacion fue caracteri-
zar los medios nutritivos y evaluar el contenido de
biomasa y ergosterol en dos aislados de R. stoloni-
fer durante 25 dias de incubacién a 28 °C.

Obtencion de Rhizopus stolonifer. E1 hongo uti-
lizado fue proporcionado por el cepario del La-
boratorio de Tecnologia Poscosecha de Productos
Agricolas del CEPROBI y para su reactivacion se
re-inocul6 en frutos de jitomate y fresa (pruebas de
patogenicidad), de acuerdo con los postulados de
Koch. Posteriormente, el hongo se aisl6 de cada
fruto y se incubd en medio papa dextrosa agar (PDA)
(Bioxon® Becton Dickinson de México) en cajas Petri
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de 10 cm a 20 + 2 °C durante 5 dias. La caracteri-
zacion molecular indic6 que ambas cepas corres-
ponden a R. stolonifer. Este analisis molecular se
llevo a cabo en el Laboratorio de Diagnostico In-
tegral Fitosanitario del Colegio de Postgraduados
(LADIFIT). Se utilizaron primers universales [TS4
(5'-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3") ¢
ITSS (5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3"). Para
la amplificacion de los genes se empled un ciclo
de 95 °C por 5 minutos, 30 ciclos de 95 °C por 45
segundos, 57 °C por 45 segundos, 72 °C por 1 mi-
nuto y una extension final de 72 °C por 5 minutos
(White et al., 1990). Las secuencias de los nucledti-
dos obtenidos se analizaron con el programa Basic
Local Aligment Search Tool (BLAST) y se compa-
raron con las secuencias reportadas en la base de
datos del banco de genes del NCBI (National Cen-
ter of Biotechnology Information) obteniéndose
una homologia del 96% y una similitud del 90.1%.

Preparacion de la suspension de esporas. Des-
pués del periodo de incubacion, se adicionaron 20
mL de agua destilada estéril a la caja Petri, y con
una aguja de diseccion se raspo el micelio con la fi-
nalidad de desprender las esporas (globosas, ovales
y lisas), mismas que se recuperaron en un matraz
Erlenmeyer. La cuantificacion de esporas se llevo
acabo en una camara de Neubauer y se ajustd a una
concentracion de 10° esporas mL™.

Preparacion de los medios de cultivo. Se utili-
zaron seis diferentes medios de cultivo liquidos:
caldo extracto de malta (EM) (Bioxon®, México),
caldo dextrosa Sabouraud (EDS) (BD Difco™,
USA), medio mineralizado (MN), jugo comercial
V8 Splash (JV8) (Campbell’s), jugo de jitomate
(JJ) y jugo de fresa (JF). Los medios de cultivo se
prepararon de manera distinta, de acuerdo con
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las especificaciones del proveedor. EI medio MN
consistio en 10 g de glucosa, 2.5 g de NH,-tartra-
to, 0.015 g de MgSO,-7H,0, 0.06636 g de CaCl,,
16.78 g de FeCll 100 mL de tiamina, 0.25 g de
(NH,),SO,, 0.5 g de KH,PO, y 0.025 g de NaCl en
1000 mL de agua destilada. La mezcla se dejo en
agitacion en una parrilla de calentamiento Cima-
rec (Thermo Scientific, China), hasta ebullicion, y
después se esterilizd. Los jugos de fresa y jitomate
se obtuvieron a partir de frutos sanos, los cuales se
lavaron con una soluciéon de hipoclorito de sodio
al 3%, durante 1 min y posteriormente con agua
destilada. Con un extractor de jugos (EURO LINE
modelo-ETW-9800) se obtuvo el producto a utili-
zar.

Siembra del hongo en los medios nutritivos Se
colocaron 4 mL del medio de cultivo y/o jugo, en
viales de vidrio de 20 mL, previamente esteriliza-
dos. Posteriormente, los viales se inocularon con
80 mL de la solucion de esporas (10° esporas mL") y
no se utilizd un control negativo (medios sin ino-
cular). Se emplearon tres repeticiones por cada
medio de cultivo. Los viales se colocaron en una
incubadora modelo Innova 40 (New Brunswick,
USA) con agitacion constante a 150 rpm y 28 +
2 °C. Las evaluaciones se realizaron a los 5, 10, 15,
20 y 25 dias, excepto el analisis de composicion
del medio de cultivo que se determino al inicio del
experimento.

Caracterizacion de los medios de cultivo

Cuantificacion de carbohidratos por DNS (aci-
do 3,5-dinitrosalicilico). La metodologia que se
utilizd para la cuantificacioén de los carbohidratos
fue la de Miller (1959). Se peso 0.1 g de muestra
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del medio de cultivo y se depositaron en tubos de
ensayo a los cuales se les agregd 10 mL de agua
destilada y 1 mL de DNS y la mezcla se homoge-
nizo6 perfectamente con el uso de un vortex Genie
2 (Scientific Industries, USA). Todos los tubos se
sometieron a ebulliciéon durante 5 min, al término
de este tiempo se enfriaron en bafio de hielo y se
les adicionaron 8 mL de agua destilada, se agitaron
y se midio6 la absorbancia en un espectrofotoémetro
Genesis 10S UV-VIS (Thermo Scientific, USA) a
una longitud de onda de A=575nm. La cuantifica-
cion de los carbohidratos se report6é en gramos.

Contenido de proteinas. La determinacion de
proteina se realizé mediante el método de kjed-
hal (AOAC, 1990). Consisti6 en pesar 0.5 g de la
muestra en un matraz kjeldhal, a la cual se agregd
1 g de mezcla digestora y 5 mL de acido sulfurico
(H,SO,) concentrado. Los matraces se colocaron
en un digestor hasta la obtencion de una coloracion
verde cristalina, el material digerido se transfirio a
un matraz de destilacion y se le agregaron 20 mL
de agua y 20 mL de hidréxido de sodio; en el ex-
tremo del condensador se colocd un matraz Erlen-
meyer de 125 mL el cual contenia 15 mL de acido
borico al 4% y dos gotas de indicador. El extremo
del condensador quedd sumergido dentro de la so-
lucién valorada de HCL 0.1 N. se siguié el mismo
procedimiento para el blanco sin agregar la mues-
tra. Se calcul6 primeramente el porcentaje (%) de
nitrogeno total, y una vez obtenido se procedid a
calcular el porcentaje (%) de proteina contenida en
la muestra.

Relacion carbono/nitréogeno. Se obtuvo la rela-
cion carbono/nitrégeno (C/N) mediante la division
de estos valores.
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Cuantificacion de la biomasa. La biomasa fingi-
ca se determin6 por diferencia de peso seco, para
ello se verti6 el contenido total de cada vial de cris-
tal a través de un papel filtro Whatman No.1. Pos-
teriormente, el papel filtro y la muestra se secaron
en un horno Binder No. 10-21821 (Alemania) a una
temperatura de 90-100 °C, hasta obtener un peso
constante. La biomasa fiingica se expresd en gra-
mos de peso seco (Oshoma y Ikenebomeh, 2005).

Contenido de ergosterol. El contenido de ergos-
terol se determind de acuerdo con la metodologia
propuesta por Tian et al. (2012). Este método con-
sisti¢ en adicionar 5 mL de una solucion alcoholica
de hidroxido de potasio al 25% (Sigma-Aldrich,
USA) a 1 g de biomasa hiumeda. La mezcla se ho-
mogeniz6 durante 5 min y después se incubd en
bafio maria a 85 °C durante 4 h. Posteriormente,
se extrajeron los esteroles de cada muestra adicio-
nando 2 mL de agua destilada y 5 mL de n-heptano
(Fermont, México). La mezcla obtenida se agito
por 2 min en un vortex y se dejoé reposar durante 1
h a temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo
se recuperd la fase cristalina o sin color y se midid
su absorbancia a 320 nm en un espectrofotometro
Genesis 10S UV-VIS (Thermo Scientific, USA).
La cantidad de ergosterol se calculd6 como un por-
centaje del peso humedo de las células y se basd
en la absorbancia y el peso himedo del sedimento
inicial. Los datos se reportaron como porcentaje de
ergosterol.

Analisis estadistico. Los datos se analizaron me-
diante un ANOVA con un disefio experimental
completamente al azar y una prueba de compara-
cion de medias de Tukey (p<0.05).
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Caracterizacion de los medios de cultivo.

Contenido de carbohidratos y proteinas. Los
medios de cultivo EM y EDS presentaron de 3 a
50% mas cantidad de carbohidratos que el resto de
los medios de cultivo. Por otra parte, el medio de
cultivo EDS present6 de 50 a 100% mayor cantidad
de proteinas con respecto al resto de los medios de
cultivo, mientras que, en la relacion C/N el medio
de cultivo MN fue en el que se cuantifico el valor
mayor (100.5) (Cuadro 1).

Contenido de biomasa. El contenido de bioma-
sa de R. stolonifer se modifico significativamente
(p<0.05) por efecto del medio de cultivo con res-
pecto al tiempo (Figura 1 A y B). En general, la
biomasa en ambos aislados, se incrementd durante
el tiempo de incubacion e independientemente del
medio de cultivo. Cuando el medio de incubacion
fue JV8, hubo una mayor produccion de biomasa
en comparacion con el resto de los medios utiliza-
dos, obteniéndose de 4 a 5 veces mayor produccion
en comparacion con los medios EM y MN. Los va-
lores al término de la incubacion con el JVS8 fueron
de 28.6 £ 0.4 mgy 36.2 & 8.40 mg (fresa y jitomate,
respectivamente).

Contenido de ergosterol. Los resultados mostra-
ron un contenido sobresaliente de ergosterol de R.
stolonifer incubado en el medio adicionado con mi-
nerales (EM), independientemente si el hongo se
aislo del fruto de fresa o jitomate, mientras que, al
utilizar los medios nutritivos restantes, se observo
en su mayoria un comportamiento opuesto en am-
bos aislados (Figura 2 A, B).

En relacion al contenido de biomasa, Taher-
zadeh et al. (2003) indicaron que la composicion
del medio de cultivo tuvo un efecto notable en el
rendimiento de la biomasa producida por R. ory-
zae. Ellos reportaron valores de 0.18 y 0.43 g de
biomasa g después de 14 dias a 30 °C, teniendo la
glucosa como fuente de carbono. Adicionalmente,
Millati et al. (2005) reportaron que el contenido de
biomasa de 3 aislados de R. oryzae a partir de glu-
cosa fue diferente, a pesar de haber sido incubadas
en el mismo medio de cultivo. Los resultados de
biomasa pudieran estar mas bien relacionados por
la diferencia de la composicion nutrimental en la
que cada hongo se incubo. Al respecto, Cortés et
al. (2002) indicaron que la relacion C/N afecto el
crecimiento de R. nigricans ya que en ese estudio
se obtuvo la mayor produccion de biomasa (3.8 mg
mL™") en el medio de cultivo Melin-Norkrans con
una relacion C/N de 18.9, en comparacion con
2.8 mg mL"' de biomasa cuando la relacion C/N

Cuadro 1. Contenido inicial de proteinas, carbohidratos y relacion C/N de los medios de cultivo y jugos de frutas.

Medios de cultivo Carbohidratos Proteinas C/N
(® (®

Caldo extracto de malta 85.8 10.9 8.5
Caldo dextrosa Sabouraud 80 20.0 4.0
Medio mineralizado 33.1 0.33 100.5
Jugo comercial V8 Splash 32.0 0.0 -

Jugo de jitomate 3.5 0.8 4.3
Jugo de fresa 7.6 0.6 11.4

C/N= Relacion carbono/nitrogeno.
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Figura 1. Contenido de biomasa en R. stolonifer aislado de
fresa (A) y jitomate (B), incubado en diferentes
medios nutritivos a temperatura ambiente de 5
a 25 dias. EM = caldo extracto de malta, EDS
= caldo dextrosa Sabouraud, MN = medio mi-
neralizado, JV8 = jugo comercial V8 Splash, JJ
= jugo de jitomate, JF = jugo de fresa. Medias
marcadas con letras diferentes en cada medio de
cultivo indican que son estadisticamente diferen-
tes, usando la comparacion de medias de Tukey
(p<0.05).

fue de 38.4. En esta investigacion no hubo una re-
lacion directa entre la composicion C/N y la pro-
duccién de biomasa, ya que se observo que en el
medio nutritivo MN donde se obtuvo el maximo
valor de C/N (100.5) hubo una menor produccion
de biomasa (15 mg).

En relacion al porcentaje de ergosterol, los re-
sultados obtenidos en esta investigacion difieren de
lo reportado por Nout et al. (1987) quienes obtu-
vieron una mayor cantidad de este compuesto en R.
oligosporus en un sustrato natural (habas de soja),
en comparacion con el crecimiento de R. stolonifer
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Figura 2. Contenido de ergosterol en R. stolonifer aisla-
do de fresa (A) y jitomate (B), incubado en dife-
rentes medios nutritivos a temperatura ambien-
te de 5 a 25 dias. EM = caldo extracto de malta,
EDS = caldo dextrosa Sabouraud, MN = medio
mineralizado, JV8 = jugo comercial V8 Splash,
JJ = jugo de jitomate, JF = jugo de fresa. Me-
dias marcadas con letras diferentes en cada me-
dio de cultivo indican que son estadisticamente
diferentes, usando la comparacién de medias de
Tukey (p<0.05).

cuando se incubo en los medios de cultivo sintéti-
cos. Por otro lado, el contenido de ergosterol, ade-
mas de estar influenciado por la especie fungica,
considera otras variables, como la edad del hongo,
la disponibilidad de oxigeno, la temperatura y el
método de analisis para su obtencion (Trigos y
Ortega, 2002; Valdés-Duque, 2008). Al parecer el
contenido de carbohidratos de los sustratos evalua-
dos no fue el componente que indujo la produccion
de este compuesto lipidico. Ademas, es importante
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sefialar que no hubo un patrén notorio en la sintesis
del ergosterol durante el periodo de incubacion de
25 dias al que se sometid R. stolonifer de ambos
aislados.

En conclusion, la distinta composicion en car-
bohidratos y proteinas de los medios nutritivos
que se evaluaron, influy6 en el rendimiento de la
biomasa y la concentracion de ergosterol en ambos
aislados de R. stolonifer. Por otro lado, el tiempo de
incubacion de 25 dias en los medios nutritivos, no
influyo en las variables de biomasa.
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Resumen. En la actualidad, para prolongar el
tiempo de vida util de las frutas y vegetales, se es-
tan buscando alternativas naturales, tales como el
quitosano y los aceites esenciales, con la finalidad
de sustituir a los tradicionales pesticidas que con-
taminan el ambiente. En este trabajo, se presentan
los resultados del efecto de nanorecubrimientos de
quitosano-aceite esencial de tomillo sobre la ca-
lidad postcosecha en jitomate luego de 7 dias de
almacenamiento. Se evaluaron las variables: color,
firmeza, pH, sélidos solubles totales (SST), caro-
tenoides, pérdida de peso (PP), respiracion y ac-
tividad antibacteriana. De los resultados, se obtu-
vo que todas las variables presentaron diferencias
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estadisticas significativas para las formulaciones y
los controles, excepto la PP. El recubrimiento con
un 15 % de nanoparticulas de quitosano QS+NPQs
(15%) + G mantuvo una mayor firmeza durante el
periodo de almacenamiento y ademas presento la
mayor inhibicién contra Pectobacterium carotovo-
rum. La aplicacion de recubrimientos basados en
compuestos naturales y bioactivos como el quito-
sano y los aceites esenciales, empleando una técni-
ca innovadora como la nanotecnologia, representa
una alternativa viable y amigable con el ambiente,
para la conservacion de productos hortofruticolas.

Palabras clave: nanoparticulas, bacteria, madura-
cion, UFC, Solanum lycopersicum.

Abstract. Currently, in order to prolong the shelf
life of fruits and vegetables, new natural solutions,
such as chitosan and essential oils have been used
instead of synthetic pesticides that causes envi-
ronmental pollution. In this work, the results of
chitosan-thyme essential oil nanocoatings on the
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postharvest quality in tomato after 7 days of sto-
rage are presented. The variables evaluated were:
color, firmness, pH, total soluble solids (SST),
carotenoids, weight loss (PP), respiration and an-
tibacterial activity. From the results, all variables
presented significant statistical differences for the
different formulations and controls, except the
PP. The coating with 15% of chitosan nanoparti-
cles (QS + NPQs (15%) + G) maintained higher
firmness during storage time and also showed the
highest inhibition against Pectobacterium caroto-
vorum. The application of coatings based on natu-
ral and bioactive compounds such as chitosan and
essential oils, using an innovative technique such
as nanotechnology, represents a viable and envi-
ronmentally friendly alternative for the conserva-
tion of horticultural products.

Key words: nanoparticles, bacteria, ripening,
CFU, Solanum lycopersicum.

Pectobacterium carotovorum es una bacteria
Gram-negativa y patdgena para las plantas que
causa enfermedades en diversos productos horto-
fruticolas como la berenjena y el tomate (Wang et
al., 2015), entre otros. Actualmente, productos qui-
micos se utilizan para controlar esta bacteria, sin
embargo, causan problemas de contaminacion al
medioambiente, resistencia y dafios a la salud. Por
lo tanto, se deben buscar nuevas alternativas como
los polimeros naturales y los compuestos bioacti-
vos para su control. Las peliculas y recubrimientos
comestibles de polisacaridos, lipidos y proteinas se
han aplicado en frutas y vegetales para controlar di-
ferentes enfermedades y mejorar su calidad y vida
de anaquel. Entre los polisacaridos mas eficaces,
se encuentra el quitosano, debido a sus conocidas
propiedades antibacterianas y antifingicas (Hassan
et al., 2018). Por otro lado, diversos compuestos
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bioactivos poseen propiedades antimicrobianas,
entre ellos, los aceites esenciales, que son alta-
mente efectivos contra diversos microorganismos
(Mari et al., 2016). Sin embargo, los aceites esen-
ciales poseen una alta volatilidad lo que disminuye
su actividad antimicrobiana (Robledo ef al., 2018).
De aqui surge el uso de la nanotecnologia la cual
permite el encapsulamiento de estos compuestos
en nanoestructuras que los protegen del ambiente,
disminuyendo su volatilidad (Lal et al., 2015). Cu-
biertas de nanoparticulas de quitosano con aceite
de tomillo han sido probadas contra la antracnosis
en aguacate (Correa-Pacheco et al., 2017). Sin em-
bargo, actualmente, pocos estudios se han llevado
a cabo con la finalidad de estudiar el efecto de na-
norecubrimientos de quitosano y aceites esenciales
sobre la maduracion y calidad postcosecha de hor-
talizas como el jitomate (Solanum lycopersicum) y
su actividad antibacteriana. Por lo tanto, el objeti-
vo del siguiente trabajo experimental, fue evaluar
las variables de calidad y fisiologicas, asi como la
actividad antibacteriana sobre P. carotovorum de
nanorecubrimientos de quitosano adicionados con
aceite esencial de tomillo en el fruto de jitomate
y determinar su efecto sobre la conservacion del
mismo.

Se empled el método de nanoprecipitacion para
preparar las nanoparticulas de quitosano con aceite
esencial de tomillo (Sotelo-Boyas et al., 2017). Ini-
cialmente, se elabord una solucion acuosa de qui-
tosano (0.05% p/v) (peso molecular medio, grado
de desacetilacion 75-85%, marca Sigma, Estados
Unidos) en acido acético glacial (2% v/v) (Fermont
Chemicals, México), ajustandose el pH a 5.6. Por
otra parte, se elabord una solucion de Tween 20
(Hycel, México), aceite esencial de tomillo (5%)
(Essential Oils-Essencefleur) y alcohol de cana
(96°) (Milab, México). Posteriormente, mediante
el uso de una bomba peristaltica (MasterFlex®, Es-
tados unidos) con la técnica de goteo, se adicionaron
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2.5 mL de quitosano en 40 mL de la solucién con-
teniendo el aceite y el alcohol y se dejo en agita-
cién durante 10 min. Finalmente, se concentrd la
solucion a 2 mL, mediante el uso de un rotavapor
(Buchi 300®, Suiza). La morfologia de las nanopar-
ticulas obtenidas, se observd mediante microscopia
electronica de transmision (TEM, por sus siglas en
inglés) mediante el uso de un microscopio marca
JEOL-JEM 2010 con un voltaje de aceleracion de
200 kV. El tamano de las nanoparticulas se calcu-
16 con el software ImagelJ. Se realizaron 6 formu-
laciones con una solucion base de quitosano (1%
p/v), glicerol (J.T. Baker, Estados Unidos) y nano-
particulas de quitosano y quitosano-aceite esencial
de tomillo, variando su concentracion en 15, 30 y
45%. Se seleccionaron 10 frutos de jitomate (va-
riedad saladet, procedentes del Estado de Colima),
con la finalidad de evaluar las diferentes formula-
ciones. Inicialmente, los frutos se lavaron con agua
corriente y jabon para remover el exceso de tierra.
Posteriormente se desinfectaron sumergiéndolos en
una solucion de hipoclorito de sodio al 3% durante
3 min y después se enjuagaron con agua destilada.
En condiciones estériles, a cada fruto se le hicieron
8 perforaciones de aproximadamente 3 mm de pro-
fundidad aplicandose posteriormente la suspension
bacteriana (10%). Posteriormente, se sumergieron
durante 30 s en las formulaciones respectivas. Los
controles consistieron en jitomates inoculados y no
inoculados con la bacteria. La bacteria fue propor-
cionada por el Laboratorio de Bacterias Fitopato-
genas de Fitopatologia del Colegio de Postgradua-
dos en Ciencias Agricolas. Finalmente, los frutos
se almacenaron en una camara de refrigeracion a
10 °C por un periodo de almacenamiento de 7 dias
a una humedad relativa de 70% para los cuales se
evaluaron las variables de calidad: color, firmeza,
pH, SST y carotenoides. En cuanto a las variables
fisiologicas, se midid la PP y la respiracion. Por
otra parte, se evalu6 la actividad antibacteriana de
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los nanorecubrimientos a las 48 h, para la cual los
frutos se lavaron después de la aplicacion de los
nanorecubrimientos e infestacion a los 7 dias. Para
observar las diferencias en el nimero de UFC, se
evalud un control sin tratamiento y sin inéculo C
(-) y un control sin tratamiento ¢ inoculado C (+).
Los valores de a, by L de color se midieron con un
colorimetro 9992-995® (Kénica Minolta, Japon) en
dos zonas opuestas de la parte media del fruto. A
partir de los valores a y b, se calculd el angulo ma-
tiz (Hue®) mediante la formula tan! (b/a) y la pure-
za de color (Chroma) con la formula (a’+b?)°>. La
firmeza se midid en ambas caras del fruto mediante
el uso de un penetrometro Fruit Firmness Tester®
(Turonia®, Italia). El pH se midi6 usando un poten-
ciémetro Navih® 51 (Horiba, Japon). La lectura se
obtuvo colocando el electrodo en 4 g de jitomate
triturado. Para la determinacion de los SST se tomo
una gota de jugo de jitomate de ambas caras del
fruto utilizando una pipeta, colocandose posterior-
mente dicha gota sobre el sensor de un refractéme-
tro (Atago, Japon). Los carotenoides se determina-
ron tomando 4 g de jitomate que se maceraron con
5 mL de una solucién de hexano/acetona/etanol
(50:25:25), la cual se centrifugd posteriormente
en una microcentrifuga PRISM® (Labnet, USA) a
6500 rpm por 10 min. Finalmente, el sobrenadante
se recuperd y se afordé a 10 mL con hexano. Las
determinaciones se llevaron a cabo utilizando un
espectrofotometro Genesys 10S UV-Vis (Thermo
scientific®, Estados Unidos) a 450 nm, tomando
el coeficiente de extincion molar del B caroteno
como 2505 mM™ cm! con la siguiente ecuacion:
Carotenoides= (absorbancia*volumen de afo-
ro*10°) / (Coeficiente de extincion molar*peso de
la muestra®*100). En cuanto a las variables fisiolo-
gicas, para determinar la PP, se utilizé una balanza
digital portable scale® (OHAUS, Estados Unidos).
Se etiquetaron 10 frutos por tratamiento. La pro-
duccion de CO, (respiracion) se cuantifico con la
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técnica de espacio-cabeza mediante cromatografia.
En un recipiente hermético se colocaron tres jito-
mates por formulacion durante 2 h, posteriormente,
se tomaron 5 mL del gas contenido en el espacio
de cabeza, el cual se almacen6 en tubos vacutainer
para posteriormente inyectar 1 mL del gas en un
cromatdgrafo de gases 789B GC system (Agilent
technologies®, Estados Unidos). Para la evaluacion
de la actividad antibacteriana, cada fruto se lavo
con 10 mL de agua desionizada. Del volumen total
de tomaron 500 pL y se sembraron en cajas Petri
con medio de cultivo MacConkey por duplicado.
Las cajas se incubaron a temperatura ambiente (25
+ 1 °C) durante 24 h. Este procedimiento se realizo
para 10 jitomates por formulacion. Se conto el nu-
mero de unidades formadoras de colonias (UFC).
A los datos obtenidos, se les realizo un analisis de
varianza (ANOVA) y una comparacion de medias
de Tukey (p<0.05).

Las micrografias de microscopia electronica
de transmision de las nanoparticulas, se muestran
en la Figura 1. Se observa una distribucion homo-

génea de las mismas, con un tamafio promedio de
particula de 4.17+0.62 nm para las (nanoparticulas
de quitosano) NPQs y de 6.32+0.75 nm para las de
NPTs (nanoparticulas de tomillo). Tamafios simila-
res de nanoparticulas de quitosano y quitosano con
aceite esencial de tomillo ya fueron reportaron por
otros autores (Sotelo-Boyas et al., 2017; Correa-
Pacheco et al., 2017). Por otra parte, los resultados
de las variables de calidad y fisiologicas evaluadas
después de 7 dias de almacenamiento y de la actividad
antibacteriana evaluada luego de 48 h, se presentan
en el Cuadro 1. Se observaron diferencias signifi-
cativas en los valores de luminosidad (L) para las
formulaciones (p<0.05). El menor valor (37.07)
se observo para los frutos tratados con QS+NPTs
(30%) + G y el mayor para los frutos del C (+) con
un valor de 40.51. En cuanto al color Hue®, se ob-
tuvieron valores entre 38.80° y 54.45°, para C (+) y
QS+NPQs (45%) + G, respectivamente, mostran-
dose diferencias estadisticas significativas entre
las formulaciones (p<0.05). El desarrollo del color
chroma vari6 entre 26.16 y 37.90, para QS+NPTs

Figura 1. Micrografias de microscopia electronica de transmisiéon (TEM) de: a) nanoparticulas de quitosano (NPQs) y b)
nanoparticulas de tomillo (NPTs) (luego de la sintesis).
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Cuadro 1. Resultado de la evaluacion de las variables de calidad y fisiolégicas y actividad antimicrobiana sobre jitomates
tratados con los nanorecubrimientos por un periodo de almacenamiento de 7 dias a una temperatura de 10 °C y
humedad relativa de 70%.

Firmeza SST Carotenoides PP CO,

Formulacién L Hue® Chroma (N) pH (%) (uL g") %) (mLkgl h) UFC

QS+NPQs (15%) + G 38.90®  49.10>  31.59* 24,02 4.8¢ 32 6.37¢ 0.7¢ 7.1b¢ 42.25°
QS+NPTs (15%) + G 38.72%® 4799  29.04®  20.73* 5.1f 4° 2.38% 1.12 3.]abe 69.00?
QS+NPQs (30%) + G 39.38%  48.17° 35284  21.55% 4.7¢ 32 3.85% 1.28 6.3b 627.254
QS+NPTs (30%) + G 37.07°  47.46>™  26.16* 2253 47¢ 4° 4.13b 0.8 8.9¢ 668.25¢
QS+NPQs (45%)+ G 37.92¢ 54.45¢  29.53®  17.06° 4.4° 4° 5.454 1.2¢ 3.8abc 294.00¢
QS+NPTs (45%)+ G 37.92° 47.16>  29.45%  2224% 42 4b 4.41% 1.02 7.9%¢ 192.00°
C() 38.96® 4851  29.55®  18.89* 4.9° 4° 4.62¢ 1.0? 1.72 17.75°
CH) 40.51° 38.80* 37.90¢  28.52° 4.7¢ 5¢ 3.62° 0.8 1.9% NC

Letras diferentes dentro de las columnas indican que las formulaciones son estadisticamente diferentes, usando la comparacion de
medias de Tukey (p<0.05).

QS = quitosano, NPQs = nanoparticulas de quitosano; NPTs = nanoparticulas de tomillo; G = glicerol; C (-) = control sin bacteria
inoculada; C (+) = control con bacteria inoculada; L= luminosidad; SST = s6lidos solubles totales; PP = pérdida de peso; UFC=

Unidades Formadoras de Colonias; NC = no contables.

(30%) + Gy C (+), respectivamente. Por otra par-
te, la menor pérdida de firmeza se registré con la
formulacion QS+NPQs (15%) + G con un valor de
24.02 N y para el control positivo, en contraste con
la formulacion QS+NPQs (45%) + G en el cual
los jitomates presentaron un valor promedio final
de 17.06 N. Tanto el pH como los SST, presentaron
diferencias estadisticas significativas entre formu-
laciones. Para el pH, el valor menor (4.2) corres-
pondié a los jitomates de la formulacion QS+NPTs
(45%) + G y el mayor (5.1) para los de la formu-
lacion QS+NPTs (15%) + G. Los valores de SST
variaron entre 3-5%, obteniéndose un 3% en los
frutos de las formulaciones QS+NPQs (15%) + G
y QS+NPQs (30%) + G y un 5% para el C (+). De
igual forma, se observaron diferencias significati-
vas en el contenido de carotenoides (p<0.05) du-
rante el periodo de almacenamiento. El contenido
menor de carotenoides correspondio a los frutos de
la formulacion QS+NPTs (15%) + G y el mayor
para QS+NPQs (15%) + G, siendo 2.38 y 6.37 uL
g!, respectivamente. En cuanto a la PP, no se
observaron diferencias significativas entre las
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formulaciones y el control durante el periodo de
almacenamiento, evidencidndose un efecto protec-
tor del recubrimiento en la pérdida de peso. Final-
mente, de los resultados obtenidos en la respiracion
(CO,), se observa que todas las formulaciones tu-
vieron valores mayores de CO, con respecto a los
controles C (-) y C (+). Para las formulaciones con
NPQs, a medida que aument6 la concentracion de
nanoparticulas (15, 30 y 45%), hubo una disminu-
cion de la respiracion en el fruto (7.1, 6.3 y 3.8 mL
kg h), respectivamente.

Relativo a la actividad antibacteriana, se obser-
v6 que la menor cantidad de UFC correspondid a
los frutos del C (-) con 17.75 UFC y a las formula-
ciones QS+NPQs (15%) + Gy QS+NPTs (15%) +
G, con valores de 42.25 y 69.00 UFC. Los mayores
valores de UFC se obtuvieron para las formulacio-
nes con 30% de nanoparticulas (NPQs y NPTs). Las
formulaciones con 45% de nanoparticulas (NPQs y
NPTs) presentaron valores intermedios, encontran-
dose diferencias estadisticas significativas (p<0.05)
entre las formulaciones. En la Figura 2, se observa
el efecto del recubrimiento en los controles y en las
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Figura 2. Daiio observado en jitomate por la infeccién de P. carotovorum a los 7 dias de almacenamiento a una temperatura
de 10 °C y humedad relativa de 70% en: a) C (-), b) C (+), ¢) QS+NPQs (15%) + G y d) QS+NPTs (30%) + G (C =
control; QS = quitosano; NPQs = nanoparticulas de quitosano; G = glicerol; NPTs = nanoparticulas de tomillo).

formulaciones QS+NPQs (15%) + G y QS+NPTs
(30%) + G.

Entre las principales funciones de los recubri-
mientos comestibles, se encuentra la extension de
la vida de anaquel del fruto. Por ejemplo, la pérdida
de peso estd asociada con la evaporacion de agua
o deshidratacion de la superficie del fruto, siendo
el jitomate muy sensible debido a lo delgado de su
cuticula. El uso de recubrimientos a base de qui-
tosano ha permitido establecer una barrera al paso
de los gases, reduciendo la transferencia de agua y
consecuentemente, su evaporacion (Garcia et al.,
2014). Como se observo en los resultados, no hubo
diferencias estadisticas significativas entre las di-
ferentes formulaciones en cuanto a la pérdida de
peso. Resultados similares se reportaron en la li-
teratura (Divya et al. 2018), donde recubrimientos
basados en nanoparticulas de quitosano, evitaron la
pérdida de peso en berenjena, jitomate y chile, ya
que las nanoparticulas disminuyeron la permeabi-
lidad al vapor de agua, siendo efectivas como ba-
rrera a los gases. Por otra parte, relativo a la
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firmeza, resultados similares reportaron Garcia et
al., (2014), los cuales mencionan que la disminu-
cion de la firmeza se ha asociado a la degradacion
de la pectina, causando un reblandecimiento del
fruto. De los resultados, se puede observar que los
jitomates tratados con la mayoria de las formula-
ciones, tuvieron una firmeza mayor, comparados
con C (-) y menor respecto a C (+). En el caso de
los frutos de los nanorecubrimientos que sélo con-
tenian NPQs, hubo una disminucién de la firmeza
con el incremento de la concentracion de nanopar-
ticulas en la formulacion, siendo de 24.02 N para
QS+NPQs (15%) + Gy de 17.06 N para QS+NPQs
(45%) + G. Esta tendencia también la reportd por
Gad et al., (2017), obteniendo una firmeza mayor
en guayaba, para concentraciones bajas de NPQs
en goma Xantan en comparacion con las concentra-
ciones mas altas de NPQs. En cuanto a los resulta-
dos asociados con la respiracion para las NPQs, se
puede observar, que a una concentraciéon mayor de
nanoparticulas QS+NPQs (45%) + G, disminuyo la
velocidad de respiracion del jitomate (3.8 mL kg!
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h'") en comparacién con la menor concentracion
QS+NPQs (15%) + G (7.1 mL kg' h'') (Ali et al.,
2010). Por otra parte, para las NPTs, tanto para la
firmeza, como para la respiracion, no se obtuvo
una tendencia definida.

En trabajos previos (Sotelo-Boyas et al., 2015),
se evaluo la actividad antibacteriana in vitro de
NPQs y NPTs en P. carotovorum midiéndose el
halo de inhibicion (mm), resultando mas efectivas
las NPTs que las NPQs. En esta investigacion, se
obtuvo que las concentraciones QS+NPQs (15%) +
Gy QS+NPQs (30%) + G, tuvieron un mayor efec-
to inhibitorio comparado con QS+NPTs (15%) + G
y QS+NPTs (30%) + G. Por otra parte, para la con-
centracion del 45%, se observo que las QS+NPTs
(45%) + G tuvieron un mayor efecto inhibitorio en
relacion a las QS+NPQs (45%) + G. De la literatu-
ra, es bien conocido que tanto el quitosano como
el aceite esencial de tomillo poseen actividad an-
tibacteriana (Bautista-Bafios et al., 2017). En este
estudio, para el tomillo, el mayor efecto inhibito-
rio se presentd para bajas concentraciones en la
formulacion QS+NPTs (15%) + G. En general, se
observo que para las formulaciones con NPQs, los
jitomates tratados con el recubrimiento QS+NPQs
(15%) + G, mantuvieron una mayor firmeza y una
mayor actividad antibacteriana contra P. carotovo-
rum. De igual forma, para las formulaciones con
NPTs, la formulacion QS+NPTs (15%) + G, tuvo
la menor tasa de respiracion y present6d la mayor
inhibicidn contra P. carotovorum.
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Resumen. Clavibacter michiganensis subsp. mi-
chiganensis, causa pérdidas econdmicas significa-
tivas en el cultivo de Solanaceas, debido a que al in-
fectarse, el cultivo debe ser desechado. El objetivo
de este estudio fue evaluar formulaciones de acido
oleico y quitosano sobre el desarrollo in vitro de C.
michiganensis subsp. michiganensis. La bacteria se
aislo en medio NBY. Se elaboraron formulaciones
acuosas de acido oleico (1, 2y 3%) y quitosano al
1%. Las técnicas utilizadas para evaluar el efecto
bactericida de las formulaciones, fueron de pozos,
antibiograma disco-placa y envenenamiento del
medio, en este ultimo caso, previo y posterior a la
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incubacion de la bacteria. Se evalud el crecimiento
(cm) y peso (g). La temperatura de incubacién fue
de 28 °C durante 8 dias. Los resultados mostraron
que en la técnica de envenenamiento del medio,
previo a la siembra del microorganismo, la solu-
cion de acido oleico al 3% y quitosano 1%, con-
trold el crecimiento de C. michiganensis (0.02g) al
compararlo con el control (0.35 g). El 4cido olei-
coy quitosano al aplicarlo de manera preventiva,
disminuyeron el crecimiento de C. michiganensis
subsp. michiganensis in vitro.

Palabras clave: Fitopatégeno, cancer bacteriano,
NYB, antimocrobiano

Abstract. Clavibacter michiganensis subsp. mi-
chiganensis, causes significant economic losses in
the cultivation of Solanaceae, because when infec-
ted, the crop must be discarded. The objective of
this study was to evaluate formulations of oleic acid
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and chitosan on the in vitro development of C. mi-
chiganensis subsp. michiganensis. The bacterium
was isolated in NBY medium. Aqueous formula-
tions of oleic acid (1, 2 and 3%) and 1% chitosan
were prepared. The techniques used to evaluate the
bactericidal effect of the formulations were wells,
disk-plate antibiogram and medium poisoning, in
the latter case, previous and after incubation of the
bacteria. Growth (cm) and weight (g) were eva-
luated. The incubation temperature was 28 °C for
8 days. The results showed that in the technique
of poisoning the medium, prior to seeding the mi-
croorganism, the solution of chitosan and 3% oleic
acid controlled the development of C. michiganen-
sis (0.02g) when compared to the control (0.35 g).
Oleic acid and chitosan when applied in a preventi-
ve manner, decreased the development of C. michi-
ganensis subsp. michiganensis in vitro.

Key words: Phytopathogen, bacterial canker,
NYB, antimicrobial

Los problemas fitosanitarios limitan la produc-
cion de diversos cultivos, debido a que causan dis-
minucioén en el rendimiento de las hortalizas y oca-
sionan pérdidas econémicas importantes. El cancer
bacteriano es causado por Clavibacter michiganen-
sis subsp. michiganensis, la cual causa la muerte
prematura de la planta infectada, se ha reportado
que este fitopatdgeno causa pérdidas hasta del
100% del total de la produccién, afectando prin-
cipalmente al tomate. Clavibacter michiganensis
subsp. michiganensis es una bacteria Gram positiva
cuya caracteristica hace que sea dificil de contro-
lar; es mas frecuente en lugares hiimedos y puede
diseminarse por semilla o tubérculos, ocasionando
la pudricion de tallos y hojas de los cultivos. Ade-
mas inhibe el crecimiento de la planta y con el paso
del tiempo provoca que se marchite a consecuencia
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del bloqueo de los vasos del xilema. Bajo condi-
ciones adecuadas, la planta infectada puede seguir
creciendo hasta producir frutos, los cuales contie-
nen al agente causal de la enfermedad. Los frutos
contaminados muestran como signo una mancha de
color blanco y en el centro un punto de tono café,
razon por la que denomina “ojo de pajaro” (Piza-
no et al., 2016; Borboa et al., 2009; Rueda, et al.,
2009).

Se han utilizado varios métodos para controlar
el crecimiento de C. michiganensis subsp. michiga-
nensis. Los productos a base de cobre (oxicloruro
de cobre, 6xido de cobre) han ayudado a reducir la
velocidad de diseminacion de la enfermedad, sin
embargo se ha limitado su uso por el impacto en el
ambiente. Los antibidticos han sido efectivos, pero
sus elevados costos y baja disponibilidad limitan
su utilizacion. Por tal motivo es necesario explo-
rar nuevas alternativas que no provoquen dafos
ambientales y sean efectivos para controlar la en-
fermedad. Se ha observado que algunos lipidos
obtenidos de materiales vegetales poseen caracte-
risticas antibacterianas, antifingicas y antivirales.
El 4cido oleico, por su consistencia aceitosa, puede
llegar a afectar el medio de desarrollo de bacterias
Gram positivas, haciéndolo hidrofobico y con esto
modificando la humedad externa de la planta o fru-
to, lo que provoca que las bacterias tengan dificul-
tad para desarrollarse (Borboa-Flores et al., 2010).
El quitosano es un producto natural que se obtiene
de la desacetilacion de la quitina, forma parte del
exoesqueleto de los artropodos, insectos y algunos
hongos. Diversas investigaciones han evidenciado
su efectividad en el control de bacterias Gram po-
sitivas (Kim et al., 2011; Hernandez-Ochoa et al.,
2011). Ademas, se ha evidenciado que el quitosano
muestra mayor actividad contra microrganismos
cuando se aplica de manera preventiva (Oviedo
et al., 2011). Se ha reportado que la combinacion
de quitosano y acido oleico reducen hasta el 80%
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incidencia de microrganismos en productos vegeta-
les (Ramos-Garcia et al., 2010). El objetivo de este
estudio fue evaluar el efecto de formulaciones de
acido oleico y quitosano sobre el desarrollo in vitro
de C. michiganensis subsp. michiganensis.

Se formulo una solucion que contenia 50 mL de
acido acético glacial al 1%, 0.15 mL de glicerol,
acido oleico al 1% y 0.5 g de quitosano de bajo
peso molecular. La solucion se coloco en una parri-
lla de agitacion (Hotplane Stirrer, LabTech, Corea)
a 70 °C durante 10 min, y se homogenizé (13,500
rpm). Se repitié el mismo procedimiento para las
concentraciones de acido oleico al 2% y 3%. Cla-
vibacter michiganensis subsp. michiganensis se
incub6 en cajas de Petri con medio NBY ( caldo
nutritivo 0.8%, extracto de levadura 0.2% fosfato
acido de potasio 0.2%, fosfato didcido de potasio
0.5%, agar 1.5%) y posteriormente se mantuvieron
a 28 °C por 72 h antes de ser sometidas a experi-
mentacion. Se utilizo la técnica de pozos, la cual
consistido en hacer cuatro perforaciones en la caja
Petri en donde se colocaron las tres diferentes solu-
ciones (1%, 2% y 3% de acido oleico y quitosano
1%) y el control (acido acético al 1%). La técnica
de antibiograma disco-placa, consistié en colocar
cuatro discos de papel filtro de celulosa con un dia-
metro de 0.7 cm a los cuales se les agregé 1 mL
de las formulaciones antes mencionadas (Picazo y
Prieto, 2016; Guerrero et al., 2017). La técnica de
envenenamiento del medio se realizo antes y des-
pués de la siembra de la bacteria en la caja Petri.
En la aplicacion preventiva se colocaron 20 pL de
las formulaciones (4cido oleico al 1%, 2% 0 3% y
quitosano 1%), sobre la caja con medio NBY. Una
vez colocada la formulacion, se sembro la bacteria
por medio de un estriado. Con respecto a la apli-
cacion posterior del inoculo, se agregaron 20 uL
de las formulaciones sobre la bacteria previamente
inoculada. El control en las dos ultimas metodolo-
gias fue nicamente la cepa en el medio de cultivo
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NBY (Zarate et al., 2018; Guerrero et al., 2017).
Las cajas Petri se incubaron (Thermo Scientific
Heratherm, Alemania) a 28 °C durante 8 dias. En
las técnicas de pozos y antibiograma, se evalu6 el
crecimiento bacteriano (cm) y para las técnicas de
envenenamiento del medio, se evaluo el peso seco
(g). Esto se realizo pesando en una balanza analiti-
ca de precision (Jinghai, Shanghai) la masa bacte-
riana sustraida de los medios de cultivo después del
periodo de incubacion de la bacteria evaluada en
las diferentes formulaciones. Se utilizaron nueve
repeticiones por tratamiento y se realizo un analisis
de varianza con un método de comparacion de me-
dias de Fisher. Se utiliz6 el programa Infostat 2010.

No se observo control de la bacteria en los trata-
mientos evaluados mediante la técnica de pozos y
antibiograma (Figura 1).

En el método envenenamiento del medio previo
a la siembra del indculo, se observaron diferencias
significativas (p< 0.05) entre los tratamientos y el
control. Las formulaciones de acido oleico en las
tres concentraciones y quitosano fueron estadisti-
camente diferentes al control. A pesar que la solu-
cion de acido oleico 3% y quitosano 1%, mostro
un mayor efecto de inhibicion, estadisticamente
fue similar al resto de las formulaciones. El cre-
cimiento de la bacteria fue inverso al aumento en
la concentracion del acido oleico. Se observo que
el crecimiento de la bacteria disminuy6 conforme
aumento la concentracion de acido oleico (Cuadro
1, Figura 2).

En la técnica de envenenamiento del medio
posterior a la siembra del indculo, no se observa-
ron diferencias estadisticas significativas (p<0.05)
entre los tratamientos evaluados; sin embargo, se
mostraron los valores de peso mas bajos al utili-
zar la formulacion de acido oleico 3% y quitosano
(Cuadro 1, Figura 3).

En la condicion posterior a la siembra del indcu-
lo, las técnicas utilizadas para determinar la inhibicion
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Figura 1. Efecto antimicrobiano de formulaciones de acido oleico en diferentes concentraciones y quitosano sobre el creci-
miento de C. michiganensis subsp. michiganensis incubado a 28 °C, mediante la técnica de pozos (1) y antibiogra-
ma (2): A) acido acético; B) acido oleico 1% y quitosano; C) acido oleico 2% y quitosano; D) acido oleico 3% y

quitosano.

Cuadro 1. Efecto antimicrobiano de formulaciones de quitosano y acido
oleico en diferentes concentraciones sobre el crecimiento in
vitro de C. michiganensis subsp. michiganensis incubada
a 28 °C, durante 8 dias, mediante la técnica de aplicacion di-
recta, previa y posterior a la siembra del inéculo.

Formulaciones

Previa

Aplicacion de la formulacion
Posterior
Peso (g)

Ac. oleico al 1% y quitosano
Ac. oleico al 2% y quitosano
Ac. oleico al 3% y quitosano
Testigo

0.12y + 0.04z a*

0.10v £0.09% a*

0.04 + 0.02 a 0.12+0.14 a
0.02 + 0.01 a 0.08 +0.02 a
035 +0.1 b 0.13+0.11 a

YMedias / “Desviacion estandar / *Letras diferentes indican diferencias esta-
disticas significativas (LSD Fisher, p<0.05).

del crecimiento bacteriano con los tratamientos
evaluados no ejercieron inhibicion. La explica-
cion podria centrarse en que una vez establecido
C. michiganensis subsp. michiganensis produce
exopolisacaridos los cuales favorecen la adhesion
a superficies abidticas y bioldgicas. Ademas, este
tipo de moléculas protegen a la bacteria contra
componentes de defensa de la plantas y ayudan a la
desintoxicacion de fitoalexinas o compuestos toxi-
cos (Gartemann et al., 2003; Rueda et al., 2010).
En la técnica de envenenamiento del medio pre-
vio a la siembra del inoculo, el acido oleico en sus
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tres concentraciones con el quitosano 1%, mostro
un efecto inhibitorio en el crecimiento de C. michi-
ganensis subsp. michiganensis. Ademas, se obser-
v6 que a medida que aumenté la concentracion de
acido oleico, disminuy6 el desarrollo de la bacteria,
esto concuerda con lo reportado por Barboa et al.
(2010), quienes demostraron que los lipidos, por su
consistencia aceitosa, pueden afectar el desarrollo
de C. michiganensis subsp. michiganensis, hacién-
dolo hidrofobico, y con esto modificando la hume-
dad externa del area donde se desarrolla la bacteria,
por lo tanto se dificulta su establecimiento. Se ha
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Figura 2. Efecto antimicrobiano de las formulaciones de acido oleico en diferentes concentraciones y quitosano sobre el
crecimiento de C. michiganensis subsp. michiganensis incubado a 28 °C durante 8 dias, mediante la técnica de
envenenamiento del medio previo a la siembra del indculo; A) acido oleico 1% y quitosano; B) acido oleico 2% y
quitosano; C) acido oleico 3% y quitosano; D)Testigo.

Figura 3. Efecto antimicrobiano de las formulaciones de quitosano y acido oleico en diferentes concentraciones sobre el
crecimiento de C. michiganensis subsp. michiganensis incubado a 28 °C durante 8 dias, mediante la técnica de
envenenamiento de medio posterior a la siembra del inéculo; A) acido oleico 1% y quitosano; B) acido oleico 2%
y quitosano; C) acido oleico 3% y quitosano; D) Testigo.

documentado que los acidos grasos libres (entre
ellos el acido oleico) presentan efecto bacterici-
da contra bacterias gram positivas. En un estudio
realizado por Chao-Tsuan ef al. (2011) mostraron
que concentraciones de acido oleico por arriba de
3.125 p mL"! evitan el desarrollo de Staphylococ-
cus aureus (3.5 log,, CFUmL™"); el 4cido oleico re-
duce el desarrollo de la bacteria porque causa dafio
a la pared celular al separar los compartimientos
citoplasmaticos.

En conclusion, se observo en esta investiga-
cion que las formulaciones de acido oleico en las
tres concentraciones (1, 2 'y 3 %) evaluadas con el
quitosano al 1%, disminuyeron el desarrollo de C.

NUMERO ESPECIAL EN ESPANOL, 2019

michiganensis subsp. michiganensis, unicamente
cuando se aplicé de manera previa a la inoculacion
de la bacteria.
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Resumen. En Queréndaro, Michoacan, México,
el cultivo de chile chilaca (Capsicum annuum) es
de importancia econdmica, social y cultural; sin
embargo, los problemas fitosanitarios limitan su
produccion. En junio de 2017, se observaron plan-
tas enfermas con sintomas de marchitez y necrosis.
Con el objetivo de identificar el agente causal de la
enfermedad se recolectaron secciones de 10-15 cm
de tallo y raiz, se obtuvo consistentemente (30%)
un aislado fungico del género Fusarium. El aisla-
do mostré abundantes clamidosporas terminales de
pared lisa, macroconidios con tres a cinco septos
y célula apical ligeramente curva, microconidios
septados y aseptados, ovales, elipsoides y renifor-
mes. Se realizaron pruebas de patogenicidad bajo
condiciones de invernadero, se inocularon 1.2 x
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10° conidios/mL"! de Fusarium en plantas de chile
chilaca de 45 dias de edad. Veinte dias posteriores
a la inoculacion, se observaron sintomas de mar-
chitez, defoliacion, clorosis, y necrosis en el tallo
y la raiz. Se re-aislo al patdgeno a partir de tejido
vegetal enfermo y se amplifico el gen del factor de
elongacion 1-a. La secuencia obtenida se sometio6 a
un analisis BLAST contra secuencias de las bases
de datos de GenBank. De acuerdo con las caracte-
risticas morfologicas y moleculares, el agente cau-
sal de la marchitez en chile chilaca de Queréndaro,
Michoacan es Fusarium solani.

Palabras clave: necrosis del tallo, clorosis, filoge-
nia, postulados de Koch.

Abstract. In Queréndaro, Michoacan, Mexico the
chili chilaca crop (Capsicum annuum) has a great
economic, social and culture importance, however,
phytosanitary problems limit the production. In
July 2017, diseased plants with wilt and necrosis
symptoms were observed. With the aim to identify
the causal agent of the disease, sections of 10-15
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cm from stem and root were collected, and one fun-
gal isolate from the Fusarium genre was consistent
obtained (30%). The isolate showed abundant ter-
minal chlamydospores with smooth wall, macroco-
nidia with three to five septa and slightly bend api-
cal cell, microconidia oval ellipsoids and reniform
with and without septa. Pathogenicity tests carried
out in a greenhouse conditions, 1.2 x 106 Fusarium
conidia were inoculated on 45 day-old chili chilaca
plants. Twenty days after the inoculation, chloro-
sis, wilt, necrosis on the stem and roots, were ob-
served on the inoculated plants. The pathogen was
re-isolated and the elongation factor 1-o gene was
amplified. The sequence obtained was analyzed by
BLAST against sequences from the GenBank. Ac-
cording to the morphologic and molecular charac-
teristics, the causal agent of wilting in chili chilaca
plants in Queréndaro, Mexico is Fusarium solani.

Key words: stem necrosis, chlorosis, phylogeny,
Koch'’s postulates.

Meéxico produce anualmente un volumen mayor
a tres millones de t de chile verde (Capsicum an-
nuum) lo que le permite ser el principal exportador
a nivel mundial (SADER, 2019). En el estado de
Michoacan, en el afio 2018, se produjeron mas de
116 000 t de chile, cifra que lo ubicé en el séptimo
lugar de produccion nacional. Queréndaro destaca
entre los municipios productores de chile chilaca
debido a su importancia cultural al ser la sede de
la “Feria del chile” que se celebra anualmente. Sin
embargo, las enfermedades que se presentan en el
cultivo de esta hortaliza son una limitante para la
produccion. Dentro de estas, la marchitez del chile
chilaca ocasiona mayores pérdidas en produccion,
al reducir hasta en 50% el rendimiento del culti-
vo, y esta asociada con patogenos de los géneros
Phytophthora, Rhizoctonia y Fusarium (Velarde-
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Félix et al., 2018). Sin embargo, se desconoce con
exactitud la identidad del patogeno.

Con el objetivo de identificar al agente causal de
la enfermedad, se recolectaron muestras de raiz pri-
maria, raices secundarias, corona y tallo de plantas
sintomaticas de chile chilaca en parcelas del muni-
cipio de Queréndaro, Michoacan durante junio de
2017. Las muestras se lavaron con agua y deter-
gente marca Roma®, se cortaron segmentos de 0.5
cm de longitud en la zona intermedia entre el tejido
sano y enfermo; éstos se desinfestaron en una so-
lucion de Cloralex® al 10% (0.6% de hipoclorito
de sodio); se enjuagaron en agua destilada estéril
y se secaron con papel estéril. Cinco segmentos de
tejido de raiz y cinco de tallo se sembraron en cajas
Petri con medio selectivo (NARPH) que contenia
natamicina (0.02 g L), ampicilina (0.27 g L),
rifampicina (0.01 g L), pentacloronitrobenceno
(0.10 g L") e himexazol (0.075 g L") y se alma-
cenaron a 24 °C (Soto-Plancarte et al., 2017). El
aislado fingico obtenido se purifico por punta de
hifa y se emple6 para la caracterizacion morfolo-
gica y molecular. Se cultivé en medio Spezieller
Nahrstoffarmer Agar (SNA), se cortaron discos de
agar con micelio de 6 mm de didmetro y se alma-
cenaron en microtubos con agua destilada estéril a
15 °C en la Coleccién de Hongos del Laboratorio
de Patologia Vegetal de la UMSNH con el codigo
MXMIC-798. Para la caracterizacion molecular, se
extrajo ADN gendmico utilizando un protocolo con
base en bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB;
Sigma-Aldrich) descrito por Leslie y Summerell
(2016) con modificaciones. El micelio se incubd en
buffer de lisis a 65 °C durante 1 h y se us6 etanol
absoluto en lugar de isopropanol (2-propanol). La
concentracion del ADN genomico fue calculada en
un espectrofotometro (Nanodrop; Thermo Scienti-
fic, Waltham, MA). Se amplificaron porciones par-
ciales del gen factor de elongacion de la traduccion
1-a (EF).
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La verificacion de la patogenicidad se realizd
en el invernadero del Instituto de Investigaciones
Agropecuarias y Forestales de la Universidad Mi-
choacana de San Nicolas de Hidalgo, el cual regis-
tr6 una temperatura de 30 £ 8 °C. El cultivar de
chile chilaca CHL1 se emple6 como material ve-
getal. Se obtuvieron plantulas en celdas de 100 cm?
de volumen empleando el sustrato Mezcla 3 (Sun-
shine®). Se aplicaron 20 mL del fertilizante univer-
sal Miracle-Gro® (24N-8P-16K) a cada planta cada
siete dias hasta la inoculacion del patéogeno. Las
plantas se colocaron de acuerdo a un disefio expe-
rimental completamente al azar. El aislado de F.
solani se cultivo en medio SNA a 24 °C durante 10
dias; luego se prepard una suspension de conidios a
una concentracion de 1.2 x 10° conidios mL!. Doce

Control Fusarium

plantas sanas de chile chilaca de 45 dias de edad
fueron inoculadas con 1.0 mL de la suspension de
conidios aplicando directamente en la rizosfera.
Seis plantas inoculadas con agua destilada estéril se
emplearon como controles negativos. El patégeno
se re-aislo a partir de tejido sintomatico y se co-
rrobor¢ la identidad mediante la amplificacion de
EF. Para inferir las relaciones filogenéticas se rea-
liz6 un analisis de maxima parsimonia utilizando
secuencias de F. solani y de especies de Fusarium
depositadas en la base de datos del GenBank.

Se registr6 una incidencia de la enfermedad del
10% en campo, los sintomas consistieron en pérdi-
da de turgencia foliar, clorosis, necrosis de tejido
de raiz, tallo y corona (Figuras 1 A y B). En las
cajas de aislamiento, después de 48 h se observo

Fusarium oxysporum BMP1397

F. solani MXMIC-798

97

F. solani NRRL 44903

69 F solani NRRL 32741

o4 F. falciforme MRC 2803

F. falciforme NRRL 43441

F solani f. sp. curcubitae PCI 511

F. striatum CML 2358

99

30 L F striatum SQHION9
F)

Figura 1. A) Planta de chile chilaca (Capsicum annuum) de tres meses de edad con sintomas de marchitez y clorosis en
campo. B) Raiz y corona mostrando necrosis. C) Derecha: Planta de chile de 45 dias edad inoculada con 1.2 x 10°
conidios de Fusarium solani; izquierda: planta control. D) Macro y microconidios. E) Clamidosporas terminales.
F) Relaciones filogenéticas del aislado MXMIC-798 de Fusarium solani'y especies cercanas; Fusarium oxysporum

se usé como grupo externo.
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crecimiento micelial en tres de los segmentos de
tallo y se selecciond un aislado fingico. En SNA
el aislado mostré caracteristicas morfologicas del
género Fusarium tales como macroconidios de en-
tre 22 y 33 um de largo y 2.5 a 5.0 pm de ancho,
con tres a cinco septos y célula apical ligeramente
curva; microconidios de entre 6.0 y 9.5 pm de largo
y 1.5 a 4.0 um de ancho, ovales, reniformes, elip-
soides, aseptados o con uno o dos septos (Figura
1D); abundantes clamidosporas de pared lisa de 6.0
a 8.0 um de diametro, terminales, solas o dispues-
tas en pares o en cadenas de tres (Figura 1E). Las
caracteristicas anteriores y las medidas de macro y
microconidios coincidieron con la descripcion de
Fusarium solani (Leslie y Summerell, 2006; Ram-
dial y Rampersad, 2010; Wang et al., 2014; Hans-
Josef et al., 2016).

La secuencia obtenida mostré 100% de iden-
tidad y cobertura con 20 cepas pertenecientes al
complejo de especies de F. solani, y se almacend
en la base de datos del GenBank con el cédigo de
accesion MK532475. El analisis filogenético mos-
tro que el aislado que se obtuvo en el presente es-
tudio se agrupod con cepas de F. solani (Figura 1F).
En la prueba de patogenicidad, las plantas inocu-
ladas con F. solani mostraron clorosis, pérdida de
turgencia foliar, defoliacion y necrosis en raices y
tallo 20 dias después de la inoculacion (Figura 1C).
A partir de tejido vegetal enfermo se re-aislo al pa-
togeno. Las plantas control no mostraron sintomas
y no se aislé a Fusarium a partir de éstas.

De acuerdo con las caracteristicas morfologi-
cas, la caracterizacion molecular, las pruebas de
patogenicidad y el analisis filogenético, se estable-
cio que F. solani es el agente causal de marchitez
y necrosis en raiz y tallo de chile chilaca en Que-
réndaro, Michoacan, México. Fusarium solani se
reportd como agente causal de pudricion de tallo y
frutos de pimiento dulce (C. annuum) en Ontario,
Canada (Jarvis et al., 1994) y pudricion de frutos en
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Trinidad y Tobago (Ramdial y Rampersad, 2010).
Recientemente se reportd a F. solani como agente
causal de la marchitez en plantas maduras de chi-
le poblano y damping-off en plantulas en Puebla,
México (Rivera-Jiménez et al., 2018); y a Fusa-
rium oxysporum como agente causal de marchitez
en plantas de pimiento en invernaderos en Sinaloa
(Velarde-Félix et al., 2018). Los resultados del pre-
sente trabajo confirman que F. solani es un pato-
geno de importancia econdmica, ya que limita la
produccién de chile en México. Este es el primer
reporte de este patdgeno como agente causal de la
marchitez del chile chilaca en Michoacan. La in-
formacion del presente estudio sera de utilidad para
los productores locales de chile chilaca, ya que per-
mitira desarrollar estrategias de manejo de esta en-
fermedad, y disminuir la incidencia y severidad de
la marchitez inducida por Fusarium.
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Resumen. El objetivo del estudio fue evaluar la
actividad antifungica de Streptomyces spp. contra
Exserohilum rostratum cepa CIAD CP0O1 (Sino-
nimo de Sefosphaeria rostrata), asi como su ca-
pacidad para producir sustancias promotoras del
crecimiento vegetal. La actividad antagoénica in
vitro de seis cepas de Streptomyces se evaluo por
confrontacion directa y a través de volatiles contra
E. rostratum aislado de follaje de maiz en el esta-
do de Chihuahua, (siendo éste, el primer reporte de
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ocurrencia en dicho estado), y se estim6 mediante
el porcentaje de inhibicion del crecimiento radial
(PICR). Asi mismo, se determiné la capacidad de
Streptomyces spp., para producir acido indol acé-
tico (AIA) y sideroforos, ademas de su potencial
para fijar nitrogeno atmosférico y solubilizar fos-
fatos. Los valores de PICR obtenidos fluctuaron de
34.9 a 95.7% en confrontacion directa y de 0.6 a
2.2% mediante volatiles. Streptomyces cangkrin-
gensis cepa CIAD-CAOQ07 (A7) y Streptomyces mi-
sionensis cepa CIAD-CA27 (A27) produjeron 3 y
29 pg mL" de AIA, respectivamente. Todas las ce-
pas fueron capaces de producir el sideroforo trihi-
droxamato (ferrioxamina) de 7.8 a 39.3% de unida-
des de sider6foros y de fijar nitrogeno atmosférico.
Con base en los resultados, las cepas de Streptomy-
ces podrian ser utilizadas como agentes de control
biologico de E. rostratum y como biofertilizantes
en cultivos hortofruticolas.

Palabras clave: Actinomicetos, antagonistas, bio-
control, enfermedad, fitopatdgeno, maiz.
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Abstract. The aim of the study was to evaluate
the antifungal activity of Streptomyces spp. against
Exserohilum rostratum strain CIAD_CPO1 (synon-
ym Setosphaeria rostrata), as well as their ability
to produce plant growth promoting substances. The
antagonistic capacity in vitro of six Streptomyces
strains was evaluated by direct confrontation and
through volatiles against E. rostratum, isolated
from maize leaves in the state of Chihuahua, (this
being the first report of occurrence in this State)
and was calculated by the percentage of inhibition
of radial growth (PIRG). Likewise, the capacity of
Streptomyces to produce indole acetic acid (IAA)
and siderophores was determined, in addition to
the fixation of atmospheric nitrogen and solubilize
phosphates. The obtained PIRG ranged from 34.9
to 95.7% by direct confrontation and from 0.6 to
2.2% through volatiles. Streptomyces cangkrin-
gensis strain CIAD-CAQ7 (A7) and Streptomyces
misionensis strain CIAD-CA27 (A27) were able to
produce TAA, with 3 and 29 ug mL™, respectively.
All strains were able to produce the siderophore
trihydroxamate (ferrioxamine), ranging from 7.8 to
39.3 % siderophore units, and to fix atmospheric
nitrogen. Based on these results, Streptomyces stra-
ins could be used as biological control agents for
E. rostratum and as biofertilizers in horticultural
crops.

Key words: Actinomycetes, antagonists, biocon-
trol, diseases, phytopathogen, corn.

El género Streptomyces es el mas representa-
tivo de los actinomicetos y el mas ampliamente
distribuido en ecosistemas y agroecosistemas, del
cual se ha obtenido mas del 70% de los antibio-
ticos conocidos y es fuente potencial de nuevos
compuestos bioactivos (Muharram et al., 2013). La
mayoria de las cepas de este género son capaces de
inhibir el crecimiento in vitro de bacterias y hon-
gos fitopatogenos mediante la produccion de me-
tabolitos secundarios con actividad antimicrobiana
[antibioticos, antifungicos, enzimas extracelulares
(quitinasas, peroxidasas, glucanasas), inhibidores
enzimaticos, terpenoides, pigmentos y plaguicidas,
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entre otros] (Franco-Correa et al., 2010). Ademas,
producen sustancias promotoras del crecimiento
vegetal como el acido indol acético (AIA), siderd-
foros y solubilizan fosfatos (Dertz et al., 2006). Por
otro lado, Exserohilum rostratum (sinbnimo homo-
tipico de Setosphaeria rostrata) se reporta por vez
primera como agente causal de tizon foliar en maiz
(Zea mays) con sintomatologia similar a la causada
por Exserohilum turcicum conocido por causar la
enfermedad denominada “tizén nortefio de la hoja
del maiz” (Chung et al., 2010). Esta enfermedad ha
sido detectada recientemente en algunas zonas pro-
ductoras de maiz en México. En el estado de Sina-
loa, E. turcicum provocoé pérdidas en la produccion
de grano de maiz del 50%, en el ciclo 2013-2014
(Nufez et al., 2019), sin embargo, en el estado de
Chihuahua, México atin no se cuenta con el reporte
oficial de la ocurrencia de E. rostratum, y por ende
no se cuenta con datos de incidencia, severidad y
pérdidas econdmicas que ocasiona. La incidencia
de esta enfermedad se ha encontrado relacionada
con maices hibridos que no poseen genes de resis-
tencia a la enfermedad, lo cual reduce los rendi-
mientos (Dong et al., 2008). Los microorganismos
antagonistas son una alternativa en el manejo de
esta enfermedad, destacando los actinomicetos (ac-
tinobacterias) por su actividad antimicrobiana, y su
capacidad para promover el crecimiento vegetal.
Por lo que, el objetivo fue evaluar la capacidad an-
tifingica in vitro de Streptomyces spp. contra Ex-
serohilum rostratum y su potencial para producir
sustancias promotoras del crecimiento vegetal.

Las cepas de Streptomyces se seleccionaron del
cepario del Centro de Investigacion en Alimen-
tacion y Desarrollo, A.C. Unidad Cuauhtémoc,
de acuerdo con su capacidad antifiingica probada
previamente (Pérez-Corral et al., 2015), y fueron
las siguientes: Streptomyces cangkringensis cepa
CIAD-CAOQ7 (A7), Streptomyces sp. cepa CIAD-
CA19 (A19), Streptomyces misionensis cepa
CIAD-CA27 (A27), Streptomyces kanamyceticus
cepa CIAD-CAA45 (A45), Streptomyces kanamyce-
ticus cepa CIAD-CA48 (A48) y Streptomyces liba-
ni cepa CIAD-CA86 (A86). El hongo fitopatogeno
Exserohilum rostratum CIAD_CPO1 fue aislado de
hojas sintomadticas (tizones foliares) de plantas de
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maiz en las etapas fenoldgicas VT (aparicion de las
panojas) y R1 (aparicion de los estigmas) (Figura
1), de acuerdo con Centko et al. (2017), durante
el ciclo agricola 2018 en parcelas establecidas en
Cuauhtémoc, Chihuahua, México (28° 33749 LN;
106° 54°28” LO, 1,995 msnm).

Para la identificacion morfologica del fitopato-
geno, se crecio en medio de cultivo PDA por 7 dias
a28+1 °C en ausencia de luz. Del micelio del hongo
se realizaron montajes en porta y cubreobjetos y se
tifieron con azul de lactofenol para su observacion
en un microscopio compuesto (Carl Zeiss, Jena,
Alemania) a 1000x magnificaciones y se identifi-
c6 mediante claves taxonomicas (Watanabe, 2010).
Para la identificacion molecular, se extrajo el ADN
genomico (ADNg) de acuerdo con Ruiz-Cisneros
et al. (2017). E1 ADNg obtenido se visualizoé por
electroforesis en gel de agarosa al 1%, en un Che-
miDocTM XRS+ imaging system (Bio-Rad; CA,
EUA) y subsecuentemente se uso6 para amplificar
el espaciador transcrito interno (ITS, por sus si-
glas en inglés) del gen 18S del ARN ribosomal
(ARNr), usando los iniciadores universales 1TSS
(5’-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3’) e
ITS4 (5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’). El
producto de PCR se examind por electroforesis en
gel de agarosa al 1%, y fue secuenciado (ambas ca-
denas) por Macrogen EUA (Rockville, MD, EUA).
Las secuencias obtenidas fueron superpuestas y en-
sambladas para obtener la secuencia consenso que

se compard contra las bases de datos del National
Center for Biotechnology Information (NCBI),
usando el algoritmo de BLAST para verificar el
porcentaje de identidad correspondiente a las es-
pecies identificadas. La secuencia de E. rostratum
strain CIAD CPO1 fue depositada en el GenBank
(nimero de acceso MK942343.1). Se realizd un
analisis filogenético del aislado, comparandola con
cepas de las especies rostratum y turcicum de otras
regiones usando el modelo Kimura 2-parameter
(K2) y el modelo de verosimilitud (ML) con 1000
réplicas de Bootstrap (Figura 2).

Las cepas de Streptomyces se evaluaron in vi-
tro por confrontacion directa y mediante volatiles
contra E. rostratum. Para el primer estudio se colo-
caron cuatro explantes de 7 mm de diametro de las
colonias de Streptomyces, en cada punto cardinal
del borde de una caja de Petri de 90 mm de diame-
tro con medio de cultivo Czapek Dox Agar (CDA)
y se incubaron a 28=1 °C por 10 dias (Pérez-Corral
et al., 2015). Al décimo dia, un explante de 7 mm
de diametro de una colonia del fitopatdgeno se co-
locé en el centro de la caja de Petri. Los testigos
consistieron en explantes del fitopatégeno crecidos
en CDA en ausencia de Streptomyces (Evangelista-
Martinez, 2014). En el segundo estudio, se evaluo
la actividad antifiingica in vitro de las cepas de
Streptomyces mediante volatiles, para lo cual se
inocularon 4 mL de una suspension (~1.5 x 108
esporas mL") de las cepas de Streptomyces sobre

Figura 1. Caracteristicas del agente causal Exserohilum rostratum a) tizon de la hoja en maiz y caracteres: b) macroscépicos
(crecimiento del hongo en cajas de Petri de 90 mm de diametro con PDA con 10 dias de edad) y ¢) microscopicos
(micelio filamentoso y conidios de color pardo oscuro tabicados y conidiéforos laterales ovalados, vistos a 400X y

1000X aumentos) del fitopatogeno.
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Setosphaeria turcica strain ET7 (KT253948.1) Sinaloa México

Setosphaeria turcica strain ET17 (KT253952.1) Sinaloa México
100 Setosphaeria nrcica strain J-1-10 (KT223346.1) Canada

Serosphaeria mrcica strain CBS 330.64 (HF934950.1) EUA

Setosphaeria tircica strain ATCC 64836 (KU729034.1) EUA

—— Exserohilum pedicellarum strain EEB 1336 (AF229478.1) EUA
Exserolilum rostratum strain CLER09 (GQ478867.1) China
Exserohilum gedarefense strain CBS 297.80 (KT265244.1) Chile
Exserolilum rostratum strain CIAD CP01 (MK942343.1) Chihuahua México
Setosphaeria rostrata strain BRIP 15403 (LT837845.1) Australia

Setosphaeria restrara strain HSH34 (GU966507.1) China

0.050

Trichoderma koningiopsis strain CIAD IT01

Figura 2. Arbol filogenético de maxima verosimilitud basado en el espaciador transcrito interno (ITS), construido con el
programa Mega X (bootstrap = 1000), usando el modelo de sustitucion Kimura 2-parameter (K2), los valores de
bootstrap se muestran como porcentajes. El arbol se dibujo a escala, con longitudes de rama medidas en el nimero
de sustituciones por sitio, la secuencia correspondiente a Trichoderma koningiopsis cepa CIAD_IT01 se tom6 como

grupo externo.

semillas de trigo (40 g) pre-cocidas y estériles, se
incubaron a 28 £ 1 °C por 10 dias. Veinte gramos
de semillas con crecimiento de actinomicetos se
colocaron en una caja de Petri de 60 X 15 mm, sin
tapa, adicionalmente, se colocaron tres cajas de Pe-
tri de 60 x 15 mm sin tapa que contenian CDA,
con un explante (7 mm de diametro) del hongo pa-
togeno en el centro de cada caja. Las cuatro cajas,
se colocaron dentro de otra caja de Petri de tama-
flo mayor (140 x 25 mm). Las cajas se sellaron e
incubaron a 28 £ 1 °C. Los testigos consistieron
en cajas de Petri con semillas de trigo estériles sin
inocular y las respectivas cajas con el fitopatdogeno
(Boukaew et al., 2013). En ambos estudios se mi-
di6 cada 24 h el crecimiento radial del fitopatogeno
confrontado y los testigos. El dia en que el hon-
go fitopatogeno (testigos) llend la caja de Petri se
tomo como referencia para estimar el antagonismo
en la confrontacion. El porcentaje de inhibicion del
crecimiento radial (PICR) fue estimado de acuer-
do con la férmula propuesta por Yuan y Crawford
(1995). Los datos obtenidos del PICR se sometieron
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a un analisis de varianza (ANDEVA) y se uso la
prueba de Tukey (p=0.05) para separar las medias.
Los analisis se realizaron con el programa estadis-
tico Statistical Analysis System version 9.0. Todas
las pruebas se realizaron por triplicado. Cada re-
peticion constd de nueve unidades experimentales
(cajas de Petri por confrontacion) y como testigo se
consideraron 10 cajas del patégeno (sin presencia
de antagonista).

Para evaluar la capacidad de las cepas de Strep-
tomyces para producir sustancias promotoras del
crecimiento vegetal, se realizaron pruebas bioqui-
micas que consistieron en inducir la produccion
de acido indol acético (AIA), ademas de evaluar
su capacidad para producir siderdforos, solubilizar
fosfatos y de fijar nitrogeno atmosférico (N,). Es-
tas pruebas se hicieron cualitativamente y las cepas
que resultaron positivas a las pruebas bioquimicas
se cuantificaron. Todas las pruebas cualitativas y
cuantitativas se realizaron por triplicado. El AIA
se determin6 de acuerdo con Gopalakrishnan et al.
(2011), usando un espectrofotometro (Evolution™

51



REVISTA MEXICANA DE FITOPATOLOGIA
MEXICAN JOURNAL OF PHYTOPATHOLOGY

FuLLy BILINGUAL

300; Thermo Electron Scientific Instruments LLC,
Madison) a una absorbancia de 530 nm y la con-
centracion se determind con una curva de calibra-
cion de un estandar de AIA. La cuantificacion del
AIA se hizo con base en los datos de absorbancia
en funcion de la concentracion mediante una regre-
sion lineal para determinar la ecuacion de la recta
(y =32.943x - 0.0372, R?=0.9896). La produccion
de sider6foros se hizo mediante la solucidon de en-
sayo del Chrome azurol S (CAS) de acuerdo con
Schwyn y Neilands (1987) y la cuantificacion se
expresé en % de unidades de siderdforos, utilizan-
do la siguiente formula propuesta por Lee et al
(2012).

Absorbancia de
referencia

Absorbancia de

. muestra
% unidades de

sideroforos x 100

Absorbancia de referencia

Para la estimacion de AIA y sider6foros, las ce-
pas de Streptomyces se crecieron en caldo ISP2 e
ISP4 (Medios 2 y 4 del International Streptomyces
Project, limitados en hierro), respectivamente y se
mantuvieron a 28 = 1 °C y 150 rpm de agitacion
por 7 dias (Lee et al., 2012). Los precultivos fue-
ron centrifugados, el sobrenadante fue filtrado y se
tom6 un 1 mL de la muestra para cada determina-
cion. En las cepas positivas a la produccion de side-
roforos (cambio de color azul a rosa o naranja), se
les determin6 el tipo de sideroforo producido (cate-
col o hidroxamato) de acuerdo con Arnow (1937).
En la prueba de Arnow, la presencia del sider6foro
catecol se indicd mediante un vire a color rosa. En
la prueba de cloruro feérrico (FeCl,), la presencia
de los sideroforos trihidroxamato y dihidroxamato
se indic6 mediante un vire de color naranja y rosa,
respectivamente. Para la solubilizacion de fosfatos
insolubles por las cepas de Streptomyces, se uso el
medio National Botanical Research Institute Phos-
phorus (NBRIP) registrando el crecimiento y la
presencia de halos en el medio, siendo la presencia
de éstos, el indicativo de la capacidad de las cepas
para solubilizar fosfatos (Walpola y Yoon, 2013).
Para determinar la capacidad de fijar nitrogeno at-
mosférico, se crecieron las cepas de Streptomyces
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en cajas de Petri con medio libre de nitrogeno, don-
de el desarrollo de colonia indico la capacidad de
fijar N, atmosferico, como control positivo, se cre-
cio un aislado de Bacillus sp. (Penay Reyes, 2007).

De acuerdo con sus caracteres morfologicos
macro y microscopicos (Figuras 1 a, b y ¢), el hon-
go fitopatdgeno fue identificado como Exserohilum
sp. El aislado mostr6 colonias circulares de color
oscuro superiormente y negro en la parte inferior, y
conidios rectos a ligeramente curvos ovalados, ta-
bicados y conidi6éforos simples (Watanabe, 2010)
y confirmado molecularmente mediante la com-
paracion de su secuencia en la base de datos del
Banco de Genes del NCBI correspondiendo a Exse-
rohilum rostratum CIAD CPO1 (nimero de acceso
MK942343.1).

La inhibicion in vitro de las cepas de Streptomy-
ces por confrontacion directa contra E. rostratum
fue significativamente diferente. Se observo pro-
duccion escasa de micelio y crecimiento aéreo
atipico del hongo patogeno. Estos efectos pueden
atribuirse a metabolitos secundarios extracelulares
(antibioticos) secretados al medio de cultivo por al-
gunas cepas de Streptomyces (Prashith et al., 2010).
Cabe resaltar que en algunas confrontaciones se
observaron halos de inhibicion menores, posible-
mente debido a la escasa difusiéon de compuestos
antifingicos, a la naturaleza quimica de los mismos
y/0 a su comportamiento en medios acuosos (Leén
etal.,2011). El crecimiento in vitro de E. rostratum
fue reducido significativamente por todas las cepas
de Streptomyces evaluadas en confrontacion direc-
ta, con PICR que fluctuaron de 34.9 a 95.7% (Figu-
ra 3), donde la cepa A27 (Streptomyces misionensis
cepa CIAD-CA27) mostr6 la mayor actividad anti-
fingica, seguida por las cepas A19 (Streptomyces
sp. cepa CIAD-CA19) y A45 (Streptomyces kana-
myceticus cepa CIAD-CA45) con inhibiciones de
87.9% y 83.8%, respectivamente (Figura 3). Evan-
gelista-Martinez (2014) reportd PICR de 44 a 71%
para Streptomyces, al dia cinco post-confrontacion
contra Helminthosporium sp. Davila-Medina et al.
(2013) al evaluar la actividad in vitro de actinomi-
cetos contra hongos fitopatogenos reportaron PICR
inferiores al 49.4%. En este estudio, cinco de los
seis aislados de Streptomyces mostraron porcentajes
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Figura 3. Capacidad antifungica in vitro de cepas de Streptomyces spp., contra el hongo Exserohilum rostratum en confron-
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superiores a este valor. En contraste, Pérez-Corral
et al. (2015) reportaron aislados de actinomice-
tos que inhibieron por completo el crecimiento
de Fusarium equiseti infiriendo la posible accion
fungistatica o fungicida debido a la produccion de
sustancias biocidas o antibioticos que se difunden
a través del medio de cultivo. Este atributo podria
ser el caso de la cepa A19 (Streptomyces sp. cepa
CIAD-CA19), ya que se ha demostrado que cepas
de esta especie producen tubercidina, un inhibidor
de multiples procesos metabolicos como la sintesis
de acidos nucleicos, proteinas y ascomicina (Kon-
ya et al., 2006). La antibiosis mostrada contra E.
rostratum por las cepas de Streptomyces puede atri-
buirse a enzimas extracelulares como quitinasas,
b-1,3-glucanasas y antibidticos (Gonzalez-Franco
et al.,2003).

La inhibicion in vitro de las cepas de Streptomy-
ces contra E. rostratum en confrontacion a traveés
de volatiles fluctu6 de 0.6% a 2.2% (Figura 3). La
cepa A7 (Streptomyces cangkringensis cepa CIAD-
CAQ7), ejercio la mayor actividad mediante vola-
tiles pero menor al mostrado en la confrontacion
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directa (Figura 3). Los PICR mediante volatiles
fueron significativamente menores en comparacion
con los valores obtenidos en confrontacion direc-
ta, posiblemente debido a que en esta ultima hubo
mayor produccion de metabolitos secundarios (an-
tibioticos) que act@ian por medios difusibles en el
medio o por competencia de espacio y/o nutrien-
tes, impidiendo que E. rostratum creciera dptima-
mente. Por lo tanto, la mayor actividad antagdénica
de las cepas evaluadas fue mediante metabolitos
difusibles en el medio de cultivo. Boukaew et al.
(2013), mencionan que el efecto de los volatiles de
Streptomyces contra hongos se atribuye a la des-
truccion de su pared celular.

Las seis cepas de Streptomyces produjeron al
menos una sustancia responsable de la promocion
del crecimiento vegetal (Cuadro 1). Las seis ce-
pas produjeron sider6foros del tipo trihidroxama-
to y fueron capaces de fijar nitrégeno atmostérico.
Mientras que solo las cepas A7 (Streptomyces can-
ghkringensis cepa CIAD-CAO07) y A27 (Streptomy-
ces misionensis cepa CIAD-CA27) produjeron
AIA. Ninguna cepa fue capaz de solubilizar fésforo
inorganico e insoluble.
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Cuadro 1. Capacidad de las cepas de Streptomyces spp. en la produccion de sustancias promotoras del crecimiento vegetal.

Promotores de crecimiento vegetal

: Acido T e Sideroforos
Cepa antagonista indol Fijacion de  Solubilizacion de
acético Nitrogeno fosforo inorgdnico Catecol Trihidroxamato Dihidroxamato
Streptomyces B * B
A7  cangkringensis cepa + +
CIAD-CAO07
Streptomyces sp. cepa
ALY CIAD-CA19 * ; " ;
Streptomyces
A27 misionensis cepa + + - + -
CIAD-CA27
Streptomyces
A4S  kanamyceticus cepa - + - + -
CIAD-CA45
Streptomyces
A48 kanamyceticus cepa - + - + -
CIAD-CA48
Streptomyces libani
AB6 - opa CIAD-CA86 - * - * -
(+) Positivo a la prueba
(-) Negativo a la prueba
Las cepas A7 (Streptomyces cangkringensis cepa 50
CIAD-CAOQ7) y A27 (Streptomyces misionensis cepa
CIAD-CA27) produjeron 3 y 29 pg mL" de AIA, 2
respectivamente. Franco-Correa ez al. (2010) reporta- “E
ron valores de AIA de 3.05 a 11.9 pg mL™" para cepas 3 —
. . . @ 30
de Streptomyces, similares a los obtenidos con las cepas 3
reportadas en este estudio. Mientras que Matsukawa E
]
et al. (2007) reportaron valores de AIA de 21.8 2 51.5 2
pg mL" por especies de Streptomyces como S. purpu- =
. . =
rascens NBRC 13077, S. coelicolor A3, S. olivaceus g 107
NBRC 12805y S. kasugaensis NBRC 13851. Las seis
cepas de Streptomyces spp. produjeron el sideréforo 0 :
trihidroxamato, de 7.8 a 39.2 % de unidades de side- Al ADE AT Ak Al A
Cepas de Streptomyces

réforos, las mayores productoras fueron A86 (Strep-
tomyces libani cepa CIAD-CA86) y A7 (Streptomyces
cangkringensis cepa CIAD-CAQ7), ambas con 39.3 %
de unidades de sideréforos (Figura 4).

Braun ez al. (2009) mencionan que la mayoria
de las cepas del género Streptomyces producen algin
tipo de sideréforo trihidroxamato como ferrioxa-
mina o albomicina una sideromicina (quelante de
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Figura 4. Porcentaje de unidades del sideréforo trihidroxa-
mato producido por las cepas de Streptomyces spp.
Los datos son presentados como medias + error es-
tandar. Los valores sobre las barras con las mismas
literales indican igualdad estadistica, con un 95%
de confianza (o= 0.05) de acuerdo con la prueba de
Tukey.
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hierro) y se le atribuye la capacidad de eliminar a sus
competidores biol6gicos uniendo sustancias toxicas a
sideréforos. Dertz et al. (2006) demostraron que al-
gunas cepas de Streptomyces son capaces de producir
enterobactina (enteroquelina) un sideréforo de alta
afinidad que adquiere el hierro de los sistemas micro-
bianos. Todas las cepas de Streptomyces spp. evaluadas,
fijaron nitrégeno atmosférico. Si bien no presentaron
caracteristicas tipicas de crecimiento como ocurre en
medios de cultivo enriquecidos, si mostraron una
tendencia similar. Todas las cepas de Strepromyces fue-
ron incapaces de solubilizar el fosforo inorgdnico. En
contraste Franco-Correa et /. (2010) demostraron la
capacidad de algunas cepas de actinomicetos para so-
lubilizar fosfatos inorgdnicos y reportan que la solubi-
lizacién del fésforo ocurre por la formacién de 4cidos,
que actian como agentes quelantes para el calcio, au-
mentando la disponibilidad del fésforo para la planta
(Nautiyal, 1999; Franco-Correa ez 4l., 2010). Nauti-
yal (1999) menciona que la solubilizacién de fosfa-
tos por los microorganismos dependerd del tipo de
fosfato que se utilice, dado que no todas las cepas de
estos microorganismos tienen la capacidad de solubi-
lizar el f6sforo desde fuentes inorgdnicas. El estudio
demostré el potencial que tiene el género Strepromyces
para ser usado como posible agente de control biolé-
gico de Exserohilum rostratum, siendo este el primer
reporte del patdgeno para el estado de Chihuahua,
México. Ademds de la capacidad antagénica de las
cepas, destaca su capacidad para producir sustancias
promotoras del crecimiento vegetal, por lo que tam-
bién podrian ser utilizadas como biofertilizantes.
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Resumen. El objetivo del estudio fue aislar y ca-
racterizar hongos y bacterias antagonistas de la ri-
zosfera de huertos de aguacate de Xalisco, Nayarit,
Meéxico, capaces de inhibir el crecimiento in vitro
de aislados de Fusarium oxysporum. En 2018, se
recolectaron muestras de suelo asociado a la
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rizosfera de arboles sanos de 10 huertos de agua-
cate cv. Hass en el municipio de Xalisco, Nayarit,
Meéxico para el aislamiento de posibles antagonis-
tas de F. oxysporum. Se aislaron e identificaron
morfologicamente 117 actinomicetos (Streptomy-
ces spp.), 83 bacterias (Bacillus spp.) y 43 hongos
(Trichoderma spp.). De cada grupo de microorga-
nismos se evaluaron 10 aislados (al azar) contra
tres aislados de F. oxysporum, y se caracterizaron
molecularmente 10 de estos aislados que mostraron
la mayor inhibicion. De los antagonistas evaluados
in vitro, destacé el aislado A75 (Streptomyces sp.),
con PICR que fluctuaron de 26.82 a 67.52%; los
aislados B65 y B78 (Bacillus amyloliquefaciens y
B. velezensis, respectivamente) con inhibiciones
>50% y los 10 aislados de Trichoderma, que in-
hibieron el crecimiento radial (PICR) de F oxys-
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porum entre 35 a 75%. En huertos de aguacate de
Xalisco, Nayarit, existen microorganismos antago-
nistas, especialmente cepas de los géneros Strep-
tomyces spp., Bacillus spp. y Trichoderma spp.,
con posible potencial para ser usados en el manejo
de Fusarium spp.

Palabras clave: Biocontrol, antagonista, hongo,
actinomicetos, bacterias, enfermedades.

Abstract. The aim of the study was to isolate and
characterize antagonistic fungi and bacteria from
the rhizosphere of avocado orchards of Xalisco,
Nayarit, Mexico, capable of inhibiting the in vitro
growth of Fusarium oxysporum isolates. In 2018,
soil samples associated with the rhizosphere of
healthy trees from 10 cv. Hass avocado orchards
were collected in the municipality of Xalisco, Na-
yarit, Mexico for the isolation of possible antago-
nists of F. oxysporum. One hundred and seventeen
isolates of actinomycetes (Streptomyces spp.), 83
bacteria (Bacillus spp.), 43 fungi (Trichoderma
spp.), were isolated and identified morphologically.
Ten isolates (randomly) from each group of antago-
nistic microorganisms were evaluated against three
isolates of F. oxysporum and 10 of these isolates
that showed the greatest inhibition were molecu-
larly characterized. Of the antagonists evaluated in
vitro, the isolate A75 (Streptomyces sp.) highlighted
with PIRG that ranged from 26.82 to 67.52%; the
isolates B65 and B78 (B. amyloliquefaciens and B.
velezensis, respectively), showed inhibitions >50%
and the 10 Trichoderma isolates that inhibited the
radial growth (PIRG) of F. oxysporum between 35
to 75%. In avocado orchards in Xalisco, Nayarit,
there are antagonistic microorganisms, especially
strains of the Trichoderma spp., Bacillus spp. and
Streptomyces spp. genera with putative potential to
be used in the management of Fusarium spp.
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Key words: Biocontrol, antagonists, fungus, acti-
nomycetes, bacteria, diseases.

El aguacate (Persea americana Mill; Laurales:
Lauraceae), es la cuarta fruta mas importante en el
mundo con una produccion global anual de 4.7 mi-
llones de toneladas. Este frutal se considera uno de
los cultivos con mayor impacto comercial en Méxi-
co, ya que se cultiva en 26 de sus 32 estados, en-
tre los que destacan Michoacan, Jalisco, Estado de
Meéxico, Nayarit, Guerrero, Morelos, Chiapas, Pue-
bla, Oaxaca y Durango, estados que aportan mas
del 97% de la produccion (Macias-Macias, 2011).
En México, la produccion de este frutal se ve limi-
tada y amenazada por el riesgo inminente de in-
greso y permanencia de los complejos ambrosiales,
los cuales estan integrados por un insecto vector
(escarabajo) y un hongo fitopatégeno (Xyleborus
glabratus-Raffaelea lauricola y Euwallacea kuros-
hio-Fusarium euwallaceae) (Eskalen et al., 2013).
Estas asociaciones simbidticas fueron reportadas
por Fraedrich et al. (2008) para R. lauricola y X.
glabratus donde las hembras del escarabajo son las
responsables del transporte de las esporas del hon-
go, por su parte Freeman et al. (2016) reportaron la
asociacion de F. euwallaceae y Euwallacea nr. for-
nicatus; en ambos casos el hongo se encuentra den-
tro de los micangios del insecto. Los ambrosiales
dependen completamente de sus hongos simbidti-
cos para su nutricion, a diferencia de otros escara-
bajos que se alimentan de la corteza de los arboles
(Hughes et al., 2017). En Tijuana, Baja California,
México, Garcia-Avila et al. (2016) reportaron la
presencia de E. nr. fornicatus, sin registro de dafios
o infestacion, sin embargo, existe la preocupacion de
su diseminacion por el territorio nacional, ya que se
ha reportado que en regiones donde se han detectado
estos complejos, han ocasionado dafios e incluso la
muerte de plantas hospederas (susceptibles), prin-
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cipalmente cultivos como citricos (Citrus spp.),
aguacate (P. americana)y cacao (Theobroma cacao
L.) (Harrington et al., 2008; Eskalen et al., 2013;
Freeman et al., 2016; Hughes et al., 2017). Por es-
tas razones es necesario ¢ imprescindible buscar al-
ternativas para afrontar esta problematica, aunado
al principio basico de prevencion del control biolo-
gico. Una alternativa promisoria para el manejo de
fitopatdgenos en el cultivo de aguacate en México,
es el uso de microorganismos antagonistas, entre
los cuales destacan los hongos del género Tricho-
derma (Rios-Velasco et al., 2016; Ruiz-Cisneros et
al., 2017), y las bacterias de los géneros Bacillus y
Streptomyces (Pérez-Corral et al., 2015). Estos mi-
croorganismos han mostrado capacidad antifungica
in vitro al ser evaluados contra hongos fitopatoge-
nos (Davila-Medina et al., 2013; Ruiz-Cisneros et
al., 2017), mediante diversos mecanismos como
parasitismo, competencia por nutrientes y espa-
cio, produccion de sustancias antimicrobianas y
resistencia inducida en la planta hospedera, que en
consecuencia, reducen tanto la incidencia como la
severidad de la enfermedad (Ruiz-Cisneros et al.,
2017). En la rizosfera de huertos de aguacate del
estado de Nayarit, México, podrian encontrarse
microorganismos antagonistas con potencial para

ser usados en el manejo de los hongos R. lauricola
y F. euwallaceae, asociados con los insectos am-
brosiales X. glabratus y E. kuroshio, respectiva-
mente. Por lo anterior, el objetivo del estudio fue,
aislar, caracterizar y seleccionar cepas antagonistas
de los géneros Streptomyces, Trichoderma 'y Baci-
llus, asociados a la rizosfera de arboles de aguacate
de Xalisco, Nayarit, México y evaluar su capacidad
antifingica in vitro contra Fusarium oxysporum,
con posible uso para el manejo de Fusarium spp.

En 2018, se eligieron 10 huertos de aguacate cv.
Hass en el municipio de Xalisco, Nayarit, México.
En cada huerto, se recolectaron muestras de suelo
(~1 kg) asociado a la rizosfera (10-15 cm de pro-
fundidad) de arboles sanos (Cuadro 1). Las mues-
tras, se procesaron en el Centro de Investigacion en
Alimentacion y Desarrollo, A.C. (CIAD, Sede Chi-
huahua-Campus Cuauhtémoc). A partir de las cinco
muestras de suelo recolectadas en cada huerto, se
mezclaron, y se obtuvo una sub-muestra compuesta
de 250 g por cada huerto.

El aislamiento de hongos antagonistas se efec-
tud a partir de diluciones seriadas de suelo en
medios de cultivo generales Papa Dextrosa Agar
(PDA), V8-agar (V8) y agar de malta (AM), y el
aislamiento de bacterias y actinobacterias en Czapek

Cuadro 1. Localizaciéon geografica de huertos de aguacate cv. Hass muestrea-
dos en el municipio de Xalisco, Nayarit, México, 2018.

Sitios de muestreo Huerto Coordenadas Altitud (msnm)
La Curva 1* 21°22°12” N, 104° 53’ 38” O 1,030
Carrizal 1 1 21°23°01” N, 104° 05’ 01” O 1,201
Carrizal 2 1 21°22°50” N, 104° 56’ 01” O 1,194
Carrizal 3 1 21°22°09” N, 104° 5532”7 O 1,152
El Devisadero 1 1 21°26’30” N, 104° 54’ 34” O 1,058
El Devisadero 2 1 21°54°16” N, 104° 54’ 16” O 1,056
Xalisco 1 21°26’39” N, 104° 54’ 06” O 984
El Cedro 1 21°45’40” N, 104° 44’ 10” O 1,078
Camichin de Jauja 1 21°28°25” N, 104°47°45” O 1,008
Tintilagua de Arriba 1 21°29° 187 N, 104° 46’ 16” O 1,154

msnm: metros sobre el nivel del mar; * nimero asignado al huerto muestreado.
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Dox Agar (CDA) y Luria Bertani agar (LB), res-
pectivamente. Las colonias con morfologia tipica
de los microorganismos de interés, se aislaron y se
sembraron en los medios de cultivo arriba descritos
(Watanabe, 2010; Pridham et al., 1958; Shirling y
Gottlieb, 1966).

De cada grupo de posibles antagonistas (hon-
gos, bacterias y actinomicetos) se tomaron al azar,
10 aislados y se confrontaron contra tres aislados
de F oxysporum, [F1, F2 y F3 con claves de ac-
ceso (MK942348.1, MK942349.1 y MK942350.1,
respectivamente) del GenBank] obtenidos de la ri-
zosfera de arboles de aguacate cv. Hass en Xalisco,
Nayarit, México. La identificaciéon morfologica de
los hongos, bacterias y actinomicetos, se hizo de
acuerdo con sus caracteres morfoldgicos macros-
copicos tipicos, tales como produccion de pigmen-
tos y color del micelio aéreo y de sustrato, asi como
de sus caracteres microscopicos (forma, tamafo y
arreglo de conidios/bacilos) para lo cual realiza-
ron montajes en portaobjetos de los tres grupos de
microorganismos y se observaron en un micros-
copio optico (Carl Zeiss, Jena, Alemania) a 1000x
magnificaciones y la ayuda de claves taxonomicas
(Watanabe, 2010; Pridham et al., 1958; Shirling y
Gottlieb, 1966).

Las confrontaciones con Streptomyces spp.,
se realizaron de acuerdo con Pérez-Corral et al.
(2015). Las confrontaciones de Bacillus spp., con-
tra Fusarium fueron similares a las de Streptomy-
ces, solo que los explantes de Bacillus (6 mm de
diametro) se colocaron en los puntos cardinales
al mismo tiempo que el Fusarium (6 mm) (Rios-
Velasco et al., 2016). Las confrontaciones duales
de Trichoderma contra los aislados de Fusarium,
se realizaron de acuerdo con Rios-Velasco et al.
(2016) y Ruiz-Cisneros et al. (2017). El crecimien-
to micelial de F oxysporum se midio sistematica-
mente cada 24 h para estimar el porcentaje de in-
hibicion del crecimiento radial (PICR) en los tres
experimentos.
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Los aislados que mostraron capacidad antifun-
gica in vitro a F. oxysporum se identificaron mo-
lecularmente. A los hongos, se les extrajo el ADN
genomico (ADNg) de acuerdo con Ruiz-Cisneros
et al. (2017). Subsecuentemente se amplifico el
espaciador transcrito interno (ITS, por sus siglas
en inglés) del ARN ribosomal (ARNr), usando
los iniciadores universales 1TSS (5’-GGAAGTA-
AAAGTCGTAACAAGG-3’) e ITS4 (5°-TCCTC-
CGCTTATTGATATGC-3’). La
molecular de bacterias y actinomicetos se hizo
mediante la extraccion del ADNg de acuerdo con
Pérez-Corral et al. (2015). Posteriormente, se uti-
liz6 para amplificar el gen del 16S del ARNr por
PCR, usando los iniciadores universales EU(F)
(5’-AGAGTTTGATCATGGCTCAG-3’) y EU(R)
(5’-TACCTTGTTACGACTTCACC-3’). Tanto el
ADNg como los productos de PCR de los tres gru-
pos de antagonistas, se examinaron por electrofore-
sis en geles de agarosa a 1%, en un ChemiDocTM
XRS+ imaging system (Bio-Rad; CA, EUA). Estos
productos fueron secuenciados en Macrogen EUA
(Rockville, MD, EUA). Las secuencias obtenidas
fueron comparadas contra las bases de datos del
NCBI usando el algoritmo de BLAST para veri-
ficar el porcentaje de identidad correspondiente a
cada especie y fueron depositadas en el GenBank
del NCBI. Todas las pruebas se realizaron por
triplicado. Como disefio experimental se usdé un
completamente al azar con tres repeticiones, cada
antagonista fue un tratamiento, la unidad experi-
mental fue una caja Petri y cada repeticion consto
de tres unidades experimentales (en total 9 cajas
Petri por confrontacion) y como testigo se conside-
raron 10 cajas de cada aislado de F. oxysporum (sin
la presencia del antagonista). Los datos obtenidos

identificacion

del PICR se sometieron a un analisis de varianza
(ANDEVA) y se us6 la prueba Tukey (p=0.05) para
separar las medias. Los andlisis se realizaron con
el programa estadistico Statistical Analysis System
version 9.0.
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De las muestras de suelo asociado a la rizos-
fera de arboles de aguacate en Xalisco, Nayarit,
México, se obtuvieron 247 microorganismos de
los géneros Streptomyces spp. (117 aislados), Ba-
cillus spp. (83 aislados), y Trichoderma spp. (47
aislados), algunos de estos al ser evaluados in vitro
contra los aislados de F. oxysporum, mostraron ac-
cion antifingica. De acuerdo con Buyer (1995) la
eficiencia de los medios semi-selectivos, es debida
a las diferencias en requerimientos nutricionales
para el crecimiento de microorganismos y a la dis-
ponibilidad de nutrientes en el medio, lo cual tiene
un efecto positivo en el aislamiento de microorga-
nismos especificos.

De las pruebas de antagonismo, se obtuvieron
algunos aislados de los géneros Streptomyces (2),
Bacillus (4) y Trichoderma (4), con actividad an-
tifingica in vitro contra F. oxysporum (Figura 1).
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Porcentaje de inhibicién del

La inhibicidn in vitro de Streptomyces spp. sobre
los tres aislados de F. oxysporum fluctud de 14.45
a 67.5%, siendo el aislado A75 (Streptomyces sp.)
el que presentd la mayor actividad antifungica al
confrontarse contra F. oxysporum (aislado F1; Fi-
gura 1). El resto de los aislados de Streptomyces
mostraron PICR <40%. La inhibicion de los ais-
lados de Streptomyces sobre F. oxysporum (aisla-
do F3) no supero el 28%. Nuestros resultados son
similares a los reportados por Davila-Medina et
al. (2013) que al evaluar la actividad in vitro de
actinomicetos contra Fusarium sp., encontraron
inhibiciones <49.36%. Pérez-Corral et al. (2015)
reportaron diferencias en la capacidad antifingica
de sus cepas de Streptomyces al evaluarlos contra
F. equiseti. De acuerdo con Koontz y Marcy (2003)
la accién antifingica de Streptomyces depende del
tipo de enzimas producidas (amilasa, asparaginasa,

100

m 7 oxysporum 1 B
& F oxysporum 2
8019 of oxysporum 3

crecimiento radial (PICR)
N
S

B10 B22-1B57 B65 B68 B70 B72 B74-2 B75 B78

Bacterias (Bacillus spp.)

Figura 1. Capacidad antifingica in vitro de aislados de: A)
Streptomyces spp. (A8 a A82), B) Bacillus spp.
(B10 a B78), y C) Trichoderma spp. (T1 a T10)
contra aislados (F1, F2 y F3) de Fusarium oxys-
porum, en confrontacion directa. Los datos son
presentados como medias * error estandar. Los
valores sobre las barras con las mismas literales
y color indican igualdad estadistica, con un 95%
de confianza (a = 0.05) de acuerdo con la prueba
de Tukey.
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catalasa) y compuestos antifingicos que contami-
nan el medio y al mismo tiempo inhiben el creci-
miento del hongo. Los aislados de Bacillus spp.,
mostraron inhibiciones in vitro >26%, pero <56%
contra los tres aislados de F. oxysporum. Del gé-
nero Bacillus destacaron los aislados B65 y B78
correspondientes a B. amyloliquefaciens y B. vele-
zensis que mostraron PICR >50% contra los tres
aislados de F. oxysporum (Figura 1b). Estos por-
centajes se encuentran dentro de lo reportado por
Ruiz-Cisneros et al. (2017), al evaluar las cepas
B. methylotrophicus y B. amyloliquefaciens contra
Phytophthora cactorum y Pythium sp., con 92.3
y 18.8 %, respectivamente. Korsten et al. (1997)
demostraron el potencial de Bacillus spp., para el
control de enfermedades fungosas en aguacate, en
pre y poscosecha hasta en un 72%. La inhibicion
in vitro mostrada por Bacillus spp., depende de su
capacidad para producir metabolitos antifungicos
como iturina A, surfactina, lipopéptidos ciclicos,
y/o fengicina (Arguelles-Arias ef al., 2009).

De los tres grupos de antagonistas evaluados in
vitro, destacaron los hongos del género Trichoder-
ma spp., al inhibir el crecimiento de los tres aisla-
dos de F. oxysporum con los mayores porcentajes
en comparacion con los otros antagonistas evalua-
dos. Esta habilidad se atribuye a la sintesis de sus-
tancias antibidticas en algunas especies de este gé-
nero (Ruiz-Cisneros et al., 2017). EI PICR ejercido
por estos aislados sobre Fusarium spp., fluctu6 de
35 a 75% (Figura 1c). El aislado F1 de F oxyspo-
rum fue el mas susceptible a los 10 aislados de 7ri-
choderma spp., donde el PICR fue >47%. Mientras
que el menos susceptible fue F. oxysporum (aisla-
do F2). Ruiz-Cisneros et al. (2017) reportaron un
comportamiento similar, al evaluar cuatro cepas de
Trichoderma contra P. cactorum con inhibiciones
>80%. Almaraz et al. (2012) demostraron que la

NUMERO ESPECIAL EN ESPANOL, 2019

capacidad de cepas de Trichoderma para inhibir el
crecimiento micelial de P. cinnamomi, se debe a la
produccion de compuestos volatiles y antibioticos.
Algunas cepas de Trichoderma, en especial las de
T. harzianum producen el antibiotico 6-pentil-a-
pirona, el cual tiene un efecto en la inhibicion del
crecimiento del hongo, ademas de regular los ge-
nes responsables de la biosintesis de trichotecenos,
micotoxinas con actividad antimicrobial de amplio
espectro (Almaraz et al., 2012). Gajera y Vakha-
ria (2010), mencionan que la accion antifungica de
algunas especies de Trichoderma se debe a la pro-
duccioén de enzimas extracelulares y compuestos
antifungicos.

Los aislados de Streptomyces (2), Bacillus (4) y
Trichoderma (4) que mostraron capacidad antago-
nica in vitro contra F. oxysporum se identificaron
molecularmente mediante la comparacion de sus
secuencias con las registradas en el NCBI, confir-
mando su identificaciéon morfologica (Cuadro 2),
donde destacaron, S. olivicoloratus (aislado A31) y
Streptomyces sp. (aislado A75). Los aislados B65 y
B72 del género Bacillus correspondieron a la espe-
cie B. amyloliquefaciens, mientras que los aislados
B68 y B78 correspondieron a B. subtilis y B. vele-
zensis, respectivamente. Del género Trichoderma
se identificaron las especies 7. koningiopsis (aisla-
do T1), T parareesei (aislado T8), T. lixii (aislado
T10) y T harzianum (aislado T2), destacando éste
ultimo por su gran potencial en el control bioldgico
contra hongos fitopatdgenos, que junto con 7. aspe-
rellum son las especies con mayor distribucion en
México (Hernandez-Castillo et al., 2011).

En la rizosfera de huertos de aguacate cv. Hass
de Xalisco, Nayarit, México, existe una gran di-
versidad de microorganismos de los géneros Strep-
tomyces, Bacillus y Trichoderma antagonicos a F.
oxysporum y que podrian ser antagdnicos a otras
especies de este hongo.

62



FuLLy BILINGUAL

REVISTA MEXICANA DE FITOPATOLOGIA
MEXICAN JOURNAL OF PHYTOPATHOLOGY

Cuadro 2. Identificacion morfologica y molecular de aislados de Streptomyces spp., Bacillus spp. y Trichoderma con potencial
antifiingico contra Fusarium oxysporum aislados de rizosfera de aguacate cv. Hass en Xalisco, Nayarit, México.

Clgve del Procedencia . Identificacion Identidad Clave de acceso

aislado Morfolégica Molecular (%) del GenBank
Actinomicetos
A3l El Devisadero 1 Streptomyces sp.  Streptomyces olivicoloratus 99 MK941877.1
A75 Tintilagua de Arriba Streptomyces sp.  Streptomyces sp. 98.8 MK941878.1
Bacterias
B65 Xalisco 1 Bacillus sp. Bacillus amyloliquefaciens 100 MK941879.1
B68 Carrizal 1 Bacillus sp. Bacillus subtilis 100 MK941880.1
B72 El Devisadero 2 Bacillus sp. Bacillus amyloliquefaciens 100 MK941881.1
B78 Tintilagua de Arriba Bacillus sp. Bacillus velezensis 99.02 MK941882.1
Hongos
Tl Carrizal 2 Trichoderma sp. Trichoderma koningiopsis 99 MK942345.1
T2 El Devisadero 2 Trichoderma sp. Trichoderma ct. harzianum 98.7 MK942346.1
T8 Xalisco 1 Trichoderma sp. Trichoderma parareesei 98 Sin clave
T10 Tintilagua de Arriba Trichoderma sp. Trichoderma lixii 99 MK942347.1
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Resumen. A nivel mundial, México es el princi-
pal exportador del chile pimiento morron (Capsi-
cum annuum). El cultivo es afectado por diversas
enfermedades, siendo la marchitez del chile oca-
sionada por Phytophthora capsici una de las mas
importantes. Este fitopatogeno posee alta variabi-
lidad en virulencia y sensibilidad a fungicidas. No
existen en México estudios sobre poblaciones de P.
capsici para pimiento morron. El objetivo de este
trabajo fue determinar la diversidad de aislados de
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P. capsici obtenidos de plantas de pimiento morrén
con marchitez en Delicias, Chihuahua, México,
mediante los marcadores fenotipicos: patrén de
crecimiento de la colonia, tipo de compatibilidad,
virulencia y sensibilidad a fungicidas. Los tipos
de colonia fueron: estrellado (74%), ligeramente
petaloide (14%) y radial (12%). Se detectaron ais-
lados sensibles (53%), con sensibilidad intermedia
(42%) e insensibles (5%) a mefenoxam. El 86.6%
de los aislados inoculados fueron altamente viru-
lentos, produjeron sintomas cuatro dias después de
la inoculacion. Se detectaron los dos tipos de com-
patibilidad (TC) Al y A2. Se formaron oosporas
in planta al inocular los dos TC detectados en una
misma planta. Los resultados sugieren que existe
reproduccion sexual en campo y como consecuen-
cia variabilidad entre los aislados de P. capsici,
responsables de la marchitez en cultivos de chile
pimiento morrén en Delicias, Chihuahua, México.
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Abstract. Mexico is the main exporter of bell
pepper (Capsicum annuum) worldwide. The crop
is affected by several diseases being wilt caused
by Phytophthora capsici one of the most impor-
tant. This phytopathogen has high variability in
virulence and sensitivity to fungicides. There are
no studies on populations of P. capsici from bell
pepper in Mexico. The objective of this study was
to determine the diversity of isolates of P. capsi-
ci obtained from bell pepper plants with wilt from
Delicias, Chihuahua, Mexico by phenotypic mar-
kers: colony pattern, compatibility type, virulence
and sensitivity to fungicides. The types of colony
observed were: stellate (74%), slightly petaloid
(14%) and radial (12%). Sensitive isolates were de-
tected (53%), with intermediate sensitivity (42%)
and insentive (5%) to mefenoxam. The 86.6% of
the isolates inoculated were highly virulent, cau-
sing symptoms four days after inoculation. Both
mating types (MT) Al and A2 were detected. Oos-
pore formation in planta was achieved inoculating
both MT found in the same plant. The results su-
ggest that there is sexual reproduction in the field
and as a consequence diversity among the isolates
of P. capsici, which cause wilt in bell pepper crops
from Delicias, Chihuahua, Mexico.

Key words: oomycetes, Capsicum annuum, sexual
reproduction.

El chile es un cultivo importante y es originario
de México, una tercera parte de la produccion na-
cional se exporta a paises de Europa, Asia y Amé-
rica. El pais tiene el primer lugar a nivel interna-
cional en la exportacion de pimientos y el tercero
en chile verde (SAGARPA, 2018). Durante el afio
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2017, México se ubicoé como el principal exporta-
dor de pimientos a nivel mundial, al comercializar
un volumen de 150,304 ton, que significé ingresos
por un total de 153.7 millones de dolares (SAGAR-
PA, 2018). El cultivo es afectado por la incidencia
de la marchitez del chile, una enfermedad ocasio-
nada por el oomicete Phytophthora capsici. Este
patogeno es considerado el factor limitante mas
importante en la produccion de Capsicum annuum
donde provoca cuantiosas pérdidas econdmicas
(Silva-Rojas et al., 2009). Su presencia ha propi-
ciado que algunas regiones productoras importan-
tes hayan disminuido la superficie de siembra o el
desplazamiento de la produccion a nuevas areas
(Guigon-Lopez y Gonzalez-Gonzalez, 2001).

Actualmente, el control de P. capsici se basa
en un programa de manejo integrado que incluye:
practicas culturales, la aplicacion de fungicidas, fu-
migantes, agentes bioldgicos y el uso de variedades
resistentes (Foster y Hausbeck, 2010). El Mefe-
noxam, enantiomero activo del metalaxil suele ser
utilizado para controlar especies de Phytophthora
(Parra y Ristaino, 1998). Sin embargo, el uso in-
discriminado de este producto provoca un severo
e irreversible impacto ambiental, es toxico para el
ser humano y promueve la resistencia del patoge-
no. El empleo de injertos en patrones resistentes
representa un método alternativo para el control de
P. capsici, debido a su eficacia e inocuidad para el
ambiente. En un estudio realizado en Delicias, Chi-
huahua en el afio 2012 se encontr6 que la variedad
comercial Terrano tiene resistencia a la enfermedad
provocada por P. capsici y favorecio el aumento de
la produccion en un 50%, mejorando los parame-
tros de calidad del fruto del pimiento morrén (San-
chez- Chavez et al., 2015).

Entre mayor diversidad genética posea una es-
pecie mayor sera su capacidad de adaptacion a dis-
tintas condiciones (Pifiero et al., 2008). En especies
del género Phytophthora las fuentes de variacion
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se presentan por flujo de genes en las poblaciones
de manera local o a grandes distancias, recombina-
cion sexual o asexual, recombinacion mitotica, pa-
rasexualidad, migracion y seleccion natural (Good-
win, 1997). Uno de los marcadores utilizados para
detectar variabilidad es la compatibilidad sexual; P
capsici es una especie heterotalica y requiere de los
dos tipos de compatibilidad (Al y A2) para com-
pletar el ciclo sexual y formar oosporas. La recom-
binacion es la forma mas eficiente para desarrollar
diversidad genética. Otro de los marcadores para
determinar la diversidad de poblaciones, es la re-
sistencia a fungicidas, como el metalaxil y el mefe-
noxam, que son los mas utilizados para el control
de oomicetes (Lamour y Hausbeck, 2003). Se ha
reportado que la resistencia a fungicidas en espe-
cies de Phytophthora es el resultado de mutaciones
estables y heredables (Hwang y Benson, 2005). En
México no existen estudios sobre las poblaciones
de este importante fitopatogeno en los cultivos de
chile del tipo pimiento morrén.

El trabajo se realizo en el Laboratorio de Pato-
logia Vegetal del Instituto de Investigaciones Agro-
pecuarias y Forestales de la Universidad Michoa-
cana de San Nicolas de Hidalgo. Se utilizaron 86
aislados previamente identificados como P. capsici
en base a morfologia (esporangios papilados y bi-
papilados, con formas variables y con pedicelo ca-
duco) obtenidos de plantas de pimiento morrén de
la variedad Fascinato injertadas sobre patron Terra-
no de cultivos con sintomas de marchitez en Deli-
cias, Chihuahua, México. Para la determinacion del
tipo de compatibilidad de los aislados se utilizaron
cepas de referencia de P. capsici: 2C (Al) y 3C
(A2) del Laboratorio de Patologia Vegetal-UMS-
NH, las cruzas se realizaron en el medio de cultivo
V8 (Campbell’s®) agar y se incubaron a 25 °C du-
rante diez dias en oscuridad. Para describir el pa-
tron de crecimiento de las colonias los aislados se
sembraron en el medio de cultivo Papa- Dextrosa-
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Agar (PDA) (Bioxon®) y se incubaron a 25 °C en
oscuridad durante siete dias y se compararon con
los patrones descritos por Erwin y Ribeiro (1996).

Para evaluar la resistencia a fungicidas se uti-
liz6 el medio de cultivo harina de maiz (Sigma-
Aldrich®) suplementado con 100 ug/ mL de mefe-
noxam (Ridomil Gold® 4E, 46.2 i.a.) y como con-
trol, el mismo medio sin fungicida. Se colocd un
circulo de agar con micelio (9 mm) de cinco dias de
crecimiento en el centro de la caja Petri, las cajas
se distribuyeron al azar con dos repeticiones para
cada aislado y se incubd a 25 °C+1 durante cinco
dias. Las mediciones del crecimiento radial se hi-
cieron en dos direcciones cada 24 h durante siete
dias. Para evaluar la sensibilidad de los aislados al
mefenoxam se utilizo6 el rango propuesto por La-
mour y Hausbeck (2003) con respecto al porcenta-
je de crecimiento del control: Sensible (S), cuando
el crecimiento fue < 30%, Sensibilidad intermedia
(SD) > 30% y < 90%; e Insensibles (I) > 90%.

Para la determinacion de la severidad se utili-
zaron semillas de plantas de pimiento morrén va-
riedad Dashen F-1, la cual fue susceptible en estu-
dios previos. Estas se desinfestaron con alcohol al
70% durante 30 seg. Se sembraron en semilleros
con sustrato del tipo Peat Moss y se mantuvieron
en camara humeda por diez dias. Cinco semanas
después, las plantulas se transplantaron en charo-
las de germinacion de seis compartimentos con un
sustrato conformado por una mezcla de suelo-arena
1:1 (P: P) estéril y se adicion6 una solucién nutri-
tiva. Para las pruebas se seleccionaron 15 aisla-
dos (CPV-161,CPV-163,CPV-166,CPV-174,CPV-
179,CPV-190,CPV-191,CPV-197,CPV-201,CPV-
203,CPV-210,CPV-217,CPV-226,CPV-229 y CPV-
234) que incluian los dos tipos de compatibilidad.
La produccion de esporangios y zoosporas se rea-
liz6 mediante el procedimiento de Ristaino (1990)
con modificaciones. En la preparacion del indculo,
cada aislado se sembrd en el medio jugo V8-agar
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durante 5-7 dias a 25 °C en oscuridad. La produc-
cion de esporangios se indujo a través de cortes del
medio con micelio de cada aislado que se cubrieron
con agua desionizada estéril e incubaron a 25 °C en
oscuridad hasta observar la formacion de esporan-
gios. Para la liberacion de zoosporas, los aislados se
sometieron a un choque térmico a 4 °C por 30-45
min. El conteo de zoosporas se realizd con una ca-
mara de Neubauer. Las plantas con diez semanas de
crecimiento se inocularon con 1 mL de una suspen-
sion de zoosporas [1000 zoosporas mL™], con seis
repeticiones por aislado. Las plantas testigo se ino-
cularon con 1 mL de agua desionizada estéril. Tres
aislados no produjeron suficientes esporangios y se
inocularon mediante dos cuadros de agar (1 cm?)
con micelio depositados sobre la raiz de cada planta
y se cubrieron con la mezcla de suelo. Las plantas
se mantuvieron inundadas durante 24 h para fa-
vorecer el establecimiento del patdogeno. Una vez
retirado el exceso de agua, se regaron cada tercer
dia. El avance de la necrosis de los tallos se midio
15 dias después de la inoculacion. Para evaluar el
indice de severidad (IS) se elabord la siguiente es-
cala: 1: planta sana; 2: planta<10% de necrosis en
tallo; 3: plantas con > 10 % y < 30% de necrosis en
tallo y 4: plantas con >30% y < 50% de necrosis
en tallo. Las observaciones se realizaron cada 24 h
durante 15 dias. El reaislamiento del patégeno se
realizo a partir de tejido con sintomas de necrosis

en tallo, en el medio de cultivo harina de maiz con
antibidticos y fungicidas (pentacloronitrobenceno
0.10 g L!; natamicina 0.02 g L*!'; ampicilina 0.27 g
L'; rifampicina 0.01 g L'; himexazol 0.075 g L").
Para inducir la formacién de esporangios se utilizo
el medio de cultivo jugo V8 agar.

Debido a que se obtuvieron aislados con los dos
tipos de compatibilidad procedentes de una mis-
ma planta, se indujo la formacién de oosporas in
planta inoculando seis plantas con 10000 zoospo-
ras mL", se coloco el TC Al en la base del tallo y
dos cuadros de agar con micelio del TC A2 en la
raiz, cubriendo con suelo. Las plantas inoculadas se
mantuvieron bajo condiciones de invernadero hasta
la observacion de sintomas. Cuatro dias después, se
extrajeron tres plantas con necrosis en el tallo y se
desinfestaron con agua corriente y jabon comercial.
Se cortaron fragmentos de 0.5 cm?, se colocaron en
un vaso de precipitado con 20 mL de etanol al 96%
a 78°C y se dejaron reposar durante 2 h. Se remo-
vio la epidermis del tejido y se colocd en un por-
taobjetos con una gota azul de lactofenol (5%), y
se observo en un microscopio compuesto (Leica®)
con los aumentos 400x y 1000x. Se detectaron los
dos tipos de compatibilidad. De los 86 aislados el
TC A2 present6 la mayor frecuencia con 67% y el
TC Al el 33%. Se observaron oosporas pleroticas
con anteridios anfiginos (Figura 1a). El hallazgo de
los dos tipos de compatibilidad sugiere la presencia

Figura 1. a) Oosporas in vitro (400x) observadas en las cruzas realizadas para determinar el tipo de compatibilidad; b)
QOospora in planta (1000X) obtenidas al inocular ambos tipos de compatibilidad en una misma planta.
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de la reproduccion sexual en cultivos de pimiento
morrén muestreados. Esto puede contribuir a que
la enfermedad de la marchitez sea recurrente, las
oosporas representan la fuente de indculo primario.
La presencia de la reproduccion sexual también su-
giere la existencia de diversidad en P. capsici en
estos campos de cultivo, como consecuencia del
intercambio de material genético entre aislados.
Estudios anteriores en otras variedades de chile
(C. annuum) en México también han confirmado la
presencia de ambos tipos de compatibilidad en zo-
nas productoras de chile en los estados de Aguasca-
lientes, Chihuahua, Guanajuato, Jalisco y Zacate-
cas (Pérez-Moreno et al., 2003; Rodriguez-Moreno
et al., 2004; Silva-Rojas et al., 2009; Castro-Rocha
et al., 2016). Se observaron tres patrones de cre-
cimiento de las colonias (Figura 2): el 74% de los
aislados presentaron el patron estrellado, 14% li-
geramente petaloide y el 12% radial. Silva-Rojas
et al. (2009), reportan el tipo de crecimiento estre-
llado en los aislados de Chihuahua que analizaron.
Algunos autores han sefialado que la obtencion de
diferentes tipos de crecimiento de las colonias es la
primera evidencia de la variabilidad entre aislados
de P. capsici (Granke et al., 2011), por tanto, de
acuerdo con los diferentes patrones de crecimiento
observados en el presente estudio, puede considerarse

esta caracteristica como el primer indicio de diver-
sidad en esta poblacion de P. capsici aislados de
pimiento morrén provenientes de Chihuahua.

Los aislados expuestos a 100 ppm, 53% presen-
taron sensibilidad (S), 42% sensibilidad intermedia
(SI) y 5% insensibles (I). Los valores obtenidos
contrastan con los registrados por Silva-Rojas et
al. (2009), quienes, en zonas productoras de chile
en el sur del estado de Chihuahua, encontraron que
todos los aislados obtenidos presentaron sensibili-
dad. Los resultados para los aislados con RI y R
de este estudio coinciden con otras investigaciones;
Parra y Ristaino (1998) y Keinath et al., (2007) re-
portaron que un gran numero de aislados con Sl e I
se ubicaban en campos de cultivo con aplicaciones
de mefenoxam y el metalaxil como unico fungicida
para el control de P. capsici. A partir de la combi-
nacion de las caracteristicas: tipo de compatibili-
dad, sensibilidad al mefenoxam y crecimiento de
colonia, se encontraron 13 genotipos de frecuen-
cia variable. La mayor frecuencia correspondi6 al
genotipo A2, sensible y con colonia estrellada. La
presencia de los dos tipos de compatibilidad en el
suelo e incluso en la misma planta, aunado a que
algunos aislados presentan insensibilidad at mefe-
noxam, pueden dificultar el manejo de la enferme-
dad.

Figura 2. Tipo de colonias observadas en medio PDA: a) estrellada, b) ligeramente petaloide, c) radial.
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Los sintomas en las plantas infectadas se ob-
servaron cuatro dias posteriores a la inoculacion
(dpi) para el 86.6% de los aislados, principalmente
necrosis en la base del tallo (>30%) y pérdida de
hojas basales. El 6.67% mostr6 sintomas a partir
del séptimo dia y necrosis menor (<10%) el res-
tante 6.67%, corresponde a un aislado asintomatico
(CPV-190). Existe la posibilidad de que el aislado
haya perdido virulencia por las frecuentes transfe-
rencias en medios de cultivo en el laboratorio, este
fendmeno ya se ha observado en otros aislados
(Erwin y Ribeiro, 1996). A pesar de que catorce
aislados fueron virulentos, se encontrd variabi-
lidad en dos de ellos (CPV-161 y CPV-197) que
indujeron un menor porcentaje de necrosis en los
tallos. Por su incapacidad para producir esporan-
gios, el aislado CPV-161 se inoculdé con micelio,
esto pudo afectar el proceso de infeccion, el cual es
influenciado por la cantidad de in6culo, ya que si
existe una mayor concentracion de inoculo la agre-
sividad de la infeccion aumenta (Lee ef al., 2012).
Se observo defoliacion en todas las plantas inocu-
ladas, estos resultados coinciden con lo observado
por Goldberg (1995) que menciona a la defoliacion
como un sintoma observado en plantas afectadas
por P. capsici. Este experimento confirma que es
un patégeno muy agresivo, que representa un pro-
blema importante para los productores. El patron
o portainjerto Terrano que ha sido efectivo para
controlar la marchitez de pimiento morrén en Ita-
lia (Gilardi et al., 2013), en Chihuahua resulté mas
susceptible a la infeccion causada por P. capsici.
Las plantas de pimiento morrén inoculadas con los
aislados A1 y A2 formaron oosporas (Figura 1b) en
dos plantas 4 dpi. Este hallazgo indica que la repro-
duccioén sexual se puede llevar a cabo en el tejido
del hospedante. No se observaron anteridios, posi-
blemente se desintegraron después de haber cum-
plido su funcion. La pérdida del anteridio se ha ob-
servado en hojas colectadas en el campo infectadas
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por P. infestans, con dobles lesiones y clarificadas.
También se ha observado en condiciones in vitro,
cuando en un medio de cultivo se cruzan los dos
tipos de compatibilidad de P. infestans. En cucur-
bitaceas también se ha encontrado la produccién de
oosporas in planta (Kurt Lamour, comunicacion
personal) no obstante, este es el primer reporte en
pimiento morron.

La alta diversidad genética de este patdgeno en
conjunto con sus estrategias de infeccion y ciclo
de vida, dificultan el manejo de la enfermedad y
provocan un severo problema para los productores
de chile. Al detectarse en el presente estudio los dos
tipos de compatibilidad en los aislados, sugiere que
la reproduccion sexual se esta llevando a cabo en
los campos de cultivo de pimiento morréon mues-
treados en Delicias, Chihuahua. Esto se ve refleja-
do en la diversidad encontrada ya que se observa-
ron patrones de crecimiento variables, aislados con
sensibilidad al mefenoxam, sensibilidad intermedia
e insensibles, variacion en la esporulacion y viru-
lencia. La informacion generada con este trabajo
puede contribuir en la generacion de las estrategias
adecuadas para el manejo de la marchitez del chile
tipo pimiento morrdn, enfermedad que se ha exten-
dido en diversas regiones del pais.
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Resumen. Los residuos generados durante la
produccion del higo constituyen una alternativa
novedosa para elaborar biofungicidas. Los polife-
noles estan presentes en la piel de los frutos de higo
y poseen actividad antioxidante y antimicrobiana,
por lo que este desecho fue utilizado para cuantifi-
car fenoles, antocianinas y actividad antioxidante,
ademas para determinar su efecto sobre la Tasa de
Crecimiento (TC), la Inhibicion del Crecimiento
Micelial (ICM), la esporulacion y la germinacion
de las esporas de los hongos fitopatogenos Colle-
totrichum acutatum, Fusarium solani, Penicillium
oxallicum y Rhizopus stolonifer, a concentraciones
de 2.5 a 50 mg mL"'. Los resultados fueron ana-
lizados por ANOVA y prueba de Tukey. La con-
centracion de los polifenoles totales y antocianinas
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fueron mayores en la piel del higo, comparadas con
las del extracto etandlico. En contraste la capaci-
dad antioxidante del extracto fue mayor 32.9 pmol
g comparada con la piel de higo 21.7 pmol g™
En general los hongos presentaron TC similares al
control y baja ICM de 23 a 30%. No se observo
esporulacion en F. solani a concentraciones de 7.5
a 25 mg mL". El porcentaje de germinacion de es-
poras en R. stolonifer fue de 0 % a 50 mg mL™.

Palabras clave: higo, residuos, hongos, extractos,
postcosecha.

Abstract. The residue generated during fig
production is a novel alternative to elaborate
biofungicides. Polyphenols are compounds that
are present mainly in the skin of fig fruit and have
antioxidant and antimicrobial activity and this
waste was used to quantify phenols, anthocyanins
and antioxidant activity. They were used to
determine its effect on Mycelial Growth rate (TG),
Mycelial Growth Inhibition (MGI), sporulation
and germination of the spores of phytopathogenic
fungi Colletotrichum acutatum, Fusarium solani,
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Penicillium oxallicum and Rhizopus stolonifer, at
concentrations of 2.5 to 50 mg mL"'. An ANOVA
and test of Tukey were applied. The concentration
of total polyphenols and anthocyanins were higher
in the skin of the fig, compared with those of the
ethanolic extract. In contrast, the antioxidant
capacity of the extract was higher at 32.9 umol g
compared with fig skin 21.7 pmol g'. In general,
the fungi presented TC similary to the control and
low MGI of 23 to 30%. The sporulation was not
observed in F. solani at concentrations of 7.5 to 25
mg mL"'. The percentage of germination of spores
in R. stolonifer was from 0% at 50 mg mL".

Key words: extracts,
postharvest.

Fig, residue, fungi,

El aprovechamiento de los residuos agroindus-
triales permite dar solucion a diferentes problemas
ambientales originados por la generacion y acumu-
lacion en los vertederos de basura causando con-
taminacion ambiental y focos de proliferacion de
plagas (Yepes et al., 2008). La cantidad de com-
puestos bioactivos presentes en estos residuos es
elevada; por lo que una alternativa para evitar su
pérdida es generar estrategias para su aprovecha-
miento y manejo. Una oportunidad seria su uso en
el control de hongos fitopatdgenos postcosecha de
importancia econoémica (Vargas-Corredor y Pérez,
2018), como una solucién para evitar el uso de fun-
gicidas sintéticos que causan contaminacion am-
biental (Villa-Martinez et al., 2015).

El higo (Ficus carica) es un fruto que tiene im-
portancia en la economia mexicana, ya que desde
el 2015 se exporta a los Estados Unidos (APHIS-
USDA, Federal Register 2015-03-30, SAGARPA
2015) y actualmente, se cultiva en 1456 hectareas
a nivel nacional. El Estado de Morelos es el princi-
pal productor con un 58% del total de la produccion
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nacional (Morgado-Gonzalez et al., 2018). La
fruta fresca se usa para elaborar mermeladas y ju-
gos. También puede ser deshidratada, y procesada
en jarabes, pasteles, panes, entre otros. Los higos
frescos completamente maduros son suaves, facil-
mente magullables y altamente perecederos por lo
que son muy sensibles al dafio fisico y susceptibles
a las infecciones en postcosecha (Kader, 1992), lo
que hace que su vida de anaquel sea corta y pro-
picia que existan rapidos canales de comercializa-
cion que aseguren cuidados rigurosos en la mani-
pulacion del producto para disminuir al maximo las
pérdidas. Sin embargo, de esta actividad se generan
residuos constituidos por piel o fruta de baja cali-
dad, que pueden ser empleados para darles valor
agregado mediante la extraccion de compuestos
bioactivos (Cury et al.,2017), ya que son una exce-
lente fuente compuestos fendlicos que son los prin-
cipales responsables de la actividad antioxidante
de estos frutos (Veberic et al., 2008) y representan
una rica fuente de biocidas y conservantes que se
han explorado durante mucho tiempo como me-
dios alternativos de control postcosecha (Schena
et al., 2008). En particular, muchos estudios han
sefnalado la eficacia antimicrobiana de ciertas cla-
ses de este tipo de sustancias como los presentes
en extractos de Ocimun basilicum contra Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici (Isaac y Abu-Tahon,
2014), quercetina o la umbeliferona para el control
de Penicillium expansum en manzana (Sanzani et
al., 2009), extractos de Caesalpinia cacalaco ricos
en acido galico, hidroxibenzoico y taninos acidos
los cuales mostraron ser eficientes en el control
Colletotrichum lindemuthianum (Véloz-Garcia et
al., 2010). El &cido cumarico y derivados del aci-
do cafeico presentes en los extractos de hojas de
Olea europaea, que inhiben el crecimiento de al
menos diez hongos entre ellos Aspergillus niger,
Aspergillus fumigatus, Penicullium italicum, Fusa-
rium oxysporum, Alternaria alternata entre otros

73



REVISTA MEXICANA DE FITOPATOLOGIA
MEXICAN JOURNAL OF PHYTOPATHOLOGY

FuLLy BILINGUAL

(Korukluoglu et al., 2008). Asi como, la catequina,
epicatequina, proantocianidinas y taninos (Yoshida
et al., 2009) contra fitopatogenos de importancia
econémica. Con base a lo anterior, el objetivo de
esta investigacion fue elaborar y caracterizar un ex-
tracto etanolico obtenido a partir de la piel de higo,
para la evaluacion de su efecto sobre el desarrollo
de hongos fitopatdogenos postcosecha de importan-
cia economica.

Para la obtencion del extracto etanolico se retird
la piel de los frutos de higo var. Mission de un dia
de cosechado. Se obtuvieron 598 g y se colocaron
en etanol en proporcion 1:5. La mezcla fue moli-
da y se dejé en maceracion durante 24 horas a
2842 °C en oscuridad, posteriormente se filtré en
papel filtro del No. 2. El filtrado fue concentrado
al vacio en un Rotavapor R-300 (BUCHI) bajo las
siguientes condiciones: 120 psi, 40 rpm y 40 °C,
hasta el 20% del volumen inicial. El extracto se al-
maceno en refrigeracion en un frasco ambar hasta
suuso. La cantidad de fenoles totales fue determi-
nada por el método de Singleton et al. (1965), me-
diante la reaccion de Folin-Cicalteau, usando como
estandar acido galico. Se determind el contenido de
antocianinas segun la metodologia propuesta por
Aguilera-Ortiz et al. (2009). La capacidad antioxi-
dante se determino por la técnica de ABTS (radical
acido 2,2-azino-bis (3-etilbenzotiazolin)-6-sulfoni-
co), y los resultados se expresan en CAET (Capa-
cidad Antioxidante Equivalente a Trolox) en pmol
g (Kuskoski et al., 2005). Se evalu6 el efecto del
extracto sobre el crecimiento micelial, la esporu-
lacion y la germinacion de las esporas de cuatro
patégenos importantes en postcosecha: F solani
(pepino), P. oxallicum (pepino), R. stoloniffer (to-
mate), C. acutatum (pimienta), cepas que forman
parte de la coleccion de hongos del Laboratorio de
Tecnologias Postcosecha de Productos Agricolas,
CEPROBI-IPN. Se prepararon medios de cultivo
en placas con PDA Bioxon suplementados con 2.5,
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5,7.5, 10, 12.5, 15, 25 y 50 mg mL"' del extracto
etanodlico de higo. Se inocul6 un disco de micelio de
5 mm de diametro de cada uno de los hongos antes
mencionados. Se dejaron en incubacion a 28 = 2°C
durante ocho dias, y se tomo registro del crecimien-
to micelial cada 24 horas. El hongo de R. stolonifer
se incubo por 72 horas y se registrd el crecimiento
micelial cada seis horas. La tasa de crecimiento de
los hongos se calculd por la ecuacion de la recta, y
=bx + a en donde b es la pendiente de la curva de
crecimiento y x el tiempo de incubacion. El % de
inhibicion del crecimiento micelial (% I) fue calcu-
lado utilizando la siguiente formula: %I=[(C-T)/C]
x 100, donde C representa el crecimiento en el con-
trol y T en el tratamiento. Para la determinacion
de efecto de cada tratamiento en la esporulacion,
a partir de una solucion de esporas colectadas en
agua destilada estéril con 0.01% v/v de Tween 20,
se tomo una alicuota de 10 pL y se contabilizaron
en una camara de Newbauer. Para la evaluacion de
los extractos en el porcentaje de germinacion, se
colocaron discos de PDA en portaobjetos con
50 pL de cada solucidn de esporas y se incubaron
de cuatro a ocho h. Posteriormente se detuvo el cre-
cimiento con una gota de azul de lactofenol al 1%
p/v y se evaluaron 100 esporas en un microscopio
optico (Nikon YS2-H, Japon) a 40X. El tratamiento
control para todos los hongos fue medio PDA. Los
datos se analizaron por un disefio completamente al
azar con seis repeticiones, se aplico un ANOVA y
prueba de Tukey (0=0.05), se us6 el software Sig-
maPlot 12.5 2012.

El contenido de compuestos fendlicos totales en
el extracto fue de 31.37 mg acido galico g' yenla
piel fue de 42.63 mg de acido galico g™ de tejido. El
mayor contenido de fenoles en piel, es debido a la
presencia de los compuestos fendlicos totales en es-
tado natural y en el extracto solo existe una fraccion
de éstos en funcion del método de obtencion y el di-
solvente empleado. El contenido de antocianinas en
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el extracto fue de 39.712 + 1.439 ug g! de cianidi-
na-3-glucodsido y en la piel fue de 57.141 £ 52.939
ug g de cianidina-3-glucdsido. La piel presenta un
mayor contenido de antocianinas, que son relativa-
mente inestables y presentan reacciones degradati-
vas en el proceso de extraccion y almacenamiento
de estas (Aguilera-Ortiz et al., 2009). La capacidad
antioxidante en el extracto fue de 32.92 umol gy
en la piel fue de 21.72 umol g. El fruto del higo
tiene capacidad antioxidante elevada y puede estar
relacionada con el color del fruto, por lo que es po-
sible sugerir que esta actividad esta asociada a la
produccioén de polifenoles como sistema de defensa
contra los herbivoros (Darren et al., 2002), activi-
dad antimicrobiana (Ehala et al., 2004) o como lo
reportan Wojciechowska et al. (2014), en plantas
de tomate resistentes a 4. alternata, presentan altas
concentraciones de acido clorogénico.

La tasa de crecimiento (TC) micelial de los
hongos evaluados fue diferente en presencia de las
diferentes concentraciones de extracto etanolico de
piel de higo (Cuadro 1). C. acutatum (P< 0.0203),
F. solani (P<0.4537) y R. stolonifer (P<0.0001)
mostraron tasas de crecimiento similares al control.
Por el contrario, P. oxallicum (P<0.0926), mostro
un efecto dosis respuesta a mayor concentracion
del extracto menor tasa de crecimiento, sin embar-
g0, no se encontraron diferencias estadisticas entre
los tratamientos. Todos los hongos a la concentra-
cién de 5 mg mL! incrementaron la tasa de creci-
miento. En cuanto al porcentaje de inhibicion de
crecimiento, la mayoria de las dosis evaluadas para
C. acutatum no inhibieron el crecimiento micelial,
a excepcion de las concentraciones de 10 mg mL™!
(23.09%) y 15 mg mL" (9.13%) (P<0.0001); el res-
to estimularon el crecimiento del micelio del hon-
go. Un comportamiento similar se encontrd para
R. stolonifer (P<0.0001). Sélo para F. solani a una
concentracion de 50 mg mL™! se alcanz6 una por-
centaje de inhibicion del 23.28% (P<0.0001) con
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respecto al tratamiento control. En P. oxallicum no
se encontraron diferencias estadisticamente signifi-
cativas entre las concentraciones evaluadas y el tra-
tamiento control (P<0.3882). Las variaciones entre
los diferentes géneros de hongos evaluados pueden
ser causadas por las diferencias en la estructura o
estado de desarrollo y caracteristicas genéticas de
cada hongo (Montes-Belmont et al., 2006).

En la Figura 1, se observa que el extracto eta-
nodlico evaluado a diferentes concentraciones no
presentd ningun efecto sobre la esporulacion de C.
acutatum (P<0.0006) y R. stolonifer (P<0.013). Por
el contrario, en F. solani, las concentraciones de 7.5
a 25 mg mL"! inhibieron este proceso (P<0.0001).
Para el caso de P. oxallicum a medida que las con-
centraciones del extracto aumentan, la cantidad de
esporas también se incrementa con respecto al con-
trol (P<0.0001) con excepcion de la dosis de 15 mg
mL" la cual causa una disminucién. Es importante
mencionar que en el caso de F. solani el efecto del
extracto sobre este hongo fue mas eficiente en la
disminucion de la produccion de esporas que en la
inhibicion del crecimiento micelial. Por otro lado
se observo una disminucion de los porcentajes de
germinacion para R. Stolonifer, C. acutatum y P.
oxallicum lo cual puede ser atribuido al efecto de
los fenoles y antocianinas presentes en el extrac-
to de piel de higo (Figura 2). El modo de accion
de estos compuestos se postula que es debido a la
inhibicién de enzimas hidroliticas como la beta-
glucosidasa, pectinliasa y proteasas (Issac et al.,
2014), no siendo asi para F. solani. Probablemente
las esporas sean mas sensibles por estar en contac-
to directo con los fenoles del extracto de higo en
comparacion con las hifas (Abou-Jawdah et al.,
2002). Se ha reportado que la accion de algunos
compuestos derivados de plantas, causan lisis ce-
lular, inhibicion y alteraciones en hifas y esporula-
cion (Kubra et al., 2013). Este es el primer reporte
de la actividad antifingica de extractos de residuos
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Cuadro 1. Efecto del extracto etanolico de piel de higo sobre la tasa de crecimien-
to micelial y porcentaje de inhibicion del crecimiento de cuatro hongos

postcosecha.
Tratamiento Tasa de crecimiento *Inhibicion crecimiento
(mg mL") (mm/dia) micelial (%)

Colletotrichum acutatum

PDA 5.17+0.82a Oab
2.5 6.23 +0.80b -23.33a
5 6.19 £1.05b -21.82a
7.5 6.9 £1.98ab -2.18ab

10 5.62 +£0.81ab 23.09b

12.5 4.62 £ 10.33ab 30.52ab

15 3.72 £ 11.16ab 26.40b

25 4.23 £2.03ab 11.48ab

50 4.05 +5.45ab 18.04ab

Fusarium solani

PDA 7.18 £2.55a Oa
2.5 7.03 £1.21a -2.46a
5 6.02 £2.94a 10.81a
7.5 6.83£2.21a 5.33a

10 6.81+20.21a -11.31a

12.5 7.79 + 3.48a -5.87a

15 8.47+592a -10.98a

25 7.59 £ 6.44a -12.86a

50 5.60+6.13a 23.10b

Penicillium oxallicum

PDA 52+3.0la Oa
2.5 4.12 +0.84a 19.97a
5 5.61 £0.43a -2.0la
7.5 3.97+1.45a 22.16a

10 5.39+0.85a 3.71a

12.5 3.92+6.63a 24.52a

15 - 9.24a

25 3.08 +4.94a 26.21a

50 3.11£10.03a 23.64a

Rhizopus stolonifer
(mm/h)

PDA 1.75 £ 6.83¢ Oa
2.5 1.90 + 3.66a -5.69ab
5 1.84 +2.33cd -14.29ab
7.5 1.72 £ 4.45¢ 3.29b

10 1.86 = 1.04b -22.19ab

12.5 1.83 +2.66¢ -29.63ab

15 1.9 +£1.28f -31.98ab

25 1.66 + 1.08bc -23.63ab

50 1.87 £ 0.68de -23.01ab

*Colletotrichum acutatum (F =4.85, gl = 8, 126, P <0.0001); Fusarium solani (F =7.64,
gl=8,126, P <0.0001); Rhizopus stolonifer (F =2.84, gl =8, 107, P =0.01); Penicillium
oxallicum (F=1.07, gl = 8,126, P =0.3882). Los valores con la misma letra dentro de las
filas son estadisticamente iguales.
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Figura 1. Efecto de los extractos etanolicos de piel de higo sobre la esporulacion de: A) Colletotrichum acutatum (F = 4.05, gl
=8,71, P =0.0006); B) Fusarium solani (F = 5.89, gl = 8,71, P<0.0001); C) Rhizopus stolonifer (F = 2.85, gl = 7,56,
P =0.013); D) Penicillium oxallicum (F = 14.21, gl = 8,71, P<0.0001). Los valores con la misma letra son estadisti-

camente iguales.

de higo sobre la germinacion de tres hongos pato-
genos postcosecha y la esporulacion de F. solani,
este efecto puede ser mayor si se incrementan las
concentraciones
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Resumen. La papaya (Carica papaya) es un fru-
tal muy aceptado en el mercado de exportacion por
generar alta rentabilidad, en México se cultiva en
zonas tropicales y subtropicales. El Papaya ring
spot virus (PRSV) ocasiona la enfermedad mas res-
trictiva de la produccion de este cultivo en México
y el mundo, por lo cual se evaluo la eficacia de In-
hibitovir® y Virus Stop® en campoa3 mL L'y
6 mL L sobre incidencia, intensidad y control de
la virosis, altura de planta, didmetro de tallo, nime-
ro de flores y frutos, peso del fruto y rendimiento.
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EI PRSV se detectd hasta el quinto mes después del
trasplante, tiempo para que la plantacion lograra
un buen amarre de frutos, sin embargo, la eficacia
de los inhibidores virales no tuvo diferencias sig-
nificativas sobre plantas testigo infectadas con el
PRSYV, asi como en altura de planta, diametro de
tallo, nimero de flores y frutos, peso del fruto y
rendimiento.

Palabras clave: PRSV, afidos, inhibitovir®

Abstract. The papaya (Carica papaya) is a fruit
tree very accepted in the export market for gene-
rating high profitability, growing in Mexico in tro-
pical and subtropical areas. The Papaya ringspot
virus (PRSV) causes the most restrictive disea-
ses of production of this crop in Mexico and the
world, therefore, the effectiveness of Inhibitovir®
and Virus Stop® was evaluated on field to 3 mL L"!
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and 6 mL L, on incidence, intensity and control
of virosis, plant height, stem diameter, number
of flowers and fruits, fruit weight and yield. The
PRSV was detected until the fifth moth after the
transplant, time for the plantation to achieve a good
mooring of fruits, however, the efficacy of the viral
inhibitors did not have significant differences on
control plants infected with PRSV, as well as on
plant height, stem diameter, number of flowers and
fruits, fruit weight and yield.

Key words: PRSV, aphids, inhibitovir®.

La papaya (Carica papaya) es una planta origi-
naria de zonas tropicales de México y Centroamé-
rica, y es importante debido a su valor nutritivo y
propiedades medicinales, caracteristicas que han
contribuido a incrementar su cultivo (Suarez et al.,
2013). En México se tiene una superficie cultivada
de 18 mil hectareas, de las cuales el 85 % se locali-
zan en los estados de Oaxaca, Colima, Chiapas, Ve-
racruz, Michoacéan y Guerrero, con un rendimiento
promedio nacional de 57 t ha'! (STAP, 2017).

El cultivo presenta diferentes problemas fitosa-
nitarios que afectan su produccion y rendimiento
(Guzman et al., 2008), entre los que destaca el vi-
rus de la mancha anular (PRSV), que es la limitante
principal en México y el mundo, ocasionando una
sola cosecha en plantaciones infectadas o bien la
ausencia de frutos si la infeccion ocurre en la etapa
inicial de crecimiento del cultivo (MINAG, 1982;
Alarcon, 2013). Este virus se trasmite de forma
no persistente por varias especies de afidos como
Aphis gossypii, A. nerii, A. spiraecola, Myzus per-
sicae y Macrosiphum euphorbiae (Rabara et al.,
1996; Villanueva y Pefia, 1991).

Para el manejo de esta enfermedad se realizan
diversas practicas culturales que combinan pro-
teccion del vivero con malla de polipropileno,
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densidades de 2,800 plantas ha’!, eliminacion de
plantas con sintomas iniciales del PRSV, aplicacion
de citrolina al 1.5 %, y establecimiento de barreras
de maiz y jamaica, entre otras (GIP, 1994; Garcia
et al., 1995). También se han utilizado productos
“antivirales” o “inhibidores virales” en plantas de
papaya que disminuyen la incidencia y severidad
(Hernandez et al., 2017). Es por ello que en esta
investigacion se evaluaron los efectos de Inhibito-
vir® y Virus Stop® sobre la incidencia, intensidad de
dafio y eficacia de control del PRSV, asi como en el
crecimiento y productividad de plantas de papaya.

El estudio se establecié en el campo experimen-
tal de la Escuela de Estudios Superiores de Xalos-
toc (EESuX), de la Universidad Autonoma del Es-
tado de Morelos. Se utilizaron plantulas de papaya
(Carica papaya) cv. Maradol roja con una altura
de 10 a 12 cm, producidas en vivero en charolas de
plastico de 38 cavidades que contenian Peat Moss
+ vermicomposta (1:1). El disefio experimental fue
bloques completamente al azar, con cinco trata-
mientos y cuatro repeticiones. Se establecieron ca-
mas a doble hilera con distancias de 3.0 x 2.0 x 1.5
m, entre camas, hileras y plantas, respectivamente
(2,962 plantas ha'). La unidad experimental constd
de una cama con dos hileras de 21 m de largo (112
m?). Se realizaron labores culturales de riego, con-
trol de plagas, enfermedades, malezas, fertilizacion
(granular y foliar), deschupone y deshoje.

La presencia del PRSV se determiné por serolo-
gia en las plantulas mediante ELISA-DAS (Clark y
Adams, 1977), antes de ser trasplantadas a campo
y posteriormente se analizaron cada 30 dias durante
cinco meses. Se utilizo el producto comercial Pa-
thoScreen kit con anticuerpos especificos a PRSV
(AGDIA cod: PSA53500/0480) siguiendo las re-
comendaciones del fabricante y algunas modifica-
ciones (Hernandez, 1994). Para cada tratamiento
se procesaron dos muestras con dos repeticiones y
cada muestra se constituy6 con fracciones apicales
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de hojas del estrato superior de cinco plantas selec-
cionadas al azar.

Los tratamientos evaluados fueron: 1. Testigo,
2. Virus Stop® (0.5 mL L), 3. Virus Stop® (1.5 mL
L"), 4. Inhibitovir® (3 mL L) y 5. Inhibitovir®
(6 mL L'). Los tratamientos 2 y 4, se aplicaron
cada 15 dias a partir del trasplante hasta el quinto
mes. Los tratamientos 3 y 5 se aplicaron cuando
se observaron plantas con los primeros sintomas de
la infeccion por PRSV (clase 1), segin escala de
dafios propuesta por Herndndez (1994). Después,
las aplicaciones se realizaron cada 15 dias hasta el
octavo mes. En todas las aplicaciones el pH de la
mezcla se ajusto de 6.0 a 7.0. En el tratamiento uno
no se realizaron aplicaciones contra el virus. La
intensidad del dafio producido por el virus se eva-
lué usando la escala de cuatro clases aplicada por
Hernandez (1994), donde 0 es planta sin sintomas
y 3 manchas en forma de anillos concéntricos en
frutos, tallo y peciolos.

El porcentaje de incidencia del PRSV se deter-
mino6 con la siguiente formula:

P=(n/N) (100) Tsiplenko (Lopez et al, 2009)

donde:

P= % de incidencia de la enfermedad por trata-
miento.

n= Numero de plantas enfermas.

N= Numero de plantas observadas

La intensidad media del dafio ocasionada por el
PRSV en los diferentes tratamientos fue calculada
por la férmula de Townsend y Heuberger (Ciba-
Geygi, 1981).

I=C(p.a) + A) (100)

donde:
I = Intensidad de la enfermedad en cada tratamiento
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> (p.a) = Sumatoria de plantas por el grado o dafio
hallado en esas plantas

A= (p x1*) Numero de plantas evaluadas multipli-
cada por el valor de maximo indice de dafio.

La eficacia del tratamiento se calculd con re-
lacion a las observaciones previas realizadas en
campo cada mes con la formula descrita por Abbott
(Ciba-Geygi, 1981):

E.B=(A-B) + Ax 100

E.B=Eficacia biologica

A= Cantidad de plantas enfermas antes de aplica-
cion

B= Cantidad de plantas enfermas después de apli-
cacion

Asi mismo desde el trasplante hasta el final del
estudio, semanalmente se realizaron muestreos de
afidos alados en trampas amarillas con agua ja-
bonosa (una trampa en cada punto cardinal sobre
el dosel del cultivo para toda la superficie experi-
mental). Los especimenes colectados fueron iden-
tificados mediante claves pictdricas (Rosales et al.,
2013) y dicotomicas (Villegas, 2000).

Se realizaron mediciones mensuales, después
de un mes del trasplante y hasta el octavo mes, de
altura de planta (desde la base del tallo, hasta la
altura maxima del dosel de las hojas), diametro del
tallo (a 15 cm del suelo), nimero de flores y frutos
por planta (se considera fruto amarrado, después de
que los restos del estigma caen), peso del fruto en
madurez de consumo y rendimiento considerando
el peso promedio de frutos y el promedio total de
frutos/planta/tratamiento, por la densidad de plan-
tacion establecida. Los datos de las variables eva-
luadas fueron sometidos a un analisis de varianza y
comparacion de medias mediante Duncan (P<0.05)
con el paquete estadistico SAS.
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El analisis serologico mostro que las plantulas al
momento del trasplante estuvieron libres del PRSV.
Asi mismo de mayo a septiembre no se detectaron
plantas positivas al virus en la prueba de ELISA. El
% de plantas positivas en el mes de octubre (sexto
mes) en los tratamientos con las dos dosis de Virus
Stop® fue de 66.6, mientras que para ambas dosis de
Inhibitovir® fue de 33.3% y en el testigo de 66.6%.
En noviembre, todos los tratamientos con Inhibi-
tovir® y Virus Stop® registraron 66.6% de plantas
positivas, mientras que para el testigo fue de 100%.

Los primeros sintomas (Clase 1) del PRSV se
observaron después del quinto mes (150 dias) des-
pués del trasplante, con incidencia de 2.6 %, en
ambas dosis con Virus Stop® (Figura la), lo cual
difiere con lo reportado por Hernandez et a/ (2010),
quien reportd sintomas iniciales del PRSV a los 80
dias después del trasplante en el estado de Veracruz.

Alos 180 dias (seis meses) después del trasplan-
te se detectaron plantas con sintomas de clase 2 (Fi-
gura 1b) y Clase 3 (Figura Ic), en el tratamiento
con la dosis baja de Virus Stop®. Al octavo mes la
incidencia varid de 43 a 66 % pero sin diferencias
estadisticas entre tratamientos (Cuadro 1).

Hernandez et al (2010) reportd en el estado de
Veracruz incidencias del 94% a los tres meses de

trasplante, dicha entidad es una de las principa-
les productoras de papaya a nivel nacional (SIAP,
2017) y quiza la incidencia de plantas con sintomas
de infeccion por PRSV es mas alta poco después
del trasplante. Por otra parte, Cabrera y colabora-
dores (2011) a los 90 dias después del trasplante
observaron plantas con sintomas ocasionados por
PRSYV, alcanzando 100% de incidencia a los 195
dias después del trasplante. La intensidad de la en-
fermedad vario de 15.3 a 27.7% pero sin diferen-
cias significativas entre tratamientos (Cuadro 1).
Estos resultados fueron diferentes a los reportados
por Hernandez et al. (2017) al aplicar Inhibitovir® y
Q-2000VI®, observaron una reduccion del porcen-
taje de intensidad del PRSV hasta los 160 dias con
diferencias significativas.

La eficacia de los tratamientos a los 240 dias
después del trasplante fue menor al 30 %, sin dife-
rencias significativas entre ellos (Cuadro 1). Her-
nandez et al (2017) encontraron que la efectividad
de Inhibitovir® y Q-2000VI® en aplicaciones de
dosis bajas fue de 57.1 y 71.4 % respectivamente,
valores que son muy altos comparados con los ob-
tenidos en este estudio.

Durante todo el periodo del estudio hubo pre-
sencia de afidos y las poblaciones mas altas se

Figura 1. Sintomas de virosis en plantas de papayo, (a) mosaico tenue en brotes, (b) hojas filiformes y (¢) manchas anulares

en frutos.
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Cuadro 1. Valores medios obtenidos de porcentaje de in-
cidencia (PI), porcentaje de intensidad de la
enfermedad (PIE) y Eficacia de Tratamientos
(ET), a los 240 dias de trasplante.

Tratamiento PI PIE ET
Testigo 56.7a 22.2a 0
Virus stop P 56.6a 27.8a 19.7a
Virus stop C 66.7a 27.8a 13.4a
Inhibitovir P 43.4a 15.3a 27.6a
inhibitovir C 56.7a 22.2a 13.3a
R2 0.5828 0.724 0.64
Cv 18.82 18.39 72.5

*valores con la misma letra en columnas, no son diferentes
estadisticamente de acuerdo a la comparacion de medias de la
prueba de Duncan (P>0.05)

determinaron en julio y agosto, donde se colecta-
ron 220 ejemplares para cada mes, las cuales se
relacionan con el inicio e incremento de plantas
enfermas detectadas por serologia y que corres-
pondi6 posteriormente a la aparicion de sintomas.
Aunque falto detectar el virus en los insectos vec-
tores. Las especies encontradas y reportadas como
vectores del PRSV fueron, la mas abundante, Aphis
spiraecola con 372 ejemplares y las menos abun-
dantes fueron Aphis gossypi y Myzuz persicae con
seis y siete ejemplares respectivamente, mientras
que para Aphis nerii y Macrosiphum euphorbiae se
capturaron 35 y 17 adultos respectivamente. Estas

especies también han sido encontradas en planta-
ciones de papayo en Michoacan (Rivas et a/, 2008)
y Veracruz (Hernandez et al., 2010). Asi mismo
Rabara et al. (1996) reportd que en el mes de agos-
to registré incidencia del 91 % del PRSV, lo cual
coincidié con el mes donde los afidos fueron mas
abundantes.

En altura de planta el tratamiento Inhibitovir® a
dosis alta registr6 el valor mas alto (159 cm), pero
sin diferencias significativas con los otros trata-
mientos (Cuadro 2). Estos resultados se asemejan a
los sefialados por Arrieta y Carrillo (2002) quienes
reportaron alturas de planta de 161.06 cm, mien-
tras que Alcantara et al. (2010) reportaron altura
promedio menores en plantas de papayo variedad
Maradol roja con 132.4 cm en la etapa de madurez.

El diametro de tallo del tratamiento Testigo fue
mayor con 12.9 cm, siendo estadisticamente dife-
rente al tratamiento Inhibitovir® a dosis baja el cual
present6 un didmetro promedio de 10.2 c¢m, sin di-
ferencias de los otros tratamientos evaluados. Esto
puede deberse a un efecto secundario de la aplica-
cion del Inhibitovir® y a la densidad de plantacion,
debido a que los inhibidores virales reducen la pro-
duccién de aminoacidos y por tanto de proteinas,
que son indispensables para el crecimiento; estos
resultados concuerdan con lo presentado por Alon-
so et al. (2008) quienes reportaron un diametro

Cuadro 2. Valores promedio de variables morfoagronémicas evaluadas en plantas de papaya cv Maradol roja a los ocho
meses después del trasplante en Xalostoc, Ayala, Morelos.

. Alturade la  Diametro del Flores por Frutos por Rendimiento

Tratamientos planta (cm) tallo (cm) plantg plantl; Masa de frutos (g) (tha?)

Testigo 1514 a 129 a 12.6 a 50.8a 1368.1 a 216.64 a
Virus Stop P 1412 a 11.7a,b 12.6 a 412a 1376.7 a 205.86 a
Virus Stop C 151.8a 11.7 a,b 10.0b 474 a 1379.2 a 193.64 a
Inhibitovir P 1404 a 102 b 10.2b 46.0 a 1280.5 a 174.47 a
Inhibitovir C 159.0 a 11.0ab 11.0a,b 52.6a 1390.5 a 168.00 a
CV % 8.51405 13.9273 14.1844 20.4414 15.07465 20.57125

* Valores con letras iguales en columnas no son diferentes estadisticamente (p <0,05).
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promedio para esta variedad de 10.2 cm, mientras
que Alcantara et a/ (2010) reportaron para la varie-
dad Maradol roja, un didmetro promedio de 10.7
cm a los 11 meses de trasplante.

En nimero de flores por planta, el tratamiento
Virus Stop® a dosis baja y el Testigo tuvieron los
valores mayores (12.6), siendo diferentes con los
tratamientos Virus Stop® a dosis alta e Inhibitovir®
a dosis baja, con 10 y 10.2 flores, respectivamen-
te (Cuadro 2). Datos similares son reportados por
Mora y Bogante (2004) quienes contabilizaron en-
tre 9.5 a 12.2 flores por planta.

El nimero de frutos amarrados por planta fue
homogéneo en todos los tratamientos sin encontrar
diferencias significativas (Cuadro 2). Estos va-
lores se asemejan a los reportados por Alonso et
al. (2008), en dos hibridos derivados de Maradol,
asi como su progenitor Maradol Roja con 34, 36
y 40 frutos por planta, respectivamente. Mientras
que Arrieta y Carrillo (2002) reportan una media
de produccion de 13.9 frutos por planta en papaya
Maradol a tres espaciamientos de drenaje subsu-
perficial, valores inferiores a los obtenidos en esta
investigacion. No se detectaron diferencias estadis-
ticas en el nimero de frutos por plantas en los dife-
rentes tratamientos estudiados (Cuadro 2); sin em-
bargo, los tratamientos Testigo e Inhibitovir® a do-
sis alta, tuvieron los valores mas altos (50.8 y 52.6
frutos por planta respectivamente), el tratamiento
Virus Stop® a dosis menor, el valor mas bajo. Estos
valores difieren de los reportados por Alcantara et
al (2010) en Maradol roja quienes registraron un
promedio de 10.7 frutos por planta y a los valores
reportados por Alonso et al. (2008) que reportan un
promedio de 40 frutos por planta.

El peso de frutos en los tratamientos evaluados
tuvo una media general de 1.4 kg y no se encon-
traron diferencias significativas entre ellos (Cuadro
2). Arrieta y Carrillo (2002) reportan un peso pro-
medio de frutos del cultivar Maradol roja de 1.3 kg,
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Alonso et al (2008) registraron un peso de 2.1 kg/
fruto y Hernandez et al. (2015) obtuvieron pesos de
2.2 a 2.7 kg/fruto; estos duplican a los obtenidos en
esta investigacion.

El rendimiento potencial no presentd diferen-
cias significativas entre tratamientos, el cual fluc-
tud de 168.0 a 216.64 t ha'! (Cuadro 2), el cual es
elevado considerando el rendimiento de 110 t ha'!
reportado en el estado de Oaxaca (SIAP, 2017), asi
mismo los reportados por Arrieta y Carrillo (2002)
y Herndndez et al (2015) con 60 y 74 t ha™! respec-
tivamente. Contrario a estos resultados Sanchez y
Samaniego (1998) y Rivas et al. (2008), reportaron
rendimientos de 195.9 y 153.3 t ha! para Red Lady
y Maradol respectivamente.

Las aplicaciones de Inhibitovir® y Virus Stop®
no ejercieron efecto en la incidencia e intensidad
del PRSV, de igual manera en la eficacia de control.
Asi mismo no se observé respuesta en altura de
planta, diametro de tallo, nimero de flores y frutos
por planta, peso de fruto y rendimiento potencial.
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