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RESUMEN

El cultivo de solidago (Solidago canadensis) es atacado por diferentes patdgenos,
dentro de los que destaca el hongo Coleosporium asterum, agente causal de la roya,
gue se manifiesta como manchas amarillentas y marrones en el haz de las hojas y
en el envés con pustulas de color anaranjado, que conforme avanza la enfermedad
aumentan de tamafo y coalescen; otra caracteristica es que cuando las puestulas
maduran toman un color blanquecino de aspecto polvoriento. El principal método de
manejo es el control quimico con la aplicacion de fungicidas; sin embargo, su uso
puede resultar costoso y dafiino para el ambiente, por ello es necesaria la busqueda
de alternativas sustentables como el uso de agentes de control biologico. Por lo
anterior, el objetivo de la presente investigacion fue determinar la incidencia y
severidad de la roya del solidago, asi como la respuesta en el crecimiento vegetal
por efecto de Trichoderma spp. y Bacillus subtilis. Se utilizaron plantas de solidago
de 25 dias de edad, las cuales fueron inoculadas al momento del trasplante y a los
15 y 30 dias posteriores, aplicando los siguientes cinco tratamientos: los primeros
dos correspondieron a las cepas nativas Cut-B (T. asperellum) y SS2 (T. barbatum)
de las cuales se inocularon 1x107 conidios por planta; el tercero fue Trianum-P® (T.
harzianum, cepa T22), del que se adicionaron 15 mL por planta, el cuarto
correspondié a plantas inoculadas con Serenade® ASO (B. subtilis, cepa QST
7132) del que se adicionaron 11 mL de la suspension por planta; el testigo consistio
en plantas a las que se les adicionaron 15 mL de agua destilada estéril. Las plantas
se mantuvieron en una camara de crecimiento a 21 + 2 °C, con humedad relativa
de 70-90 % vy fotoperiodo de 14 horas luz y 10 horas oscuridad. Para garantizar una
fuente de infeccion permanente de la roya, al dia 15 después de la primera
inoculacion, en cada uno de los tratamientos, se incorporaron cinco plantas de
solidago con dafos avanzados por la roya, las cuales se distribuyeron de forma
equidistante. El experimento concluyo 45 después del establecimiento, momento en
el que se determind: incidencia, indice de severidad, didmetro de tallo, nimero de
hojas, altura, peso fresco y seco. El experimento se establecié en un disefio
completamente al azar con cinco tratamientos con 16 repeticiones; los datos de

indice de severidad, altura, grosor del tallo, nUmero de hojas, peso fresco y seco se
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analizaron con un ANOVA de una via y comparacion de medias Tukey (P<0.05);
adicionalmente, para determinar las relaciones entre las variables se realizé un
andlisis multivariado; todos los andlisis estadisticos se realizaron con el programa
InfoStat, version estudiantil. Como resultados se obtuvo que la mayor incidencia se
presento en las plantas inoculadas con la cepa Cut-B y con Serenade® ASO con
94 %, mientras que se presentd menor numero de plantas enfermas en las
inoculadas con Trianum-P® (56 %). En lo que respecta a la severidad, se
presentaron diferencias estadisticas (P<0.05), siendo las inoculadas con Trianum-
P® las que presentaron el menor indice de severidad con 0.09, destaca que en este
tratamiento se presentd una reduccion de la severidad del 52.6 % respecto al
testigo. En lo relativo a las variables de estimulacion de crecimiento vegetal, los
resultados del analisis estadistico mostraron que entre tratamientos no se
presentaron diferencias estadisticas significativas (P>0.05) en la altura y el nUmero
de hojas; mientras que en las variables de grosor del tallo, peso fresco y peso seco
si las hubo. De acuerdo con el andlisis multivariado, los mejores tratamientos fueron
Trianum-P® y Serenade® ASO, por presentar los valores mas altos en la mayoria

de las variables de crecimiento vegetal.
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1. INTRODUCCION

El cultivo de solidago tiene una buena aceptacion comercial debido a que se utiliza
como flor de relleno. A nivel nacional su produccion se centra en estados de
Guerrero y Estado de México; siendo este ultimo el de mayor importancia, con un
valor de la produccion de MXN $ 37,304,560 en el afio 2021 (SIACON, 2024).

Este cultivo es afectado por diversos fitopatdgenos, entre los que se encuentra el
hongo Coleosporium spp.; al respecto McTaggart y Aime (2018), reportan que en
América del Norte al menos tres especies del género infectan al solidago: C.
delicatulum, C. solidaginis, C. montanum comb. nov.; esta Ultima se propone para
el taxdn que comunmente se ha identificado como C. asterum, una caracteristica de
esta especie es que sobre las hojas se desarrollan pustulas de apariencia
pulverulenta, de color amarillo cuando son inmaduras y blanquecinas cuando

maduran (Salazar-Yepes, 2021).

El manejo de la enfermedad se basa en el uso de productos quimicos, los cuales
pueden perder su efectividad debido al desarrollo de resistencia (Carmona y Sautua,
2017). Una alternativa sostenible es el uso de ciertos hongos y bacterias que actiian
como agentes de control bioldgico; por ejemplo, especies del género Trichoderma
presentan diferentes mecanismos de acciobn que le permiten manejar a las
poblaciones de fitopatbgenos, entre estos se encuentran: competencia,
micoparasitismo, antibiosis, desactivacion de enzimas del patégeno, induccion
resistencia y estimulacion de crecimiento vegetal (Infante et al., 2009). Otra
alternativa es el uso de bacterias promotoras de crecimiento vegetal, tales como el
género Bacillus, las cuales tienen la capacidad de producir antibiéticos, enzimas,
solubilizar de fosfatos, fijar nitrégeno atmosfeérico, etc. (Villarreal et al., 2018; Tejera
et al., 2011). Cabe sefialar que a la fecha no se tienen reportes sobre la efectividad
de agentes de control biologico frente a la roya del solidago, por lo que en la
presente investigacion se planted por objetivo determinar la incidencia y severidad
de la roya del solidago, asi como la respuesta en el de crecimiento vegetal por efecto

de Trichoderma spp. y Bacillus subtilis.
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2. REVISION DE LITERATURA

2.1 Clasificacion taxonémica de Solidago

El género Solidago comprende alrededor de 100 especies originarias del hemisferio
norte, la mayoria de Norteamérica y algunas de Asia. Hassler et al. (2019), ubican

al género dentro de la siguiente clasificacién taxonémica:

Reino Plantae
Filo Tracheophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Asterales
Familia Asteraceae

Género Solidago canadensis L.

2.2 Caracteristicas morfoldgicas del solidago

Es una especie vegetal en condiciones naturales florece al final del verano; es una
planta plurianual que ha tenido rapida difusion entre los productores y buena
aceptacion a nivel comercial al ser utilizada como flor de complemento o relleno
(Rzedowsk y Rzedowsk, 2010; Romero y Garcia, 2001)

Rzedowski y Rzedowsk (2010), describen a las especies de este género como
plantas herbaceas perennes, rizomatosas, rara vez subarbustivas; con hojas
alternas, dentadas; cabezuelas frecuentemente dispuestas en paniculas
piramidales, formadas por ramas escorpioides. Flores liguladas, fértiles, rara vez
ausentes, casi siempre amarillas; las flores del disco son hermafroditas, sus corolas
casi siempre amarillas, con la garganta tubulosa o angostamente campanulada;
anteras con las bases obtusas; forma de las ramas del estilo de las flores
hermafroditas oblongas, aplanadas, provistas de apéndices lanceolados. Sus frutos

son aguenios cilindricos o prismaticos, vilano de numerosas cerdas capilares.
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2.3 Importancia del cultivo de solidago en México

A nivel nacional la especie méas cultivada es S. canadensis (SIAP, 2024), su
produccion se centra Gnicamente en las entidades de Guerrero y Estado de México;
siendo este ultimo el principal productor. Durante el afio 2022 el Estado de México
participdé con el 98.14 % del total de superficie cultivada (ha), mientras que la
participacion de Guerrero fue del 1.85 %. Por otra parte, en el Estado de México el
valor de la produccion en dicho afio fue de MXN $ 46,006,980 lo que representa al
65 % de los ingresos generados a nivel nacional por dicha especie (Cuadro 1)
(SIACON, 2024). Estos datos son un indicador de la importancia del cultivo para el
Estado de México, lo cual se refleja en la generacion de empleos directos e
indirectos, ademas de la derrama econémica que contribuye a la consolidacién de

la entidad como una potencia del sector floricola (Orozco y Mendoza, 2002).

Cuadro 1. Superficie cultivada (ha), cantidad de produccion (t) y valor de la

produccion (MXN $) de solidago como flor de corte en México en el afio 2022.

Superficie » Valor de la
Estado ) Produccion (t) B
cultivada (ha) produccion (MXN $)
Guerrero 0.95 4,550.36 24,399,670
Estado de México 50.10 1,949,072.05 46,006,980
Total 51.05 1,953,622.41 70,406,650

Fuente: SIACON (2024).
2.4 Importancia del cultivo de solidago en el Estado México

Durante el periodo 2018-2022 la produccion de solidago en el Estado de México ha
tenido variaciones en cuanto a la superficie cultivada de hasta 15 ha; siendo 2022
el afio cuando se alcanzé la mayor superficie cultivada con 50.1 ha, mientras que el
segundo lugar lo ocupan los afios 2018 y 2021, con 68.7 ha. En 2018 se alcanzo el
punto maximo de produccién con 3,158,179.01 t, lo que representd ingresos de
MXN $ 45,517,370; esta cantidad se encontr6 por debajo de la reportada en 2022,

3
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cuando los ingresos generados fueron de MXN $ 46, 006, 098 (Cuadro 2) (SIACON,
2024). Respecto a estos indicadores, es importante analizar cuales son los factores
que mas intervienen en las variaciones de rentabilidad y productividad, como puede
ser la economia global, el clima, asi como las plagas y enfermedades que se
presentaron en estos afos, entre otros; para que a partir de estos se identifiquen
las principales problematicas, y asi centrar los esfuerzos para mejorar afio con afio

la productividad (Ramirez y Avitia, 2015).

Cuadro 2. Valor de la superficie cultivada (ha), produccion (t) y valor de la
producciéon (MXN $) de solidago como flor de corte en el Estado de México durante
el periodo 2018-2022.

o Valor de la

Superficie . By
Afio _ Produccion (t) produccion

cultivada (ha)

(MXN $)
2018 68.7 3,158,179.01 45,517,370
2019 55.85 2,264,602.49 24,426,570
2020 68.47 2,985,494.56 36,382,820
2021 68.7 3,024,041.51 37,304,560
2022 50.10 1,949,072.05 46,006,098
Total 311.82 13,381,389.62 189,63,8290

Fuente: SIACON (2024).
2.5 Enfermedades fungosas en solidago

Romero y Garcia (2001), reportan a las siguientes enfermedades fungosas en el
cultivo de solidago: cenicilla (Oidium sp.), marchitez (Verticillium sp.), pudricion
(Sclerotinia sp.) y roya (Coleosporium spp.). La cenicilla se presenta como manchas
blancas en las hojas maduras; la marchitez se manifiesta como secado rapido de
los tallos y con manchas oscuras en los haces vasculares. La pudricion se

manifiesta en raiz y tallo cuando la humedad es elevada. Finalmente, la parte aérea
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de la planta es susceptible a la roya, la cual se presenta en el follaje (McTaggart y
Aime, 2018).

2.6 Cenicilla de solidago (Oidium sp.)

Las cenicillas en general son ampliamente difundidas en cultivos ornamentales,
donde las pérdidas ocasionadas en el crecimiento y la produccion quiza superan a
las pérdidas que ocasiona cualquier otra enfermedad de las plantas. Esta
enfermedad rara vez mata a sus hospedantes; sin embargo, el fitopatdgeno provoca
dafos en las plantas debido a que utiliza sus nutrientes, disminuye la fotosintesis,
aumenta la respiracion y transpiracion, disminuye el crecimiento y reduce la
productividad entre 20 a 40 % (Agrios, 2016).

2.6.1 Clasificacion taxonémica

Kirk et al. (2019), ubican al género Oidium dentro de la siguiente clasificacion

taxondmica;

Reino Fungi
Filo Ascomycota
Clase Leotiomycetes
Orden Erysiphales
Familia Erysiphaceae

Género Oidium
2.6.2 Signos y sintomas de la enfermedad

La enfermedad causada por Oidium sp., se presenta en la superficie de las hojas
mas viejas como manchas blancas, ante el cual suelen ser efectivos los tratamientos
con productos quimicos (Romero y Garcia, 2001). Por su parte Paez (2001; citado
por Collaguazo, 2019) menciona que incluso puede presentarse en yemas o tallos
donde puede ser evidente el micelio blanco; ademas, se puede presentar enanismo,

enrollamiento, pérdida de hojas y envejecimiento prematuro.
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2.6.3 Condiciones optimas de desarrollo

Las cenicillas comunmente infectan a su hospedante en regiones humedas,
moderadamente frias o calidas; sin embargo, son mucho mas comunes y virulentas
en climas calidos y secos. Esto se debe a que cuando sus esporas son liberadas
germinan y producen infeccién, incluso cuando la humedad relativa no es alta, lo
cual hace innecesaria la presencia de agua sobre la superficie de la planta.
Asimismo, una vez que se ha producido la infeccién, el micelio del hongo continta
propagandose sobre la superficie de la planta sin importar las condiciones de
humedad en la atmdésfera (Agrios, 2016). Bernal (2007), reporta que en el cultivo de
pimiento la enfermedad puede presentarse desde los 10 °C hasta 35 °C en climas
secos 0 humedos; ademas, las condiciones Optimas para la germinacion de los
conidios son entre 90-95 % de humedad relativa durante la noche y por encima de
85 % durante el dia. Por otra parte, el autor contrasta esto con los requerimientos
del hongo en el cultivo de fresa, en el cual el desarrollo del oidio es favorecido por

humedad relativa de moderada a alta y temperatura entre 16 °C y 27 °C.
2.7 Marchitez en solidago (Verticilium spp.)

Verticillium spp. se encuentra ampliamente distribuido por todo el mundo, pero tiene
mayor importancia en zonas templadas. Entre las especies del patbgeno destacan
V. alboatrum Reinke & Berthold y V. dahliae Kleb., que atacan a mas de 200
especies de plantas, en las que ocasionan marchitez vascular en especies de
importancia floricola, hortalizas, plantas de ornato perennes, arboles frutales y

forestales, arvenses anuales y perennes, entre otras (Agrios, 2016).
2.7.1 Clasificacion taxonémica

De acuerdo con Kirk et al. (2019), el género Verticillium se ubica en la siguiente

clasificacion taxondmica:

Reino Fungi

Filo Ascomycota
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Clase Sordariomycetes
Orden Glomerellales
Familia Plectosphaerellaceae

Género Verticillium

2.7.2 Signos y sintomas de la enfermedad

En solidago Verticillium spp. provoca secado rapido de tallos con manchas oscuras
en los haces vasculares (Romero y Garcia, 2001). Produce marchitez en las hojas,
produciendo una decoloracion amarilla a lo largo de las nervaduras, las hojas
muestran lesiones rojizas que finalmente se tornan blanco conforme la progresion
de la enfermedad. En los cultivos es comldn encontrar plantas sanas vecinas;
ademas, no presenta ningun sintoma perceptible en tallos o raices, pero los haces

vasculares se vuelven marrones (Rinzo, 1994).
2.7.3 Condiciones 6ptimas de desarrollo

Verticillium alboatrum se desarrolla mejor a temperatura entre 20 y 25 °C; mientras
que V. dahliae prefiere temperaturas superiores que van de 25 a 28 °C y es mas
comun en regiones cdlidas. Ademas, existe variabilidad en cuanto a virulencia y
otras caracteristicas de las cepas dentro de cada especie. Es importante considerar
que V. dahliae inverna en el suelo en forma de esclerocios que pueden sobrevivir

hasta por cincuenta afios (Agrios, 2016).

2.8 Pudricion en solidago (Sclerotinia spp.)

Sclerotinia spp. es reconocido como un importante patégeno de plantas debido a su
distribucion mundial, su amplio rango de huéspedes y por las dificultades para su
manejo. Aunque este hongo se encuentra con mayor frecuencia en regiones que
tienden a ser frias y humedas, también infecta en algunas zonas semiaridas donde

las condiciones parecen desfavorables para el desarrollo de la enfermedad,
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ademas, las pérdidas de rendimiento en cultivos susceptibles varian y pueden llegar
al 100 % (Saharan y Mehta, 2008).

2.8.1 Clasificacion taxondmica

Kirk et al. (2019), ubican al género Sclerotinia dentro de la siguiente clasificacion

taxonémica:

Reino Fungi
Filo Ascomycota
Clase Leotiomycetes
Orden Helotiales
Familia Sclerotiniaceae

Género Sclerotinia
2.8.2 Signos y sintomas de la enfermedad

El signo mas caracteristico provocado por Sclerotinia spp. es la apariciéon de micelio
algodonoso y blanco en el que poco después se desarrollan grandes estructuras
compactas de resistencia llamadas esclerocios, los cuales al principio son blancos,
pero conforme maduran se ennegrecen y endurecen superficialmente (Arias et al.,
2007).

Arias y Jerez (2008) mencionan que en las plantas de solidago se observan sobre
la base del tallo o cuello de la raiz lesiones secas de color café, acompafadas
generalmente de micelio algodonoso blanco con formacién de esclerocios de forma

redondeada, inicialmente blancos y posteriormente cafés.
2.8.3 Condiciones Optimas de desarrollo

Las temperaturas 6ptimas para el desarrollo de la enfermedad varian entre 12 y 18
°C. Ademas, la humedad relativa que favorece el inicio de la infeccion es de 90 % o

mayor y coincide con lluvias o neblina abundantes (Busilacchi et al., 2019).
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2.9 Coleosporium spp.

Las especies pertenecientes al género Coleosporium son royas que tipicamente
alternan entre pinos y angiospermas. McTaggart y Aime (2018) reportan que en
América del Norte el solidago es afectado por las especies C. delicatulum Arthur &
F. Kern, C. solidaginis Schwein, C. montanum comb. nov. Arthur & F. Kern, esta
dltima se proponen para el taxébn que comunmente se ha identificado como C.
asterum Dietel; no obstante, Kirk et al. (2019) indican que C. delicatulum, C.

solidaginis y C. montanumc son sinénimos de C. asterum.

Coleosporium asterum es una especie de distribucién global, pero se encuentra
especialmente en China y Japon; en América esta reportada en la region norte que
incluye a México. Cabe sefialar que esta especie también es fitopatdgena de otros
géneros de la familia Asteraceae especialmente los géneros Aster y Callistephus
(Pardo, 2006).

2.9.1 Clasificacion taxondmica de C. asterum

Kirk et al. (2019), ubican a C. asterum dentro de la siguiente clasificacion

taxonémica:

Reino Fungi
Filo Basidiomycota
Clase Pucciniomycetes
Orden Pucciniales
Familia Coleosporiaceae
Género Coleosporium

Especie Coleosporium asterum

(Dietel) Syd. & P. Syd.
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2.9.2 Caracteristicas morfoldgicas

Coleosporium asterum se caracteriza por presentar un uredinio (Figura 1C) hipofilo,
solitario o agrupado, de origen subepidermal, ruptura de la epidermis conspicua,
pulverulento, de color amarillo cuando inmaduros y blanquecino en estado maduro;
parafisis ausentes; uredosporas catenuladas, oblongas, elipsoides u oblongo-
elipsoides (Figura 1A) de 22-30 x 12-25 um; pared de 2.5 um, hialina, verrugoso-
reticulada, poros germinativos oscuros (Salazar-Yepes, 2021; Black et al., 2014).

Ademas, segun Salazar y Buritica (2012) presenta telio hipdfilo, dispersos,
anaranjado-rojizo cuando estan frescos; teliosporas cilindricas (Figura 1B) de 55-80
x 15-23 um, redondas u obtusas en el apice y en la base, de pared lisa, engrosada
en el apice y en la base. Por su parte, Heather (2020) menciona que en el
hospedante alterno de C. solidaginis se desarrollan ampollas subepidérmicas que
producen espermagonio y aecia las cuales son de color naranja brillante y las cuales

pueden infectar al solidago.

Figura 1. Caracteristicas morfologlcas de C. asterum. A) Uredlnlosporas de forma
globosa, B) teliosporas cilindricas de color amarillo-anaranjado observadas al
microscopio Optico, C) micrografia electronica de barrido de uredinios y D)
urediniosporas de (barras de escala: A =20 pum, B, C =100 pm, D =5 pm) (Fuente:
Back et al., 2014).
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2.9.3 Ciclo de vida de C. asterum

Coleosporium asterum es una roya heteroica (hospedador alternante), macrociclica
(fase de cinco esporas) (Figura 2) cuyos huéspedes espermatoniales y aeciales

(alternativos) son especies del género Pinus (Price et al., 2004).

En el cultivo de solidago las pustulas producen cantidades masivas de
urediniosporas pulverulentas de color amarillo brillante o amarillo anaranjado (etapa
II) principalmente en el envés de las hojas. En algunos entornos, las telias producen
teliosporas (etapa lll) generalmente al final de la temporada sobre las hojas que
albergan gran cantidad de uredinios. Al madurar, las lesiones aumentan de tamafio
y coalescen; las areas amarillas se convierten en manchas hundidas, angulares de
color grisaceo a marrén. Las hojas con alto grado de severidad se cubren casi por
completo de pustulas, se secan y caen (Heather, 2020).

Los basidios son fragiles y efimeros con basidiosporas (etapa IV). Se producen a
partir de teliosporas en solidago y las basidiosporas pueden infectar a Pinus spp.,
donde germinan; de esta forma, la roya crece y pasa el invierno solo dentro de las
agujas; posteriormente en la primavera siguiente, aparecen manchas amarillas en
las agujas. Se desarrollan ampollas subepidérmicas sobre las agujas de los pinos,
produciendo espermagonios (etapa 0) y aecias (etapa l). Las aecias son de color
naranja brillante, y las infecciones graves pueden causar marchitez de la aguja
(Heather, 2020).

11
Gerardo Alejandro Diaz Franco



Efectividad de Trichoderma spp. y Bacillus subtilis sobre la roya del solidago y en el crecimiento vegetal

Espermatia

C)DOOOOOO

Espermagonio

Uredinio

Figura 2. Ciclo biologico de la roya C. asterum. Caracteristicas morfolégicas de las
estructuras en cada etapa. Las estructuras productoras de esporas, es decir,
basidios, espermogonio, aecio, uredinios y telias, se indican en color rojo, mientras
que las esporas como son las basidiosporas, espermatias, aeciosporas,

urediniosporas Yy teliosporas, se indican en color negro (Fuente: Zhao et al., 2022).
2.9.4 Signos y sintomas

En el cultivo de solidago, la infeccién por roya se caracteriza por la aparicién de
pequefias manchas amarillentas en la parte superior de las hojas, que
posteriormente coalescen y se convierten en areas marrones y necroticas. Las
pustulas producen cantidades masivas de urediniosporas pulverulentas de color
amarillo brillante o amarillo- anaranjado, principalmente en el envés de las hojas. En
algunos entornos, las telias producen teliosporas, generalmente en hojas que
albergan gran cantidad de uredinios. A medida que las lesiones envejecen, se
agrandan y coalescen, y las areas amarillas se convierten en manchas hundidas de
color grisaceo a marrén. Las hojas pueden enfermarse gravemente y cubrirse casi

por completo con pustulas, ademas pueden secarse, enrollarse, deformarse y caer.
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Con ciclos repetitivos de infeccion, la defoliacion en una planta puede ser de hasta
el 100 % (Heather, 2020).

2.9.5 Condiciones optimas de desarrollo

Durante las cinco fases de esporas del ciclo de vida de Coleosporium spp. el
intervalo de temperatura adecuado para su desarrollo es variable. Ferguson (2018)
reporta que la temperatura Optima para la germinacion de aeciosporas y
urediosporas de C. solidaginis es de aproximadamente 20 °C, siendo la maxima
entre 30 °C y 35 °C, y la minima por debajo de 6 °C. Bajo condiciones de
temperatura Optima, el tiempo minimo requerido para la formacién de tubos

germinativos es de 16 horas, fuera de esta su formacion se ve afectada.
2.10 Métodos de manejo
2.10.1. Manejo quimico

El manejo de la roya del solidago se basa en el uso de productos quimicos
sintéticos, los cuales pueden perder su efectividad como consecuencia del
desarrollo de resistencia, debido a que el nimero de productos quimicos es
reducido y algunos cuentan con un mismo modo de accién (Carmona y Sautua,
2017). Entre los ingredientes activos utilizados para el manejo se encuentran:
azoxystrobin, trifloxystrobin, tebuconazole, difenoconazol y azufre; sus mecanismos

de accién son los siguientes (Diaz et al., 2018; Garcés-Fiallos et al., 2011):

- Azoxystrobin: actia como inhibidor de la respiracién mitocondrial mediante
la unién del sitio Qo del citocromo b, interrumpiendo el ciclo de energia dentro
del hongo. Interfiere en el ciclo de vida, principalmente durante la
germinacion de las esporas y la penetracion del tejido.

- Trifloxystrobin: su accion bioquimica consiste en impedir la respiracion en las

mitocondrias bloqueando la transferencia electronica en el complejo lll.
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- Tebuconazole: influye sobre el proceso de la biosintesis del ergosterol en los

hongos patdégenos impidiendo la formacion de las paredes celulares.

- Difenoconazol: es un inhibidor de la desmetilacion del esterol, Inhibe la
biosintesis del ergosterol de las membranas celulares, deteniendo el

desarrollo de los patégenos.

- Azufre: fungicida de contacto, protector y erradicante que inhibe la

respiracion; ademas presenta accion acaricida secundaria.

2.10.2 Manejo biolégico

No se tienen reportes sobre el uso de agentes de control biolégico para el manejo
de C. asterum; sin embargo, durante los ultimos afios, el control biolégico de
fitopatdgenos es una de las lineas de investigacion y desarrollo de mayor expansion
en México. En términos generales, se han evaluado diferentes microorganismos
dentro de los cuales destacan los hongos; de los articulos publicados, alrededor del
63 % corresponden a este grupo y el 31 % a bacterias; otros agentes de control
biolégico como levaduras y actinomicetos han sido menos estudiados (Bettiol et al.,
2014).

De manera general, los esfuerzos en investigaciéon y comercializacion se han
centrado en dos géneros de microorganismos, estos son hongos del género
Trichoderma spp. y bacterias del género Bacillus spp. De acuerdo con Bettiol et al.
(2014), del primero, se han evaluado alrededor de 11 especies entre las cuales
destaca T. harzianum Rifai con el mayor numero de reportes; con relacion a Bacillus
spp. se han estudiado seis especies, siendo B. subtilis Ehrenberg la mas conocida.
El autor también hace referencia a otros géneros de hongos y bacterias utilizados
en menor frecuencia, entre los que se encuentran Aspergillus, Penicillium,

Pochonia, Gliocladium, Conyothirium, Pseudomonas, Burkholderia y Serratia.

En lo que respecta al manejo bioldgico de royas, a nivel mundial la roya del café

causada por Hemileia vastatrix Berk. & Broome es considerada la enfermedad mas
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destructiva y de mayor importancia econdmica en dicho cultivo, por lo cual se han
realizado diversas investigaciones para determinar la efectividad de agentes de
control biolégico. En este sentido, Ramirez et al. (2021) evaluaron la efectividad de
biofungicidas elaborados a base de B. subtilis, Trichoderma spp.,
Streptomyces spp., Bovista plumbea Pers. a partir de lo cual reportan disminucién
de la incidencia con la combinacion de los tratamientos Bacit-Sur (B. subtilis)+Nat-
Rx (B. plumbea), Baci-Sur subtilis (B. subtilis)+Blite FreeF-07/Guanobras
(Streptomyces spp.) y Michoderma (T. harzianum)+Blite Free F-07/Guanobras con

una media de disminucion de 17 % respecto al testigo.

Por su parte Gomez et al. (2018), obtuvieron 23 aislamientos de microorganismos
asociados a pustulas H. vastatrix, entre los que se encontraron siete aislamientos
de Lecanicillium spp., cuatro de Calcarisporium sp., cuatro de Sporothrix sp. y ocho
de Simplicillium spp., como resultados reportaron que todos causaron
micoparasitismo en las uredosporas; obteniendo los mayores porcentajes de
micoparasitismo con Simplicillium sp. (89 %) y Lecanicillium sp. (68 %).

En el caso de royas en ornamentales Puccinia horiana Henn., es el agente causal
de la roya del crisantemo, para la cual se han realizado evaluaciones de agentes de
control biolégico como Cladosporium sp. y Trichoderma spp., lo cual ha dado como
resultado la disminucion de la severidad de hasta 84 % con Cladosporium sp.
(Garcia-Velasco et al., 2005), ademéas una disminucion de 80 y 75 % con T.
barbatum Samuels, cepa SS2 y T. asperellum Samuels, Lieckf y Nirenberg, cepa
CUT-B, respectivamente, al realizar tres aplicaciones quincenales de 107 conidios

por planta (Martinez, 2020).
2.11 Generalidades de Trichoderma spp.

Las especies pertenecientes al género Trichoderma estan presentes en todo el
mundo distribuidas en diferentes zonas y habitats. Pueden ser aisladas de distintos
sitios, desde suelos ricos en materia organica hasta materiales en descomposiciéon
como madera o plantas. El potencial de Trichoderma spp. como agente de control

bioldgico fue reconocido en la década de 1930; a partir de ese momento se han
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realizado innumerables estudios centrados en el control de fitopatégenos, lo que ha
conducido a la producciéon comercial de varias cepas, que en la actualidad son
usadas como agentes de control bioldgico en todo el mundo, gracias a sus distintos
mecanismos de accion (Gupta et al., 2014; Bettiol et al., 2014; Howell, 2003).

2.11.1 Clasificacion taxonémica de Trichoderma spp.

De acuerdo con Kirk et al. (2019), el género Trichoderma se ubica en la siguiente

clasificacion taxondmica:

Reino: Fungi
Phylum: Ascomycota
Clase: Sordariomycetes
Orden: Hypocreales
Familia: Hypocreaceae

Género: Trichoderma
2.11.2 Caracteristicas morfolégicas

En su estado vegetativo, el género Trichoderma presenta micelio septado y
ramificado, las células son haploides y su pared esta compuesta por quitina y
glucano. Presenta fialides hialinas en forma de matraz, aunque en algunas especies
pueden ser redondas y en otras ovaladas; en la mayoria de las especies las fialides
terminales tienden a ser alargadas, en cuyo extremo se forman los conidios que
pueden ser de 3 a 5 ym de diametro, el color puede ser de tonalidades verdes y
menos frecuente marrones y grises. También desarrollan clamidosporas que
tienden a ser globosas y pueden estar intercaladas o encontrarse al final de la hifa
(Kubicek y Harman, 2002; Companioni et al., 2019).

2.11.3 Condiciones Optimas de desarrollo

Entre los factores abibticos mas relevantes para el género Trichoderma se
encuentran la temperatura, humedad relativa y pH, los cuales dependen tanto de la

especie como de la cepa. En algunas cepas la temperatura Optima para el
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crecimiento es de 20 °C, aunque de manera general esta varia entre 25 y 30 °C
(Martinez et al., 2013). La temperatura 6ptima para su crecimiento en medio de
cultivo es entre 20-28 °C, aungue crece bien entre 6-32 °C; ademas, se ha reportado
que algunos aislamientos pueden tolerar intervalos de 4 hasta 41°C (Martinez et al.,
2013; Romero et al., 2009).

El desarrollo de Trichoderma spp. se activa con la presencia de humedad. En suelos
la humedad o6ptima es de 60 %,; en porcentajes mayores de saturacion, la
colonizacion y sobrevivencia disminuyen por la baja disponibilidad de oxigeno
(Martinez et al., 2013). Ante condiciones in vitro Romero et al. (2009), mencionan
que el contenido minimo de humedad para su crecimiento es del 92 % y para su

esporulacién entre 93-95 %.

Martinez et al. (2013) reportan que las especies de Trichoderma spp. no son
exigentes con relacion al pH del sustrato, estas pueden crecer en suelos con pH
desde 5.5 a 8.5, aunque los valores Optimos se encuentran entre 5.5-6.5, es decir
en un ambiente ligeramente acido. Otro aspecto importante en el desarrollo de
Trichoderma spp. es la luz y su espectro, sobre todo en la esporulacion y produccion

de metabolitos secundarios.
2.11.4 Mecanismos de accion

Las especies del género Trichoderma presentan diferentes mecanismos de accion
que les permiten el control de fitopatdbgenos. Entre estos se encuentran:
competencia por el sustrato, micoparasitismo, antibiosis, desactivacion de enzimas
del patdgeno, induccion de resistencia sistémica en las plantas, estimulacion de
crecimiento vegetal, entre otros. Es importante mencionar que entre mas
mecanismos de accion manifieste una cepa de Trichoderma spp., mas eficiente y

duradero sera el control sobre el patdégeno (Infante et al., 2009).
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2.11.4.1 Competencia

La competencia por nutrientes se define como la demanda simultanea de los
MisSMOos recursos por dos 0 mas poblaciones microbianas. Este modo de accién es
comun en bacterias y hongos, debido a la relacion superficie/volumen que estos
tienen. Estas caracteristicas les permiten asimilar los nutrientes disponibles y diluir
las soluciones nutritivas con mas rapidez y en mayor cantidad en comparaciéon con

agentes patogenos (Guerrero et al., 2011).

Este antagonismo se ve favorecido por las caracteristicas del agente control
bioldgico, tales como su plasticidad ecoldgica, la velocidad de crecimiento y
desarrollo; asi como por factores externos como el tipo de suelo, pH, temperatura,
humedad, entre otros. La competencia por nutrientes puede ser por nitrégeno,
carbohidratos no estructurales (azucares y polisacaridos como almiddén, celulosa,
quitina, laminarina, y pectinas, entre otros) y microelementos. Trichoderma spp. se
considera un excelente competidor por espacio y recursos nutricionales por su alta
tasa de crecimiento, abundante esporulacion y la amplia gama de sustratos sobre
los que puede crecer. La riqueza de enzimas que posee contribuye a que sea muy
eficiente como saprofito y alin mas como agente de control biolégico (Infante et al.,
2009).

En el caso de patdégenos que causan dafios al cultivo del solidago, como por ejemplo
Sclerotinia spp. se ha demostrado la efectividad antagonica por competencia de
Trichoderma sp. en solitario 0 en consorcio con otros microrganismos como
Aspergillus sp. y B. subtillis, los cuales disminuyen el crecimiento micelial e inhiben

la formacion de esclerocios (Zubieta et al., 2021; Pérez et al., 2015).

Otras cepas que han demostrado su efectividad biol6gica por competencia frente
otros microorganismos patdégenos, son las reportadas por Lépez (2023), que al
realizar pruebas de competencia con la cepa Cut-B de T. asperellum obtuvo una
efectividad del 88.6 % frente a Rosellinia necatrix Berl. ex Prill., 65.85 % de
efectividad frente a V. dahliae y 55.43 % frente a Botrytis cinerea Pers. Por su parte

Alonso (2020), en experimentos de competencia frente a los mismos patdgenos,
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reportdé que cuatro cepas inhibieron el crecimiento micelial de los fitopatégenos
anteriores en un intervalo entre 89 y 43.3 %, entre las que se encuentra la cepa SS2
de T. barbatum, asi como las cepas SS1, TA4 y TFR3 que corresponden a T.

tomentosum Bissett, T. harzianum y T. asperellum, respectivamente.

2.11.4.2 Micoparasitismo

El micoparasitismo es definido como una simbiosis antagonica entre organismos.
Durante el proceso, Trichoderma spp. secreta enzimas que hidrolizan la pared
celular de los hongos que parasita, siendo las mas conocidas las proteasas, las
quitinasas y las glucanasas; ademas provoca la retraccion de la membrana
plasmatica y la desorganizacion del citoplasma e incluso inhibe la germinaciéon de
esporas y la elongacion del tubo germinativo (Hernandez et al., 2019; Infante et al.,
2009).

Trichoderma spp. se considera un agente de control biolégico eficaz debido a su
capacidad antagdnica frente a una amplia gama de hongos fitopatégenos. El
mecanismo empleado por este género para atacar a su presa es complejo, involucra
eventos secuenciales y cooperativos, incluyendo un crecimiento quimiotréfico
positivo hacia su huésped, el contacto directo con la presa fungica y enrollamiento
alrededor de las hifas huésped. Ademas, también se producen cambios
morfologicos en las hifas de Trichoderma spp. al formar estructuras de penetracion
tipo apresorio y la produccion de enzimas hidroliticas que degradan la pared celular,
permitiendo que las hifas del huésped sean penetradas, lo que termina en la muerte

del huésped y consumo de biomasa por el micoparasito (Gupta et al., 2014).

En un estudio realizado por Lépez (2023), se reporté que la cepa Cut-B presentd
micoparasitismo sobre B. cinerea, esto al observar que el antagonista se adhirio al
micelio de B. cinerea; ademas, también registré la penetracion a través de

haustorios y enrollamiento del micelio.
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2.11.4.3 Antibiosis

Los metabolitos secundarios se definen como pequefias moléculas organicas
producidas por un organismo que no son esenciales para su crecimiento, desarrollo
y reproduccion. Sin embargo, bajo condiciones especificas, juegan papeles
importantes en los procesos de sefializacion, desarrollo y en el establecimiento de
interacciones con otros organismos; en este sentido, se ha comprobado que
Trichoderma spp. secreta una gran cantidad de compuestos volatiles y no volatiles
con actividad antifingica los cuales pueden actuar mediante contacto directo con
los agentes patdégenos o inhibir su crecimiento o reproduccion sin establecer
contacto fisico (Companioni et al., 2019; Gupta et al., 2014; Martinez et al., 2013).

Esta comprobado que Trichoderma spp. produce una gran cantidad de compuestos
no polares de bajo peso molecular catalogados como metabolitos secundarios entre
los que se incluyen: pironas, terpenoides, esteroides y policétidos; también
producen sideroforos y un gran numero de peptaibidticos conocidos como

peptaiboles (Gupta et al., 2014).

Alonso (2020), report6 que la cepa SS2 de T. barbatum, mediante la produccion de
metabolitos volétiles inhibié 48.3 % del crecimiento micelial de R. necatrix, 46.8%
de V. dahliae y 58.3% de B. cinerea, mientras que, por metabolitos difusibles inhibié
13.4% del crecimiento micelial de R. necatrix, 52.1 % del crecimiento de V. dahliae;
en cuanto a B. cinerea, el efecto inhibitorio fue de 25.9%. Por otra parte, Lopez
(2023), reporta que en pruebas de metabolitos volatiles y difusibles la cepa Cut-B
de T. asperellum presentd una efectividad de 34.4 % y 2.24 %, respectivamente,
frente a R. necatrix, mientras que frente a V. dahliae la efectividad biol6gica por
metabolitos volatiles fue de 31.6 % y 10.48 % por difusibles, y finalmente frente a B.
cinerea la efectividad bilégica por metabolitos volatiles fue de 55.19 %, mientras que

por metabolitos difusibles fue de 28.27 %.
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2.11.4.4 Induccidén de resistencia sistémica

Los sistemas por los cuales las plantas detectan a microrganismo benéficos y
patdgenos involucran un conjunto de procesos altamente coordinados. A través de
mecanismos celulares se determina o distingue la relacion entre la planta y el
microrganismo, la cual puede ser parasitismo, mutualismo, simbiosis, entre otros.
Cuando las plantas son atacadas por un microorganismo activan una amplia gama
de defensas bioquimicas y moleculares, entre las que destacan la produccion de
especies reactivas de oxigeno (ROS), la muerte celular programada durante la
respuesta hipersensible (HR), la sintesis de metabolitos secundarios con actividad
antimicrobiana (fitoalexinas), el engrosamiento de la pared celular por depdsito de
lignina y la activacion de proteinas relacionadas con la patogénesis. La activacion
de la resistencia sistémica en las plantas no es exclusiva de los patdégenos, también
puede inducirse por otros microrganismos. En diferentes estudios se ha demostrado
en varias plantas la resistencia sistémica inducida (ISR) desencadenada por
rizobacterias y hongos benéficos como Trichoderma spp., lo cual se manifiesta en
su eficacia contra diversos fitopatégenos (Gupta et al., 2014).

Especies del género Trichoderma liberan compuestos relacionados con la induccion
de resistencia sistémica en plantas, entre las que se encuentran proteinas con
actividad enzimatica o de otro tipo. En este sentido, se menciona que algunas de
las proteinas secretadas al parecer pueden inducir solo respuestas locales y
necrosis, mientras que otras activan mecanismos de defensa en plantas como los
productos de los genes de avirulencia. De igual forma se mencionan otra clase de
elicitores de defensa en las plantas, entre los que se incluye oligosacéaridos y
compuestos de bajo peso molecular liberados por la acciébn de enzimas de
Trichodema spp., este tipo de resistencia es mediada por las fitohormonas &cido
jasmonico y etileno. También induce la expresion de genes relacionados con la
patogénesis (PR) cuya respuesta esta mediada por el acido salicilico (SA). Esta
respuesta se conoce como resistencia sistémica adquirida (SAR), que también es
desencadenada por patégenos biotréficos y hemibiotroficos (Gupta et al., 2014;
Martinez et al., 2013).
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El uso de Trichoderma spp. como agente inductor de resistencia sistémica ha sido
estudiada ampliamente ante una gran cantidad de enfermedades, en el caso
especifico de royas se ha demostrado su efectividad, ejemplo de esto es lo
reportado por Cruz et al. (2018), que registraron que el tratamiento con T.
asperellum en plantas de frijol redujo la incidencia y severidad de la roya Uromyces
appendiculatus y al mismo tiempo observaron una disminucion ante la enfermedad
causada por Fusarium solani. Por su parte Enriquez (2020), reporta el incremento
en la produccion de acido jasmonico (JA), por la inoculacion de tres cepas distintas
de Trichoderma spp. tanto en la inoculacion de semillas, como en plantulas
enfermas por la roya del café causada por H. vastatrix, por lo cual Trichoderma spp.
se considera como una alternativa para generar plantulas tolerantes a la roya a bajo
costo, esto debido al aumento en la concentracion de JA (Laredo et al., 2017).

En la basqueda de alternativas para el control de enfermedades fungosas, se
pretende demostrar la efectividad de agentes de control biolégico nativos con el
potencial de inducir resistencia sistémica, en este sentido Stocco, (2014) obtuvo 240
aislamientos de Trichoderma spp. nativos de la region triguera argentina, de los
cuales 37 presentaron antagonismo frente a Mycosphaerella graminicola en trigo,
mismos que mostraron la capacidad de reducir minimo en un 50 % tanto la superficie
necrosada como la cobertura picnidial generada por esta enfermedad. Por su parte,
Martinez (2020) con el uso de cepas nativas, obtuvo como resultado una
disminucién del indice de severidad de la roya del crisantemo causada P. horiana,
al realizar tres aplicaciones de manera independiente en tres momentos: 1) al
momento del trasplante; 2) 15 dias después del trasplante; y 3) 30 dias después del
trasplante a una concentracion de 107 conidios por planta, obteniendo una
disminucién del 80 % con la especie T. barbatum cepa SS2 y 75 % con T.

asperellum cepa Cut-B.
2.11.4.5 Estimulacion de crecimiento vegetal

Recientemente se ha promovido mucho el uso de Trichoderma spp. como promotor

de crecimiento en plantas, este mecanismo se relaciona con la amplia variedad de
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metabolitos que produce; los cuales, ademas de inhibir el crecimiento y accién de
los patégenos, también son capaces de mejorar el crecimiento de las plantas (Vinale
et al., 2012).

Ademas de la produccion de metabolitos, Gupta et al. (2014), mencionan que otros
de los mecanismos relacionados con la estimulacion de crecimiento son la
competencia en la rizosfera y actividad endofitica, solubilizacion de minerales y
absorcion mejorada de nutrientes, incremento en la produccion de clorofila,
atenuante del estrés abidtico y produccion de hormonas vegetales. Martinez et al.
(2013), mencionan que entre los minerales solubilizados por Trichoderma spp. esta
el magnesio, el cual puede ser solubilizado constantemente sin importar la
disponibilidad ni las condiciones del medio como es el pH; este microelemento es
importante para las funciones fisiolégicas de las plantas, como fotosintesis,
metabolismo del nitrégeno, sintesis de los compuestos aroméaticos y, ademas, para
precursores de aminoacidos y hormonas, fenoles y lignina, los cuales forman parte
fundamental en el crecimiento y la resistencia a enfermedades en las plantas. Otros
de los mecanismos para estimular el crecimiento es la produccion de sideréforos,
que favorecen la asimilacion de calcio, fierro, manganeso, zinc y cobre (Altomare,
1999).

El efecto estimulante de crecimiento por parte de Trichoderma spp. se ha probado
en cultivos bajo invernadero de tomate, en los cuales se han evaluado distintas
variables como altura, nimero de hojas, longitud de raiz, peso fresco y seco de
planta y raiz, clorofila en las hojas, asi como variables de rendimiento y calidad de
frutos. En todas estas variables se han encontrado resultados positivos de
estimulacion aplicando de manera individual y en confrontacion con hongos
patdgenos, tanto en cepas nativas, asi como comerciales de Trichoderma spp.
(Rodriguez y Vargas, 2022; Ruiz et al., 2018).

Candelero et al. (2015), reportaron la efectividad de 13 cepas de Trichoderma spp.
y una de T. harzianum en plantulas de Capsicum chinense Jacq.; en las variables

de altura reportan incremento del 125 %, en peso seco 88 %, en longitud de raiz 41
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%, en volumen radical 550 % y en biomasa de raiz 166 %. Por su parte Brenes-
Madriz et al. (2019), reportan que los efectos obtenidos con la aplicacion de T.
asperellum sobre la estimulacién del crecimiento en plantas de chile dulce C. annum
var Nathalie tienen un impacto mayor en la etapa de almacigo promoviendo un
incremento en la biomasa de la raiz y el area foliar. En el caso de ornamentales
pertenecientes a la familia Asteraceae, se ha evaluado la estimulacion de
crecimiento por Trichoderma spp.; en el cultivo de crisantemo, Chavez (2006)
reporta un incremento en el crecimiento de las plantas, asi como en su peso
mediante el uso de dos cepas, una de ellas nativa y otra de un laboratorio de
investigacién, ademas también se reportdé efecto preventivo y protector frente a
hongos fitopatdgenos.

2.12 Generalidades de Bacillus spp.

Las especies del género Bacillus se encuentran ampliamente distribuidas en
diversos habitats que incluyen ecosistemas de agua dulce, marinos, en el suelo y
muchas veces estan asociadas con plantas. En este ultimo caso, se ha demostrado
su potencial como promotoras de crecimiento vegetal a través de la produccién de
antibioticos, enzimas, la solubilizacion de fosfatos y la fijaciobn biologica del
nitrogeno. Ademas, gran diversidad de especies tienen actividad antagonica contra
microorganismos fitopatdgenos de cultivos agricolas, tales como maiz, arroz,

frutales, entre otros (Villarreal et al., 2018; Tejera et al., 2011).

Su ciclo de vida se divide en dos fases: crecimiento vegetativo y esporulacion.
Durante el primer estado, la bacteria crece de forma exponencial mientras se
encuentre en un medio donde las condiciones son favorables; cuando los nutrientes
comienzan a escasear la bacteria produce endosporas, las cuales pueden volver a
su forma vegetativa. Estas endosporas, permiten la sobrevivencia bajo condiciones
extremas de temperatura, desecacion, pH, entre otros (Villarreal et al., 2018; Tejera
et al., 2011).

A traves de diversos estudios se ha demostrado el efecto de Bacillus spp. frente a

gran cantidad de fitopatdgenos, siendo B. subtilis la especie mas estudiada y que
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ha presentado mejores resultados (Méndez et al., 2017; Astorga-Quirds et al.,
2013).

2.12.1 Clasificacién taxonémica de Bacillus subtilis

De acuerdo con Orrell (2019), B. subtilis se ubica en la siguiente clasificacion

taxonémica:

Reino: Bacteria
Filo: Firmicutes
Clase: Bacilli
Orden: Bacillales
Familia: Bacillaceae
Género: Bacillus

Especie: B. subtilis Ehrenberg

2.12.2 Condiciones optimas de desarrollo

El género Bacillus se caracteriza por su crecimiento aerobio y anaerobio facultativo.
Villarreal et al. (2018) mencionan que el pH 6ptimo es neutro y con un amplio
intervalo de temperatura que va desde 30 a 45 °C. Entre los estudios realizados
para determinar las condiciones éptimas de desarrollo de B. subtilis se encuentra el
realizado por Kokab et al. (2003), en el que se encontré que la temperatura 6ptima
para obtener una mayor produccién de a-amilasa es de 35 °C y un pH éptimo de 7.
Por su parte Jiménez et al. (2018) mencionan que para la cepa de B. subtilis BEB-
8 las condiciones Optimas de desarrollo incluyen temperaturas de 15 a 37 °C y de
pH de 5 a 8. Aunado a esto, se reporta que algunas especies pueden llegar a crecer
a temperaturas que van desde los 4 °C hasta 56 °C; ademas, tienen la capacidad

de crecer a pH de 4 (Ridgeway, 2013; Calvo y Zuiiga, 2010).

2.12.3 Caracteristicas morfoldgicas y bioquimicas

Las especies del género Bacillus no son faciles de distinguir debido a que estan

estrechamente relacionadas. Entre las caracteristicas morfolégicas de B. subtilis se
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reporta que sus células miden menos de 1 um de ancho y las esporas son
elipsoidales. En general, la diferenciacion entre especies se basa en caracteristicas
morfoldgicas y pruebas bioquimicas, entre las que se encuentra la tincion de Gram,
produccion de proteinas y de enzimas como amilasas, proteasas y sacarasas;
ademas del andlisis de respuestas que incluyen la induccién de motilidad y
quimiotaxis, la produccion de hidrolasas (proteasa y carbohidrasas) y antibioticos
(Espinoza, 2014; Astorga-Quirds et al., 2013; Fritze, 2004).

Respecto a las caracteristicas de las colonias en medio de cultivo Astorga et al.
(2013) las describen con borde aserrado, centro elevado en forma de anillo con
consistencia cremosa y pegajosa. Por su parte Realpe et al. (2002) lo describen
como colonias de 2 a 4 mm de diametro, beta hemoliticas con hemolisis completa,
con aspecto liso, mucoide o rugoso; bordes ondulados o extendidos en el medio y
ocasionalmente con la apariencia de cultivos mixtos. En adiciébn, Méndez et al.

(2017), reportan la formacion de endosporas en la parte central de las colonias.

2.12.4 Mecanismos de accion

Diversas especies del género Bacillus pertenecen al grupo de bacterias promotoras
de crecimiento vegetal. En este sentido, Tejera et al. (2011) reportan que tal
estimulacién puede ocurrir de forma directa o indirecta. Entre los efectos directos se
encuentran la capacidad de llevar a cabo la fijacion biol6gica del nitrégeno
atmosférico, la solubilizacién de minerales como el fésforo y la produccién de
hormonas reguladoras del crecimiento vegetal. Por su parte, la forma indirecta de
promocioén del crecimiento vegetal esta relacionada con la produccion de sustancias
gue actuan como antagonistas de patdogenos o induciendo resistencia sistémica en
las plantas. De manera particular, los mecanismos de accion de B. subtilis en
plantas son: reguladores del crecimiento vegetal, solubilizacion de fosfato, fijacion
bioldgica del nitrogeno, produccion de antibioticos, produccion de enzimas liticas y

produccion de sideroforos.
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2.12.4.1 Produccion de reguladores de crecimiento

Las bacterias que se encuentran en la rizosfera pueden intervenir en el crecimiento
vegetal mediante la produccion de fitohormonas, como auxinas, giberelinas,
citoquininas, acido abscisico, etileno y jasmonatos; B. subtilis destaca por la
produccién de citoquininas y auxinas. La adicion exdgena de citoquininas por parte
de este microrganismo aumenta el proceso de crecimiento, favoreciendo las
funciones de las citoquininas como son la induccion de la actividad amilasa y

proteasa y la sintesis de auxinas (Bonilla et al., 2021; Anguiano et al., 2019).

La hormona vegetal mas estudiada producida por B. subtilis es el acido 3-
inddlacético (IAA), que es una auxina reportada como inductora del crecimiento
vegetal que facilita la formacion de raices, la division, diferenciacion y elongacion
celular, ademas de la formacion de érganos y dominio apical (Bonilla et al., 2021;
Anguiano et al., 2019). Algunos de los cultivos en los que se ha reportado una
produccion de auxinas y por ende una induccion de crecimiento han sido tomate,
platano, frijol, entre otros. Ademas, se han reportado beneficios en cultivos
ornamentales, tales como especies de los géneros Chrysanthemum, Lilium y
Tagetes (Higuita et al., 2019; Moreno et al., 2018; Cuéllar, 2014; Arriaga et al; 2012,
Cardenas et al., 2005).

2.12.4.2 Solubilizacién de fosfato

El fosforo es fundamental en el crecimiento de las plantas al tener influencia en la
captacion, almacenamiento y transferencia de energia, ademas de formar parte de
macromoléculas como acidos nucleicos y fosfolipidos presentes en la membrana
citoplasmatica (Cuéllar, 2014; Tejera et al., 2011). Sin embargo, su
aprovechamiento es limitado, ya que a pesar de que los suelos contienen fosforo,
la mayoria no esta disponible para las plantas, las cuales solo pueden absorberlo
en sus formas monobasica (H2PO4) y dibasica (HPO4%) (Bonilla et al., 2021).

Diversos géneros bacterianos han sido estudiados por su capacidad de solubilizar

fésforo organico e inorgénico, entre los que se encuentran Azospirillum spp.,
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Azotobacter spp., Bacillus spp., Burkholderia spp., Pseudomonas spp., Rhizobium
spp., entre otros. En particular B. subtilis tiene la capacidad de solubilizar el fésforo
por dos vias: en primer lugar, puede darse por accion de enzimas fosfatasas y
fitasas generadas por la bacteria, las mismas que alcalinizan el suelo; y en segundo
lugar, puede darse por la produccién de acidos organicos, los cuales tienen una
accion directa en la acidificacion del medio, la quelacion, la precipitacion y las
reacciones de oxidacion-reduccion en la rizosfera (Chavez et al., 2021; Bonilla et
al., 2021).

En diversos cultivos de importancia econdmica se han reportado los beneficios de
B. subtilis como café y frijol, en los cuales se presentdé un incremento de la
disponibilidad de fésforo en el suelo (Santos et al., 2020; Cisneros et al., 2017).
Ademas, se ha reportado que se puede lograr la reduccién hasta del 50 % en la
aplicacion de fertilizantes con P, mediante el uso de esta especie y otros

microorganismos sin afectar el rendimiento (Moreno et al., 2018).
2.12.4.3 Fijacion biol6gica de nitrégeno

La fijacidén bioldgica de nitrégeno es aquella en que algunas bacterias convierten el
N2 en moléculas de amonio (NH*4), este proceso es catalizado por la enzima
nitrogenasa; sin embargo, su mecanismo de accién no esta bien definido. Entre las
bacterias y cianobacterias que han sido reportadas por su efectividad como fijadoras
de N2 se encuentran: Rhizobium, Allorhizobium, Azorhizobium, Bradyrhizobium,
Mesorhizobioum,  Sinorhizobium, Azospirillum, Azotobacter, Enterobacter,
Klebsiella, Pseudomonas, Burkholderia y Bacillus (Corrales et al., 2017; Pérez,
2015).

A partir de la capacidad de fijar N2 en algunos cultivos y en ambientes naturales, se
ha estimado que el 60 % del nitrégeno aprovechado por las plantas proviene de la
fijacion biolégica (Tejera et al., 2011). En un estudio realizado por Pérez (2016) se
encontraron 10 cepas con alto crecimiento en el medio NFb (por sus siglas en inglés
Nitrogen free broth) el cual no tiene nitrégeno, lo que sugiere la fijacion de nitrdgeno

por parte de las especies B. pumilus Meyer & Gottheil, B. amyloliquefaciens (ex
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Fukumoto, 1943) y B. subtilis; esta Ultima también ha sido reportada con una mayor
efectividad en combinaciones dobles y triples con Rhizobium sp., y B. megaterium
de Bary en el cultivo de garbanzo, donde contribuyen en la disminucién de los costos
de fertilizantes a base de fosforo y nitrogeno (Elcoka et al., 2007).

2.12.4.4 Produccién de antibiéticos

La produccién de compuestos antimicrobianos es comun entre las bacterias y
hongos, estos compuestos de bajo peso molecular, como son los antibiéticos,
desempefian un papel fundamental en la supresion de enfermedades. Las especies
de Bacillus spp. son conocidas por su capacidad de producir una gran variedad de
antibiéticos, entre estas especies se encuentra B. cereus Frankland & Frankland,
con capacidad de producir zwitermicina A, un antibiotico que suprime el crecimiento
de hongos fitopatbgenos ademas tiene la capacidad de potenciar la accion

insecticida de las toxinas proteicas producidas por B. thuringiensis.

Por su parte, B. subtilis produce distintos antibiéticos como: fenazinas, 2,4-
diacetilfloroglucinol, lipopéptidos ciclicos tales como iturinas, fengicinas y surfactina
(Valenzuela et al., 2020; Villarreal et al., 2018; Tejera et al., 2011). Respecto a la
surfactina, Ragazzo et al. (2011), han comprobado la inhibicion del hongo
Colletotrichum sp. en el cultivo de mango en sinergia con iturina A, otro antibiético
producido por B. subtilis que tiene propiedades antibidticas y moderada actividad

surfactante (Roongsawang et al., 2002).
2.12.4.5 Produccion de enzimas liticas

Actualmente existen diversos estudios cientificos que reportan el papel de B. subtilis
en la produccion de estas enzimas en la actividad antifungica, un claro ejemplo
fueron las observaciones bajo microscopio realizadas por Ashwini y Srividya (2014),
quienes encontraron lisis de las hifas y degradacion de la pared celular de C.
gloeosporioides, ademas de inhibir hasta un100 % el crecimiento de este hongo en

cultivos liquidos duales. Adicionalmente, comprobaron la produccién de quitinasa,
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glucanasa y celulasa, las cuales mostraron sus propiedades antifangicas mediante

la inactivacion por calor (70-100 °C).
2.12.4.6 Produccién de sider6foros

El hierro es esencial para el crecimiento de microorganismos. En la naturaleza se
encuentra fundamentalmente en la forma Fe3* formando parte de sales e hidréxidos
poco solubles, los cuales imposibilitan su uso por algunos seres vivos. Para superar
esta limitacién, muchos microorganismos han desarrollado la capacidad de secretar
compuestos quelantes de hierro, también llamados sideréforos que se unen al hierro
para formar un complejo sideroforo-hierro. Estos compuestos actian de manera
especifica para secuestrar hierro en presencia de otros metales y reducirlo a Fe?*,
gue es una forma mas soluble y aprovechable (Aguado et al., 2012; Tejera et al.,
2011; Fgaier y Eberl, 2011).

Este mecanismo se da mediante el secuestro del hierro al formar un complejo Fe3*—
siderdéforo, a través de un receptor especifico localizado en la membrana bacteriana,
lo cual ocasiona que este metal no se encuentre disponible para otros
microorganismos que carezcan del sistema de asimilacidn especifico para
reconocer dicho complejo; por lo cual, al utilizar todo o la mayoria del hierro
disponible en el suelo, se inhibe el crecimiento de otros microorganismos presentes
en la rizosfera, ya sea patdgenos o incluso benéficos (Aguado et al., 2012). Entre
los estudios realizados para comprobar la efectividad de B. subtilis como productor
de siderdéforos esta el realizado por Anguiano et al. (2019) quienes identificaron tres
cepas de B. subtilis que fueron capaces de producir sideréforos, lo cual se evidencio

por los halos presentes en medio agar cromo azurol sulfanato (CAS).
2.12.4.7 Induccién de resistencia sistémica

Las plantas han evolucionado sus mecanismos de defensa contra patégenos, estos
van desde el desarrollo de barreras fisicas hasta reacciones bioquimicas, que
mediante una alteracion celular producen sustancias toxicas que inhiben o eliminan

la colonizacién por parte de las plantas. Existen dos tipos de resistencia, la

30
Gerardo Alejandro Diaz Franco



Efectividad de Trichoderma spp. y Bacillus subtilis sobre la roya del solidago y en el crecimiento vegetal

resistencia sistémica adquirida (SAR) y la resistencia sistémica inducida (ISR). La
SAR puede ser inducida por agentes bidticos y abibticos asociados al incremento
de la concentracion de acido salicilico y a la produccion de proteinas relacionadas
con patogénesis. La ISR es estimulada por rizobacterias promotoras del crecimiento
y se asocia a la mayor sensibilidad a las fitohomonas etileno y JA sin produccion de
proteinas relacionadas con patogénesis (Villarreal et al., 2018; Pieterse et al., 2014;
Maldonado et al., 2008).

El género Bacillus produce gran diversidad de moléculas elicitoras que inducen
respuesta sistémica en plantas, incluyendo a lipopéptidos, fitohormonas y
compuestos volatiles, las cuales han sido probadas para el control de varias
enfermedades en distintos cultivos (Villareal et al., 2018). Un ejemplo de esto es el
estudio realizado por Maldonado et al. (2008) quienes reportan que plantas de
calabaza (Cucurbita pepo L.) en las que se inoculd B. subtilis tanto en suelo como
en el follaje, tuvieron una concentracion viral de CMV (por sus siglas en inglés
Cucumber Mosaic Virus) significativamente menor, comparadas con el testigo.
También se ha reportado una disminucién de la incidencia y severidad por efecto
de B. subtilis frente a algunas royas como H. vastatrix en el cultivo de café y P.

sorghi Schwerin en maiz (Diaz, 2018; Bttiol y Varzea, 1992).
2.12.4.8 Estimulacion de crecimiento vegetal

La importancia de los microorganismos y su relacién con el ambiente se ha
enfocado en la necesidad de aprovechar la versatilidad benéfica de ciertos agentes
biologicos a la agricultura, un claro ejemplo son las rizobacterias promotoras de
crecimiento de plantas (por sus siglas en inglés PGPR) que, como su nombre lo
indica, son capaces de estimular el crecimiento de plantas a través de los
mecanismos directos e indirectos mencionados anteriormente (Anguiano et al.,
2020; Corrales et al., 2017; Rojas et al., 2013).

Entre los estudios donde se han evaluado las distintas formas de estimulacion de
crecimiento esta el realizado por Delgado et al. (2022) quienes reportan incremento

en numero de hojas y altura en plantas de café por acciéon de B. subtilis; en este
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estudio atribuyen parte de este incremento en el crecimiento a la accion
solubilizadora de nitrégeno por parte de este microorganismo, debido a que el
nitrégeno en la parcela disminuy6 de 0.24 % a 0.21 % en el suelo, contrastando un

aumento de 3.52 % a 3.78 % en el analisis foliar.
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3. JUSTIFICACION

El cultivo de solidago es de importancia en la regién floricola del sur del Estado de
México, donde las condiciones climaticas son favorables para su produccion
durante todo el afio. En los dltimos afios, la productividad del cultivo se ha visto
mermada por las enfermedades causadas por hongos fitopatégenos, entre estos
Coleosporium asterum, agente causal de la roya. La enfermedad se manifiesta
como pustulas anaranjadas que afectan la estética de la planta y reduce
significativamente la productividad. En la actualidad su manejo se basa en el uso de
fungicidas quimicos, los cuales en su mayoria tienen el mismo modo de accion, lo
cual contribuye al desarrollo resistencia, ademas de todas las repercusiones
negativas causadas al ambiente y a la salud de las personas que estan en contacto

con estas moléculas quimicas.

Atendiendo los factores antes mencionados, se plantea estudiar diferentes agentes
de control bioldgico, los cuales representan una alternativa eficiente e inocua, tal es
el caso de Trichoderma spp. y B. subtilis, que han demostrado su efectividad en el

manejo de diversas enfermedades.
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4. HIPOTESIS

Con base en los estudios que demuestran la efectividad de Trichoderma spp. y
Bacillus subtilis como inductores de resistencia y promotores de crecimiento vegetal,
en la presente investigacion estos microorganismos contribuirdn a reducir la
incidencia y severidad de la roya del solidago y ademas estimularan el crecimiento

de plantas de solidago.

5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo General

Determinar la incidencia y severidad de la roya del solidago, asi como la respuesta

en el crecimiento vegetal por efecto de Trichoderma spp. y Bacillus subtilis.

5.2 Objetivos especificos

Determinar la efectividad de Trichoderma spp. y B. subtilis en la reduccién de la

incidencia y severidad de la roya en solidago.

Determinar el efecto de Trichoderma spp. y B. subtilis en la estimulacion de

crecimiento de plantas de solidago.
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6. MATERIALES Y METODOS
6.1 Ubicacion de la investigacion

El presente trabajo de investigacidon se llevé a cabo en el Laboratorio de
Fitopatologia del Centro Universitario UAEM Tenancingo, ubicado en la carretera

Tenancingo-Villa Guerrero Km. 1.5, C. P. 52400, Tenancingo, Estado de México.

6.2. Efecto de Trichoderma spp. y B. subtilis en laincidenciay severidad de la

royay en el crecimiento vegetal
6.2.1. Material vegetal

Se utilizaron esquejes de solidago de 12 cm tomados de plantas en etapa de
desarrollo vegetativo de un cultivo comercial de la localidad de San Juan Tetitlan,
Tenancingo, Estado de México. Estos fueron enraizados colocando enraizador
(Radix 1500®) en la base (alrededor de 1 a 2 cm) y se plantaron en charolas de
plastico en un sustrato musgo de turba (Peat Moss) + perlita grado horticola
(agrolita), en relacién 2:1, previamente esterilizado en una autoclave (Felisa®) a

temperatura de 121 °C durante una hora, dos veces consecutivas.

Una vez que los esquejes enraizaron, fueron trasplantados a vasos de unicel de 8
onzas (236.5 mL) con un sustrato esterilizado de musgo de turba (Peat Moss) +

perlita grado horticola (agrolita) en relacion 2:1.
6.2.2 Cepas nativas de Trichoderma spp.

Se utilizaron las cepas nativas Cut-B y SS2, cuyas especies corresponden a T.
asperellum y T. barbatum, respectivamente. Cabe sefalar que ambas fueron
aisladas por Alonso-Bahena et al. (2018) y han sido objeto de estudio en diversas
investigaciones en el Laboratorio de Fitopatologia del Centro Universitario UAEM

Tenancingo.
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Las cepas se cultivaron en medio de cultivo papa, dextrosa y agar (PDA, marca
Bioxon®), el cual fue preparado de acuerdo con la siguiente metodologia: se
utilizaron 39 g de medio de cultivo y se disolvi6 en 1 L de agua destilada;
posteriormente se esterilizd en autoclave (Felisa®) durante 15 minutos a 121 °C,
con presion de 20 psi. Una vez estéril, bajo condiciones de asepsia fue vaciado a

cajas de Petri de cristal de 9 cm de diametro, previamente esterilizadas (Kimax®).

Una vez solidificado el medio de cultivo, se realizé la siembra de Trichoderma spp.;
para esto se utilizé una aguja de diseccion con la que se realizaron pequefios cortes
circulares al medio de cultivo con crecimiento del hongo y fueron colocados en las
cajas de Petri con el medio PDA. Al finalizar, las cajas se sellaron con plastico auto
adherente y se incubaron bajo condiciones de laboratorio a temperatura de 20 + 2
°C.

La preparacion del inoculo de las cepas nativas se realizé a partir de colonias
crecidas en medio de cultivo PDA de entre 10 a 15 dias de edad, a partir de las
cuales se prepar6 una suspension de conidios de la siguiente manera: en primer
lugar se agregaron 10 mL de agua destilada estéril en la caja de Petri de la
respectiva cepa y con una asa de siembra Drigalsky de acero inoxidable se raspo
suavemente la superficie de la colonia para liberar los conidios; enseguida con una
pipeta seroldgica se recuperd la suspension y se coloco en un vaso de precipitado
de 500 mL, esto teniendo la precaucion de evitar tomar trozos del medio PDA. El
proceso se repitid con otras cajas con crecimiento de Trichoderma spp., hasta
obtener la mayor cantidad de suspension de conidios. La suspension se mantuvo
en una parrilla de agitaciéon (Cimarec®) durante 20 minutos. Posteriormente, con
una camara de Neubauer (Marienfeld®) se determiné la concentracion de conidios

mLL.
6.2.3 Cepa comercial de Trichoderma

Se utiliz6 el producto comercial Trianum-P® de la empresa Koppert®, cuyo
ingrediente activo es T. harzianum T22, el cual fue conservado en refrigeracion

hasta su uso. Bajo condiciones de asepsia, el inoculo se prepard considerando la
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dosis recomendada por el fabricante del producto, para lo cual se mezclaron 6.6 g

de producto en 1000 mL de agua destilada estéril.
6.2.4 Cepa comercial de B. subtilis

Se utilizo el producto comercial Serenade® ASO, formulado con B. subtilis, cepa
QST 7132, el cual fue conservado a temperatura ambiente. El inoculo se preparo
con la dosis recomendada por el fabricante; para esto, bajo condiciones de asepsia

se mezclaron 33 mL de producto en 1000 mL de agua destilada estéril.
6.2.5 Inoculacién de plantas de solidago

Las suspensiones con la fuente de in6culo de los microorganismos se mantuvieron
en una parrilla de agitacion (Cimarec®) durante 10 minutos previos a la inoculacién.
En cada uno de los tratamientos se realizaron cuatro inoculaciones directamente
sobre el sustrato; la primera se realiz6 al momento del trasplante y posteriormente
cada 15 dias de acuerdo con las siguientes dosis: en lo que respecta a las cepas
nativas Cut-B y SS2 se inocularon 1x107 conidios por planta; el producto comercial
Trianum-P® se adicionaron 15 mL por planta. Finalmente, para Serenade® ASO,
se adicionaron 11 mL de la suspensién por planta. El testigo consistié en plantas sin

inocular, a las que se les aplicé 15 mL de agua destilada estéril.
6.2.6 Incorporacion de fuente de in6culo de roya

Quince dias después del trasplante y posterior a la segunda inoculacién de los
antagonistas, en cada uno de los tratamientos se incorporaron de manera
equidistante cinco plantas de solidago con sintomas de roya, las cuales se
infectaron previamente de manera natural; esto bajo la consideracion de que la roya
es un fitoparasito bidtrofo. Con esta técnica se tuvo una fuente permanente de

in6culo para el desarrollo de la infeccion (Martinez, 2020).
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6.2.7 Manejo de las plantas

Las plantas de solidago se incubaron en una camara de crecimiento de plantas
(Thermo Scientific®) en donde se mantuvieron a temperatura de 21 °C = 2 °C,
humedad relativa entre 70 - 90 % y fotoperiodo de 14 horas luz y 10 horas oscuridad,
manteniendo riegos cada tercer dia. A los 10 dias después del trasplante se realizé
una fertilizacion adicionando al sustrato de cada planta 0.5 g de la férmula 15-15-15

de manera granular.
6.2.8 Variables evaluadas

El experimento se dio por terminado 45 dias después de su establecimiento. La
efectividad de las cepas nativas y comerciales como inductoras de resistencia frente
a la roya del solidago se determiné por medio del registro de la incidencia de la
enfermedad y del indice de severidad. La estimulacién de crecimiento vegetal se
determiné considerando la altura de las plantas, el numero de hojas, el diametro de

tallo, el peso fresco y seco del follaje.

Considerando el total de repeticiones por tratamiento, cada variable se evalué6 de la

siguiente manera:

1. Incidencia: al final del experimento se revisaron todas las hojas de las plantas y

se registro el numero de plantas infectadas y no infectadas.

1. indice de severidad: se revisaron 10 hojas por planta, tomadas en forma
ascendente partiendo de la base del tallo. De cada una de estas se determiné la
severidad con el apoyo de una escala diagramética que consistié en siete clases,
donde 0= hoja sanay 6= hoja con severidad de entre 26.1-50% (Anexo 1). Los datos

obtenidos se transformaron a indice de severidad por medio de la férmula:
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Donde:

IS = indice de severidad

XKi = Nivel de dafio en el momento i (0-6)

Nki = Numero de plantas con dafio en el momento i

Nj= NUumero total de plantas evaluadas

2. Altura de las plantas: se determin6 con una regla midiendo a partir de la corona

de la planta hasta el apice.

3. Numero de hojas: se obtuvo contabilizando el total de hojas, considerando

aguellas con tamafio mayor a 2 cm.

4. Diametro de tallo: se determind con un vernier digital (Mitutoyo®), tomando la
medida en la base del tallo.

5. Peso fresco del follaje: para esto se corto6 la parte aérea de la planta a partir de la

corona y se determiné el peso con una balanza analitica (BOECO®).

6. Peso seco del follaje: posterior al registro del peso fresco, las plantas se colocaron
en un horno de secado (Felisa®) a 70 °C. Diariamente se pesaron tres plantas por
tratamiento y en el momento que el peso fue constante se determiné el peso con

una balanza analitica.
6.2.9 Disefio experimental y andlisis estadistico

Se establecio6 un disefio experimental completamente al azar con cinco tratamientos
(T. asperellum cepa Cut-B, T. barbatum cepa SS2, Trianum-P® formulado con T.
harzianum T22, Serenade® ASO formulado a base de B. subtilis cepa QST 7132y
un testigo al que se le aplico agua destilada estéril) y 16 repeticiones, siendo la
unidad experimental una planta. Por separado, los datos de indice de severidad,
altura de las plantas, nimero de hojas, diametro del tallo, peso fresco y seco del
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follaje, fueron sometidos a un andlisis de varianza de una via y comparacion de
medias Tukey (P<0.05).

De manera complementaria, se determind la correlacion entre variables a través del
coeficiente de correlacion Pearson (P<0.05); los datos de las variables
correlacionadas se estandarizaron a traves de la formula:

o Xi—x
Zi =

o

Donde:

Z= Valor estandarizado
X= Valor original

x= Promedio

Desviacion estandar

Q
1l

Posteriormente se realiz6 un analisis de componentes principales (ACP),
considerando los dos componentes principales (CP) que contribuyeron a explicar la
mayor proporcién de la varianza; y a partir de esto se realiz6 un analisis de
conglomerados, a través del método Ward y distancia Euclidea. Todos los analisis
se realizaron haciendo uso el programa InfoStat, version estudiantil (Di Rienzo et
al., 2017).
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7 RESULTADOS

7.1 Sintomas de la enfermedad

Los sintomas de roya se presentaron en el envés de las hojas, inicialmente con la
aparicién de pequefas pustulas de color anaranjado (Figura 3A y C), las cuales
conforme maduraron se manifestaron como machas amarillentas y marrones en el
haz de las hojas (Figura 3B). Conforme el avance de la enfermedad, las pustulas
aumentaron su tamafio y coalescieron; ademas, algunas de las pustulas se tornaron

blanquecinas y con aspecto polvoriento (Figura 3D).

Figura 3. Sintomas y signos de roya en hojas de solidago. A) Pustulas de color

anaranjado en el envés de la hoja; B) manchas amarillas y marrones en el haz de
la hoja; C) urediniosporas observadas bajo microscopio compuesto; D) pustulas
maduras de color blanquecino.

7.2 Incidencia de la enfermedad

Los resultados de la incidencia presentados en el cuadro 3 corresponden al corte

del experimento (dia 30 después de la incorporacion de la fuente de in6culo). Como
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se observa, en todos los tratamientos se registraron plantas enfermas, aunque la
incidencia fue variable. De acuerdo con los registros, la mayor cantidad de plantas
enfermas se presentd en los tratamientos correspondientes a la cepa nativa T.
asperellum Cut-B y SERENADE® ASO, en los cuales el 94 % de las plantas
manifestaron sintomas, siendo este valor mayor que el testigo en el que se presento
una incidencia del 88 %. Las plantas con la menor incidencia fueron las inoculadas
con Trianum-P®, seguido de la cepa nativa T. barbatum SS2, con 56 % y 75 %,
respectivamente (Cuadro 3).

Cuadro 3. Incidencia de la roya en solidago, 30 dias posteriores a la incorporacion
de la fuente de inoculo.

Tratamiento Incidencia (%)
Trianum-P® 56
SS2 75
Testigo 88
Cut-B 94
Serenade® ASO 94

7.3 Severidad de la roya sobre plantas de solidago

De acuerdo con el andlisis estadistico se presentaron diferencias (P<0.05) en la
severidad entre tratamientos. En las plantas inoculadas con Serenade® ASO se
presentd el mayor indice de severidad con un promedio de 0.26. En el caso de las
cepas SS2 y Cut-B el indice de severidad fue de 0.21 y 0.24, lo cual no representa
una diferencia estadistica respecto al resto de los tratamientos, incluido el testigo.
En las plantas inoculadas con Trianum-P® se present6 el menor indice de severidad
con una media de 0.09, lo cual representa una disminucién del 52.6 % respecto al

testigo y de 65.4 % respecto a Serenade® ASO (Figura 4).
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Figura 4. indice de severidad de la roya en plantas de solidago inoculadas con
Trianum-P®, Serenade® ASO, SS2, Cut-B y Testigo. Cifras con diferente literal
indican diferencias estadisticas significativas. Comparaciéon de medias Tukey
(P<0.05).

7.4 Estimulacion de crecimiento

En lo relativo a las variables de estimulacion de crecimiento vegetal, los resultados
del andlisis estadistico muestran que en el caso de altura y niumero de hojas no
hubo diferencias significativas (P<0.05) entre tratamientos; mientras que en las
variables de grosor del tallo, peso fresco y peso seco si las hubo. De manera general
el mejor tratamiento fue Trianum-P® y Serenade® ASO, ya que en estos se

registraron los mayores valores en todas las variables (Cuadro 4).

Por otro lado, los menores valores se obtuvieron en las plantas inoculadas con la
cepa Cut-B, incluso menor que el testigo; dicho efecto se manifesté en todas las
variables, a excepcion del grosor de tallo. Cabe sefialar que en el caso de la cepa

SS2 no presento diferencias estadisticas con el testigo (P<0.05) (Cuadro 4).
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Cuadro 4. Altura, numero de hojas, diametro de tallo (cm), peso fresco (g) y peso

seco (g) en plantas de solidago.

Tratamiento  Altura No. de Grosor de Peso Peso
(cm) hojas tallo (mm) fresco (g) seco (Q9)

Testigo 14.952 24.9442 3.572 2.182 0.46 2

Cut-B 14.154 24502 3.4232 1.85¢2 0.382

SS2 15.444 25.312 3.402 2.232 0.46 2

Serenade® | 16.312  26.252 3.49% 2.28°b 0.46 2
ASO

Trianum-P® 16.782 25.942 3.94° 2.31° 0.48P

Cifras con diferente literal indican diferencias estadisticas significativas.

Comparacion de medias Tukey (P<0.05).
7.4.1. Altura

A pesar de que no se presentaron diferencias estadisticas (P<0.05) entre los cinco
tratamientos de la variable altura de las plantas, se observaron diferencias
numeéricas entre estos. Las plantas inoculadas con la cepa Cut-B y el testigo fueron
los tratamientos en los que se manifesté la menor altura, siendo de 14.15y 14.95
cm, respectivamente; seguidos por el tratamiento con la cepa SS2, cuyas plantas
en promedio midieron 15.44 cm. Por otro lado, las plantas con la mayor altura fueron
las inoculadas con los productos comerciales Trianum-P® y Serenade® ASO, las
cuales en promedio midieron 16.78 cm y 16.31 cm, respectivamente, tratamientos
gue, en contraste con el testigo, presentaron un incremento del 12.2 y 9.1 %,

respectivamente (Cuadro 4; Figura 5).
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Figura 5. Altura de las plantas de solidago inoculadas con: A) testigo; B) cepa Cut-
B; C) Cepa SS2; D) Trianum-P®; Y E) Serenade® ASO.
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B; C) Cepa SS2; D) Trianum-P®; Y E) Serenade® ASO.
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7.4.2. Numero de hojas

En lo que respecta al numero de hojas no hubo diferencias estadisticas entre
tratamientos (P>0.05); no obstante, la diferencia numérica muestra que las plantas
inoculadas con la cepa Cut-B presentaron la menor cantidad de hojas con un
promedio de 24.5. Por el contrario, las plantas que presentaron la mayor cantidad
fueron las inoculadas con Serenade® ASO con 26.25 hojas, seguido de las

inoculadas por Trianum-P® con 25.94 hojas (Cuadro 4; Figura 6).
7.4.3. Grosor del tallo

En lo respectivo al grosor del tallo, el mejor tratamiento correspondié a las plantas
inoculadas con Trianum-P® en el cual se registré que en promedio el tallo de las
plantas midié 3.94 mm, lo que representd un incremento del 10.4 % en contraste
con el testigo; cabe sefialar que se presentaron diferencias estadisticas entre las
plantas inoculadas con este producto comercial y las cepas nativas Cut-B y SS2
(P<0.05). En el caso de los tratamientos en los que se inocularon las cepas nativas
y Serenade® ASO los resultados fueron menores que en el testigo (Cuadro 4).

7.4.4. Peso fresco

Se obtuvieron diferencias estadisticas significativas (P<0.05) en el peso fresco de
las plantas inoculadas con Trianum-P® y con la cepa Cut-B, siendo estos
tratamientos en los que registré el mayor y menor peso fresco con 2.31y 1.85 g,
respectivamente. Por otro lado, no se presentaron diferencias estadisticas entre
Trianum-P® y los demas tratamientos; no obstante, en contraste con el testigo, se
manifesté un aumento del 6 % y en el caso de Serenade® ASO del 4.6 % (Cuadro
4).

7.4.5. Peso seco

En el caso del peso seco se presentd diferencia estadistica significativa (P<0.05)
entre las plantas inoculadas con la cepa Cut-B y Trianum-P®. En las plantas

inoculadas con la cepa Cut-B, en promedio se obtuvo 0.38 g, lo cual representa una
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disminucién de 17.4 % respecto al testigo. Mientras que en las plantas inoculadas
con Trianum-P® se registro un incremento del 4.34 % del peso seco en comparacion
con el testigo. En el caso de los tratamientos inoculados con la cepa SS2,
Serenade® ASO y el testigo coincidieron en los valores, con un promedio de 0.46 g
(Cuadro 4).

7.4.6. Andlisis multivariado

De acuerdo con el analisis, estuvieron correlacionadas las variables de altura,
namero de hojas, peso seco y preso fresco (P<0.01) (Cuadro 6). Con base en el
ACP, los dos primeros CP explicaron el 84 % de la varianza de las variables (CP1=
67.3 %; CP2=16.7 %), (Cuadro 6, Figura 7).

En el dendrograma (Figura 8) se observa que los tratamientos formaron tres grupos:
el primero integrado por el testigo y la cepa de T. barbatum SS2; el segundo se
conformé por las cepas comerciales Trianum-P® y Serenade® ASO; mientras que
la cepa de T. asperellum Cut-B, al no haberse agrupado con ninguno de los demas
tratamientos, se considera un caso atipico. Este analisis permitié visualizar de
manera integral los resultados de las variables por efecto de los microorganismos
evaluados; en este sentido, los tratamientos con los valores mas altos
correspondieron a las cepas comerciales, lo que evidencia su efectividad a las
concentraciones estudiadas; mientras que, bajo las condiciones utilizadas en la
presente investigacion, las cepas SS2 y la Cut-B no manifestaron los resultados

esperados.

Cuadro 5. Coeficientes de correlacion Pearson entre las variables de altura (cm),

namero de hojas, peso seco (g) y peso fresco (g).

Variable 1 Variable 2 Coeficiente de Probabilidad
correlacion
Altura Peso fresco 0.54 <0.0001
Altura Peso seco 0.50 <0.0001
Numero de hojas Peso fresco 0.52 <0.0001
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Peso fresco Peso seco 0.93 <0.0001

Cuadro 6. Correlaciones con las variables originales de altura (cm), nimero de

hojas, peso fresco (g) y peso seco (g).

Variables CP1 CP2
Altura (cm) 0.73 0.20
Numero de hojas 0.69 0.65
Peso fresco (g) 0.94 -0.26
Peso seco (g) 0.90 -0.38

Correlacién cofenética= 0.951
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Figura 7. Andlisis de componentes principales de las variables de altura (cm),

namero de hojas, peso fresco (g) y peso seco (g).

Testigo ‘

552 ‘

Trianurm- P&

Serenade® AS0O

Cut-B

0,00 1,36 2,72 4,08 5,45

Figura 8. Dendrograma de las variables de altura (cm), nUmero de hojas, peso seco
(9) y preso fresco (g) asociadas a los tratamientos testigo, cepa SS2, Trianum-P®,
Serenade® ASO y cepa Cut-B. Método Ward, distancia Euclidea, correlacion
cofenética: 0.89.
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8. DISCUSION

En términos generales los sintomas ocasionados por C. asterum sobre las plantas
del solidado coincidieron con lo reportado por Heather (2020), al presentarse
manchas amarillentas en el haz de las hojas que conforme el paso del tiempo tendio
a necrosarse y en el envés se presentaron pustulas de color anaranjado o amarillo
brillante. La infeccidn fue leve ya que las pustulas fueron pequefias y no llegaron a
cubrir por completo las hojas por lo que no se presentd deformacién, enrollamiento
y defoliacion; no obstante, al final del experimento se observé que algunas pustulas
cambiaron de color anaranjado a blanco (Figura 3), lo cual coincide con lo reportado
por Salazar-Yepes (2021), quien menciona que el uredinio de C. asterum es de color

amarillo en su estado inmaduros y blanquecinos al madurar.

Ferguson en el 2018, reporté que la temperatura éptima para la germinacion de
aeciosporas y urediosporas de C. solidaginis es de aproximadamente 20 °C, siendo
la maxima que tolera de 30-35 °C y una minima por debajo de 6 °C; por lo que al
incubar el experimento a temperatura constante de 21 °C se buscé favorecer el
desarrollo de la enfermedad, debido a que bajo estas condiciones el tiempo minimo
requerido para la formacion de tubos germinativos es de 16 horas, fuera de este

intervalo la formacioén del tuvo germinativo puede ser afectada (Ferguson, 2018).

Por otra parte, durante el periodo de evaluacion la humedad relativa se mantuvo en
un intervalo de 70-90 %, con lo que se pretendid brindar las condiciones éptimas
para favorecer la infeccién. Para esto se tomaron como referencia otras royas como
H. vastatrix agente causal de la roya del café, que se ve favorecida por altos niveles
de humedad relativa provocados por la precipitacion, lo que aumenta la incidencia
y severidad (Parada et al., 2021). En el caso de otras royas como P. horiana la
humedad relativa alrededor del 95 % favorece la germinacion de teliosporas y
basidiosporas; sin embargo, las basidiosporas son muy sensibles a la desecacion y

humedad relativa por debajo del 90 % (Vences-Contreras et al., 2018).

En las plantas inoculadas con la cepa nativa Cut-B no se presentaron resultados

favorables en cuanto a la reduccion de la incidencia y severidad de la roya, ya que
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se presentd un incremento del 6 y 26 %, respectivamente, con respecto al testigo.
En el caso de la cepa SS2, si bien en contraste con el testigo se registré reduccion
de la incidencia del 14.8 %, la severidad fue 10 % mayor (Cuadro 3, Figura 4). Tales
resultados contrastan con los reportes de Martinez (2020), quien realizé un estudio
inoculando dichas cepas en plantas de crisantemo var. Delano, con el objetivo de
evaluar su efecto sobre la incidencia y severidad de la roya blanca, obteniendo
reduccion del 48 % de la incidencia con ambas especies; en cuanto a la severidad,
con la cepa Cut-B obtuvo reduccion del 75 % y con la cepa SS2 el 80 %, respecto

al testigo.

Ante el escenario anterior es recomendable hacer la evaluacién de estas cepas con
distintas dosis a las estudiadas, debido a que la efectividad en cuanto a la induccién
de resistencia por parte de Trichoderma spp. ha sido probada varios cultivos para
el control de distintas enfermedades. Un claro ejemplo son los resultados de Cruz
et al. (2018) quienes observaron que a partir de la inoculacion del producto
comercial SevetriC® formulado a base de T. asperellum en plantas de frijol se redujo
la incidencia en 50 % y la severidad hasta en 98 % de la roya del frijol causada por
Uromyces appendiculatus (Pers.) Steud, cuya infeccion es similar a la causada por
C. asterum en solidago, tanto en los signos que se manifiestan como en las
condiciones requeridas para la infeccibn, ya que la humedad relativa y la
temperatura son similares. Cabe mencionar que en dicho estudio al mismo tiempo
observaron disminucién de la enfermedad causada por Fusarium solani (Mart.)
Sacc., lo que muestra un panorama en que en futuras investigaciones al mismo
tiempo de evaluar la induccion de resistencia a la roya en plantas de solidago, pueda
ser evaluado su efecto frente a otras enfermedades que afectan al cultivo, tales
como Sclerotinia spp.; patdégeno en el que de acuerdo con otros estudios
Trichoderma spp. puede ser efectivo. Un ejemplo son los resultados obtenidos por
Ibarra (2010) que encontro que siete cepas nativas de Trichoderma spp. tuvieron la

capacidad de parasitar y degradar esclerocios de S. sclerotiorum y S. minor.

En el caso del producto comercial Trianum-P®, se obtuvo incidencia de 56 %

(Cuadro 3) al final del experimento, lo que representa una disminucion del 36.4 %
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en contraste con el testigo; por su parte, el indice de severidad con este mismo
tratamiento fue de 0.09, lo cual representa una disminucion del 52.7 % respecto al
testigo. Por lo tanto, es factible evaluar este producto in situ ya que en ciertas
investigaciones se ha comprobado su efectividad frente al algunas enfermedades;
un ejemplo de esto es lo reportado por Vitti et al. (2016) quienes demostraron que
induce resistencia sistémica en plantas de tomate (Solanum lycopersicum var.
cerasiforme cv. Cherry) infectadas por el virus del mosaico del pepino (CMV) al
incrementar los niveles de JA, etileno y &cido salicilico tanto en hojas como en la
raiz. Por su parte Harman et al. (2004), reportaron que a partir de semillas de maiz
tratadas con la cepa T22, las plantas manifestaron reducciéon de sintomas de
antracnosis luego de la inoculacion de las hojas con Colletotrichum graminicola
(Ces.) G.W. Wilson, lo que indica que la colonizacion de las raices induce

resistencia sistémica.

En cuanto a la estimulacion de crecimiento vegetal por parte de las cepas nativas
de Trichoderma spp., no se presentdé un incremento con diferencia estadistica
(P<0.05) en el caso de las plantas inoculadas con las cepas Cut-B y SS2 en ninguna
de las variables (Cuadro 4); en el caso particular de las plantas inoculadas con la
cepa SS2 se obtuvieron incrementos numéricos en cuanto a altura, nimero de hojas
y peso fresco, con valores 3.2 % 1.4 % y 2.2 % respectivamente, en contraste con
el testigo. Sin embargo, estos porcentajes no representan un beneficio significativo;
tales resultados fueron similares a los obtenidos por Martinez (2020) quien observo
gue en plantas de crisantemo Unicamente se present6 incremento en el numero de
hojas con respecto al testigo de 10.3 % y 12.8 %, por efecto de aplicaciones de las

cepas nativas SS2 y Cut-B, respectivamente.

En el caso de las plantas inoculadas con la cepa Cut-B se presentaron resultados
contrarios a lo que se esperaba, ya que en comparacion con el testigo se presentd
una disminucién en todas las variables evaluadas (Cuadro 4), por ejemplo:
diminucion del 6 % en altura, 1.9 % en namero de hojas, 4.1 % en grosor de tallo,
15.2 % en peso fresco y 17.4 % en peso seco; tales resultados son similares a los

reportados por Rares et al. (2014) quienes encontraron una disminucion del nimero
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de hojas y altura al inocular una cepa comercial de Trichoderma sp. en plantas de
crisantemo, debido a que el testigo registré 10.8 % mas hojas y 9.7 % mas altura;
estos resultados se podrian deber a una baja concentracion de conidios durante las
aplicaciones, debido a que en estudios como el realizado por Rodriguez y Vargas
(2022) se aplicaron 20 mL de una suspension de 12 x10° conidios mL™* (es decir
240,000,000,000 conidios por planta) en plantas de tomate, y como resultados
obtuvieron un incremento significativo en las variables de nimero de hojas, longitud
de raiz, altura y biomasa. Ante este escenario, es clara la diferencia adimensional
sobre la concentracion de inoculo utilizado, hipotetizando el motivo de la respuesta
reportada. No obstante, estos datos generan mayores interrogantes que resolver, si
la concentracion del inoculo es el que determina la respuesta de la planta.

En las plantas inoculadas con Trianum-P® se presentaron diferencias estadisticas
(P<0.05) respecto al testigo, en las variables de grosor de tallo con un 10.3 %, en
peso fresco 5.9 % y en peso seco 4.3 %, ademas de un incremento numérico, en la
altura y numero de hojas, en cuanto a altura se tuvo un incremento del 12.24 %, el
namero de hojas fue mayor en un 3.8 %, mientras que en el grosor de tallo el
aumento fue del 10 %. Al analizar estos resultados se observa que la estimulacién
de crecimiento fue minima en contraste con los obtenidos en otros estudios en
plantas de maiz y cereza con la misma cepa comercial; Harman et al. (2004), reporta
gue la cepa T22 generd un incremento en brotes y raices en plantas de maiz, y
aumentd los niveles de proteina y las actividades de beta-1,3 glucanasa,
exoquitinasa y endoquitinasa tanto en raices como en brotes. Por su parte Sofo et
al. (2012), reportan que después de la inoculacion con T22, el acido indol-3-acético
(IAA) en hojas y raices de cereza aumento significativamente en 148 y 122 %, lo

cual en parte explica las bases bioquimicas de la actividad promotora de crecimiento

Al comparar el efecto de las cepas nativas de Trichoderma spp. con el producto
comercial Trianum-P®, tanto en estimulacion de crecimiento, asi como en induccién
de resistencia se obtuvieron mejores resultados con el uso de Trianum-P®. Es
importante destacar que la concentracion de UFC fue diferente, debido a que de

Trianum-P® se aplicaron 4.9 X108 por planta, mientras que de las cepas Cut-B y
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SS2 se aplicaron 1x107 conidios por planta, lo que representa cerca de 50 veces
méas UFC de acuerdo con la concentracion de Trianum-P®, por lo que es
recomendable profundizar en las investigaciones con el uso de estas especies

evaluando una mayor concentracion.

En el caso de Serenade® ASO, los resultados muestran que no hubo un efecto en
la reduccion de la incidencia y severidad, al obtener valores de 94 % y 0.26,
respectivamente al final del experimento, siendo estos los mas altos, incluso
mayores que en el testigo que presentd valores de 88 % de incidencia (Cuadro 3) y
0.19 de severidad (Figura 4). Esto se puede deber a una dosis inadecuada, debido
a que la concentracion aplicada fue 3.3 X10’ UFC mL™, ya que en el caso de
biofungicidas basados en bacterias, se han reportado como efectiva concentracion
de bacterias en el intervalo de 1 - 4 x 108 UFC (Hernandez et al., 2021). En este
sentido Bettiol y Varzea (1992) reportan una completa inhibicion de urediniosporas
de cinco razas H. vastatrix, con el uso de dos cepas nativas de B. subtilis a una
concentracion de 5x107 UFCmL™. En otro estudio realizado por Daivasikamani y
Rajanaika (2009), obtuvieron resultados similares al evaluar a nivel in vitro e in vivo
el efecto de B. subtilis y Pseudomonas fluorescens aisladas de suelos de la rizosfera
del café contra H. vastatrix. Como resultados obtuvieron que in vitro, B. subtilis
inhibié el crecimiento de urediosporas hasta en 68.20 % con una dosis de 1 x 10°
UFC mL™%, mientras que P. fluorescens presenté una reducciéon de 64.50 % con la
misma dosis de prueba. Por otra parte, la combinacion de P. fluorescens y B. subtilis
a 1x108 UFC mL inhibié el crecimiento de urediosporas del patdégeno en un 61.46
%.

En las pruebas in vivo del estudio referenciado en el parrafo anterior, se aplicaron
por aspersion foliar los tratamientos donde B. subtilis registré una reducciéon maxima
de la enfermedad de 42.98 % con una dosis de prueba de 1 x 10° UFC mL, seqguido
del 33.65 % con P. fluorescens a la misma dosis de prueba; ademas, P. fluorescens
y B. subtilis en combinacién a 1 x 108 UFC mL™* redujeron la incidencia de la

enfermedad en un 26.45 % (Daivasikamani y Rajanaika, 2009).
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Estos datos confirman que la concentracion usada de Serenade® ASO fue baja en
comparacion con otras investigaciones. Ademas, al analizar los tratamientos es
evidente la falta de al menos un tratamiento evaluando la aplicacion foliar de B.
subtilis, ya que de esta manera se conoceria el efecto de esta especie a través de
sus distintos mecanismos de accion reportados por su fabricante como: la
produccion de lipopéptidos que se encargan de perforar la membrana celular de los
hongos, produccién de antibidticos naturales, ademas de provocar resistencia
sistémica inducida del cultivo que lo ayuda a defenderse mejor de las enfermedades
y condiciones ambientales adversas, promoviendo su éptimo desarrollo (Bayer,
2022).

Respecto a la estimulacion de crecimiento, al aplicar Serenade® ASO, se observo
un ligero incremento en tres de las cinco variables evaluadas (altura, nUmero de
hojas y peso fresco) (Cuadro 4); sin embargo, no hubo diferencia estadistica
(P<0.05). En cuanto la altura y namero de hojas, el incremento fue de 9.09 %y 5.2
%, respectivamente; tales resultados son bajos al compararlos con otros estudios,
un ejemplo son los obtenidos por Gutiérrez et al. (2022) quienes reportan
incremento de hasta el 20 % en el grosor de tallo en plantas de maiz; y en el peso
fresco total de las plantas un incremento de hasta 72 % al aplicar 1x10” UFC mLty
1x10% UFC mL de dos cepas de B. subtilis bajo investigacion.

En cuanto a la estimulacién de crecimiento vegetal, tanto la dosis como el momento
de aplicacion cobran relevancia, ya que los resultados obtenidos en este
experimento en donde en algunas variables evaluadas se vieron favorecidas,
mientras que otras se vieron disminuidas, también han sido reportadas por otros
autores; en este sentido, Anguiano et al. (2019) obtuvieron un incremento en el
largo del tallo en un 45 %, 33 % y 17 %, con tres diferentes cepas de B. subtilis en
plantulas de S. lycopersicum; sin embargo, en otras variables evaluadas como largo
de raiz, peso fresco, peso seco y porcentaje de humedad no presentaron un
incremento; por lo que concluyeron que las concentraciones de los metabolitos
promotores de crecimiento, asi como su interaccion con otros metabolitos (con

efecto antagonico o sinérgico) influyen en el crecimiento de las plantas. Ademas,

56
Gerardo Alejandro Diaz Franco



Efectividad de Trichoderma spp. y Bacillus subtilis sobre la roya del solidago y en el crecimiento vegetal

los autores mencionan que bacterias que producen las concentraciones correctas
de metabolitos promueven el crecimiento, mientras que las que producen
metabolitos en cantidades deficientes o excesivas inhiben el crecimiento de plantas.
Por su parte, Cuéllar (2014) al aplicar B. subtilis cepa EA-CB0575 en plantas de
platano, reportd incremento en las variables de longitud aérea del 31 %, didmetro
del pseudotallo en 17 %, numero de hojas en 38 %, peso seco aéreo en 85 % y
peso seco total en 59 % durante el desarrollo vegetativo; sin embargo, también
reporté que las plantas inoculadas en la etapa reproductiva, no presentaron
diferencias significativas (P>0.05) entre los tratamientos, por lo que al seleccionar
una cepa se debe definir el parAmetro y etapa en la que se quiere promover el

crecimiento.
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9. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos, bajo las condiciones y cantidad de conidios inoculados
por planta (1x107) de las cepas nativas de Trichoderma spp. SS2 y Cut-B, sobre la
roya del solidago, mostraron una efectividad biolégica menor a la obtenida por los

productos comerciales utilizados como comparativos.

El producto comercial Trianum-P® formulado a base de T. harzianum T22 fue el
mas efectivo para la reduccion de la incidencia y severidad, en contraste con el

testigo y los demas tratamientos.

En cuanto a la estimulacion de crecimiento vegetal, se obtuvo mayor grosor de tallo,
peso fresco y peso seco en las plantas que recibieron el tratamiento del producto
comercial Trianum-P®, apenas igualado en la variable de peso seco en el

tratamiento con Serenade® ASO.
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10. RECOMENDACIONES

Para trabajos posteriores y siguiendo la linea de investigacion se recomienda
aumentar el numero de inoculaciones de los tratamientos, con la finalidad de

determinar si tienen efecto positivo en el crecimiento de plantas de solidago.

Realizar aplicaciones de las cepas nativas de Trichoderma spp. Cut-B y SS2,
Serenade® ASO (B. subtilis QST 7132) y Trianum-P® (T. harzianum T22) en el
follaje de plantas de solidago, para determinar su efecto sobre la incidencia y

severidad de la roya del solidago.

Incrementar la concentracion de conidios por planta y/o volumen de la suspension
de las cepas nativas de Trichoderma spp. SS2 y Cut-B para valorar su efecto sobre

la incidencia y severidad de la roya del solidago.

Utilizar un disefio experimental en el cual se incluyan tratamientos con aplicaciones

al suelo y al follaje combinando cepas de Trichoderma spp. y B. subtilis.
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12 ANEXO. DISENO DE UNA ESCALA DIAGRAMATICA DE SEVERIDAD

Ante la falta de una escala de severidad para la cuantificacion de la roya del
solidago, se disefid una escala diagramatica. Para esto, a partir de un cultivo de
solidago ubicado en San Juan Tetitlan, Tenancingo, Estado de Meéxico, se
colectaron hojas con sintomas tipicos de la roya, de las cuales se tomaron
fotografias y enseguida se determind el porcentaje de severidad a través del

programa Image J (version 1.43).

Con base en los datos anteriores se generd una escala diagramética conformada
por siete clases en las que se representaron diferentes niveles de dafio provocados
por la roya. Como puede observarse en la siguiente figura, la clase 0 correspondi6
a hoja sana y la clase 6 a hoja con severidad entre 26.1-50%. Cabe sefalar que
hojas con dafio mayor a esta Ultima clase no permitieron distinguir y separar los
colores de las areas sanas de las enfermas, ya que posterior a este nivel se da la
coalescencia de las pustulas, seguido de la necrosis de la hoja y la posterior

defoliacion.
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Escala diagramatica para cuantificar la severidad de la roya del solidago, integrada
por siete clases: A) Clase 0: hoja sana, de color verde intenso. B) Clase 1 hoja con
lesiones primarias de color anaranjado, con severidad entre 0. 0.01-1 %. C) Clase
2: hoja con pustulas de color anaranjado, con severidad entrel.1-3 %. D) Clase 3:
hojas con pustulas que presentan coalescencia y severidad entre 3.1-6 %, ademas
de la aparicién de primeras pustulas maduras de color blanquecino. E) Clase 4: Hoja
con abundantes pustulas con severidad de 6.1-12 %. F) Clase 5: Hoja con severidad
entre 12.1-26 %. G) Clase 6: Hoja con severidad entre 26.1-50%, y pustulas con

halos cloréticos.
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