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RESUMEN

En la década de los 60°s la enfermedad conocida como Marchitez por Fusarium Raza 1 (Foc
R1) y Raza 2 (Foc R2) amenaz6 plantaciones de Musa spp. Actualmente el riesgo de
introduccion de Foc R4T, afectaria su produccién y exportacion. Ante la eventual introduccion
de Foc R4T, se propone un manejo integrado para mejorar la salud del suelo. En este estudio
se obtuvieron 240 aislados nativos identificados como Trichoderma spp. de cinco areas de
produccién de musaceas en México. Las evaluaciones in vitro presentaron un antagonismo de
69-70% del porcentaje de inhibicion del crecimiento contra Foc R1, mientras que para la Raza
2 del 61-63%, contra aislados nativos.

Palabras clave: Manejo integrado, bioprospeccion, Marchitez por Fusarium, control
bioldgico, Fitosanidad.

ABSTRACT

In the 1960s, Musa spp. plantations were threatened by Fusarium wilt Race 1 (Foc R1) and
Race 2 (Foc R2). Currently, the introduction of Foc R4T poses a risk to both production and
exports. Therefore, integrated management is proposed to improve soil health in preparation
for eventual arrival of Foc R4T. This study obtained 240 native isolates of Trichoderma spp.
from five Musaceae production areas in Mexico. The in vitro analysis revealed 69-70%
antagonism in the growth inhibition percentage against Foc R1, and 61-63% antagonism
against Race 2, when tested against native isolates.

Keywords: Integrated Management, bioprospection, Fusarium wilt, biological control,
phytosanitary.
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INTRODUCCION

La Marchitez por Fusarium, provocada por Fusarium oxysporum f. sp. cubense
es una de las enfermedades mas devastadoras que supone una grave amenaza para la
industria bananera mundial. Existen tres razas de este patdgeno que afectan platanos y
bananos, la Raza 1 (Foc R1), Raza 2 (Foc R2) y la Raza 4 tropical (Foc 4T). Con esto,
la presencia de este patogeno en dos paises de América (Colombiay Peru), incrementa
el riesgo de su introduccion a México (Florencio-Anastasio et al., 2022). Sin medidas
de control eficaces disponibles hasta la fecha, se ha explorado el control bioldgico para
restringir la propagacion e implementar acciones preventivas contra el fitopatégeno
(Damodaran et al., 2020). El género Trichoderma es un hongo con gran potencial
antagonista debido a su rapido crecimiento, su capacidad para colonizar diversos
sustratos y su resistencia a productos quimicos nocivos. Este hongo antagonista es parte
de los componentes predominantes del microbioma del suelo en diversos ecosistemas,
como campos agricolas, praderas, bosques, pantanos y desiertos (Kamala et al., 2015).
Varias especies de Trichoderma son importantes agentes de control bioldgico de
fitopatdgenos fungicos y actiian como estimuladores de la salud de las plantas. A partir
de este punto, y a manera de responder ante cualquier situacion de emergencia
fitosanitaria, es necesario realizar actividades de exploracion y seleccion de aislados de
hongos nativos de Trichoderma spp. con potencial para inhibir el crecimiento del
modelo fitopatogénico Foc R1/Foc R2 en areas productoras de platanos y bananos del
pais.

MATERIALES Y METODOS

Area de estudio
Para la obtencidn de aislados nativos de Trichoderma spp. se colectaron muestras

de suelo asociadas a la rizosfera de platanos y bananos en el estado de Colima (Cuadro
1). Adicionalmente, como parte las actividades de Vigilancia Epidemiolégica
Fitosanitaria (VEF) para la deteccion oportuna de Foc R4T, que implementa la Servicio
Nacional de Sanidad, Inocuidad y Calidad Agroalimentaria a través de los Comités
Estatales de Sanidad Vegetal, se solicito el apoyo de los técnicos del Programa de VEF
y de la campafia contra Moko del Platano de los estados de Veracruz, Chiapas, Tabasco
y Michoacan para la colecta de muestras compuestas de suelo, con el propésito de
incrementar los sitios de muestreo representativos de areas bananeras en México
(Cuadro 1) y obtener aislamientos que esten adaptados tanto al cultivo como a las
condiciones climaticas y/edéaficas donde se cultiva platano y banano en nuestro pais.
Las exploraciones y los muestreos se realizaron en predios de platanos y bananos, en
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donde no se tenia evidencia de aplicacion de productos comerciales a base de
microorganismos, sin explotacion excesiva del suelo y evitando sectores de camino de
personal o animales. Una muestra compuesta se conformé de por lo menos 20 puntos
al azar dentro de la unidad productora.

Cuadro 1. Sitios de muestreo para la obtencion de aislados nativos de Trichoderma spp.

Cantidad de
Procedencia Municipio muestra Variedad muestreada
, 3 Enano gigante, Dominico y
Colima Tecoman Platano Macho
Armeria 2 Enano gigante, platano pera
Coahuayana 2 Enano gigante
Michoacan Apatzingén 2 Enano gigante
Paracuaro 2 Enano gigante
Tapachula 1 Enano gigante
Las Margaritas 1 Platano criollo
Copainala 1 Platano Macho
Suchiate 1 Enano gigante
Chiapas Mazatan 1 Enano gigante
La Independencia 1 Platano criollo
Ostuacén 1 Platano criollo
Pichucalco 1 Enano gigante
Alamo Temapache 1 Platano Macho
Atzalan 1 Dominico
Papantla 1 Platano Macho
Veracruz .
Tlapacoyan 1 Dominico
Nautla 1 Platano macho
San Rafael 1 Enano gigante
Cunduacén 1 Enano gigante
Centro 1 Enano gigante
Huimanguillo 1 Enano gigante
Tabasco Jalapa 1 Francés
Tacotalpa 1 Enano gigante
Cardenas 1 Enano gigante
Teapa 1 Enano gigante
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Proceso de aislamiento de hongos antagonistas

El aislamiento de los hongos antagonistas, especialmente del género
Trichoderma spp., se realiz6 por el método de dilucion en placa utilizando el medio de
cultivo Rosa de Bengala (Souza-Motta et al., 2003). Para cada muestra compuesta de
suelo, se pesaron 25 gy se resuspendieron en 225 mL de agua destilada estéril (dilucion
de 1:10). Posteriormente, se adicion6 1 mL de la suspension en 99 mL de agua destilada
estéril, manteniendo todas las muestras en agitacion (~550 rpm). En la base de las
placas de Petri se inoculd 1 mL de la suspension de suelo 1:100 y enseguida se vacio
15 mL del medio Rosa de Bengala (DIFCO ™) a una temperatura de 45 +2 °C. Las
placas de Petri fueron homogenizadas manualmente con movimientos rotacion suaves
y se incubaron 27 + 2 °C por 5-7 dias, hasta la aparicion de colonias de Trichoderma.
Se realiz6 10 réplicas en medio Rosa de Bengala por cada muestra de suelo destinada
al aislamiento de hongos antagonistas. Las claves taxondmicas utilizadas para la
identificacion de Trichoderma spp. fueron las descritas por Gams y Bissett (2002).

Modelo Fitopatogénico: Foc R1y Foc R2

Los hongos fitopatdgenos fueron donados por el Centro Nacional de Referencia
Fitosanitaria del Servicio Nacional de Sanidad, Inocuidad y Calidad Agroalimentaria
(SENASICA). Ambos aislados correspondientes a Foc R1y Foc R2 fueron reactivados
en Agar de Dextrosa de Patata (PDA) y cultivados durante 7 dias a 27°C, para lograr
la esporulacion del micelio. Ambas cepas, fueron analizadas para su identificacion
molecular utilizando la region ITS.

Antagonismo In vitro

El efecto antagonico de los aislados nativos de Trichoderma spp. sobre Foc R1y
Foc R2 se determino utilizando el método de cultivos duales. En un extremo de la placa
de Petri se sembro un disco de 9 mm del medio de cultivo PDA que contenia el micelio
del aislado nativo de Trichodermay, en el extremo opuesto, un disco de Foc R1 o Foc
R2, manteniendo una distancia de 4-4.5 cm entre cada disco confrontado en una placa
de Petri de 9 cm de didametro. Se utilizaron como controles los discos de Foc R1y Foc
R2, sin confrontar. Los aislados confrontados y sus controles, fueron incubados a 27
°C durante 7 dias, o hasta que el micelio del tratamiento control llenara por completo
la placa de Petri. En todos los ensayos se utilizaron cuatro réplicas por tratamiento y
los experimentos fueron repetidos independientemente dos veces, bajo un disefio
completamente al azar. Se calculd el porcentaje de inhibicion del crecimiento de
micelio (PICM) de Foc R1y Foc R2, utilizando la siguiente formula desarrollada por
Matarese et al. (2012):
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_[[R-Ry]
PICM (%)= [—=——| x 100
R
Donde R: = Crecimiento radial del fitopatégeno sin confrontar (control); R> =
Crecimiento radial del fitopatdgeno en confrontacién con el antagonista.

Los datos obtenidos del ensayo de confrontacién in vitro se analizaron
estadisticamente mediante analisis de varianza (ANOVA) y prueba de separacion de
medias con Tukey con p < 0.05 con el paquete estadistico SPSS Statistics (IBM Corp,
2013). Asi mismo, se utilizé la escala de antagonismo propuesta por Bell et al., (1982),
con el fin de determinar el grado de actividad antagonica in vitro de Trichoderma spp.
contra la Raza 1 y Raza 2 de Foc (Cuadro 2).

RESULTADOS Y DISCUSION

De manera sistematica, se obtuvieron un total de 240 aislados nativos de
Trichoderma spp., distribuidos entre los cinco principales estados productores de
platanos y bananos (Figura 1). EI mayor nimero de aislados de Trichoderma fueron
obtenido del estado de Tabasco, seguido de Chiapas y Veracruz. Con frecuencia la
biodiversidad en las comunidades microbianas esta relacionada con la productividad y
la estabilidad de los ecosistemas (Wang et al., 2023). Por lo tanto, debido a la
importancia ecoldgica de Trichoderma spp. y a su aplicacién como agente de control
bioldgico en el campo, en este estudio se pretende conocer su biodiversidad en las
principales areas productoras de platano, a fin de ser utilizadas como tecnologia
preventiva contra las razas fitopatdgenicas de Foc que estan presentes y ausentes en
México.

Todos los aislados nativos del antagonista Trichoderma fueron identificados a
nivel de género por sus caracteristicas morfologicas (Figura 2), y se encuentran en
proceso de identificacion molecular. Por otro lado, las cepas de Foc R1 y Foc R2, a
pesar de no distinguirse morfolégicamente, se observo la presencia de microconidios
unicelulares, ovoides, con una y dos celulas en cadenas simples o cortas, y
macroconidios hialinos y multiseptados. Estos resultados fueron confirmados por
analisis de laregion ITS con 100% de identidad con Fusarium oxysporum f. sp. cubense
del GenBank.
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Figura 1. Namero total de aislados nativos de Trichoderma obtenidos de cinco Estados productores de

platanos y bananos.

Figura 2. Trichoderma nativas de la rizésfera de platanos y bananos. A. Aislamiento proveniente de
Colima; B. Aislado CHE-CNRCB 1119 de Colima; C. Aislamiento CHE-CNRCB 1117 de Colima; D.
Aislamiento proveniente de Michoacén; E. Aislamiento 24B. 1 de Michoacén; F. Aislamiento 24B. 2

de Michoacan.
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Las cepas nativas de Trichoderma spp. obtenidas en el estado de Colima, CHE-CNRCB
1116, 1117, 1119 y 1120 mostraron inhibicion significativa frente al crecimiento de Foc R1
entre un 69-70 % (p <0.05) cuando fue comparado con su control, sin confrontar. Por otro
lado, la accion antagodnica ejercida por las cepas nativas CHE-CNRCB 1115y 1120 contra Foc
R2 fue de 61.3 y 62.5 % (p <0.05), respectivamente (Figura 3). Los ensayos de antagonismo
in vitro para los aislado que provienen de Tabasco, Michoacan, Veracruz y Chiapas, se
encuentran bajo analisis estadistico.

Figura 3. Efecto antagonico de aislados nativos de Trichoderma spp. sobre la inhibicion del micelio
de Foc R1y Foc R2. De lado izquierdo de la placa de Petri se observa al fitopatégeno (Foc R1 o Foc
R2) y de lado derecho, se observa al hongo antagonista evaluado. A. Confrontacion de CHE-CNRCB
1116 x Foc R1; B: CHE-CNRCB 1117 x Foc R1; C: CHE-CNRCB 1119 x Foc R1; D: CHE-CNRCB
1115 x Foc R2; E: CHE-CNRCB 1119 x Foc R2; F: CHE-CNRCB 1120 x Foc R2.

Perspectivas

Aislar, identificar y caracterizar mayor cantidad de microorganismos antagonistas
nativos, especialmente el antagonista Trichoderma spp., de las principales variedades
comerciales de muséceas. Seleccionar in vitro e in vivo los aislados nativos con potencial
antagonismo contra Fusarium oxysporum f. sp. cubense. Desarrollar un protocolo de
produccién masiva de Trichoderma en diferentes sustratos, que permitan generar tecnologia
aplicada al campo agricola mexicano.
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CONCLUSIONES

Los resultados de este estudio mostraron que los aislados nativos del género
Trichoderma spp. inhibieron en diferente grado, el crecimiento micelial de Fusarium
oxysporum f. sp. cubense Raza 1 y Raza 2. Por tanto, esta capacidad antagonica podria
contribuir a desarrollar un esquema de manejo integrado del cultivo, basado
principalmente en mejorar la salud de suelo a través del uso de aislados endémicos,
tanto de las razas fitopatdgenicas de Foc presentes en México, como de Foc R4T,
ausente en nuestro pais.
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