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GLOSARIO

Virulencia: Grado de patogenicidad determinada por el microorganismo en un

huésped susceptible.

Severidad: Medicion de dafios causadas por alguna enfermedad ocasionada por

microorganismo.

Hidroponia: Técnica de produccion cuando el suelo no es apto para los cultivos o
hay una escasez donde se suministra la nutricion por medio de soluciones nutritivas

y se establece en un sustrato inerte.

Sustrato: Material solido distinto del suelo, inerte, dandole capacidad a las plantas

de establecerse y desarrollar su sistema radicular.

Hospedero. Organismo al cual se le aloja algun parasito o patégeno.
Nitrégeno: Elemento principal en la nutricion de los cultivos suministrado en dos

formas ionicas. Elemento esencial para el crecimiento de las plantas.
pH: potencial de Hidrogeno.

Fialides: Se presenta en ciertos hongos, proyectandose desde el micelio siendo

una célula conidiogena que produce conidios blasticos de forma basipeta.
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RESUMEN

El arandano es originario de América del Norte, perteneciente al género Vaccinium
destacando V. corymbosum L. Sinaloa es uno de los estados lideres en la
produccion de arandano. Se establece en condiciones de hidroponia con sustratos
inertes en macetas, con riego localizado y soluciones nutritivas para darle los
requerimientos nutricionales adecuados a la planta. Es un cultivo susceptible a
enfermedades fungosas que alteran el desarrollo de la planta, acortando su vida
productiva, y afectando su produccion. Esta situacion conduce a realizar el presente
trabajo de investigacion que tiene como objetivo conocer la interaccion de diferentes
relaciones de nitratos y amonio con especies de Trichoderma spp. y Bacillus spp.
nativas de Sinaloa aplicadas de manera preventiva para el control de la enfermedad
causada por Alternaria spp. en el cultivo de arandano (Vaccinium corymbosum L.)
en condiciones de laboratorio e invernadero. Los resultados mostraron que la cepa
de Trichoderma harzianum TO destaco por su capacidad antagonista in vitro contra
el patégeno Alternaria alternata y su capacidad de sintetizar AIA (25 uyg-mL™?). La
cepa de Bacillus cereus B18 presento mayor halo de inhibicibn como antagonista in
vitro contra el patégeno Alternaria alternata. y sintetizar AIA (15 pg-mL?). En el
experimento de nutricion en plantas se evaluaron diferentes relaciones de nitratos y
amonio, seleccionandose el tratamiento de 0:100 NOz/NH4*. En la evaluacién de
parametros fisioldgicos, el tratamiento combinado de B. cereus y T. harzianum y
fertilizacion nitrogenada en forma de NHs* contra A. alternata incremento
significativamente la altura de la planta (75.75 cm), peso seco de biomasa (17.5 g),
respecto al tratamiento de nutricion en forma de NOsz sin microorganismos se
obtuvo en peso seco (5.48 g). El uso combinado de T. harzianum y B. cereus
potencian el efecto antagonista contra el patdgeno obteniendo un control de 100%

de la enfermedad.
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ABSTRACT

The blueberry is native to North America, belonging to the Vaccinium genus,
highlighting V. corymbosum L. Sinaloa is one of the leader states in blueberry
production. Its production is under hydroponic conditions with inert substrates in
pots, with localized irrigation and nutritive solutions to give the plant the adequate
nutritional requirements. The blueberry is a crop susceptible to fungal diseases that
will alter its development, shorten its productive life, and affect the plant and its
production. This situation leads to carry out the present research work whose
objective is to know the interaction of different relations of nitrates and ammonium
with species of Trichoderma spp. and Bacillus spp. natives of Sinaloa applied
preventively to control the disease caused by Alternaria spp. in blueberry (Vaccinium
corymbosum L.) cultivation under laboratory and greenhouse conditions. The results
showed that the Trichoderma strain (T0) stood out for its in vitro antagonistic capacity
against the pathogenic Alternaria spp. and its ability to synthesize AIA (25 ug-mL-1).
The strain of Bacillus spp. B18 has a greater inhibition zone as an in vitro antagonist
against the pathogenic Alternaria spp. and synthesize AIA (15 ug-mL-1). In the
evaluation of physiological parameters, the combined treatment of B. cereus and T.
harzianum and nitrogen fertilization in the form of NH4* against A. alternata
significantly increased plant height (75.75 cm), biomass dry weight (17.5 g),
regarding the nutrition treatment in the form of NO3- without microorganisms, it was
obtained in dry weight (5.48 g). The combined use of T. harzianum and B. cereus
enhance the antagonistic effect against the pathogen, obtaining 100% control of the

disease.
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1. INTRODUCCION

El cultivo de arandano en la actualidad ha adquirido una gran importancia por
su valor nutricional y demanda de produccion a nivel mundial. El arandano, es un
fruto de un arbusto perenne, nativo del hemisferio norte, perteneciente a la familia
Ericaceas y al género Vaccinium (Retamales y Hancock, 2011). México es uno de
los principales paises productores y exportadores a nivel mundial, a nivel nacional,
destacan los estados Jalisco, Michoacan y Sinaloa, en el afio 2021 se logré un
maximo histérico de 50 mil toneladas exportadas ocupando el sexto lugar a nivel
mundial, exportando principalmente la fruta al pais de Estados Unidos (SIAP, 2021).

Se han reportado enfermedades causadas por fitopatégenos en México
causantes de dafios en el cultivo, alterando su desarrollo, acortando su vida
productiva en planta y afectando la calidad y cantidad de fruta en produccion.
Mondragén et al., (2012) reportaron hongos que afectan a la parte aérea de la planta
de ardndano en la region de Michoacan, destacando el fitopatégeno Alternaria spp.
presente en la sintomatologia de pudricibn de fruto, manchas foliares y

atizonamiento de tallo.

El control de dicho patégeno actualmente se lleva a cabo por el control
guimico, teniendo impactos negativos al ambiente. El uso de microorganismos se
ha considerado como alternativa para el control de plagas y enfermedades
causadas por fitopatdégenos utilizando como preventivos. El control biologico es
reconocido por ser un mejor método para optimizar las actividades de las especies
benéficas y conseguir una reduccion de dafios de ciertas plagas y enfermedades;
ya que se utilizan hongos y bacterias que presentan efectos antagonicos contra

otros microorganismos (Carfiedo et al., 2011).

Los hongos del género Trichoderma son utilizados por su actividad
antagonica para el control de fitopatdgenos. (Verma et al., 2007, Woo et al., 2006).
Las bacterias del genero Bacillus, cuentan con una alta actividad antagonista en als
gue destacan los mecanismos de competencia por espacio y nutrientes y
produccion de compuestos antibidticos inhibidores (Cawoy et al., 2011). Ambos

microorganismos en conjunto y por separado han sido reportados como capaces de

1



controlar el patdbgeno Alternaria alternata en el cultivo de tomate hasta un 80% in
vitro y en planta, ademas de inducir resistencia sistematica a las plantas mediante
la induccion de hormonas de crecimiento y enzimas de defensa contra agentes

fitopatdogenos (Ramirez, 2018).

Ademas del uso de microorganismos, la nutricion del cultivo mediante
soluciones nutritivas que permitan plantas vigorosas y hacer que esta exprese su
maximo potencial productivo, hace menos susceptibles al atague de enfermedades.
La cantidad y forma de nitrdgeno utilizada en la nutricion puede favorecer o no a la
presencia de las mismas. La mayor superficie establecida en el mundo y en México
de este cultivo es en suelo, sin embargo, en Sinaloa se produce arandanos
principalmente en condiciones de hidroponia con sustratos inertes en macetas, con

riego localizado (Retamales, 2011).

Con base a lo anterior, y a la falta de informacién en el cultivo de arandano y
sus enfermedades que afectan al fruto y a la planta, se realizara el presente trabajo
de investigacion que tiene como objetivo generar conocer el efecto de la fertilizacién
nitrogenada y cepas nativas de Trichoderma y Bacillus para el control de Alternaria

spp. en arandano en condiciones de invernadero.



2. ANTECEDENTES
2.1 Generalidades del arandano
2.1.1 Origen del ardndano

El arandano se encuentra ubicado en un grupo de especies ampliamente
distribuidas por el Hemisferio norte, V. corymbosum L. originario de la costa este de
América del Norte. Es una de las especies con mayor superficie cultivada en el
mundo por presentar calidad en el fruto. Las plantas del cultivo pueden llegar a

alcanzar una altura de 2,5 m (Garcia Rubio et al., 2007).

2.1.2 Descripcién taxonGmica

El arandano es clasificado taxondmicamente de acuerdo con Retamales y

Hancock, (2011) de la siguiente manera:
Reino: Vegetal

Clase: Dicotiledonea

Orden: Ericales

Familia: Ericaceas

Género: Vaccinium

Especie: Vaccinium corymbosum L.

2.2 Importancia econémica
2.2.1 Produccién en México

La produccion del ardndano en México se ha convertido en un producto
fruticola con mayor interés para el productor por la aceptacién del consumidor por
su valor nutritivo y actividad antioxidante de la fruta (Hernandez, 2014). México es
posicionado en el sexto lugar a nivel mundial por ser productor y exportador, su
principal comprador es Estados Unidos, ademas de exportarse a 37 naciones (SIAP,
2021).

2.2.2 Produccion en Sinaloa



En la regién de Sinaloa la produccion de la frutilla ha incrementado en los
ultimos 10 afios, la produccion es en hidroponia, situandose en el tercer lugar en
produccion a nivel nacional produciéndose mas de 8,000 toneladas en el afio 2021
(SIAP, 2021).

2.3 Requerimientos agrocliméticos
2.3.1 Suelo

El cultivo requiere suelos franco-arenosos, con un buen sistema de drenado
con capacidad de retencion de materia organica dado a que favorece el
desplazamiento de agua hacia las raices. El pH del mismo debe de ser acido en un
rango de 4.5-5.5. Su humedad relativa es alta, pero sin llegar a saturacion ya que
es un cultivo muy fragil con una sofocacion radicular (Carrera, 2019).

2.3.2. Clima

El cultivo requiere horas frias para su 6ptimo desarrollo y crecimiento sus
temperaturas optimas son menores a 7 °C, para cumplir su receso invernal y romper
la dormancia, cuando se rompe la latencia se vuelvan sensibles a las temperaturas
bajas, cuando las temperaturas son altas las yemas trascienden a demostrar dafo

vascular produciendo necrosis en el area afectada (Undurraga et al., 2018).

2.4. Hidroponia como sistema de produccion

Un sistema hidropdénico cuenta con la técnica para producir plantas en un
medio artificial inerte el cual se agrega una solucion nutritiva; agua o fertilizante para
proveer los requerimientos necesarios de nutricién al cultivo. El medio solido es para
fijar las raices y dar un soporte adecuado para el crecimiento necesario de la planta
(Sanchez, 2009).

La hidroponia es utilizada con un sustrato cercano a las condiciones “ideales”
(inerte, durable y con buena porosidad), obteniéndose un equilibrio de agua, aire y
nutrientes para que las raices tengan la capacidad de crecer, este sistema es
controlado por el productor agregando la cantidad necesaria de nutrientes a los
cultivos, a diferencia de lo que puede esperarse cuando se cultiva en suelo

(Sanchez y Escalante, 1988).



2.5 Solucién nutritiva

En necesidad de los cultivos por elementos esenciales para el optimo
crecimiento y desarrollo en una disolucion en agua, se originé lo que se conoce
como solucién nutritiva. La composiciéon quimica de una solucién nutritiva, de
acuerdo con Steiner (1961), esta determinada por a) relacibn mutua de aniones, b)

relacibn mutua de cationes, c¢) concentracion idnica total y d) pH.

El crecimiento de las plantas y el desarrollo depende de varios factores,
siendo el mas importante la relacion adecuada de la concentracion total de iones
(Steiner, 1966), expresada por presion osmética de la solucién nutritiva, una
propiedad fisicoquimica que depende de la cantidad de particulas o solutos
disueltos. Un aumento de la presion osmética debido al incremento en el contenido
de nutrientes o de otros iones en la solucion nutritiva provoca que la planta realice
un esfuerzo mayor para absorber agua y algunos nutrientes y por consiguiente un

desgaste de energia metabdlica (Gastelum-Osorio, 2013).

2.5.1 Relacion mutua entre aniones y cationes

El balance de aniones consiste no soélo en la cantidad absoluta de cada uno
de ellos, sino, una relacién cuantitativa que se encuentra entre los cationes y
aniones. Respecto a la concentracion de un ion, uno de los problemas es la relaciéon
gue se encuentra a los otros dos iones de su misma carga eléctrica; una relacion
inadecuada entre los iones pudiera presentar una disminucion en el rendimiento
(Steiner, 1968). La planta demanda nutrimentos en una relacion mutua entre
aniones y entre cationes dependiendo de la etapa fenoldgica. EI cambio de una
etapa fenoldgica a otra es por cambios en la actividad bioquimica y en la

restructuracion del metabolismo primario de la planta (Valenzuela et al., 1993).

2.5.2. Relacion NOs / NH4* en las plantas

El nitrégeno es el elemento mayor demandado en la mayoria de los cultivos
una deficiencia o un incremento en la cantidad suministrada a la planta puede llegar
a causar desbalances nutrimentales a los cultivos, la mayoria de los cultivos

prefieren tomar el nitrdgeno en forma de NO3™ para su crecimiento, mientras que al
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NHs* es una forma mas facil de asimilar para las plantas, aunque puede ser
perjudicial para el crecimiento de muchas especies si se absorbe como Unica fuente
de nitrégeno (Zhou et al., 2011).

Especies vegetales crecen de mejor manera cuando se suministra el
nitrdgeno en forma de nitratos NOs", ya que es la fuente mas comun de nitrégeno
utilizada en las soluciones nutritivas para sistemas hidropdnico, sin embargo, la
asimilacion del mismo, en comparacion del amonio la planta sufre un gasto mayor
de energia, debido a una serie compleja de reacciones metabdlicas las cuales
implica un gasto de energia mas alto, llegando hasta representar el 15% de la
energia total de la planta (Chapin et al., 1987).

2.6. Problematica fitopatoldgica en el cultivo de arandano

La susceptibilidad a las enfermedades causadas por patdgenos es comun en
el cultivo de arandano, alterando el desarrollo de la planta, acortando la vida
productiva y afectando la calidad y cantidad de produccion por planta (Garcia,
2007). En México el patdgeno Alternaria (Alternaria spp.) es una de las
enfermedades mas reportadas como principal patdégeno presente en el fruto y
afectando el sistema foliar de las plantas. En el mundo, principalmente en Argentina
y Chile, Alternaria es presente caracterizando molecularmente las especies
Alternaria alternata y Alternaria tenuissima. Los hongos del género Alternaria
aparecen en las plantas con manchas foliares y tamafio variable, iniciando por el
apice y siguiendo a los bordes hasta alcanzar una necrosis y perdida de la hoja
totalmente, continuando la infeccion a los tallos y aparecer en los frutos

pudriéndolos y afectando la produccion total (Rivera et al., 2009).

2.6.1. Alternaria spp. en el cultivo de arandano

Wright et al., (2004) citan que de los numerosos patdégenos que afectan al
cultivo de ardndano (Vaccinium corymbosum L.) en Argentina, Alternaria tenuissima

es el principal causante de las patologias con mayor incidencia y prevalencia.
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Luan et al., (2007) observaron por primera vez sintomas en el cultivo de
arandanos maduros (Vaccinium corymbosum L.) cv. Bluecrop y Covoville en Dalian,
China. Se realiz6 un aislado de 6rganos de la planta que presentaban
sintomatologia, se realizaron los postulados de Koch para tener mas seguridad en
el patdgeno encontrado llegando a la conclusion que los cultivos aislados de plantas
inoculadas tenian los mismos rasgos morfologicos que los que se aislaron
previamente de las plantas de campo. Las descripciones morfologicas y medidas

fueron similares a Alternaria tenuissima.

Mondragon-Flores et al., (2012) realizaron la identificacion morfologica de
hongos asociados a la sintomatologia presente en hojas, tallos y frutos del arandano
y determinaron su incidencia en el estado de Michoacan. Siendo Colletotrichum y
Alternaria los que presentaron mayor frecuencia apareciendo en la pudricion de

fruto, manchas foliares y causante de atizonamiento.

Alternaria tenuissima se caracteriza por aparecer en el campo causando
pérdida total de la planta, afectando tanto hoja y tallo y frutos maduros. Su principal
via de entrada de Alternaria al fruto es a través de la cicatriz peduncular que se
produce durante la recoleccién de la fruta en la cosecha. El principal sigo de esta
enfermedad es la aparicion de micelio blanco en alguna de las heridas, que entre 2
o 3 dias aumenta el micelio llegando a cubrir y pudrir de forma total el fruto. La fruta
infectada se vuelve blanda y arrugada (Ramallo et al., 2009).

2.6.2. Generalidades de Alternaria spp.

El género Alternaria esta presente en el ambiente desempefiando un nimero
de funciones en su interaccién con otros microorganismos. Se ha estudiado por ser
uno de los principales parasitos en plantas, logrando la pérdida total de la planta y

por ende la produccion (Mamgain et al, 2013).

Alternaria spp. se caracteriza por la produccién de conidiéforos simples y erectos,
en cuyo extremo se forman cadenas simples o ramificadas de conidios. Los conidios
o dictiosporas son multicelulares, de color pardo y con septos tanto transversales
como longitudinales (Pavon et al., 2015) Se han encontrado varias especies en el

género Alternaria, clasificAndose en seis grupos A. alternata, A. tennuisima, A.
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arborescens, A. rossae, A. porri, A. infectoria de acuerdo a las claves taxon6micas

y sus caracteristicas de crecimiento (Simmons, 2007).

Es un fitopatégeno que afecta a cultivos agricolas principalmente en su desarrollo
fisioldégico hasta el fruto en pos-cosecha, por ser un hongo que afecta la biomasa
aérea, es capaz de llegar a una pérdida de follaje total afectando la produccién
cuando se encuentra las condiciones adecuadas con una humedad relativa mayor
del 75%, una temperatura de 21-27°C, aparecen conidios que se pueden trasladar
por el viento, agua, contacto etc. Cuando Alternaria es observada en la planta es
porque la planta llego a presentar condiciones de estrés y carecimiento de nutricion
y asi da lugar a la reproduccién del hongo (Alcedo et al., 2018).

2.7. Métodos de control de enfermedades

Las enfermedades pueden ser controlados por diferentes métodos
dependiendo de la enfermedad, el patégeno y la planta siendo hospedero, la
interaccion establecida entre este triangulo y los sintomas que se presenten, se
toma en cuenta el método adecuado para el control de la enfermedad antes de que
se encuentre una pérdida total y no se logre el control. Los métodos de control mas

utilizados son: bioldgico, quimico y cultural (Agrios, 2005; Cafiedo, 2011).

2.7.1 Control quimico

En la agricultura moderna el uso de fungicidas son la principal herramienta
utilizada para el control de enfermedades de fitopatdégenos, utilizados de manera
preventiva y cuando se presenta los primeros sintomas, el uso continuo de estos ha
creado que el microorganismo a controlar presente resistencia a los fungicidas
utilizados (Agrios, 2005).

2.7.2. Control bioldgico

Con la finalidad de reducir el uso de fertilizantes y fungicidas en sistemas
agricolas integrales, existe una gran variedad de microorganismos usados como
elementos bioldgicos de control de enfermedades por interferir en la biologia de los

microorganismos patdégenos de plantas denominados agentes de biocontrol. Los
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cuales han sido reportados por ser capaces de reducir dafios provocados por
agentes patdgenos y promover respuestas de defensas a la planta, las interacciones
gue se llevan a cabo entre la planta y la comunidad microbiana es utilizada como

medio de control para suprimir el desarrollo de patdgenos (Dukare et al., 2011).

2.7.3. Nutricién vegetal y resistencia a enfermedades de las plantas

El manejo de nutricién a través de la fertilizacion es un control que afecta en
las enfermedades de las plantas ya que una nutricion deficiente puede llegar a
estresar a la planta y provocar que sea apta para el crecimiento de un patégeno, la
nutricion balanceada es ideal para el soporte de estrés y ser mas tolerantes a
enfermedades; es decir, tienen mayor capacidad para protegerse de nuevas
enfermedades y de poder controlar las ya existentes, que cuando uno o mas
nutrimentos son abastecidos en cantidades excesivas o deficientes (Martinez et al.,
2010).

2.8. Trichoderma spp. como agente biocontrol.

Trichoderma spp. es caracterizado por su capacidad antagonica, al
encontrarse en la rizosfera se utiliza en la agricultura de plantas, tanto para el control
de enfermedades como promotor de crecimiento, se caracterizan por ser saprofitos
encontrandose en suelos con pH ligeramente acido, género caracterizado por ser
promotor de crecimiento de plantas, la interaccion de la planta con el hongo se
relaciona con una mejor disponibilidad de nutrientes disponibles, ademas de
metabolitos incluyendo auxinas que mejoran el crecimiento de plantas (Martinez-
Medina et al., 2011)

2.8.1. Mecanismos de accion Trichoderma

El mecanismo de control biolégico por las diferentes especies de
Trichoderma se basa en el organismo regulador en el que se presente, el patégeno
y el medio donde se tenga las condiciones adecuadas para el establecerse, el

microorganismo es capaz de intervenir mediante mecanismos directos e indirectos,
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el mecanismo de accion depende de la especie de Trichoderma y la capacidad de

especificidad que tiene en el organismo regulador (Chaparro et al., 2011).

2.8.2. Competencia por nutrientes

Trichoderma tiene la capacidad de adaptacion a sustratos y colonizar en
condiciones adversas con la finalidad de sobrevivir, en forma de clamidosporas, se
caracteriza por ser resistente a compuestos quimicos utilizados en el sector agricola
como: herbicidas, pesticidas y fungicidas, la velocidad de crecimiento abundante y
rapida esporulacion y su adaptacion a la amplia gama de sustratos sobre los cuales
es capaz de crecer, ya que posee una cantidad de enzimas que lo hacen un
excelente agente de control biolégico. Es por esto que la competencia por el espacio
y/o nutrientes con otro organismo en el suelo ha sido notoria el impacto positivo de
Trichoderma spp. como control de patégenos que se encuentren en los cultivos.
(Infante, 2009).

2.8.3. Promocion del crecimiento vegetal

Trichoderma spp. coloniza la raiz de la planta, desintegrando metabolitos
para la descomposicion de materia organica, produciendo &cidos organicos
reduciendo el pH, solubilizando el fosforo del medio, sintetizando reguladores de

crecimiento (Garrido, 2016).

La capacidad que tiene las especies del género Trichoderma es la habilidad
de producir factores de crecimiento, como auxinas, citoquininas y etileno. Los
metabolitos secundarios como auxinas juegan un papel importante para la
produccion de crecimiento de las plantas en la interaccion planta-Trichoderma. La
produccion de fitohormonas se ha evidenciado que se involucran en desarrollar a

las plantas por la estimulacion provocada (Castro y Rivillas, 2013).

2.8.4. Induccidén de resistencia
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La resistencia que se refleja en las plantas es por la presencia de
microorganismos en la rizosfera respondiendo como defensa ante patégenos que
se encuentren en el cultivo, las plantas ejercen una proteccién a la presencia de
fitopatdogenos y protegerse mediante la activacion del sistema inmune de la planta.
El aumento de la concentracion de metabolitos y enzimas son relacionados con los

mecanismos de defensa (Mukherjee, 2013).

2.8.5. Cepas de Trichoderma spp como biocontrol de enfermedades

Linares (2018) realiz6 un enfrentamiento in vitro con cepas de Trichoderma
nativos de la region de Michoacéan frente al patdgeno Fusarium spp. el cual provoco
la marchitez de la raiz en el cultivo de arandano de la regién, evaluando los
mecanismos de accibn de Trichoderma; competencia por espacio, el

micoparasitismo y antibiosis logrando controlar la enfermedad hasta un 80% in vitro.

Ramirez-Carifio et al., (2020) evalué la efectividad de los agentes de
biocontrol entre ellos Trichoderma asperelloides in vitro e in vivo para controlar dos
de las enfermedades mas importante de las plantas de tomate: marchitez vascular
(Fusarium oxysporum) y tizon temprano (Alternaria alternata). Evaludndose en
confrontaciones duales, evaluando la efectividad de los bio controladores logrando

un control de dichos patégenos en el cultivo.

2.9. Bacillus spp.

2.9.1 Bacillus spp. como biocontrol

Las bacterias de este género cuentan con caracteristicas especiales entre
las que destaca la capacidad de formar endosporas capaces de sobrevivir en el
suelo prefiriendo suelos ricos en sustratos organicos (Villareal et al., 2018). Su
capacidad de colonizar la rizosfera de las plantas ha demostrado la capacidad de
ser eficaces en el control de patdégenos, debido a la produccion de sustancias como
hormonas, antibioticos y otros metabolitos que le dan la capacidad de ser utilizadas

ademas como promotores de crecimiento (PGPR).
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En el caso de promocion de crecimiento, cepas de Bacillus aisladas de la
region de Sinaloa se evaluaron contra diferentes patdgenos causantes de le
enfermedad de la rabia en el garbanzo encontrandose que son capaces de

promover el crecimiento y controlar la enfermedad en el cultivo (Galaviz, 2020).

Ramirez-Carifio et al., (2020) evaluo la bacteria de Bacillus paralicheniformis
in vitro e in vivo para controlar dos de las enfermedades mas importantes de las
plantas de tomate: marchitez vascular (Fusarium oxysporum) y tizén temprano
(Alternaria alternata). Concluyendo que B. paralicheniformis protegié a las plantas
del ataque de A. alternata a través de la induccién de la resistencia sistémica de la

planta.

2.9.2. Produccién de auxinas

El sistema radicular del cultivo de arandano carece de pelos radiculares, por
lo tanto, la estimulacion de raices jovenes son las encargadas de absrber agua y
nutrientes, entre los microorganismos ciertas bacterias y hongos son capaces de
promover el crecimiento en la planta por su capacidad de segregar fitohormonas
beneficiando a las plantas. Las fitohormonas promotoras de crecimiento vegetal
como lo es la auxina; Acido Indol Acético (AIA) se ha reportado que induce la
formacion y la produccion de raices, logrando una mayor captaciéon de nutrientes
(Lara et al., 2011).

En la actualidad, se utilizan auxinas sintéticas sin embargo las auxinas como
AlA son sintetizadas por microorganismos como bacterias del género Bacillus spp.
reportadas en diversos estudios como productores de AIA (Prado, 2013). Asi
mismo, el uso de los hongos del género Trichoderma spp., han sido reportados
como capaces de promover el crecimiento de plantas. Dichos géneros han sido
utilizados en conjunto y por separado en diversos cultivos como biofertilizantes

ademas de controlar enfermedades causadas por fitopatégenos (Ramirez, 2018).
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3. JUSTIFICACION

El cultivo de arandano es susceptible a enfermedades causadas por
patdgenos como Alternaria spp., de las principales en la regién causando pérdidas
en la produccién afectando al fruto y a la parte aérea de la planta. En la region de
Sinaloa el hongo se presenta en la temporada de cosecha debido a las condiciones
climaticas causando pérdida total del fruto y presencia en las hojas causando la
perdida de follaje y por ende biomasa aérea, no se ha logrado el control del
patégeno debido a que se utiliza el control quimico, sin embargo, ha generado

resistencia hacia estos productos, que tienen un impacto negativo al ambiente.

Estudios recientes han demostrado que el uso de microorganismos
antagonistas ha sido una alternativa para el control de enfermedades utilizandose
como preventivos, ademas de una nutricibn adecuada a la planta se mantiene
vigorosa y con capacidad de resistencia a patégenos. El uso de microorganismos
aislados de la region donde se presenta el problema podria ser una alternativa por
la capacidad de adaptarse a las condiciones climaticas y tener un impacto positivo

al controlar la enfermedad.

La introduccién del cultivo de arandano al norte del estado conlleva a conocer
sus condiciones ideales de adaptacion a la tasa de transpiracion y evaporacion,
ademas de las condiciones de fertilizacion en hidroponia para agregar una nutricion
mas adecuada que mantenga vigorosa las plantas y con ello menos susceptibles a
enfermedades.
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4. HIPOTESIS

Una relacibn adecuada de nitratos y amonio con cepas nativas de
Trichoderma y Bacillus controlan el patdégeno de Alternaria spp. y mejoran la

nutricion de la planta
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5. OBJETIVOS

Evaluar la fertilizacién nitrogenada y cepas nativas de Trichoderma y Bacillus

para el control de Alternaria spp. en arandano en condiciones de invernadero.

5.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Seleccionar cepas de Bacillus y Trichoderma nativas de Sinaloa como
antagonistas al patégeno Alternaria spp. y productores de auxinas en
arandano en condiciones in vitro.

2. Encontrar la mejor relacién de nitratos y amonio en la solucion nutritiva
en condiciones de hidroponia para arandanos.

3. Conocer la mejor interaccion de fertilizacion con Trichoderma spp. y
Bacillus spp. en el control de Alternaria spp. en condiciones de hidroponia en

invernadero.
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6. MATERIALES Y METODOS
Localizacion y descripcion del area experimental.

Para llevar a cabo los experimentos se utilizaron los invernaderos del Centro
Interdisciplinario de Investigacion para el Desarrollo Regional Unidad Sinaloa
(CIIDIR- IPN Unidad Sinaloa).

6.1. Material vegetal

Para pruebas en el invernadero se utilizaron plantas de ardandano cv. Biloxi,
etapa vegetativa. Se establecié un sistema hidroponico con fibra de coco como

sustrato en bolsas de plastico usadas como macetas con capacidad de 25 L.

Muestreo de suelo y raices de cultivos en el norte de Sinaloa para el

aislamiento de Trichoderma spp. y Bacillus spp.

Se realizaron muestreos de suelo de la rizosfera de cultivos de los valles de
Guasave y Ahome. Para la toma de muestras, se tomé la porcion de suelo con
raices de cultivos. Las muestras fueron transportadas al laboratorio de Nutricion
Vegetal del CIIDIR- Sinaloa.

El secado fue a temperatura ambiente para realizar aislamiento de Bacillus
spp y Trichoderma spp.

6.2. Aislamiento de Bacillus spp.

El aislamiento de cepas bacterianas se realiz6 mediante el método utilizado
por Ohba y Aizawa 1986; descritas y modificadas de acuerdo Galaviz, 2020. Las
cepas aisladas fueron sometidas a pruebas de tincion de Gram y observadas en un
microscopio biolégico para comprobar la pureza y determinar las caracteristicas
morfolégicas de los mismos, los aislados fueron preservados en tubos con medio

agar nutritivo para ser utilizados.

6.3. Aislamiento Trichoderma spp.

Los aislados de Trichoderma spp. se obtuvieron mediante la técnica
reportada por Papavisas y Davey (1959). Se utilizO medio de cultivo PDA para
mantenerse e identificarse morfolégicamente mediante el reconocimiento de las
claves taxondmicas de Barnett y Hunter (1972); Bisset (1991) y Von Arx (1981). Los
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aislados se mantuvieron Los aislados (monoconidiales) puros se crio conservaron
a -20 °C en tubos con PDA méas CaCOzs y glicerol al 15% para su posterior analisis

de identificacion molecular a nivel género y especie.

6.4. Muestreo fitopatologico en plantas de arandano

Para la determinacién de la importancia de la enfermedad causada por el
hongo fitopatégeno Alternaria spp., se realizaron muestreos de campos del cultivo
de ardndano de la regién del noroeste de Sinaloa. Se tomaron muestras de hojas
con lesiones irregulares de 1 a 5 mm de diametro color grisaceo y rodeado por un
marrén rojizo. Frutos maduros cortados fueron seleccionados con un dafio
caracteristico al patdégeno de acuerdo bibliografia, con un ablandamiento y con
micelio verde grisaceo en el extremo de la cicatriz del tallo o del caliz. Las muestras
se colocaron en bolsas de papel Kraft y se identificaron con el nombre del campo y
fecha del muestreo, para posteriormente ser trasladadas al laboratorio de Nutricion
Vegetal del CIIDIR-Unidad Sinaloa.

6.4.1. Aislamiento de hongos patdégenos

Los tejidos sintomaticos de hojas, tallos y frutos se cortaron en trozos
pequefios (5 x 5 mm) y se realizé un proceso de desinfeccion para sembrarse en
medio PZA. (Liu et al. 2017). Se incubd durante 7 dias (18-25°C) al ambiente
laboratorio.

6.4.2. Cultivos puros de patdogenos

Las colonias de los hongos aislados fueron seleccionadas y purificadas en
caja Petri con medio PDA. Posteriormente se tomé una hifa, se transfiri6 a medio
de cultivo agua-agar, por medio de la técnica de punta de hifa se dejo crecer por 24
h'y se sembré en medio PZA (Papa-Zanahoria-Agar) especifico para el patégeno
de interés.

Las colonias obtenidas se identificaron morfolégicamente y microscopicamente
mediante literatura especializada.

6.5. Prueba de patogenicidad de Alternaria spp en el cultivo de
arandano
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Estas pruebas de inoculacion y re-aislamiento del fitopatdgeno es importante
para confirmar que efectivamente Alternaria spp esta asociado con la enfermedad
presente en la region de Sinaloa en plantas de ardndano. Las plantas fueron

elegidas aleatoriamente.

Las plantas fueron colocadas en bolsas con sustrato. Se hizo una aspersion
del patégeno con una suspension de conidios a una concentracion de 1x10°
conidios/ml. Finalmente, las plantas fueron cubiertas con una bolsa de plastico
transparentes durante 15 dias para mantener una humedad del 70% aproximado
(Pane et al., 2015). La temperatura promedio en el invernadero fue de 30-37 °C.

Se evaluo la severidad del patégeno en plantas de arAndano basandose en
la escala realizada por Edquen et al., (2019).

6.6. Seleccién de Trichoderma spp. para el control de Alternaria spp. in
vitro.

Se realizé una prueba de antagonismo mediante confrontaciones duales de
ambos microorganismos (Cherif y Benhamou, 1990). Se realiz6 el procedimiento de
confrontacion de extremo a extremo colocandose el patégeno siete dias antes que
los microorganismos benéficos, los discos fueron de 0.6 cm de didmetro. Para
evaluar el crecimiento de cada organismo durante 7 dias se midi6é el crecimiento
con un calibrador Vernier. Todos los hongos se incubaron a 28+4°C en constante
obscuridad. La evaluaciébn se realiz6 midiendo el crecimiento de cada

microrganismo durante 7 dias con un Vernier (TRUPER).

La clasificacion antagénica de las cepas se realiz6 a los siete dias de
crecimiento en las placas de Petri, segun la escala de capacidad antagdnica in vitro
para Trichoderma spp. de Baker y Cook, utilizada por Bell et al. (1982).

Se evaluaron siete tratamientos (dos aislados y cinco cepas identificadas de
Trichoderma de la coleccién del laboratorio de Nutricion vegetal CIIDIR Unidad
Sinaloa), con tres repeticiones en un disefio completamente al azar. Cada repeticion

consistio en una caja Petri.

6.7. Determinacion de Acido Indol Acético para Trichoderma spp.
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La capacidad de sintesis del acido indol acético (AlA) de las 7 cepas
de Trichoderma spp. se evalu6 mediante la prueba de Gordon & Weber 1951.
Adicionando la solucién Salkowski que detecta derivados del indol. Los tubos
eppendorf se llevaron a oscuridad durante 30 minutos, esperando una coloracién

de amarillo a rosado.

6.8. Seleccidn Bacillus spp contra Alternaria spp. in vitro

El efecto antagonista de los aislados de bacterias del género Bacillus spp.,
fue por medio de confrontacién dual. Las cepas de los aislados de Bacillus spp.,
fueron inoculados en los extremos de la caja Petri la cepa del fitopatégeno Alternaria
spp. fue colocado en el centro de la caja usando un disco de agar. El experimento
se mantuvo en observacion hasta que el patdgeno creciera en toda la caja del

control.

6.9. Producciodn de acido indol acético de Bacillus spp.

Los aislados de bacterias obtenidos fueron evaluados para determinar el
potencial de la biosintesis de acido indolacético (IAA) en presencia de triptofano
(precursor de la biosintesis del AIA) por el método de Salkowski de acuerdo a
Gordon & Weber (1951) y modificado por (Glickmann y Dessaux, 1995). La reaccién
de Salkowski con los sobrenadantes se cuantificé espectrofotométricamente a 540

nm.

Se seleccionaron las cepas de Bacillus spp. y Trichoderma spp. que tenga
mas PICR (Porcentaje de Inhibicion del Crecimiento Radial) y AIA para su posterior

evaluacion en plantas de arandanos.

Tratamientos y disefio experimental

Los bioensayos in vitro se utilizaron los tratamientos de las cepas disponibles,
pero con cuatro repeticiones cada una, se realizaron 3 veces para tener mas
confiabilidad de los resultados, evaluandose en un disefio completamente al azar.
El experimento en invernadero de seleccion de la mejor fertilizacion se utilizaron 5
tratamientos de diferentes relaciones de NO3 y NH4 (%) con 4 repeticiones cada

uno, evaludndose en un periodo de 50 dias evaluandose en un disefio
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completamente al azar. El experimento de inoculacion del patégeno se utilizaron 8

tratamientos con cuatro repeticiones cada uno en plantas de arandanos.

6.10. Relacidén de nitratos y amonio en la solucidon nutritiva en

condiciones de hidroponia para arandanos.

Establecimiento del experimento

En el invernadero se establecieron macetas blancas como recipientes
hidropénicos con capacidad de 30 L, con resistencia a rayos UV. Las macetas se
rellenaron con sustrato inerte fibra de coco. Las plantas se establecieron a una

distancia entre hileras de 1.0 rm y 0.3 m entre planta, sobre bloques de cemento.

Tratamientos

Durante quince dias de establecido el cultivo, todas las plantas se regaron
con solucion nutritiva universal de Steiner (1961) con el propésito de homogeneizar

el crecimiento vegetal.

Posteriormente se realizaron ajustes de la misma para diferentes
tratamientos, modificandose la relacion de aniones y cationes, los tratamientos
aplicados fueron cinco soluciones nutritivas con diferente relaciéon NOs y NHa (%):
100:0, 75:25, 50:50, 25:75, 0:100, utilizando un pH de 5.0 - 5.5.

Cuadro 1. Relacion aniones y cationes para tratamientos en base a la solucion

nutritiva universal de Steiner (1984).

NOs | HoPO4 | SOa K Ca | Mg | NH4 | Tratamiento
(solucion
nutritiva

mEq/l | mEql | mEql | mEq | mEq) | mEql | mEqn | relacionde
" ! ‘ ) ) i q NOs"/NH4*)
12 1 7 7 9 4 0 100:0

13 9 59 7 3 75:25

3
1.7 12 49 | 6.3 2 6 50:50
9

2.12 14 42 | 54 | 24 25:75

o w| o ©

15 105 | 56 | 7.2 | 3.2 12 0:100
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Se prepararon en garrafones de 20 L de capacidad, donde fueron agregados
las cantidades de fertilizantes requeridos de acuerdo a cada tratamiento. Los
fertilizantes utilizados fueron: fosfato monopotésico, sulfato de magnesio, nitrato de
calcio, sulfato de potasio, sulfato de amonio. Los suministros en cada tratamiento

fueron de 500 ml.

6.10.1. Variables fisiolégicas de evaluacion:

Las variables respuesta a evaluar fueron; altura de planta, ramificaciones y

brotes, inflorescencia y frutos, peso seco de hojas y raices.

Altura de la planta

Para evaluar la altura, se midié con una cinta de medir desde el inicio del tallo

hasta la yema apical.

Peso seco follaje

El follaje fue secado al horno a 80 °C por 24 horas. Posteriormente se pesé

y se trituro para realizar los analisis foliares.

Peso seco raices

Las raices fueron secado al horno a 80 °C por 24 horas. Posteriormente se

peso y se trituro para realizar los analisis foliares.

Brotes

Se realiz6 un conteo de brotes a partir del cuello del brote al apice de la tltima

hoja, se contaron los nimeros de brotes nuevos.

6.10.2. Andlisis nutrimental del follaje.

Los analisis de nutricidn se realizaron en el Laboratorio de Nutricion Vegetal,
perteneciente al CIIDIR-IPN Unidad Sinaloa. El material vegetal (hojas) se recolecto

al finalizar el ensayo.

Determinacion de macro y micro elementos presentes en plantas de

arandano.
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El método de digestidon humeda se realizd por el método de Piper (1942) y
Johnson y Ulrich (1959) con las modificaciones de Graham, et al., (1970), Harrison
y André (1969) y Kalra (1988).

Digestion humeda para determinar: N, P, K, Ca, Mg.
En la digestion humeda para nitrdgeno (N) se utilizé la metodologia descrita
para la digestion de los macronutirentes en matraces Kjeldahl (Galaviz, 2020).

Destilacion de Nitrégeno total (NT).

La muestra se digiri6 en humedo por el método Kjeldahl. El proceso de
destilacion se realiz6 de acuerdo a la metodologia utilizada por Galaviz, 2020. Se

utilizaron digestores de la marca Labconco®.

Finalmente se realizaron los célculos de acuerdo a la férmula:

%N Total: mL H2SO4 x N del H2SO4x1.4/0.1g de muestra.

%N Total: mL H2 SO 4 x Ndel H2 SO 4 x1.4/0.1g de muestra.

Determinacion de Fosforo (P).

El proceso de determinacién de fésforo se llevo a cabo de acuerdo a la
metodologia utilizada por Galaviz, 2020. Utilizando un espectrofotometro a 540 nm.

Para leer las muestras.

Este elemento se expresa en porcentaje por lo tanto se empled la siguiente formula

para calcularlo: % P=

% P = Lectura de transmitancia x Vol. Digestién x Vol. Dilucién x 100

Pendiente x Peso de la muestra (g) x Alicuota

Determinacion de Potasio (K).

El proceso de determinacién de fosforo se llevo a cabo de acuerdo a la

metodologia utilizada por Galaviz, 2020. Se utilizo el flamometro para leer las
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muestras en flamometro Buck Scientific® (PFP-7) a una absorbancia de 766.5 nm

y expresadas en porcentaje de acuerdo a la férmula siguiente:

% K = Lectura de transmitancia x Vol. Digestion x Vol. Diluciéon x 100

Pendiente x Peso de la muestra (g) x Alicuota

Determinacion de Calcio (Ca), Magnesio (Mg).

Para calcio y magnesio se utilizé la metodologia utilizada por Galaviz, 2020,

para ser leidas en el espectro de absorcién atbmica.

La lectura fue directamente de la digestion inicial fueron registradas mediante
espectrometro de absorcion atomica Varian® (SpectrAA 50B) y calculadas en

porcentaje de acuerdo a la siguiente formula:

% Ca, Mg = Absorbancia x Vol. Digestién x Vol. Dilucién x 100

Pendiente x Peso de la muestra (g) x Alicuota

6.11. Fertilizacién con Trichoderma spp., Bacillus spp., en el control de

Alternaria spp. en el cultivo de arandano.

6.11.1. Suspension de microorganismos

Para el hongo de Alternaria spp., se crecio en caja Petri con medio Papa-
Zanahoria-Agar, de un cultivo monosporico propagandose en cajas realizando un
barrido de micelio y obteniendo una suspensién con un ajuste de 1.3 x108

esporas/ml.

El hongo Trichoderma spp., se reactivdé en medio PDA inoculandose a paja
de trigo previamente estéril dejandose de 7 a 10 dias hasta obtener la coloracion
verde para hacer un lavado de esporas, ajustando la concentracion a 1x10°

esporas/ml.

En el caso de bacteria, para el crecimiento y mantenimiento de la cepa de la

bacteria se us6 el medio de cultivo LB, se realiz6 una suspension de 1x10® UFC/m.
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6.11.2. Experimento de la interaccion de la mejor fertilizacién con
Trichoderma harzianum y Bacillus cereus en el control de Alternaria alternata

en plantas de arandano.

La inoculacion de los microorganismos antagonistas se colocé la suspension
en las raices de las plantas primero la suspension de Bacillus cereus, dando espacio
para gue tuviera la capacidad de adaptarse se inoculo la suspension del hongo
Trichoderma harzianum realizdndose en un periodo de 30 dias, cada semana se
realizé la inoculacion de los microorganismos utilizandose como preventivos. Se
fertiliz6 con dos soluciones nutritivas diferentes con una relaciéon NOs y NHa (%):
100/0 y 0/100.

La inoculacién del patégeno se realizO6 mediante una aspersion de la
suspension de esporas, Con el uso de un atomizador estéril de 500 mL estéril se
asperjo la suspensiéon de micelio de A. alternata a razon de 15 ml por planta. Una
vez cubierta toda la parte aérea de la planta se cubrieron con bolsas de plastico
para crear el microclima ideal de infeccién para el patégeno con una temperatura
de 30°C y una humedad de 70-80.

Cuadro 2. Tratamientos del Experimento de fertilizacion, Trichoderma y Bacillus en

el control de Alternaria alternata en arandano.

# de tratamiento Tratamiento Descripcion

1 B+T+NH4 Bacillus cereus, Trichoderma harzianum vy

soluciéon nutritiva 100% con NHa4,

2 B+NH4 Bacillus cereus con solucion nutritiva 100%
de NH4
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3 T+NH4 Trichoderma harzianum con solucién nutritiva
100% de NHa4,
4 NHa4 Solucién nutritiva 100% de NH4

B+T+NO3 Bacillus cereus, Trichoderma harzianum, y

solucién nutritiva 100% de NOs

6 B+NOs3 Bacillus cereus, y solucion nutritiva 100% de
NO3

7 T+NOs3 Trichoderma harzianum, y solucién nutritiva
100% de NOs,

8 NOs Solucién nutritiva 100% de NOs

6.11.3. Parametros de evaluacion:

Las variables de respuesta a evaluar fueron; altura de planta, ramificaciones,
peso seco de hojas y raices y severidad del patdgeno en porcentaje de dafio. Sus

evaluaciones se realizaron como se explica en anteriores experimentos.

7. RESULTADOS
7.1. Aislamiento de cepas de Trichoderma spp. nativos de Sinaloa
Del muestreo de suelos y raices de la regién de Sinaloa, se obtuvieron dos
aislados de Trichoderma spp. El crecimiento del micelio en la caja Petri, fue de un
color amarillo cambiando a verde, su crecimiento fue en forma de anillos
concéntricos, micelio caracteristico al género Trichoderma (figura 1), para su

confirmaciéon fueron observados en el microscopio y se realizd una seleccion por
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presentar caracteristicas del género Trichoderma de acuerdo Barnett y Hunter
(1978).

Los resultados observados en el microscopio de los aislados de Trichoderma
presentaron conidios, esporas y micelio septado caracteristico al género
Trichoderma spp. se encontraron fialides con formas alargadas, encontrandose en

grupos e individuales.

5 S S oy RO . O gt SRR
Figura 1. Crecimiento macroscopico y microscopicos de aislados Trichoderma spp

A) Crecimiento macroscépico de aislado 71 (Trichoderma de soya) B) 6
(Trichoderma de soya punto 2) C) Conidios en el microscopio de la cepa 7B se
observa un conidioforo sosteniendo a las fialides, ademas de los conidios (esporas).

D) Conidios en el microscopio de la cepa 6B.

Cepas de Trichoderma del laboratorio de nutricion vegetal del CIIDIR-IPN unidad

Sinaloa se reactivaron para ser evaluadas en el presente trabajo (Figura 2).




Figura 2. Crecimiento de micelio de aislados de Trichoderma spp. A) T1
(Trichoderma cepa 1) B) T20 (Trichoderma cepa 20) C) T7 (Trichoderma cepa 7) D)
T21 (Trichoderma cepa 21) 5) TO (Trichoderma cepa 0).

7.2. Aislamiento de Bacillus spp. de laregion de Sinaloa.

Se obtuvieron 7 aislados de Bacillus mas 3 del laboratorio, se sometieron a
prueba de tincibn Gram. Para confirmar que se pertenece al género Bacillus. En
esta prueba se evaluaron los 10 aislados bacterianos mostrando resultados de
tincion violeta indicando Gram positivas, se observaron en el microscopio para
observar sus caracteristicas microscopicas y corroborar la pertinencia al género

Bacillus.

7.3. Aislamiento e identificacién morfolégica de Alternaria spp.

Del muestreo de material enfermo de los cultivos de ardndano del norte del
estado de Sinaloa, se obtuvieron morfotipos de fitopatdgenos, obteniéndose
aislados sospechosos de fitopatdgenos que atacan al cultivo entre ellos Alternaria
spp, Cladosposrium spp, Fusarium spp. entre otros. En los frutos de los muestreos

se encontré en mayor cantidad el patdgeno de interés (Figura 3).

Una cepa monosporica por el método de punta de hifa de cada aislado se
utilizé para la identificacién y demas propdésitos de esta investigacion. El crecimiento
en caja Petri con medio PCA (Papa-Zanahoria- Agar), de acuerdo con Da Cruz
(2018), tras probar diferentes medios, se selecciond el medio con mejores
resultados de crecimiento de diferentes cepas de Alternaria spp. crece con la
caracteristica de 5-6 cm de diametro, con un tiempo de 15 dias a temperatura de

incubadora de 28-30 °C para observar esporas maduras (figura 4).

Los conidios observados en el microscopio y se presentaron en forma
alargada con segmentaciones horizontales como verticales. Se obtuvieron cuatro

cepas con las caracteristicas morfolégicas y microscopias del género de Alternaria
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spp., se probaron en pruebas de patogenicidad para encontrar la cepa mas

virulenta, capaz de causar lesiones en el cultivo de arandano cv. Biloxi.

Figura 3. Frutos y hojas de cultivos de arandano de la region de Sinaloa. Dafio en
hoja puntos rojos, puntos necrosados de 3 a 5 mm. Fruto con aparicién de micelio
verde y negro.

Figura 4. Morfologia de micelio de Alternaria spp. aislado de cultivo de arandano de

la region de Sinaloa (A-D), crecido en un medio PZA (Papa-Zanahoria-Agar).
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Figura 5. Conidios observados en el microscopio de Alternaria spp. A) Micelio
tipico de A. alternata grupo-especie en placa de PZA. B) Micelio de A. tenuissima
grupo-especie en placa de PZA. C) conidios elipsoidales (A. alternata). D) Micelio

tipico A. alternata grupo-especie en placa de PZA.

7.4. Andlisis de patogenicidad de aislados de Alternaria spp. en
plantas de Arandano (Vaccinium corymbosum L.)

Se utilizaron plantas con una uniformidad de numero de hojas entre 100-70,
sin frutos y con una edad de 2 afios. El necrosamiento del follaje de ardndano se
presenté a los 5 dias de ser inoculadas con la aspersion de la suspension de
esporas de Alternaria spp., fue antecedida por un punto amarillo en los margenes y
en el apice de las hojas. Al dia 21, el necrosamiento una mayor area de dafios en
las hojas, observandose tejido muerto de color negro (figura 6). Las pruebas de
patogenicidad para encontrar a la cepa mas virulenta, se llevaron a cabo en la

temporada de marzo 2021 con una temperatura de 35-38 °C.
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Figura 6. Dafo en pruebas de patogenicidad de las cepas encontradas de Alternaria
Spp. con necrosis en hojas principalmente. Temperatura de 35-38 °C. Humedad
relativa de 70-80.

En los resultados obtenidos se encontré dafios en la planta, ya que se mantuvo con
una humedad de 50-55%, las bolsas no fueron retiradas hasta los 21 dias de
prueba. La cepa mas virulenta tuvo distincién a las demas causando mayor dafio
por la aparicion de necrosamiento en las hojas y pérdida de follaje de inicio a fin de

la prueba (figura 7).
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Figura 7. Planta de arandano con cepa mas virulenta de Alternaria spp., comparada
con la planta sin inoculacion del patégeno.

La escala de severidad para seleccionar la cepa méas patogénica fue el
conteo de hojas totales de la planta y las hojas dafiadas basandose en la escala

realizada por Edquen et al., (2019) en hojas del cultivo de arandano (tabla 4).

Cuadro 3. Grado de severidad en la prueba de patogenicidad utilizando hojas

dafiadas de plantas del cultivo de arandano cv. Biloxi.

Grado de Porcentaje | Control | Control | Control | Control | Planta sin
severidad de 1 2 3 4 patégeno
Infeccién
# de hojas

0 0% 0 0 0 0 110

1 1-25% 9 16 7 5 0

2 26-50% 3 8 11 16 0

3 51-75% 1 4 2 13 0

4 76-100% 0 0 0 4 0

Para evaluar la incidencia del patégeno cada planta se seleccionaron 70
hojas siendo el 100% por ser la minima cantidad de hojas encontradas en una de
las plantas utilizadas, fueron elegidas completamente al azar y se realizé un conteo
de aquellas hojas que presentaban sintomas de necrosamiento y dafio

caracteristico por Alternaria spp.

Cuadro 4. Porcentaje de incidencia de enfermedad causada por las cepas de
Alternaria spp. en planta de arandano.
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% de
incidencia
Cepal 12.8%
Cepa?2 40%
Cepa3 20%
Cepa 4 44%

Se selecciond la cepa 4 por presentar mayor porcentaje de incidencia del patégeno.

7.5. Confrontacion in vitro Trichoderma spp. contra el patégeno
Alternaria spp.

De las muestras recolectadas de suelo para el aislamiento de Trichoderma
spp. se encontraron dos cepas (6= Trichoderma aislado de soya, 71= Trichoderma
aislado de soya). Se trabajé con aislados de Trichoderma spp. del banco de
microrganismos del laboratorio de nutricion vegetal con antecedentes en el uso
como antagonistas contra los patdégenos que afectan al garbanzo (Galaviz, 2020),
aislados de la region de Sinaloa, mismo sitio donde se realizaron los muestreos. Los
enfrentamientos realizados segun el protocolo, se dejo crecer el patdgeno Alternaria
alternata (Alt 1) 7 dias antes de colocar las cepas de Trichoderma spp. en el medio.
Los enfrentamientos presentaron un crecimiento de dos dias maximo para el hongo
benéfico y las demas cepas en confrontacion al sexto dia se observaron los halos
de inhibicion en las cajas Petri por parte de las cepas de Trichoderma al patégeno

Alternaria alternata.

Cuadro 5. Capacidad antagdnica de Trichoderma spp. contra Alternaria spp. in vitro

Aislado, escala Bell y Cook (1-5)* Capacidad antagénica
Trichoderma cepa 20 1,3 bc
Trichoderma cepa 1 16b
Trichoderma cepa 71 20b
Trichoderma cepa 0 10c
Trichoderma cepa 7 30a
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Trichoderma cepa 21 1,3 bc

Trichoderma cepa 6 20b

1segun Bell et al. (1982).
Letras iguales no son diferentes (Tukey P< 0,05).

Los resultados muestran que hubo diferencia significativa entre los
tratamientos evaluados en su capacidad antagonica contra Alternaria alternata.
(ANOVA; p = 0.05). Al final de la evaluacién (7 dias) el 85% de las cepas aisladas
se ubicaron en los grados 1y 2 de la escala de Bell et al. (1982) (tabla 6), mostrando
valores de efectividad de 1,0 a 3,0. La cepa 7 se ubico en el grado 3 de la escala,
ya que no control6 el crecimiento del patdgeno. El Trichoderma O cepa obtenida del
laboratorio de Nutricion vegetal identificada molecular como Trichoderma harzianum
(Galaviz, 2020) present6 una efectividad de 1,0 logrando la inhibicion del patégeno
Alternaria alternata.




Figura 8. Crecimiento de confrontaciones duales in vitro Trichoderma spp. frente a

Alternaria spp.

7.6. Confrontacidn in vitro Bacillus spp. contra el patégeno Alternaria
spp.

Se obtuvieron un total de 7 aislados bacterianos. Se utilizaron tres aislados
de bacterias del banco de microrganismos del laboratorio de Nutricion vegetal. En
las pruebas de inhibicién los aislados presentaron efectividad antagoénica. El analisis
de varianza mostro diferencias entre los 10 aislados (ANOVA; p < 0.05). Las medias
de los cm de crecimiento del hongo patégeno, vario desde 0,86 cm (B18) hasta 1.86
cm (BO7) (tabla 7). La cepa B18 present6 una inhibicion del patégeno mayor que a
las demas cepas evaluadas, sin embargo, no es diferente significativamente del
tratamiento BO3, B05, BO2. Todos los tratamientos presentaron inhibicion ya que el

control logro crecer hasta un diametro de 3.9 cm.

Cuadro 6. Medias de crecimiento de hongo patdgeno por inhibicién de aislado de
bacterias Bacillus spp. vs Alternaria spp.

Tratamiento Crec. Patégeno

(cm)

B18 0.86 f

B17 1.46 dc

BO3 1.0 fe

B04 1.13 de

BO5 1.13 fe

B06 1.7 bc

BO7 1.86 bc
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B23 1.63 bc

B02 1.06 fe

BO8 15¢c
Control 39a

Letras iguales no son diferentes
(ANOVA; p < 0.05)
7.7. Cuantificacién de acido indol 3-acético (AlA) en Trichoderma spp y

Bacillus spp.

Las cepas evaluadas fueron proporcionadas por el laboratorio de Nutricion
Vegetal del CIIDIR-IPN unidad Sinaloa, se opté por utilizar las cepas que
presentaron mayor potencial antagonista al patégeno Alternaria alternata, los
resultados obtenidos mostraron habilidad para sintetizar AIA (Fig. 9). La cepa de
Trichoderma spp., TO presento la mayor capacidad de produccién de AIA (25.13
ug-mL1), con respecto a las otras cepas evaluadas (ANOVA; p < 0.05), seguidas de

T7,T21, T1y T71, donde no presentaron una diferencia significativa entre si.

Se evaluaron cepas de Bacillus spp., anteriormente evaluadas como
antagonistas contra el patégeno Alternaria spp., los aislados resultaron capaces de
sintetizar AIA (Fig. 10). La cepa B18 fue la que presento una produccion mayor AlA
(14.96 ug-mL?) con respecto a las demas cepas evaluadas (P<0,05). El aislado con
menor capacidad de produccion fue el aislado B23 (11.80 yg-mL™) sin diferencia

entre los otros aislados.

d
b
b b
T T0 T7 T7B
Cepas de Trichoderma spp.

30

AlA Upg mL-1
[y [ [ =)
[%a) = [%2] = [%2]

o

Figura 9. Porcentaje de produccién de auxinas (AlA) de Trichoderma spp.
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Figura 10. Porcentaje de produccién de auxinas (AlA) de Bacillus spp

7.8. Efecto de larelacion de NOs / NH4* en plantas de arandano cv.
Biloxi.

7.8.1. Variables fisiolégicas en plantas de ardndano cv. Biloxi.

La variable de respuesta altura de planta presento diferencias
estadisticamente significativas al realizar una comparacion de media (ANOVA; p <
0.05), se observaron dos grupos de significancia: el tratamiento 5, con una relacién
de NO3/NH4* (0:100) fue estadisticamente superior en altura con una media de
44.75 cm, seguido de los tratamientos 3, 4, 1 y 2, siendo el tratamiento 2 el que

presento la media méas baja de 33 cm.

Figura 11. Aspecto de plantas de arandano Biloxi en la etapa vegetativa, 60 dias
después de la aplicacion de tratamientos: 1) NO3z/NH4* 100:0 2) NO3/NH4* 75:25
3) NO3/NH4" 50:50 4) NO3/NH4" 25:75 5) NO3/NH4* 0:100.
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La variable de ramificaciones presento diferencia significativa entre los
tratamientos, el tratamiento 5; NO3s/NH4* (0:100) presento un mayor numero de
ramificaciones con una media de 20. En la variable de peso seco del follaje se
encontraron diferencias significativas entre los tratamientos, el tratamiento 4y 5 no
presentaron diferencias entre si (cuadro 9), en donde se suministré el nitrégeno en

mayor cantidad en forma de amonio.

Cuadro 6. Variables fisiologicas en el efecto de la relacion de NOs / NH4* en plantas

de arandano cv. Biloxi.

Tratamiento Altura de planta | Pesoseco | Peso seco Brotes

(squFEén nutritiva Hoja Raiz

relacion de NOs

/NHg*)
100:0 32.25b 3.045c 13.56 a 45a
75:25 335b 459 b 16.26 a 3a
50:50 37.25b 5.03b 15.63 a 15a
25:75 36b 6.52 a 16.89 a 25a
0:100 44.75 a 7.62a 17.68 a 3.75a

7.9. Concentracion nutrimental foliar en la etapa vegetativa

El andlisis de varianza indico que existe un efecto en los tratamientos en la
concentracion foliar de algunos nutrimentos; la concentracién de fosforo y potasio
no se presentd diferencias estadisticas, pero en el caso de N, Ca y Mg, las
diferencias fueron significativas. Para la concentracion de Nt foliar las
concentraciones encontradas en esta investigacion variaron de 1.4-3.1%. Los

valores mas altos se obtuvieron en la relacién 0/100 (T5).

Cuadro 7. Concentracion nutrimental foliaren arandano cv. Biloxi en etapa

vegetativa por efecto de relacidon nitratos y amonio en la solucién universal Steiner.

Tratamiento Nitrégeno Fosforo Potasio Calcio Magnesio
(soluc.icrjn nutritiva Total P K Ca Mg
relacion de NO5
/NH,*) N
%
100:0 1.4d 0.10a 0.8a 05b 0.4d
75:25 2.5 bc 0.10a 0.8a 04b 0.5dc
50:50 23¢c 0.12a 0.8a 03c 0.5c
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25:75 2.8ab 0.12a 0.8a 0.6b 0.7b
0:100 3.1a 0.13a 09a 0.7a 0.8a
Valores 1.7-2.1 0.08-0.4 0.4-0.65 0.3-0.8 0.4-0.8

6ptimos

7.10. Evaluacién de fertilizacion con Trichoderma harzianum y Bacillus
cereus en el control de Alternaria alternata en condiciones de hidroponia en

invernadero.

Altura de planta. El tratamiento que mostro la media mayor de altura 75.5 cm, se
fertiliz6 con nitrdgeno en manera de NH4 y agregando Trichoderma harzianum al
sustrato, obteniendo diferencia significativa a los demas tratamientos, seguido del
tratamiento fertilizado con amonio y agregando bacteria Bacillus cereus con una
media de 59.5 cm. El tratamiento con la menor altura de planta fue el fertilizado con

solo NOs con una media de 32.4 cm. (Figura 12).
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Figura 12. Experimento de la evaluacion de la altura de planta interaccion
nitrogenada, Trichoderma harzianum y Bacillus cereus en el control de Alternaria

alternata en plantas de arandano.

Peso seco follaje. Se encontraron diferencia significativa entre los

tratamientos evaluados, el tratamiento con fertilizacibn NHs4* con Bacillus y
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Trichoderma presento diferencia significativa a los demas tratamientos con una
media de 17.05 g seguido de los tratamientos 2 y 3 (figura 13). El tratamiento con
fertilizacion NOz™ sin microorganismos fue el que presento menor peso seco con una
media de 5.48 g.

20
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Figura 13. Experimento de evaluacion de peso seco interaccion nitrogenada,
Trichoderma harzianum y Bacillus cereus en el control de Alternaria alternata en

plantas de arandano.

7.11. Experimento de evaluacion nitrogenada, Trichoderma harzianum
y Bacillus cereus en el control de Alternaria alternata en plantas de arandano

en hidroponia.

La evaluacion del control del patogeno se llevo a cabo en hidroponia con
plantas de arandano, los resultados obtenidos sefialaron que se logré un control del
patégeno ya que en los tratamientos con fertilizacion NH4+B+T, NH4+B y NH4+T no
presentaron sintomas del patégeno Alternaria alternata (figura 14). En los
tratamientos con fertilizacion NOs hubo la presencia del patégeno en donde el

tratamiento sin microorganismos presento mayor porcentaje de infeccidén, con
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lesiones caracteristicas al patégeno presentando necrosis y perdida del follaje
(figura 15).

La nutricion adecuada suministrada en manera de NH4 demostro dar la
capacidad de la planta de tener una mejor absorcion de nutrientes y presentarse de
manera vigorosa ante cualquier condiciébn ambiental que se presente. La evaluacion
de concentracion de nutrientes en los analisis foliares de las plantas en evaluacion
demostré altas concentraciones de nitrdgeno cuando es suministrado en NHs e
incrementa cuando los microorganismos son suministrados de manera por
separado y en combinacion, ademas que no existe una deficiencia en ningun
nutriente de acuerdo con los valores 6ptimos para arandano en la etapa vegetativa
(Hanson y Hancock, 1996) (tabla 9).

Bacillus: B18
Trichoderma: TO

BO
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b
bc bc
bc
c ¢ o |
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[
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Figura 14. Efecto del porcentaje de infeccion del patégeno Alternaria alternata en
la evaluacién nitrogenada, Trichoderma harzianum y Bacillus cereus en plantas de

arandano.

Figura 15. Sintomatologia del patégeno Alternaria alternata en el cultivo de

arandano tratamiento con fertilizacién en NOs.

Cuadro 8. Concentracion nutrimental la interaccién de fertilizacién, Trichoderma

harzianum y Bacillus cereus en el control de Alternaria spp en plantas de arandano.
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Tratamiento Nitrégeno Fosforo Potasio Calcio Magnesio
(solucion nutritiva Total P K Ca Mg
relacién de NOs- N

/NH4*)

NH4 +B+T 3.26e 0.2a 14b 1.4 cdb 0.8b
NH4 +B 3a 0.2a 13a 1.3 abcd 0.8a
NHa4 +T 2.73b 0.2a 13a 1.3a 0.7b

NH2z 2.64c 0.1a 1.2 bc 1.2 ab 0.7 bc

NO3z +B+T 2.46¢c 0.1a 1.2 bc 1.2d 0.7c
NOs +B 2.39d 0.1a 1.2 bc 1.2 abc 0.7c
NOs+ T 2.22d 0.1a 1.2 bc 1.2 cdb 0.6 bc

NO3 2.21e 0.1a 1.2 bc 1.2 cd 0.6 bc
Valores 1.7-2.1 0.08-0.4 0.4-0.65 0.3-0.8 0.4-0.8
Optimos

8. DISCUSION

Los aislados obtenidos del patégeno Alternaria spp., de la region de Sinaloa
concuerdan con la descripcion para el género Alternaria descrita en el estudio de
Wounderberg et al., (2013) cuerpos de conidios alargados hasta alcanzar forma de
un pico. La forma de los conidios concuerda con las claves taxonémicas descritas
por Simmons (1993), a nivel macroscopico, mostraron una pigmentacion oliva
oscuro en ambos lados de la placa y producian abundante color marrén claro,
conidios septados naciendo en cadenas, las estructuras concuerdan con lo
reportado por Fernandez et al., (2015) en Argentina. En este trabajo se encontraron
dos especies apareciendo Alternaria alternata y Alternaria tenuissima reportadas
afectando al cultivo de arandano en Meéxico y presentandose en el estado de

Sinaloa.

En la evaluacion de patogenicidad en plantas de arandano los resultados
concuerdan con el trabajo de Edquen, (2019) donde se presentaron dafios en el
cultivo de aradndano provocado por el patbgeno Alternaria spp. con un

necrosamiento de hoja hasta la pérdida de mas del 50% de follaje, los sintomas
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encontrados fue una necrosis iniciando de color rojizo hasta un color violeta en mas
del 70% de la hoja. Los resultados en las pruebas de patogenicidad demostraron
gue Alternaria alternata causo mas defoliacion en la planta, a pesar de no efectuarse
la prueba en las condiciones climaticas adecuadas para el patégeno, sin embargo,
se logré la presencia cuando se encontraba en temperaturas de 35°C y una
humedad de 70%.

De acuerdo con Edquen (2019) el hongo necesita una humedad relativa de
70% para poder prosperar en la planta y causar sintomatologias mas notorias, con
una temperatura de 25-28 °C. En el trabajo de Edquen (2019) realiz6 la escala de
severidad del patdgeno en la cual se lleg6 a la conclusion que la cepa de Alternaria
encontrada no era virulenta ya que ninguna de las plantas presento hojas con grado
de severidad 4. Los resultados obtenidos en esta investigacion difieren ya que la
cepa elegida llego a enfermar a la planta con el grado de severidad del 3y 4. De
acuerdo con las tablas taxonomicas pertenece a Alternaria alternata reportada en

diferentes paises y en la regién de Michoacan, México.

Por otra parte, en la evaluacion de confrontacion in vitro de los
microorganismos antagonistas contra el patégeno Alternaria alternata, en el
enfrentamiento contra Trichoderma spp., los resultados coinciden con lo reportado
por Lopez-Valenzuela et al., (2022) encontrando cepas de Trichoderma spp. con
eficacia de 1-2 acuerdo a la escala de Bell et al. (1982) misma escala utilizada en
este trabajo, siendo cepas nativas de la region de Sinaloa capaces de ser
antagonistas a los patdégenos Fusarium oxysporum, Alternaria spp. Yy

Helminthosporium spp. in vitro.

En el caso contra las cepas de bacterias, Lopez-Valenzuela (2015) obtuvo
resultados con aislados de la region de Sinaloa para la enfermedad de la pudricion
texana, encontrando que los aislados lograron inhibir el crecimiento del patégeno a
nivel in vitro, por lo tanto, pueden ser utilizadas como control biolégico contra el
patdogeno que provoca la enfermedad de la pudricion texana en evaluaciones
posteriores a nivel invernadero o campo. Los resultados obtenidos en las pruebas

de confrontacion in vitro no han sido reportados anteriormente ya que no se habian
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realizados confrontaciones con microorganismos de la region de Sinaloa, es por

esto que se evaluaron en campo.

En las pruebas de cuantificacion de acido indolacetico de los
microorganismos antagonistas. En el caso de los hongos, los resultados obtenidos
concuerdan con lo reportado por Lépez-Valenzuela et al., (2022) donde se estudio
que las especies de Trichoderma tienen la capacidad de producir la fitohormona
auxina acido indol 3-acetico (AlIA) para promover el crecimiento de raices, ademas

de ser capaces de ser antagonistas para diversos fitopatdégenos.

Las bacterias en las pruebas de cuantificacion de acido indolacetico se
encontraron resultados similares con Yadav (2010) con aislados de P. putida, B.
subtilis con una produccion de 146.12, 92.64 ug-mL! de AIA respectivamente
empleando 100 mg/ml de triptéfano. Estos resultados estan muy por arriba de los
resultados obtenidos, sin embargo, el género Bacillus spp se caracterizan por ser
rizobacterias las que utilizan L-triptofano encontrados en la raiz para sintetizar el

AlA principalmente a través de la via del acido indol-3-piruvico Kang et al., (2017).

En las variables fisiolégicas en el experimento donde se evalta el uso de
diferentes concentraciones de nitrato: amonio en invernadero con plantas de
arandano, los resultados obtenidos coinciden con los reportados por Luna, (2015)
donde evalda la relacién nitrato: amonio en el cultivo de arandano obteniendo que
la mejor altura de planta fue el tratamiento que utiliza el nitrgeno de manera
amoniacal siendo la altura méaxima de plantas de 20 cm, a diferencia de los datos
obtenidos en este trabajo llegan a ser mayores ya que se utiliza el sustrato fibra de
coco que da permeabilidad y aireacion al cultivo, ademas de agregar mas
tratamientos que nos mostraran mas rango de datos para observar el

comportamiento de los nutrientes en las plantas de arandano.

En la variable de peso seco los resultados obtenidos de acuerdo con Gurrola
(2020) hay un incremento de la biomasa cuando el nitrdgeno es aportado de manera
de amonio y disminuye con la aplicacién de solo nitrato. Debido a que se ha

estudiado que el ardndano por su origen es capaz de asimilar de mejor manera y
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mas rapido el amonio que el nitrato. Es importante destacar que el suministro bien

proporcionado al cultivo da mas capacidad de crecimiento y produccion.

En la concentracion nutrimental en la etapa vegetativa los resultados
encontrados demuestran que estan dentro del rango para el cultivo de arandano de
acuerdo con Hanson y Hancock (1996), citan que los valores adecuados de
nitrégeno foliar deben de estar en 1.7-2.1%. Es importante mencionar que cuando
las plantas se encuentran en una edad mas madura las concentraciones de N debe
ser mayor a 2% para que se considere una concentracion normal, cuando son

menores de 1.7% es considerada deficiente (Hart et al., 2006).

Frias (2018) reporto que el Nitrégeno fue el elemento encontrado de mayor
cantidad en la etapa fenoldgica, ya que requiere una concentracion de Nitrogeno
mas alta que con cada etapa va disminuyendo. Nuestros resultados muestran una
variacion mas alta en el nutriente del Nitrogeno ya que se utilizaron diferentes
concentraciones del mismo, sin embargo, no se observé ninguna deficiencia de

algun otro elemento y tampoco antagonismo.

Rivaneira (2012), reporta datos similares a los encontrados donde el
Nitrogeno fue el elemento de mayor porcentaje en etapa fenoldgica vegetativa
seguido de K, Ca, Mg y P dichos resultados son 6ptimos para las variedades de

arandano.

La concentracion foliar depende de cada etapa vegetativa de la planta se
debe de realizar estudios en cada etapa para determinar el porcentaje ideal, el K es
un elemento que influye sobre el rendimiento y calidad del fruto (Santoyo et al.,
2011). Posee una gran importancia en funciones fisioldgicas y metabdlicas de las
plantas, como son el transporte de agua, el Ky Ca contribuyen a brindarle calidad
al fruto, proporcionando firmeza, sanidad y vida pos cosecha (Pérez y Quintero,
2015). Una planta con nutricion bien suministrada tendra la capacidad de
presentarse vigorosa al ataque de microorganismos patégenos que se presenten

en el ambiente.
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Por otra parte, Cris6stomo et al., (2014) realizo la evaluacion de diferentes
concentraciones de nitrato: amonio con diferentes niveles de pH, encontrandose
gue cuando es suministrado el nitrato al 100% hay una mejor altura de planta,
diferente a nuestros resultados, esto se puede llegar a decir que el pH es una
variable importante para determinar los niveles de aniones y cationes suministrados
en la solucién nutritiva, ademas de las condiciones climaticas que se utilizaron

diferentes a las de este proyecto.

En la interaccion de fertilizacion con Trichoderma harzianum y Bacillus
cereus en el control de Alternaria alternata en condiciones de hidroponia en
invernadero, la variable de altura de planta es una caracteristica de gran importancia
de crecimiento y desarrollo de la planta. Ramirez, (2018) plantea que el uso de
microorganismos como Trichoderma y Bacillus en los cultivos dan una altura de la
planta ademas de velocidad de crecimiento, evaluandose de manera separada y en
combinacion, llegando a encontrar que tienen la capacidad de lograr una interaccién
en el suelo y/o sustrato en beneficio a la planta, ademas de ser probados como
antagonistas dando la capacidad a la planta de una resistencia sistematica inducida
hacia los patdogenos que se presenten, el tratamiento donde se observé menor altura

donde no se aplicé microorganismos.

Debido a que Trichoderma spp. tiene la capacidad de secretar compuestos
relacionados con la promocion de crecimiento como fitohormonas llamadas auxinas
que incrementan el crecimiento del cultivo. Bacillus por su parte tiene efecto de
promocion de crecimiento, el género es capaz de generar fitohormonas como

auxinas y giberelinas.

En la variable de peso seco los resultados encontrados concuerdan con lo
reportado por Mejia-Melo (2018) utilizo microorganismos del género Trichoderma
en el cultivo de ardndano para el control de P. cinnamoni en donde los tratamientos
con microorganismos obtuvieron medias similares entre ellos sin diferencia
significativas, en los tratamientos donde no se utilizaron microorganismos el peso
seco fue minimo ya que el patégeno logro infectar el cultivo teniendo una perdida
foliar. Los patdgenos utilizados en dicha investigacion y en el presente trabajo
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afectan en mayor severidad érganos aéreos de la planta, logrando una necrosis total
en las hojas perdiendo y afectando la biomasa aérea afectando directamente la

produccion.

Los microorganismos del género Trichoderma y Bacillus han sido reportados
como antagonistas a diversos patdégenos en diversos cultivos ademas de tener la
capacidad de promover el crecimiento y darle a la planta resistencia sisteméatica
inducida. Dando la capacidad a la planta de mantenerse protegida contra el ataque

a los patégenos.

En cuanto a la incidencia y severidad del patégeno los resultados mostraron
gue el uso de microorganismos preventivos logré un control eficiente en los
tratamientos en combinacién y por separado en el uso de microorganismos. De
acuerdo con Ramirez-Carifio et al., (2020) obtuvo un control de Alternaria alternata
en el cultivo de jitomate utilizando microorganismos antagonistas como Bacillus y
Trichoderma en tratamientos por separado y en combinacién. Observando que
cuando se trabaja en conjunto hay una posibilidad de interaccion de los

microorganismos benéficos en el cultivo.

Mishal et al., (2010) citan que los hongos del género Trichoderma spp. tienen
la capacidad de absorber nutrientes en las plantas y pueden aumentar
sustancialmente la eficiencia del uso de nitrégeno en los cultivos, habilidad para

controlar enfermedades en la agricultura.

De acuerdo con Edquen, (2019) se recomienda el uso de preventivos al
evaluar el patdgeno Alternaria spp., en el cultivo de arandano ya que demostré que
el patdgeno es capaz de causar perdida de follaje cuando no se realiza un control

preventivo y al estar presente el patégeno es muy dificil el control.

a7



CONCLUSIONES
Las cepas de Trichoderma harzianum y Bacillus cereus que presentaron el
mejor antagonismo in vitro y mayor produccion de AlA presentaron un control

de Alternaria alternata en arandano.

La forma idénica de amonio al 100% en la solucién nutritiva influye en el mejor

desarrollo en el cultivo de arandano.

La fertilizacion nitrogenada con amonio y cepas de Bacillus cereus y
Trichoderma harzianum controlaron Alternaria alternata y promueven el

crecimiento en arandano.

Bacillus cereus y Trichoderma harzianum contribuye en el control de
Alternaria alternata y pueden ser utilizadas en la produccion organica de

arandano.
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