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Resumen

Pestalotiopsis sp. es uno de los patdgenos con mas
presencia en el cultivo de mamey en el municipio de
Cuetzala del Progreso Gro. Los objetivos de la
presente investigacion, fueron identificar por medio
de caracteristicas morfolégicas y patogénicas al
patdgeno asociado a la macha foliar en el cultivo de
Mamey, ademas de probar en condiciones in vitro la
efectividad bildgica de cepas de Trichoderma spp.
Se identificd morfoldgicamente a Pestalotiopsis sp.
como patogeno foliar de mamey. Se determiné que
el aislamiento es patogénico porque provoca
sintomas en hojas de mamey. Todas las especies
Trichoderma spp., presentan efecto fungistatico
sobre Pestalotiopsis sp. La cepa nativa originaria de
Cuetzala registro el menor crecimiento del patégeno
y la mayor inhibicién en condiciones in vitro.

Palabras clave: Antibiosis, Trichoderma spp.,
Pestalotiopsis sp., Pouteria sapota.

Abstract

Pestalotiopsis sp. is one of the pathogens with more
presence in the mamey crop in the municipality of
Cuetzala del Progreso Gro. The objectives of the
present investigation were to identify, by means of
morphological and pathogenic characteristics to the
pathogen associated to the leaf blight in the Mamey
crop, besides proving in vitro conditions the
biologic effectiveness of strains of Trichoderma
spp. Morphologically, Pestalotiopsis sp. as a
mamey leaf pathogen. Isolation was determined to
be pathogenic because it causes symptoms on
mamey leaves. All species Trichoderma spp.,
Present fungistatic effect on Pestalotiopsis sp. The
native strain from Cuetzala recorded the lowest
growth of the pathogen and the highest inhibition in
in vitro conditions.

Key words: Antibiosis, Trichoderma spp.,
Pestalotiopsis sp., Pouteria sapota.
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Introduccion

Los frutales exdticos constituyen desde hace
varias décadas son una fuente inagotable de
riquezas por su aceptacion en varias regiones
del mundo y por los elementos nutritivos que
aportan a la salud humana (FAO, 1996), los
frutos tienen propiedades funcionales debido a
sus vitaminas y minerales. Ademéas del
contenido de compuestos fenolicos 'y
consecuentemente su actividad antirradical
dentro de ellos se encuentra el zapote mamey,
el cual ocupa un lugar importante dentro de
estos frutos conocidos como
exoticos (Popenoe, 1948).

El mamey (Pouteria sapota (Jacq.) H.E.
Moore y Stearn) se cultiva en los paises que
conforman el centro de origen y diversidad de
la especie, entre ellos México, Guatemala, El
Salvador, Honduras, Costa Rica, Cuba y EE.
UU. (Azurdia, 2006). En México, en el afio
2011 se cultivaron 1702 ha con una produccion
estimada de 16 357 t. Las entidades federativas
con mayor superficie y produccion fueron
Yucatan (492 ha 'y 9448 t), Guerrero (390 ha y
2270 t) y Michoacan (234 ha 'y 673 t) (SIAP,
2011). P. sapota se considera como una de las
frutas exoticas, asi como también una de las
mas deliciosas frutas del continente americano
(SAGARPA, 2017), es un éarbol nativo de la
selva tropical. Se distribuye desde el sur de
México hasta Nicaragua, y ha sido introducida
a otros paises. Los frutos son apreciados en el
mercado nacional en México (Ricker, 2001).

Explico que en Guerrero el mamey se
cultiva en una superficie de 388 hectareas en
los municipios de Alpoyeca y Huamuxtitlan,
con una produccion cercana a las dos mil 367
toneladas, las cuales se comercializan en la
Central de Abastos del Distrito Federal y el
estado de Puebla. La produccion de mamey
genera una derrama economica para la entidad
de 14 millones 785 mil pesos, siendo Guerrero
el segundo estado con mayor superficie de
hectareas sembradas (Yucatan 27 por ciento,
Guerrero 25%, Chiapas 10%, Michoacan 9% y
Tabasco 7%) (SAGARPA, 2017).
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El fruto del arbol de zapote mamey es
consumido en fresco y es muy apreciado por
sus caracteristicas organolépticas, Popenoe
(1948) indica que el centro de origen del zapote
Mamey es el sur de México y las tierras bajas
de Centroamérica. En Meéxico se encuentra
distribuido en todas las zonas tropicales, como
parte integrante de la selva alta perennifolia, o
cultivado con otros frutales, en huertas de poca
extension (Toral, 1988).

Entre las enfermedades méas importantes
que afectan a este cultivo se encuentra la
mancha foliar (Pestalotia sp.) la cual dafia las
hojas jovenes, flores, y los frutos, afectando en
un 70 % el rendimiento. Otra enfermedad de
importancia que acata a este cultivo es la
antracnosis  (Colletotrichum  gloesporioides
Penz) la cual provoca sintomas parecidos a los
que provoca Pestalotia. ElI alga roja
(Cephaleuros virescens Kunze) puede atacar las
ramitas y las hojas causando la muerte
regresiva.

La mejor alternativa para luchar contra
esta enfermedad, es el manejo integrado;
porque nos permite utilizar en forma conjunta
practicas culturales, bioldgicas, quimicas vy
entre otras; sin embargo, el método preferido
por los agricultores es la aplicacion de
fungicidas sintéticos porque dan resultados a
corto plazo, asi como la facil accesibilidad para
adquirirlos, y permiten incrementar la cantidad,
calidad y rentabilidad de las cosechas. Pero este
método de control no garantiza la inocuidad de
los productos alimenticios; porque, es uno de
los principales contaminantes del medio
ambiente y la causa de cancer para el ser
humano.

Por estas desventajas, ha tomado mayor
importancia la utilizacion del control bioldgico
mediante la utilizacion de organismos benéficos
como el género Trichoderma, que es un
excelente agente biocontrolador debido a su
facil  aislamiento, cultivo  répido y
multiplicacion en varios sustratos y porque
actla mediante competencia directa, antibiosis
y micoparasitismo, contra diversas especies de
hongos fitopatdgenos, entre ellos Pestalotiopsis

sp.
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Ademas tiene la habilidad para
estimular el crecimiento de la raiz y activar el
sistema de defensa las plantas.

Se ha demostrado que las especies de
Trichoderma son capaces de producir
compuestos bioquimicos volatiles y no volatiles
y enzimas como celulasas, glucanasas, lipasas,
proteasas y quitinasas, que participan en la lisis
de la pared celular de las hifas del hospedante
fungoso, facilitando la penetracion de
estructuras especializadas y de hifas de
Trichoderma (Harman et al., 2004; Infante et
al., 2009; Vinale et al., 2009).

Los objetivos de la  presente
investigacion, fueron identificar por medio de
caracteristicas morfoldgicas y patogénicas al
patégeno asociado a la macha foliar en el
cultivo de Mamey, ademas de probar en
condiciones in vitro la efectividad bilégica de
cepas de Trichoderma spp.

Metodologia
Muestreo y material vegetal

En diciembre de 2016, en un huerto de
mamey de una superficie de una hectarea, del
municipio de Cuetzala del Progreso Gro.,
localizado al norte del estado de Guerrero,
dentro de las coordenadas geogréaficas 17°56" y
18°18" de latitud norte y los 99°45" y 100°00
de longitud oeste, respecto al meridiano de
Greenwich, se colectaron hojas con sintomas de
mancha foliar necrdtica en la parte del haz y
envés (Figura 1).
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Figura 1. Hojas con sintomas de mancha
foliar en mamey

Asilamiento del patégeno

De hojas infectadas, se cortaron 5 trozos
de tejido 0.5 cm? de la zona de avance de la
enferma junto con tejido sano, se desinfestaron
con hipoclorito de sodio al 1.5% por dos
minutos, se lavaron tres veces con agua
destilada esteéril, se hicieron cdmaras himedas,
una vez que crecio el micelio, este se sembrd en
medio de cultivo papa destroza agar (PDA) en
cajas Petri; se hicieron cuatro repeticiones; se
transfirio a PDA en tubo de ensayo, para
preservarlo en refrigeracién a 5 °C (Singenton
etal., 1992).

Identificacién morfologica

De la cepa fungosa purificada se
tomaron muestras de micelio y esporas, se
hicieron preparaciones en lactofenol en
porta y cubre objetos, se observaron en el
microscopio compuesto las principales
caracteristicas como son: color, septacion y
forma de los conidios y otros caracteres
distintivos que son la base para
identificacion del patégeno, utilizando las
claves ilustradas de Barnett y Hunter (2000)
y McKenzie (2013).
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Pruebas de patogenicidad

Para comprobar la patogenicidad del
aislamiento fungoso, se realiz6 la inoculacion
de este en frutos sanos de mamey los cuales se
obtuvieron de una huerta libre de la enfermedad
de Cuetzala del Progreso Gro., los cuales se
lavaron con agua y jabén se limpiaron con
alcohol al 80%; se aplicaron las siguientes
técnicas: Inoculacion de frutos sin heridas.
Discos de PDA + Hongo: En 2 frutos
desinfectados, se colocaron discos de PDA +
Hongo (0.5 cm de didmetro) los cuales se
cortaron con un sacabocado, colocados en los
cuatro puntos cardinales del fruto, mientras que
en 1 fruto desinfectado se inoculo con el disco
de PDA sin hongo. Inoculacién de frutos con
heridas. Con aguja de diseccion: Se hicieron
perforaciones en direccion de los cuatro puntos
cardinales del fruto. En los cuales 2 frutos
fueron perforados con PDA + el hongo vy el
fruto testigo se perforo con solo PDA. Con el
sacabocado: En 2 frutos se efectuaron, con un
“’sacabocado’’ heridas circulares (0.5 cm de
didmetro) en los cuatro puntos cardinales del
fruto, se desprendio la cascara (epicarpio) y, en
su lugar, se colocaron los discos de PDA +
Hongo, mientras a el testigo solo se colocd
PDA sin el hongo. Inoculacion de frutos por
aspersion. Sin heridas: Con un atomizador
manual, se asperjo el inoculo en dos frutos de
manera uniforme en la superficie del fruto hasta
el punto de goteo; en el testigo solamente se
asperjo agua destilada. Con aguja de diseccion:
Se pincharon 2 frutos con la aguja de diseccién
flameada, se asperjo el inoculo uniformemente
en la parte superficial del fruto hasta el punto
de goteo; el testigo pinchado solo se asperjo
con agua destilada. Con sacabocado: En tres
frutos se realizaron perforaciones circulares de
0.5 cm de diametro en los cuatro puntos
cardinales, se desprendié la casca (epicarpio) y
en dos frutos se asperjo el inoculo hasta el
punto de goteo; en el testigo se asperjo con
agua destilada.
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Antibiosis de Trichoderma spp. contra
Pestalotiopsis sp.

Este ensayo se realiz6 para conocer la
antibiosis de cepas nativas y comerciales de
Trichoderma spp. contra Pestalotiopsis sp. Se
evaluaron los 8 tratamientos indicados en el
Cuadro 1.

Disefio y unidad experimental

Los nueve tratamientos se distribuyeron
sobre una mesa en el laboratorio, de acuerdo
con el disefio experimental completamente al
azar con cuatro repeticiones. La unidad
experimental fue una caja Petri.

Preparacion de PDA

Cuadro 1. Tratamientos evaluados in vitro contra el agente
causal de la mancha foliar de mamey.

Trat. Cepa Ingrediente activo
Tl Testigo --
T2 Cuetzala Trichoderma sp.
T3 Cocula Trichoderma asperellum
T4 Chilapa Trichoderma asperellum
T5 Santa teresa Trichoderma asperellum
T6 PHC Rootmate Trichoderma virens
T7 Fithan Trichoderma sp.
T8 Bactiva Trichoderma sp.
T9 PHC T22 Trichoderma harzianum

Se utilizé PDA formulado
industrialmente, el cual se preparé con
anterioridad, se agregaron dosis de 20 mL por
tubo de ensayo de 50 mL de capacidad (32
tubos); a éste se puso tapa de algoddn, que se
cubri6 con otra de papel aluminio sujetada con
una liga de hule; se colocaron todos los tubos
en una gradilla dentro de la olla de presién, se
esterilizaron a 15 libras/pulgada?, se vaciaron
los 20 mL de PDA de del tubo en la caja Petri;
se dejé enfriar y solidificar el medio para
utilizarlo en la técnica de papel celofan.
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Técnica del papel celofan

Las cepas puras de Trichoderma spp. se
evaluaron mediante la prueba del celofan
(Michel et al., 2014), la cual permite determinar
la capacidad de los metabolitos secundarios
producidos en el PDA por Trichoderma spp.,
para inhibir o retardar el crecimiento micelial
de Pestalotiopsis sp. Esta técnica consistio en
utilizar papel celofan cortado en discos con un
diametro de 10 cm, de medida similar a la caja
Petri; se esterilizd en la olla de presion, se
colocé sobre la superficie del PDA dentro de la
caja; se transfirid en el centro del papel celofan,
un disco de 0.5 cm de PDA con la cepa de
Trichoderma spp., segun el tratamiento.

Las cajas inoculadas se incubaron en el
laboratorio por 24 h a temperatura ambiente
(+28°C), se retird6 con precaucion el papel
celofan con Trichoderma spp.; enseguida se
sembro el hongo patégeno en el centro de la
caja, se incubaron a temperatura ambiente en el
laboratorio y se midié cada 48 horas el
crecimiento  micelial del patégeno, por
tratamiento.

Variables de estudio

Para conocer el efecto fungistatico de los
tratamientos con los  metabolitos  de
Trichoderma spp., sobre el desarrollo y
crecimiento del hongo investigado, se midieron
las variables siguientes.

Diametro de la colonia del hongo. Se
hicieron mediciones cada 48 h durante 15 dias.

Porcentaje de inhibicion de la colonia
del hongo. Se obtuvo tomando en cuenta que
en el tratamiento testigo hubo 100% de
crecimiento y 0% de inhibicién.

Porcentaje de crecimiento de la
colonia del hongo. Con base en el diametro de
la colonia, se determin6 el porcentaje de
crecimiento del hongo por tratamiento.
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Andlisis estadistico

Se realizo el andlisis de varianza de los
datos del didmetro de la colonia del hongo de
las evaluaciones, utilizando el programa
estadistico Statistical Analysis System (SAS,
2014), de acuerdo al disefio experimental
completamente al azar (Steel y Torrie, 1998)

Resultados y discusion
Identificacion morfoldgica

De las muestras de hojas con manchas
necroticas, se identifico a nivel genero a
Pestalotia sp. que se caracteriza por desarrollar
micelio blanco algodonoso, que al madurar
produce abundantes acervulos negros en
disposicion radial aleatoria o en circulos
concéntricos sobre la superficie de PDA (Figura
2). Los conidioforos hialinos, irregulares
ramificados, son septados, lisos y cortos;
producen conidios oscuros, rectos o ligeramente
curvados, elipsoidales o fusiformes (Figura 3) y
que poseen seis ceélulas, con la basal vy
terminales hialinas; la ultima de estas es
puntiaguda con dos o mas apéndices apicales
hialinos. Estas caracteristicas morfoldgicas son
similares a las descritas para el género
Pestalotia por Barnnett y Hunter (1998).

Figura 2. Colonia de Pestalotia sp. en PDA.
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S 3

Figura 3. Caracteristicas morfoldgicas de los
conidios de Pestalotia 100X.

Pruebas de Patogenicidad

Se permiti6 comprobar que el
aislamiento purificado de Pestalotia sp. es
patogénico, esto porque provoca los sintomas
tipicos de pudricion cuando se inocula en frutos
sanos de mamey. Se encontrd que la
enfermedad se desarrolla en frutos inoculados
con PDA + hongo en tejido con heridas del
sacabocado, asimismo, los sintomas tardaron de
5 a 8 dias en desarrollarse en los frutos
inoculados con heridas de sacabocado. Los
frutos utilizados como tratamientos testigo,
como se esperaba, permanecieron sanos.

Antibiosis de Trichoderma spp. contra
Pestalotiopsis sp.

La variable crecimiento  miceliar
presentd evidencia altamente significativa
(P<0.0001), en todas las fechas de medicion del
crecimiento de las colonias del patégeno. El
crecimiento de la colonia en los tratamientos de
estudio fluctu6 de 1.08 a 7.88 cm. En el
tratamiento testigo, el hongo crecio a una tasa
de 0.53 cm dia, porque a las 360 h alcanzd un
diametro de 7.88 cm.
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Las cepas Trichoderma sp. (cepa
Cuetzala) y T. asperellum (Cepa Cocula),
registraron el menor crecimiento de micelio de
Pestalotiopsis sp. en la dltima evaluacion
(Cuadro 2); estas dos especies mantuvieron su
mayor efectividad de inhibicion del patégeno
con el 29.4 y 37.7% respectivamente (Cuadro
3).

Al final del ensayo, en los tratamientos
Trichoderma sp. (cepa nativa Tepecoacuilco),
Trichoderma harzianum (T-22), Trichoderma
spp. (Bactiva), Trichoderma sp. y T. asperellum
(cepa Chilpa), se obtuvieron promedios en
porcentaje de inhibicion de 23.33, 25.43, 18.31,
2185 y 119, de las colonias de
Neopestalotiopsis sp., respectivamente (Cuadro
3).

La utilizacién de Trichoderma es una
estrategia efectiva a largo plazo, porque es
necesaria la adaptacion y establecimiento del
microorganismo benéfico, en los ecosistemas
(Hamdia y Kalaivani, 2013); por lo que este
género estd catalogado entre los agentes de
control biol6gico mas eficientes, por su amplio
espectro antagonista, la produccion de enzimas
extracelulares con actividad antibiotica, el
parasitismo y la habilidad de incrementar el
desarrollo y crecimiento de las plantas, entre
otros mecanismos de accion (Benitez et al.,
2004; Bae et al., 2011).

Trichoderma spp. produce metabolitos
secundarios como enzimas (glucanasas Yy
quitinasas), antibidticos (viridina, gliotoxina o
peptaiboles) y micotoxinas (Infante et al.,
2009), y estas estan directamente relacionadas
con el efecto fungistatico ejercido por
Trichoderma spp. contra hongos fitopatdgenos
como Pestalotiposis spp. (Barman et al., 2015).

Existen amplios reportes sobre el
biocontrol de diferentes hongos fitopatdgenos
mediante el uso de cepas de Trichoderma spp.,
(Barman et al., 2015; Talla et al., 2015). Sin
embargo en Pestalotiopsis microspora existe
poca informacion.
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Cuadro 2. Comparacién de los valores Mejia (2015) comparé el efecto de

promedios del diametro de las colonias ~ diferentes  cepas de  Trichoderma  en
de Pestalotiopsis sp. en la Gltima fecha ~ condiciones de laboratorio. Encontré 100% de

de evaluacion. inhibicion del crecimiento de Pestalotiopsis

microspora Speg. por efecto de las cepas de

Trat. Cepa Diametro de la colonia Trichoderma asperellum (cepa nativa Cocula) y
T1 Testigo 7%?% Trichoderma reesei; agimismo obtuvq 93% en
™ Cuetzala 306G los tratamientos con Trichoderma fasciculatum.
T3 Cocula 414 F Conclusiones
T4 Chilapa 49E . e -

T5 Santa teresa 18E S_e _|dent|f|co morfqloglcameqte a

T6 PHC Rootmate 54D Pestalotiopsis sp. como patogeno foliar de

T7 Fithan 5.2 DE mamey.

T8 Bactiva 6.76 C ., . .

T9 PHC T22 ) ,S_e determiné que e[ aislamiento es
patogénico porque provoca sintomas en hojas
de mamey.

Cuadro 3. Porcentaje de inhibicion de las colonias

de Pestalotiopsis sp. en lo diferentes Todas las especies Trichoderma spp.,
tratamientos evaluados. presentan efecto fungistatico sobre

Trat. Cepa % de inhibicion Pestalotiopsis sp.

Tl Testigo /.88 La cepa nativa originaria de Cuetzala

T2 Cuetzala 61.16 registré el menor crecimiento del patdgeno vy la

13 Cocula 47.46 mayor inhibicién en condiciones in vitro.

T4 Chilapa 37.82

T5 Santa teresa 39.08 Ag radecimientos

T6 PHC Rootmate 31.47

T7 Fithan 34.01 A la T. L. Duvelsa Camacho Rodriguez

18 Bactiva 14.21 del Laboratorio Fitopatologia del Centro de

LK PHC T22 8.63 Estudios Profesionales del Colegio Superior

Agropecuario del Estado de Guerrero, por la

En diversas investigaciones se ha ., .,
colaboracion en la realizacion del presente

demostrado la efectividad de numerosas cepas )
de Trichoderma, para inhibir y micoparasitar estudio.
diferentes hongos fitopatdgenos, a través de su

actividad fisioldgica y bioguimica (Ezziyyani,

2004).

Gonzéles et al.  (2009) observaron que
el hongo antagonista Trichoderma lignorum
(Tode) Harz (Biotrol) a dosis de 0.8 g L™ de
agua, logré6 mantener la enfermedad clavo del
guayabo en incidencias de 4%, en comparacion
con 14% en el tratamiento testigo sin aplicacion
y presentd mejor efectividad que los fungicidas
qguimicos, bajo condiciones de campo y en
época de lluvia.
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