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Lucas-Bautista JA, Bautista-Baños S, Ventura-Aguilar 
RI y Gómez-Ramírez M. 2019. Determinación de 
quitina en hongos postcosecha y de quitinasas en frutos 
de papaya ̈ Maradol¨. Revista Mexicana de Fitopatología  
37 (No. Esp. 1): 1-7.
DOI: 10.18781/R.MEX.FIT.1902-3.

Resumen. La quitina es un biopolímero que 
conforma la pared celular de hongos filamentosos 
la cual se degrada por quitinasas mediante la hi-
drólisis de sus enlaces β-1,4. El fruto de papaya es 
afectado por hongos que ocasionan pérdidas en el 
almacenamiento. Para su control, la detección debe 
ser rápida y oportuna; en este sentido, los biosen-
sores podrían ser una opción al reconocer el analito 
que esté involucrado con su presencia, por ejem-
plo, como quitina y quitinasas. En este trabajo se 
cuantificó la quitina presente en hongos fitopató-
genos que afectan a la papaya obteniendo valores 
estadísticamente significativos (p≤0.05) entre 13% 

Determinación de quitina en hongos postcosecha y de 
quitinasas en frutos de papaya “Maradol”

Determination of chitin in postharvest fungi and 
chitinases in fruit of papaya “Maradol”

Jesús Armando Lucas-Bautista, Silvia Bautista-Baños*, Centro de Desarrollo de Productos Bióticos, Insti-
tuto Politécnico Nacional, Carretera Yautepec-Jojutla, Km 6, calle Ceprobi No. 8, CP 62731, Yautepec, More-
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Politécnico Nacional, Carretera Yautepec-Jojutla, Km 6, calle Ceprobi No. 8, CP 62731, Yautepec, Morelos,  
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(Alternaria alternata) y 37% (Penicillium sp.) de 
quitina de su biomasa total; asimismo, se determi-
nó el contenido de quitinasas presentes en cáscara 
del fruto en cuatro estados de madurez. Los valo-
res fueron significativamente diferentes (p≤0.05): 
entre 12473 (0-25% coloración amarilla) y 15514 
(100% coloración amarilla) unidades de quitina-
sa g-1 en muestras congeladas y entre 21085 (0% 
coloración amarrilla) y 29457 (25% coloración 
amarilla) unidades de unidades de quitinasa g-1 en 
muestras liofilizadas. Estos valores forman parte de 
una primera etapa de reconocimiento de indicado-
res biológicos para el diseño de un biosensor para 
su aplicación en papaya.

Palabras clave: Carica papaya L, madurez, bio-
sensores, indicadores, enzimas.

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

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

La quitina es el segundo biopolímero más abun-
dante en la naturaleza, después de la celulosa. 
Un gran número de organismos la sintetizan y se 
encuentra, entre otros, en la cutícula de insectos, 
huevos de nematodos, arácnidos y exoesqueleto de 
crustáceos e invertebrados. Es componente primor-
dial en la pared celular de los hongos y está com-
puesto de moléculas de N-acetil-D-glucosamina 
unidas por enlaces β-1,4 (Hamid et al., 2013). A 
pesar de su gran estabilidad química y térmica, la 
quitina es susceptible a la acción de enzimas quiti-
nolíticas (Ramírez et al., 2010). Las quitinasas (EC 
3.2.1.14) son enzimas de tipo glucósido-hidrolasas 

que catalizan la hidrólisis de los enlaces β-1,4 en 
quitina y quito-oligómeros de cadena corta (Seidl, 
2008) y tienen diferentes funciones acorde al or-
ganismo de origen; en plantas forman parte de su 
mecanismos de defensa ante el ataque de fitopató-
genos que, al entrar en contacto con la planta, ge-
neran una serie de señalizaciones que van hacia el 
núcleo de la célula donde se sintetizan quitinasas 
que degradan la quitina de la pared de los microor-
ganismos y provocan su lisis (Kumar et al., 2018). 
El fruto de papaya puede ser severamente afectado 
por complejos fúngicos, entre los que se han iden-
tificado a Alternaria alternata, Aspergillus niger, 
Colletotrichum gloeosporioides, Fusarium solani, 
Penicillium digitatum y Rhizopus stolonifer, entre 
otros (Bautista-Baños et al., 2013) (Figura 1 a-d). 
Algunos de ellos mantienen sus esporas en estado 
latente durante la etapa de crecimiento del fruto y 
se desarrollan completamente cuando encuentran 
las condiciones adecuadas en la maduración, pro-
vocando pérdidas cuantiosas durante el almacena-
miento y comercialización (Guédez et al., 2014). 
Actualmente, el control de hongos fitopatógenos 
involucra que su detección sea rápida, eficaz y 
oportuna (Pinzón-Gutiérrez et al., 2013); sin em-
bargo, los métodos tradicionales para dicha acción 
no cumplen con las características para evitar pér-
didas del producto. En este sentido, los biosensores 
son una opción para la predicción temprana de en-
fermedades ya que pueden ser capaces de detectar 
en tiempo real la presencia de microorganismos pa-
tógenos de manera eficaz. Los indicadores biológi-
cos como enzimas, material genético y anticuerpos, 
entre otros, pueden asociarse a la presencia de pa-
tógenos que podrían ser de utilidad como biomar-
cadores del sensor, ya que éstos se componen de un 
analito biológico de reconocimiento asociado a un 
sistema de transducción que envía la señal obteni-
da de la interacción con el analito (Martinkova et 
al.,  2017). Ejemplo de ello, es el trabajo realizado 
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por Wandermur et al. (2014) quienes fabricaron un 
biosensor de fibra óptica para detectar células de 
Escherichia coli en concentraciones de 104 y 108 
UFC en menos de 10 min; asimismo, Khaledian et 
al. (2017) desarrollaron un biosensor a base de na-
nopartículas de oro para detectar el ADN genómico 
de Ralstonia solanacearum en suelo. Actualmente, 
no se conocen biosensores capaces de reconocer 
hongos fitopatógenos en frutos de papaya. El ob-
jetivo de este trabajo fue evaluar el contenido de 
quitina en los principales hongos postcosecha de 
la papaya y la presencia de quitinasas en frutos de 
diferentes estados de madurez, como parte de una 
primera etapa de reconocimiento de indicadores 
biológicos que permitan el diseño de un biosensor 
para su aplicación en papaya.

Obtención del inóculo. Los hongos evaluados 
fueron Alternaria alternata, Aspergillus niger, 
Colletotrichum gloeosporioides, Fusarium solani, 
Penicillium sp. y Rhizopus stolonifer; los cuales se 
obtuvieron del cepario del Laboratorio de Tecnolo-
gía Postcosecha de Productos Agrícolas del Centro 
de Desarrollo de Productos Bióticos. Los hongos se 
incubaron en medio papa dextrosa agar (PDA) en 
cajas Petri de 10 cm a 20-25 °C de 4 a 12 días de 
crecimiento dependiendo del patógeno.

Cuantificación de quitina de hongos presentes 
en frutos de papaya. La cuantificación de quitina 
se realizó siguiendo las técnicas de Maghsoodi et 
al. (2009) y Kumaresapillai et al. (2011) con modi-
ficaciones, y consistió en los siguientes pasos:

1. Cultivo de hongos. Se obtuvo el micelio de 4 
cajas de cada cepa de hongo previamente incubado, 
bajo condiciones estériles con un asa bacteriológi-
ca y se colocó en un tubo cónico Falcon™ con 40 
mL de agua desionizada estéril. Cada solución se 
centrifugó a 4629 g (eppendorf Centrifuge 5804 R, 
Eppendorf International, USA) durante 10 min. Se 
utilizó la pastilla de micelio al cuál se le agregó 
12.5 mL de agua desionzada sometiéndolo a agi-
tación en un agitador orbital (Vortex-Genie-2) y se 
empleó perlas de vidrio para fragmentar el mice-
lio. Posteriormente, se agregó el contenido del tubo 
(4x104 a 2x105 células), en matraz Erlenmeyer de 
1 L, conteniendo  450 mL de medio sacarosa (1 L 
de agua desionizada: 100 g de sacarosa, 1.5 g de 
NaNO3, 0.5 g de KH2PO4, 0.025 g de MgSO4.7H2O, 
0.025 g de KCl y 1.6 g de extracto de levadura) y 
se dejó en agitación a 140 rpm (labtron HZO 3:10, 
UK) durante 72 h a 32 °C. 

2. Obtención de micelio. En cámara de flujo lami-
nar, bajo condiciones estériles, se colectó el micelio 

Figura 1. Principales microorganismos postcosecha de la papaya: a) C. gloeosporioides, b) A. niger, c) Penicillium sp., d) A. 
alternata.

 

a c 
 

b d 
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1. Obtención de extracto enzimático. Se macera-
ron en mortero 40 g de cáscara congelada agregán-
dole 60 mL de buffer Na2HPO4-ácido cítrico (Fer-
mont, México) 0.05 N a pH 7. La mezcla resultante 
se filtró con papel filtro Whatman No.1 y el so-
brenadante se centrifugó a 1157 g durante 10 min. 
Adicionalmente, siguiendo el mismo protocolo de 
obtención de extracto enzimático y con el objetivo 
de determinar la diferencia entre el almacenamien-
to de muestras, 0.5 g de cáscara liofilizada se mace-
ró con 20 mL de buffer fosfato-ácido cítrico. 

2. Reacción enzimática. Se tomó como sustrato 
quitina coloidal comercial al 10% suspendida en 
buffer de fosfatos 0.2 M a pH 6.5. Se mezcló 1 mL 
del extracto enzimático con 1 mL de quitina coloi-
dal en tubos cónicos Falcon™ para realizar la re-
acción dejándolos en incubación a 37 °C durante 1 
h en estufa para después detener la reacción con 1 
mL de NaOH al 1%. Posteriormente, la mezcla se 
centrifugó a 6300 g durante 10 min. 

3. Medición de la actividad enzimática. De los so-
brenadantes, se determinó el contenido de azúcares 
reductores tanto del extracto enzimático como de la 
reacción enzimática mezclando en tubo de ensayo 1 
mL de muestra y 1 mL de ácido 3,5-dinitrosalicílico 
(DNS, Sigma-Aldrich, USA) sometiéndose a baño 
María en ebullición durante 5 min para la reacción; 
transcurrido el tiempo, los tubos se colocaron en 
agua fría. Finalmente, se observó su absorbancia 
a 535 nm en espectrofotómetro (Thermo scientific 
Genesis 10S UV-VIS, USA). Las determinaciones 
de cada estado de madurez se hicieron por triplica-
do en cáscaras liofilizadas y congeladas. El valor 
de unidades quitinasa por gramo de muestra (UQ 
g-1), correspondientes a peso fresco en cáscaras 
congeladas y a peso seco en cáscaras liofilizadas, 
se calculó como una diferencia entre el contenido 
de azúcares reductores de la reacción enzimática 
y el contenido de azúcares reductores del extracto 

de cada hongo por filtración al vacío con ayuda de 
papel filtro Whatman No.1 y embudo de porcelana 
haciendo lavados continuos con agua desionizada 
hasta obtener un filtrado claro. La biomasa obteni-
da se colocó en una caja Petri y se dejó secar en es-
tufa bacteriológica (Luzeren, modelo DHG9030A) 
a 63 °C hasta tener peso constante. 

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

Determinación de quitinasas en cáscaras de pa-
paya. Material biológico. Se cosecharon frutos 
de papaya de la variedad Maradol en huertos de 
Teteman, Morelos, México, en 4 estados de ma-
durez: 0% (ausencia de color amarillo), 25% (1/4 
coloración amarillo), 50% (1/2 coloración amari-
llo) y 100% (totalmente amarillo) (Norma Mexi-
cana NMX–FF–041–SCFI–2007). Se cosecharon 
4 frutos por cada estado de madurez haciendo un 
total de 16 muestras. Se recuperó la cáscara de cada 
fruto y se cortó en porciones de 1-2 mm de espesor; 
la mitad se congeló a -72 °C y la restante se liofi-
lizó almacenándose hasta su uso. La obtención del 
extracto enzimático se realizó siguiendo la técnica 
descrita por Glibota et al. (2000) con algunas mo-
dificaciones y la determinación de quitinasas por el 
método descrito por Gómez-Ramírez et al. (2001) 
y consistió en los siguientes pasos:
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enzimático y se cuantificaron mediante una curva 
estándar de N-acetilglucosamina (NAG, Sigma-
Aldrich, USA) de 0 a 8 mmol mL-1. Una unidad 
de quitinasa se definió como la cantidad de enzima 
que catalizó la liberación de 1 mmol de NAG den-
tro de las condiciones experimentales usadas. Los 
datos se analizaron mediante un ANOVA y prueba 
de Tukey (p≤0.05). 

En el Cuadro 1 se muestra el porcentaje de qui-
tina de cada uno de los hongos estudiados. Se obtu-
vieron diferencias significativas (p≤0.05) en el con-
tenido de la quitina entre los hongos. En general, 
el valor promedio de quitina estuvo en el rango de 
13% a 37%. El valor mínimo correspondió a  A. al-
ternata y el máximo a Penicillium sp. Con relación 
a la cantidad de quitinasas, hubo diferencias sig-
nificativas entre los estados de madurez (p≤0.05). 
En general, en promedio se observó mayor con-
tenido en las cáscaras de los frutos que se liofili-
zaron (25632.82 UQ g-1) que en las cáscaras que 
fueron congeladas (14,040 UQ g-1). En la Figura 
2a se muestra, a excepción del estado de madurez 
de 0% y 25%, aumento en el contenido de las qui-
tinasas en los estados de mayor madurez del fruto 
(50 y 100%). Con relación a la Figura 2b, la mayor 
producción de quitinasas correspondió al estado de 
madurez de 25% (c.a 29,000 UQ g-1). 

Existen pocas investigaciones asociadas con el 
contenido de quitina en hongos; sin embargo, los 
valores que se obtuvieron en este estudio concuer-
dan con los presentados por Blumenthal y Roseman 
(1957). Estos autores reportaron valores de 11.5% 
en el género Alternaria  sp. y 22.4% en Aspergillus 
flavus. Por su parte, Arbia et al. (2013) reportaron 
en Mucor rouxii y Lactarius vellereus valores co-
rrespondientes a 44.5 y 19%, respectivamente. 

Por otro lado, existe una diferencia de casi el 
doble en la cantidad de quitinasas presentes en la 
cáscara congelada respecto a la liofilizada. Esto 
puede deberse a que las muestras liofilizadas con-
servan mejor las propiedades fisicoquímicas de los 
alimentos (Ayala et al., 2010); además, las mues-
tras congeladas contienen más agua que las liofi-
lizadas, presentando un menor contenido en mate-
ria seca, que es donde se localiza a la enzima y, en 
consecuencia, su cuantificación fue menor. Sobre 
este tema, Yabuki et al. (1986) reportaron actividad 
de quitinasas de 887 UI mg-1 de proteína en la bac-
teria Aeromonas hydrophila cuando se incubó en 
caldo nutritivo y se analizó después de un proceso 
de congelación de la muestra, siendo este, un mé-
todo favorable para mantener la actividad de esta 
enzima de acuerdo con los autores.

Por otra parte, en las muestras congeladas, el 
contenido de quitinasas aumentó de forma paralela 
al estado de madurez. Al respecto, Sánchez-García 
et al. (2012) reportaron que conforme el fruto ma-
dura, se promueve de igual forma el desarrollo de 
los hongos, los cuales pudieran encontrarse en es-
tado latente y como un mecanismo de protección, 
se sintetizan quitinasas para protegerlo. A la fecha, 
no existen estudios asociados con la producción de 
quitinasas respecto a los dos métodos de obtención 
utilizados en este estudio. En las muestras liofiliza-
das, de las papayas con ¼ de coloración amarilla, 
se obtuvo el mayor contenido de quitinasas. Esto 
pudo deberse al mismo estado activo de crecimiento, 

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

Hongo Quitina (%)x

Alternaria alternata 13.0±3.6c

Aspergillus niger 21.67±2.3b

Colletotrichum gloeosporioides 20.67±1bc

Fusarium solani 24.0±3.4b

Penicillium sp. 37.33±3a

Rhizopus stolonifer 17.33±2.3bc

xLetras diferentes en las columnas indican diferencias signi-
ficativas. Prueba de Tukey (p≤0.05); resultados expresados 
como media ± desviación estándar.
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desarrollo y maduración del fruto (Bryant y Julku-
nen-Tiitto, 1995), además, a un posible proceso de 
infección por microorganismos (Xu et al., 2016). 
Sobre este tema, Yan et al. (2008) reportaron que la 
actividad de quitinasa se correlaciona directamente 
con la microestructura y proporción de quitina en la 
pared celular de los hongos con los que interactúa. 

En conclusión, en este estudio, los valores que 
se obtuvieron tanto de la quitina presente en los 
hongos fitopatógenos y de las quitinasas en el fruto 
de papaya podrían servir como indicadores biológi-
cos de la presencia de hongos en la papaya para su 
uso como marcadores para el diseño de un biosen-
sor. Sin embargo, aún es necesario realizar estudios 
similares en diferentes patosistemas de la papaya 
cubriendo sus diferentes estados fenológicos.
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Resumen. Aspergillus flavus es un hongo que 
infecta diversos alimentos, entre ellos el higo. Se 
han utilizado diferentes medios de cultivo para su 
aislamiento y crecimiento. El objetivo de esta in-
vestigación fue evaluar la patogenicidad de A. fla-
vus crecido en diferentes medios de cultivo sobre 
higos. Se incubó A. flavus en 5 medios de cultivo 
(CZAPEK, agar V8, PDA, Dextrosa Sabouraud y 
agar de Malta) y de éstos, se realizaron dos sus-
pensiones de esporas (1 x 104 y 1 x 105 Esp mL-1). 
Los frutos se inocularon y se evaluó porcentaje de 
infección y severidad. La cepa desarrollada en me-
dio CZAPEK (1 x 104 Esp mL-1) fue la que generó  
mayor porcentaje de infección (64%), sin embargo, 
fue estadísticamente similar al PDA y Agar de Malta 

Efecto de diferentes medios de cultivo sobre la patogenicidad 
de Aspergillus flavus en frutos de higo

Effect of different culture media on the pathogenicity of 
Aspergillus flavus in fig fruits
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(53 y 51%, respectivamente).  La cepa del medio 
PDA (1 x 104 Esp mL-1) mostró mayor severidad 
(2.4) y fue estadísticamente similar a los medios 
evaluados, con excepción del agar V8. Lo frutos 
inoculados con la cepa del agar V8 (1 x 104 Esp 
mL-1) tuvieron el menor porcentaje de infección 
(24%)  y  severidad (1.64), siendo estadísticamen-
te diferente al resto de los tratamientos. Las cepas 
de A. flavus incubada en CZAPEK y PDA tuvieron 
mayor patogenicidad en los frutos de higo.

Palabras clave: Ficus carica, medios de cultivo, 
esporulación, infección.

Abstract. Aspergillus flavus is a fungus that infects 
various foods, including fig. Different culture me-
dia have been used for their isolation and growth. 
The objective of this research was to evaluate the 
pathogenicity of A. flavus grown in different culture 
media on fig fruit. A. flavus was incubated in 5 cul-
ture media (CZAPEK, V8 agar, PDA, Sabouraud 
Dextrose, and Malt Agar) and of these, two spore 
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suspensions were performed (1 x 104 and 1 x 105 
Esp mL-1). The figs were inoculated and the per-
centages of infection and severity were evaluated. 
The strain developed in CZAPEK medium (1 x 104 
Esp mL-1) was the one that generated the highest 
percentage of infection (64%), however, it was sta-
tistically similar to the PDA and Malt Agar (53 and 
51%, respectively). The PDA medium strain (1 x 
104 Esp mL-1) showed greater severity (2.4) and 
was statistically similar to the evaluated means, 
with the exception of V8 agar. The figs inoculated 
with the V8 agar strain (1 x 104 Esp mL-1) had the 
lowest percentage of infection (24%) and severi-
ty (1.64), being statistically different from the rest 
of the treatments. Strains of A. flavus incubated in 
CZAPEK and PDA had higher pathogenicity in the 
fig fruit.

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

El higo (Ficus carica) es un fruto altamente 
perecedero que necesita de un cuidado especial 
durante su cultivo, cosecha y almacenamiento; la 
temperatura y la presencia de microorganismos 
fitopatógenos, son factores que pueden disminuir 
su calidad y periodo de vida útil (Kong et al., 2013; 
Irfan et al., 2013). Es un fruto propenso a sufrir 
contaminación por microorganismos, ya que posee 
un alto contenido de azúcar y agua, posee una piel 
delgada que muchas veces sufre heridas durante su 
cosecha y además presenta un orificio en su base 
denominado “ostiolo” por el cual pueden introdu-
cirse diversos microorganismos (Oliveira et al., 
2009; Souza et al., 2013; Kong et al., 2013; Irfan et 
al., 2013). Aspergillus flavus es un hongo de impor-
tancia agronómica y nutricional, que infecta varios 
grupos de alimentos tanto en pre como postcose-
cha, generando pérdidas y ocasionando problemas 

de salud en animales y humanos por la producción 
de toxinas (Accinelli et al., 2018). En estudios re-
cientes, se ha reportado la presencia de A. flavus  
en frutos de higo, lo cual es un problema latente 
para la población que consume esta fruta (Carvajal, 
2013).  En la actualidad, existe un creciente inte-
rés por evaluar métodos de control que reduzcan la 
aparición de este patógeno en los frutos, para ello 
es necesario desarrollar el hongo en condiciones 
controladas las cuales garanticen su patogenicidad 
así como su capacidad para infectar frutos, de este 
modo los nuevos tratamientos propuestos podrían 
ser más efectivos. Los medios nutritivos son una 
herramienta que nos permite cultivar a los hongos 
en un medio artificial y poder evaluar su desarrollo. 
Para desarrollar hongos del género Aspergillus se 
pueden utilizar concentraciones esporas de 1x 104 
y 1 x 105 Esp mL-1 (Ramos-García et al., 2012) para 
desarrollarse en  diferentes medios de cultivo, en-
tre los que podemos encontrar: CZAPEK,  PDA, 
Dextrosa Sabouraud,  Agar V8,  y agar de malta, 
los cuales presentan  composición variada (Cuadro 
1). Estos medios de cultivo se han recomendado 
para el estudio de mohos y levaduras, incluso se 
ha reportado que los medios a base de extractos 
naturales (Agar V8) aumentan la velocidad de cre-
cimiento y esporulación en comparación con los 
medios de cultivo utilizados convencionalmente 
(González-Peña et al., 2014). El objetivo de esta 
investigación fue evaluar la patogenicidad de A. 
flavus proveniente de diferentes medios de cultivo 
sobre frutos de higo.

Se prepararon 5 medios nutritivos, CZAPEK 
DOX, PDA, dextrosa Sabouraud, agar de Malta, 
y agar V8 (jugo comercial) y agar bacteriológico, 
todos de la marca BD Bioxon, México y se colo-
caron en cajas Petri de 60 x 15 mm. Con la ayuda 
de un horadador, se realizaron orificios (5mm) de 
la cepa A. flavus (donada por el CEPROBI-IPN), 
previamente activada (siete días antes), la cual se 
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sembró en cada medio de cultivo. Las cajas Petri 
se incubaron durante 7 días a 25 ± 2 °C. Una vez 
que se desarrolló el hongo en los diferentes medios 
de cultivo (8 días después), se prepararon dos so-
luciones dos esporas; 1 x 104 y 1 x 105 Esp mL-1 de 
acuerdo a la metodología de Ramos-García et al. 
(2012). Para realizar la inoculación, los frutos se 
enjuagaron durante 10 s con una solución de cloro 
al 1% (v/v), y posteriormente con agua desioniza-
da. Los frutos se secaron a temperatura ambiente 
(28 ± 2 °C) en bandejas con papel absorbente. Con 
ayuda de una aguja de disección se realizó una he-
rida en la cara anterior y posterior de los frutos y se 
colocaron 10 µL de cada solución de esporas. Se 
evaluó la incidencia (% de infección) y la severidad 
de la infección, cuyo índice se determinó mediante 
una escala, donde, 1 = 0 %; 2 = 1-25 %; 3 = 26-
50%; 4 = 51-75 % y 5 = 76-100% de síntomas de la 

enfermedad en la superficie del fruto (Hernández et 
al., 2018). Los frutos se almacenaron durante 4 días 
a temperatura ambiente a 27 ± 2 ºC. Se utilizaron 
90 frutos por cada medio de cultivo dividido en las 
2 concentraciones (45 frutos por concentración) y 
se realizó un análisis de varianza con un método de 
comparación de medias de Tukey (P≤ 0.05) a tra-
vés del paquete estadístico INFOSTAT (v. 2017).

Los resultados mostraron que en el segundo día 
de almacenamiento, los porcentajes de infección 
más altos en el higo se obtuvieron de las cepas pro-
venientes de los medios CZAPEK (31 %) y PDA 
(24 %) a la concentración 1 x 104 Esp mL-1, aunque 
no se observaron diferencias estadísticas (p<0.05).  
En el tercer día, el medio CZAPEK fue estadísti-
camente diferente al resto de los medios al tener 
un 62 % de infección. En el cuarto día, los medios 
CZAPEK, PDA y Malta fueron estadísticamente 

Cuadro 1. Composición de diferentes medios de cultivo para inocular A. flavus

Medio de 
cultivo Componentes Cantidad 

(g L-1) pH Referencia

CZAPEK

Sacarosa
Nitrato de sodio
Fosfato dipotásico
Sulfato de magnesio
Sulfato ferroso
Agar

30
2
1
0.5
0.01

15

7.3 Liofilchem, 2015

PDA
Extracto de papa
Dextrosa
Agar

4
20
15

5.6 Neogen, 2015

Dextrosa 
Sabouraud

Digerido pancreático de caseína
Digerido péptico de tejido animal
Dextrosa
Agar

5
5

40
15

5.6 BD, 2015

Malta Extracto de malta
Agar

30
15 5.5 Neogen, 2017

Agar V8

Jugo de verduras “V8”
Sodio
Potasio
Azúcar
Proteína
Carbonato de calcio
Agar

160 (mL L-1)
0.093
0.6
4.66
1.33
3 

20

5.7 González-Peña et al., 2014
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similares (p<0.05),  al mostrar los porcentajes de 
infección más altos al final del almacenamiento 
(64%, 53% y 51%, respectivamente) (Cuadro 2; 
Figura 1). La cepa proveniente del medio agar V8 
fue la que mostró menor porcentaje de infección 
durante los días de almacenamiento (4%, 13% y 
24%, respectivamente).

En los días dos, tres y cuatro de almacenamien-
to, se observó el mayor porcentaje de infección en 
las cepas de A. flavus a una concentración de 1 x 
105 Esp mL-1, proveniente de los medios Dextrosa 
Sabouraud (27, 47 y 51%, respectivamente), CZA-
PEK (20, 42 y 51%, respectivamente) y PDA (13, 
38 y 47%, respectivamente), es importante mencio-
nar que se observó similitud estadística (p<0.05), 
en los medios mencionados. Una vez más el medio 
agar V8 fue estadísticamente diferente (p<0.05)  al 
resto de los medios evaluados, al inducir la menor 
incidencia durante el almacenamiento (4, 4 y 36%, 
respectivamente) (Cuadro 3). En los resultados 
de severidad, se observaron diferencias estadísti-
camente significativas (p<0.05) entre los medios 
evaluados. En los días de almacenamiento dos y 
tres, la cepa de A. flavus a una concentración de 1 
x 104  Esp mL-1 del medio CZAPEK presentó ma-
yor índice de severidad (1.5 y 2, respectivamente), 
seguida de la cepa del medio PDA (1.4 y 1.9, res-
pectivamente) (Cuadro 4), ambos medios fueron 
estadísticamente similares.  En el día cuatro de al-
macenamiento, la cepa del medio PDA fue la que 

Cuadro 2. Efecto de la incubación en diferentes medios nu-
tritivos y la concentración de  1 x 104 Esp mL-1 

en la incidencia de A. flavus en frutos de higo 
almacenados durante 4 días a 20 ± 2 °C.

Incidencia (%)

Medio nutritivo Días de almacenamiento
1 2 3 4

PDA 0 24cd 40b 53bc

Agar de Malta 0 16bc 40b 51bc

Dextrosa Sabouraud 0 9ab 27ab 44b

CZAPEK 0 31d 62c 64c

V8 0 4a 13a 24a

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

Figura 1. Frutos de higo infectados con cepas de A. flavus a una concentración de 1x104 Esp mL-1  al cuarto día de alma-
cenamiento, provenientes de diferentes medios de cultivo: A) CZAPEK; B) PDA; C) agar de malta; D) dextrosa 
sabouraud y E) agar V8.

mostró la mayor severidad (2.4); sin embargo, fue 
estadísticamente similar (p<0.05) al resto de los 
medios, excepto el medio agar V8, el cual mostró 
menor severidad durante los días dos, tres y cuatro 
de almacenamiento (1, 1.1 y 1.6, respectivamente). 
En general no se observaron diferencias estadísti-
cas significativas (p<0.05) en la severidad de los 
frutos de higo inoculados con la concentración 1 
x 105 Esp mL-1 de los medio PDA, Agar de Malta, 
dextrosa Sabouraud y CZAPEK durante los cuatro 
días de almacenamiento. El agar V8 fue estadísti-
camente diferente al resto de los medios, durante 
los días dos y tres (0.2 y 0.4); sin embargo, en el 
día cuatro, no se observaron diferencias entre los 
medio evaluados (Cuadro 5). 
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En esta investigación el índice de severidad y el 
porcentaje de infección en los frutos, no se afecta-
ron por la concentración de la solución de esporas 
de A. flavus, sino por el medio nutritivo utilizado. 
Las concentraciones de A. flavus (1 x 104  y 1 x 
105 Esp mL-1) proveniente del medio de cultivo 
CZAPEK, mostraron mayor incidencia sobre los 
frutos de higo durante todo el almacenamiento. 
Barajas-Ontiveros et al. (2009) reportan, que los 
medios de cultivo influyen en el crecimiento y en 
la germinación de esporas. Las esporas fúngicas 
contienen reservas de nutrientes que soportan el 

Cuadro 3. Efecto de la incubación en diferentes medios nu-
tritivos y la concentración  de 1 x 105 Esp mL-1 

en la incidencia de A. flavus en frutos de higo 
almacenados durante 4 días a 20 ± 2 °C.

Incidencia (%)

Medio nutritivo Días de almacenamiento
1 2 3 4

PDA 0 13ab 38bc 47ab

Agar de Malta 0 16b 31b 56b

Dextrosa Sabouraud 0 27c 47c 51ab

CZAPEK 0 20bc 42c 51ab

V8 0 4a 4a 36a

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

Cuadro 4. Efecto de la incubación en diferentes medios nutritivos y la concentra-
ción  de 1 x 104 Esp mL-1 en la severidad de A. flavus en frutos de higo 
almacenados durante 4 días a 20 ± 2 °C.

                                    Índice de severidad
Días de almacenamiento

Medio nutritivo 1 2 3 4

PDA 1 ± 0.0 1.4 ± 0.8 bc 1.9 ± 1.2 bc 2.4 ± 1.5 b

Agar de Malta 1 ± 0.0 1.2 ± 0.6 ab 1.6 ± 0.9 ab 2.1 ± 1.3 ab

Dextrosa Sabouraud 1 ± 0.0 1.0 ± 0.2 ab 1.4 ± 0.7 ab 2.1 ± 1.4 ab

CZAPEK 1 ± 0.0 1.5 ± 0.8 c 2.0 ± 0.9 c 2.3 ± 1.1 ab

V8 1 ± 0.0 1.0 ± 0.2 a 1.1 ± 0.4 a 1.6 ± 1.3 a

Escala de severidad: 1= 0%, 2= 1-25%, 3= 26-50%, 4= 51-75%, 5= 76-100%  de infec-
ción en los frutos de higo.
Letras diferentes indican diferencias estadísticas significativas (Tukey, p<0.05).

crecimiento por un periodo determinado; sin em-
bargo, esta composición se puede modificar por el 
medio donde se desarrolle y así afectar su proceso 
de germinación (Hassouni et al., 2007). La cepa 
del medio CZAPEC mostró alta incidencia, segui-
do del medio PDA sobre los frutos inoculados con 
las concentraciones 1 x 104 Esp mL-1 (64 y 53 %, 
respectivamente) y 1 x 105 Esp mL-1 (51 y 47 %, 
respectivamente).

Varios autores (Liofilchem, 2015; Cota-Arriola 
et al., 2017) han reportado que el medio CZAPEK 
favorece el desarrollo de este patógeno, incluso 
Luna et al. (2010) afirmaron que en las cepas de 
Aspergillus desarrolladas en este medio,  se obser-
varon diferencias macroscópicas (micelio blanco 
con pigmento amarillo difundido en el medio) al 
compararla con medio PDA (micelio blanco), lo 
cual podría garantizar su capacidad de infección en 
el fruto. Los resultados de la presente investigación 
concuerdan con lo reportado por Cota-Arriola et al. 
(2017) y  Hassouni et al. (2007), los cuales mos-
traron que hongos del género Aspergillus desarro-
llados en medio CZAPEK tuvieron una mayor ger-
minación de esporas (6.5 esporas h-1) comparado 
con los desarrollados en Papa dextrosa y azúcar de 
bagazo de caña (5.6 esporas h-1). La germinación 
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de esporas es de vital importancia en la patogenici-
dad del hongo debido a que es la primera etapa del 
crecimiento y es indicativo para la adaptación en 
el fruto (Cota-Arriola et al., 2017). El  medio Agar 
V8, se ha utilizado cuando los medios tradicionales 
no desarrollan esporas en los hongos (Mogollón y 
Castaño, 2012). González-Peña (2014) reportó que 
la biomasa producida por el hongo Phytophthora 
nicotianae fue mayor en el medio V8, favoreciendo 
el crecimiento y la esporulación. Contrario a esto, 
en la presente investigación, el medio Agar V8 fue 
el que mostró el menor porcentaje de infección al 
compararlo con el resto de los medios evaluados. 
Esto concuerda con lo reportado McAlpin y Donald 
(2005), quienes reportaron que este medio produjo 
una baja cantidad de estromas (102) al comparar-
lo con el medio CZAPEK (2672), PDA (2218) y  
Agar de Malta (657). El medio Agar V8 contiene 
en su formulación azúcar, carbonato de calcio y 
NaCl, componentes que podrían estar influyendo 
en su patogenicidad. Reyes-Ocampo et al. (2013), 
analizaron el metabolismo de A. niger en medio só-
lido y concluyeron que el metabolismo del hongo 
del genero Aspergillus se afectó cuando hubo un 
incremento de glucosa en la formulación, ya que la 
alta concentración de glucosa en el medio se indica 

Cuadro 5. Efecto de la incubación en diferentes medios nutritivos y la concentra-
ción  de 1 x 105 Esp mL-1 en la severidad de A. flavus en frutos de higo 
almacenados durante 4 días a 20 ± 2 °C.

                                    Índice de severidad
Días de almacenamiento

Medio nutritivo 1 2 3 4

PDA 1 ± 0.0 1.1 ± 0.4 ab 1.6 ± 0.9 b 2.0 ± 1.2 a

Agar de Malta 1 ± 0.0 1.2 ± 0.5 ab 1.5 ± 1.0 b 2.4 ± 1.4 a

Dextrosa Sabouraud 1 ± 0.0 1.4 ± 0.7 b 1.7 ± 0.8 b 1.9 ± 0.9 a

CZAPEK 1 ± 0.0 1.2 ± 0.4 ab 1.6 ± 0.8 b 1.9 ± 0.9 a

V8 1 ± 0.0 1.0 ± 0.2 a 1.0 ± 0.4 a 1.9 ± 1.3 a

Escala de severidad: 1= 0%, 2= 1-25%, 3= 26-50%, 4= 51-75%, 5= 76-100%  de infec-
ción en los frutos de higo.
Letras diferentes indican diferencias estadísticas significativas (Tukey, p < 0.05).

como un factor de estrés osmótico en el microor-
ganismo, lo que genera un mayor gasto energético 
y un menor desarrollo, además la presencia de otra 
fuente de carbono diferente a la glucosa perturba el 
metabolismo normal cuando se usa conjuntamente 
con ésta. En general los hongos muestran diversas 
respuestas metabólicas, patrones de crecimiento y 
estrategias reproductivas, por lo tanto el estrés os-
mótico puede reducir su crecimiento al incremen-
tar la tasa de respiración. Tijerina-Ramírez et al. 
(2014) reportan que al utilizar NaCl, KCl y sacaro-
sa en medios sólidos, se redujo  el potencial osmó-
tico  y esto ocasionó la disminución del crecimiento 
y desarrollo de hongo  Macrophomina phaseolina, 
del mismo modo, se observó que la cepa del hongo 
desarrollada en el medio que contenía NaCl, redujo 
significativamente su patogenicidad en frijol.  Sin 
embargo, se ha reportado que el Agar V8 favorece 
la expresión de enzimas hidrolíticas (González-Pe-
ña, 2014), lo que explicaría su similitud estadística 
con el resto de los medios evaluados en la variable 
de severidad al termino del almacenamiento.

En conclusión, la cepa de  A. flavus incubada en 
los medios de cultivo CZAPEK y PDA, indepen-
dientemente de la concentración utilizada, indujo la 
mayor patogenicidad en los frutos de higo, lo que 
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es de interés para futuras investigaciones que eva-
lúen métodos de control efectivos contra la inhibi-
ción del crecimiento de A. flavus.
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Resumen. La roya asiática de la soya causada 
por Phakopsora pachyrhizi reduce el rendimiento 
del cultivo hasta 90%. Se ha observado pérdida 
de eficacia de control con fungicidas sitio-especí-
ficos, se ha propuesto combinarlos con mancozeb 
como estrategia antirresistencia. El objetivo fue 
evaluar estos fungicidas en dos fechas de siembra. 
El estudio se realizó en condiciones de campo en 
Yguazú, Paraguay, con ocho tratamientos: sin apli-
cación (T1), prothioconazole y trifloxistrobin (T2), 

Fungicidas sitio-específicos combinados con Mancozeb para 
el control de la roya asiática de la soya

Site-specific fungicides combined with Mancozeb for the 
control of asian soybean rust
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mancozeb (T3), azoxistrobin y bezonvindiflupyr 
(T4), fluxapyroxad, epoxiconazole y pyraclostrobin 
(T5), T2 + T3 (T6), T4 + T3 (T7), y T5 + T3 (T8) y dos 
siembras (20 de septiembre y 20 de noviembre de 
2017), en un diseño de bloques completos al azar 
con tres repeticiones. El rendimiento no se modifi-
có por la aplicación de los tratamientos. Se observó 
diferencia significativa por la fecha de siembra en 
la severidad y peso de mil semillas (PMS). El T6 
presento menor severidad y el T5 mayor PMS en 
la primera fecha de siembra. Los fungicidas sitio-
especifico más mancozeb presentaron mayor por-
centaje de eficacia de control de la enfermedad. La 
combinación de mancozeb con mezclas de fungici-
das sitio-específico es efectiva para el control de la 
roya asiática de la soya.

Palabras claves: Phakopsora pachyrhizi, Glycine 
max, multisitio, biotrófico, resistencia.
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2003). Posteriormente, la enfermedad fue reporta-
da en Brasil durante la temporada de producción 
2001/2002 al norte de Mato Grosso do Sul y en Rio 
Grande do Sul (Yorinori et al., 2005).

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

El Comité de Acción de Resistencia a Fungi-
cidas (FRAC, 2012), señala que los principales 
grupos fungicidas utilizados para el control de 
RAS son los inhibidores de la síntesis de esteroles 
(DMI), los inhibidores de la quinona (QoI), y los 
inhibidores de la enzima succinato deshidrogenasa 
(SDHI). Los fungicidas DMI y QoI actúan solo en 
un sitio específico de reacciones bioquímicas en la 
célula fúngica. Por lo tanto, son vulnerables a la 
selección de cepas fúngicas para reducir la sensibi-
lidad. Además, FRAC (2012), clasifica a los DMI y 
QoI como fungicidas de alto riesgo para el desarro-
llo de resistencia y, por esta razón, no recomiendan 
su uso de forma aislada.

Las poblaciones de P. pachyrhizi han perdido 
sensibilidad a ciertas estrobilurinas y triazoles, ob-
servándose una baja eficacia de control de la en-
fermedad en parcelas de producción (Reis et al., 
2014). La dificultad para controlar la RAS con fun-
gicidas es cada vez más evidente, lo que demuestra 

Abstract. Asian soybean rust caused by Phakop-
sora pachyrhizi reduces crop yield up to 90%. It 
has been observed loss of control efficacy with site-
specific fungicides, it has been proposed to combi-
ne them with mancozeb as anti-resistance strategy. 
The objective was to evaluate these fungicides on 
two sowing dates. The study was conducted under 
field conditions in Yguazú, Paraguay, with eight 
treatments: no application (T1), prothioconazole 
and trifloxystrobin (T2), mancozeb (T3), azoxys-
trobin and bezonvindiflupyr (T4), fluxapyroxad, 
epoxiconazole and pyraclostrobin (T5), T2 + T3 
(T6), T4 + T3 (T7), and T5 + T3 (T8) and two late 
sowings (September 20 and November 20, 2017), 
in a randomized complete block design with three 
repetitions. The yield was not modified by the 
application of the treatments. Significant difference 
was observed by the sowing date in the severity and 
weight of one thousand seeds (PMS). T6 showed 
lower severity and T5 higher PMS on the first plan-
ting date. Site-specific fungicides plus mancozeb 
had a higher percentage of disease control effica-
cy. The combination of mancozeb with mixtures of 
site-specific fungicides is effective for the control 
of asian soybean rust.

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

La roya asiática de la soya (RAS) causada por 
el hongo Phakopsora pachyrhizi, es unas de las 
enfermedades más severas que ataca al cultivo de 
soya (Glycine max), con daños que varían entre 
el 10% al 90% (Yorinori et al., 2005; Hartman et 
al., 2015). La primera epidemia severa de RAS en 
Sudamérica fue reportada en Paraguay, durante el 
verano 2000/2001 en el distrito de Pirapó (Itapúa), 
de donde se propagó a los demás Departamentos 
del Paraguay en donde se cultiva soya (Morel, 
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la alta adaptabilidad del hongo (Reis et al., 2014; 
Godoy y Palaver, 2011). Como ejemplo, la eficacia 
del tebuconazole (DMI) se ha reducido gradual-
mente de 90% a 24% en diez temporadas (Godoy et 
al., 2013). No obstante, Godoy et al. (2015) y Silva 
et al. (2015), reportan que el mancozeb mezclado 
con fungicidas sitio-específicos permite aumentar 
la eficiencia de control de la RAS y reducir el ries-
go de resistencia por parte del patógeno.

En Paraguay existe poca información documen-
tada sobre el efecto de la aplicación de fungicidas 
sitio-específicos y multisitio para el control de la 
roya asiática de la soya, la mayoría de las recomen-
daciones se obtienen a partir de las investigaciones 
realizadas en Brasil. El objetivo fue evaluar el efec-
to de la aplicación de fungicidas sitio-específicos 
(DMI, SDHI y QoI) y en combinación con manco-
zeb, sobre la severidad de RAS y la productividad 
de soya en dos épocas de producción.

El experimento se llevó a cabo en el campo 
experimental de la Fundación Nikkei – CETA-
PAR, Yguazú, Alto Paraná, Paraguay. En la Figu-
ra 1 se presentan los datos de las precipitaciones, 
temperatu ras máximas, mínimas y medias diarias 
durante el desarrollo del cultivo de soya en los 
meses de septiembre de 2017 a abril de 2018 

provenientes de la estación meteorológica del Cen-
tro Tecnológico Agropecuario del Paraguay, Ygua-
zú. Se registró una temperatura media de 24.9 °C, 
humedad relativa media de 68.7% y precipitación 
total de 830 mm, con mayor presencia de lluvias en 
noviembre, diciembre y enero con 189.2, 237.2 y 
230 mm, respectivamente. 

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

Los tratamientos fueron aplicados con una pul-
verizadora manual con erogación de 100 L ha-1 a 
presión constante (30 bar), accionada mediante 

Figura 1. Condiciones meteorológicas registradas durante 
el periodo experimental.

Cuadro 1. Dosis e ingrediente activo de los tratamientos 
estudiados.

Tratamiento Ingrediente activo Dosis ha-1

T1 SA -
T2 Pr y Tr 400 cc
T3 M 1200 g
T4 Az y B 250 g
T5 Fl, Ep y Py 800 cc
T6 (Pr y T) + M 400 cc + 1200 g
T7 (Az y B) + M 250 g + 1200 g
T8 (Fl+Ep+Py) + M 800 cc + 1200 g

SA: sin aplicación, Pr: protioconazole, Tr: trifloxistrobin, 
Az: azoxistrobin, B: benzovindiflupyr, Fl: fluxapyroxad, Ep: 
epoxiconazole, Py: pyraclostrobin, M: mancozeb.
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tubo de gas carbónico (CO2) a una velocidad de 
5.04 km h-1. Las aspersiones iniciaron cuando las 
plantas mostraron, en promedio, 0.14% de seve-
ridad en la primera época y 0.69% en la segunda 
época. La severidad se evaluó a los 5 días después 
de la aplicación (DDA) de cada tratamiento. En to-
das las fechas fueron colectadas 20 hojas al azar, en 
forma de zig zag, correspondiente al estrato medio 
en cada parcela. La severidad de la enfermedad fue 
cuantificada en el laboratorio con la ayuda de un 
estereoscopio y comparada con la escala diagra-
mática de RAS propuesta por Godoy et al. (2006), 
la cual presenta seis niveles de severidad, los cua-
les son: 1=0.6%, 2=2%; 3=7%; 4=18%; 5=42%; 
6=78.5%. A partir de la severidad se calcularon los 
porcentajes de eficacia de control (EC) con la si-
guiente fórmula: EC= ((Infección testigo – Infección 

Tratamiento)/ Infección testigo)*100. Se determinó el ren-
dimiento (kg ha-1) y el peso de mil semillas (g), la 
humedad del grano fue corregida al 13%. 

Se llevó a cabo análisis de varianza (ANOVA 
de dos vías (α=0.05)) de las variables respuesta y 
pruebas de comparación de medias por LSD Fisher 
(α=0,05), empleando el paquete estadístico de SAS 
9.0.

El análisis de varianza de los datos con base al 
diseño experimental planteado, indicó diferencias 
significativas para la fecha de siembra, así como 
para los tratamientos en las variables de peso de 
mil semillas y severidad, no así para la interacción 
fecha de siembra tratamiento (Cuadro 2).

La RAS se manifestó a los 78 y 45 dds en la pri-
mera y segunda fecha de siembra, respectivamente, 
las condiciones ambientales fueron favorables para 
el desarrollo de la enfermedad, lo que permitió el 
incremento de la severidad y una mayor presión de 
inóculo (Figura 1 y 2). La severidad de RAS fue 
mayor en la segunda fecha de siembra con 58.7 % 
de severidad en comparación con la primera con 
11.1 % (Cuadros 3 y 4).  

Cuadro 2. Influencia del rendimiento, peso de mil semillas 
(PMS) y severidad de RAS en función de los tra-
tamientos estudiados en las fechas de siembra.

Parámetros
Significación estadística

Tratamientos Fecha de
siembra Interacción 

Rendimiento ns * ns
PMS * * ns
Severidad * * ns

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

La infección de la RAS puede ocurrir en un ran-
go de temperatura de 15 a 30 °C (Caldwell et al. 
2005) y el mayor número de lesiones/cm-2 a tempe-
raturas entre 21 a 24 °C con al menos un periodo de 
seis horas de mojado de la hoja (Nunkumar et al., 
2013). La mayor presencia de roya ha sido observa-
da en áreas con temperaturas medias diarias meno-
res a 28 °C, y periodos largos de mojado foliar ocu-
rriendo durante la zafra (Sinclair y Backman 1989). 
Godoy et al. (2016), mencionan que en Brasil, la 
RAS es detectada en el mes de noviembre y a partir 
de entonces se incrementa en forma exponencial, 
obteniéndose una mayor presión de inóculo a medi-
da que las siembras se retrasan. Maidana-Ojeda et 
al. (2019) observaron las primeras uredosporas del 
patógeno en el ambiente en la primera semana de 
noviembre en Paraguay.

Los tratamientos con aplicación de fungicidas 
redujeron el nivel de severidad del hongo con rela-
ción al testigo. La aplicación de mancozeb (T8) de 
forma aislada dio como resultado la menor eficacia 
de control en ambas fechas de siembra, con 42.6  y 
16.8 %, respectivamente, mientras que la mezcla 
de fungicidas sitio-específicos más mancozeb ob-
tuvieron el 60 y 30 % más en la primera y segunda 
fecha de siembra (Cuadro 3 y 4). 

Cerezolli et al. (2018), obtuvieron un porcen-
taje de severidad de 3 % con tres aplicaciones de 
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mancozeb en todo el ciclo de cultivo, mientras que 
Godoy et al. (2018) encontraron valores similares a 
los reportados en este trabajo. La eficacia de control 
de un fungicida depende de varios factores como el 
tipo de fungicida y dosis, el momento de aplica-
ción, la presión del inóculo, la forma de aplicación 
y las condiciones ambientales (Fleitas, 2015).

Se observó un incremento en la productividad 
en función de las mezclas de fungicidas, con incre-
mentos entre 25 a 40 %, y 4 a 32 % en la primera y 
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Figura 2. Desarrollo de la enfermedad en función de los tratamientos estudiados en la primera (a) y segunda (b) fecha de 
siembra en Yguazú, Paraguay. 

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

 

Tratamiento Rendimiento
(kg ha-1) Incremento (%) PMS

(g) Severidad (%) EC
(%)

T1 3339 a 0 154.4 d 10.9 d 0.00
T2 4178 a 25 164.0 bcd 4.2 cd 61.5
T3 4444 a 38 161.0 cd 6.3 cd 92.8
T4 4299 a 29 177.4 ab 3.0 cd 72.0
T5 4021 a 40 183.3 a 1.7 b 68.7
T6 4614 a 20 168.8 bc 0.8 a 84.3
T7 4678 a 23 176.2 ab 3.4 cd 89.8
T8 4120 a 33 177.7 ab 1.1 b 42.6

DMSH 1649 13.9 3.2
CV 22.6 4.7 47.6

*Medias con misma letra en cada columna para cada tratamiento son estadísticamente similares (LSD, α=0,05).

segunda fecha de siembra. El peso de mil semillas 
varió de 154 a 183 y 112 a 129 g en la primera y 
segunda fecha de siembra, el peso de cada trata-
miento fue mayor al testigo en ambas épocas de 
producción, sin mostrar diferencias significativas. 
El rendimiento obtenido en la primera fecha de 
siembra (4211 kg ha-1) es superior a la media na-
cional de 2794 kg ha-1 (CAPECO, 2018). Se ha re-
portado que al aplicar mancozeb el rendimiento de 
soya se incrementa con respecto a fungicidas sitio-
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específicos o sin aplicación de fungicida (Cerezolli 
et al., 2018; Silva et al., 2015). El efecto de la adi-
ción de los fungicidas multisitio a fungicidas sitio-
específicos sobre la productividad varía en función 
de la interacción de las moléculas (Alves y Juliatti, 
2018).
Con base a los resultados obtenidos se concluye 
que la adición del mancozeb junto a los fungicidas 
sitio-específicos disminuye el porcentaje de seve-
ridad de RAS en Paraguay, al mismo nivel que la 
aplicación aislada de los fungicidas sitio-especí-
ficos, incrementando el rendimiento de granos de 
soya, por lo que puede incluirse como una herra-
mienta para el manejo antiresistencia. 
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Resumen. La utilidad de medios de cultivos sin-
téticos, es proporcionar una mezcla de nutrientes 
requeridos por los microorganismos que optimicen 
su crecimiento. Rhizopus stolonifer, es causante 
de la enfermedad llamada pudrición blanda. Se 
evaluó in vitro la producción de biomasa (mg) y 
ergosterol (%) de dos aislados de R. stolonifer de 
fresa (Fragaria x ananassa) y jitomate (Solanum 
lycopersicum) incubados en seis medios de culti-
vos con diferente composición de C/N, durante 
25 días a 28 °C. Previamente, se caracterizaron 
(contenido de carbohidratos, proteínas y C/N) los 
medios evaluados. Los datos se analizaron a través 
de un diseño experimental completamente al azar 
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y una prueba de comparación de medias de Tukey 
(p≤0.05). Los resultados mostraron que los extrac-
tos de Malta y Sabouraud (SAB), presentaron de 3 
a 50% más carbohidratos que los demás medios de 
cultivo. El medio SAB presentó de 50 a 100% ma-
yor cantidad de proteínas, mientras que, en la rela-
ción C/N el medio mineralizado (MN) fue en el que 
se cuantificó el mayor valor (100.5). Respecto a la 
producción de biomasa, con el extracto de jugo V8, 
ambos aislados de R. stolonifer tuvieron la mayor 
producción (c.a 40 mg). La mayor cuantificación 
de ergosterol (0.00012%) fue en el medio MN.

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

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

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

Para el crecimiento in vitro de los hongos se 
utilizan diferentes medios de cultivo, los cuales 
sustituyen parcialmente las propiedades nutricio-
nales del hospedante o sustrato natural del hongo 
por cultivar. La finalidad del medio es proporcionar 
energía al microorganismo, para que se desarrolle 
de manera normal. Además, en la preparación y di-
seño de un medio de cultivo, se busca proporcionar 
una mezcla adecuada de nutrientes requeridos por 
los microorganismos a una concentración que op-
timice su crecimiento (Merck, 2004). No obstante, 
el crecimiento y composición de los microorganis-
mos se puede modificar por efecto del medio de 
cultivo. Para el crecimiento in vitro de Rhizopus 
stolonifer se han reportado medios de cultivo sólidos 
como papa dextrosa agar, agar extracto de levadura, 

peptona dextrosa, agar dextrosa Sabouraud y medio 
mínimo (Lennartsson y Taherzadeh, 2014). Tam-
bién, se reporta el uso de medios líquidos como el 
caldo papa dextrosa. La composición del medio de 
cultivo puede influir sobre diferentes aspectos en 
la fisiología del microorganismo, tales como, nu-
trición, multiplicación y producción de metabolitos 
primarios y secundarios (Bernal et al., 2002). Den-
tro de los indicadores del crecimiento fúngico se 
considera la biomasa y producción de ergosterol. 
Este último es el componente mayoritario del hon-
go y se localiza en la membrana plasmática de la 
célula (Frey et al., 1994). 

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

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

Obtención de Rhizopus stolonifer. El hongo uti-
lizado fue proporcionado por el cepario del La-
boratorio de Tecnología Poscosecha de Productos 
Agrícolas del CEPROBI y para su reactivación se 
re-inoculó en frutos de jitomate y fresa (pruebas de 
patogenicidad), de acuerdo con los postulados de 
Koch. Posteriormente, el hongo se aisló de cada 
fruto y se incubó en medio papa dextrosa agar (PDA) 
(Bioxon®, Becton Dickinson de México) en cajas Petri 
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de 10 cm a 20 ± 2 °C durante 5 días. La caracteri-
zación molecular indicó que ambas cepas corres-
ponden a R. stolonifer. Este análisis molecular se 
llevó a cabo en el Laboratorio de Diagnóstico In-
tegral Fitosanitario del Colegio de Postgraduados 
(LADIFIT). Se utilizaron primers universales ITS4 
(5´-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3´) e 
ITS5 (5´-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3´). Para 
la amplificación de los genes se empleó un ciclo 
de 95 °C por 5 minutos, 30 ciclos de 95 °C por 45 
segundos, 57 °C por 45 segundos, 72 °C por 1 mi-
nuto y una extensión final de 72 °C por 5 minutos 
(White et al., 1990). Las secuencias de los nucleóti-
dos obtenidos se analizaron con el programa Basic 
Local Aligment Search Tool (BLAST) y se compa-
raron con las secuencias reportadas en la base de 
datos del banco de genes del NCBI (National Cen-
ter of Biotechnology Information) obteniéndose 
una homología del 96% y una similitud del 90.1%.

Preparación de la suspensión de esporas. Des-
pués del periodo de incubación, se adicionaron 20 
mL de agua destilada estéril a la caja Petri, y con 
una aguja de disección se raspo el micelio con la fi-
nalidad de desprender las esporas (globosas, ovales 
y lisas), mismas que se recuperaron en un matraz 
Erlenmeyer. La cuantificación de esporas se llevó 
acabo en una cámara de Neubauer y se ajustó a una 
concentración de 105 esporas mL-1.

Preparación de los medios de cultivo. Se utili-
zaron seis diferentes medios de cultivo líquidos: 
caldo extracto de malta (EM) (Bioxon®, México), 
caldo dextrosa Sabouraud (EDS) (BD Difco™, 
USA), medio mineralizado (MN), jugo comercial 
V8 Splash (JV8) (Campbell´s), jugo de jitomate 
(JJ) y jugo de fresa (JF). Los medios de cultivo se 
prepararon de manera distinta, de acuerdo con 

las especificaciones del proveedor. El medio MN 
consistió en 10 g de glucosa, 2.5 g de NH4-tartra-
to, 0.015 g de MgSO4·7H2O, 0.06636 g de CaCl2, 
16.78 g de FeCl3, 100 mL de tiamina, 0.25 g de 
(NH4)2SO4, 0.5 g de KH2PO4 y 0.025 g de NaCl en 
1000 mL de agua destilada. La mezcla se dejó en 
agitación en una parrilla de calentamiento Cima-
rec (Thermo Scientific, China), hasta ebullición, y 
después se esterilizó. Los jugos de fresa y jitomate 
se obtuvieron a partir de frutos sanos, los cuales se 
lavaron con una solución de hipoclorito de sodio 
al 3%, durante 1 min y posteriormente con agua 
destilada. Con un extractor de jugos (EURO LINE 
modelo-ETW-9800) se obtuvo el producto a utili-
zar.

Siembra del hongo en los medios nutritivos Se 
colocaron 4 mL del medio de cultivo y/o jugo, en 
viales de vidrio de 20 mL, previamente esteriliza-
dos. Posteriormente, los viales se inocularon con 
80 mL de la solución de esporas (105 esporas mL-1) y 
no se utilizó un control negativo (medios sin ino-
cular).  Se emplearon tres repeticiones por cada 
medio de cultivo. Los viales se colocaron en una 
incubadora modelo Innova 40 (New Brunswick, 
USA) con agitación constante a 150 rpm y 28 ± 
2 °C. Las evaluaciones se realizaron a los 5, 10, 15, 
20 y 25 días, excepto el análisis de composición 
del medio de cultivo que se determinó al inicio del 
experimento. 

Caracterización de los medios de cultivo 

Cuantificación de carbohidratos por DNS (áci-
do 3,5-dinitrosalicilico). La metodología que se 
utilizó para la cuantificación de los carbohidratos 
fue la de Miller (1959). Se pesó 0.1 g de muestra 
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Cuantificación de la biomasa. La biomasa fúngi-
ca se determinó por diferencia de peso seco, para 
ello se vertió el contenido total de cada vial de cris-
tal a través de un papel filtro Whatman No.1. Pos-
teriormente, el papel filtro y la muestra se secaron 
en un horno Binder No. 10-21821 (Alemania) a una 
temperatura de 90-100 °C, hasta obtener un peso 
constante. La biomasa fúngica se expresó en gra-
mos de peso seco (Oshoma y Ikenebomeh, 2005). 

Contenido de ergosterol. El contenido de ergos-
terol se determinó de acuerdo con la metodología 
propuesta por Tian et al. (2012). Este método con-
sistió en adicionar 5 mL de una solución alcohólica 
de hidróxido de potasio al 25% (Sigma-Aldrich, 
USA) a 1 g de biomasa húmeda. La mezcla se ho-
mogenizó durante 5 min y después se incubó en 
baño maría a 85 °C durante 4 h. Posteriormente, 
se extrajeron los esteroles de cada muestra adicio-
nando 2 mL de agua destilada y 5 mL de n-heptano 
(Fermont, México). La mezcla obtenida se agitó 
por 2 min en un vórtex y se dejó reposar durante 1 
h a temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo 
se recuperó la fase cristalina o sin color y se midió 
su absorbancia a 320 nm en un espectrofotómetro 
Genesis 10S UV-VIS (Thermo Scientific, USA). 
La cantidad de ergosterol se calculó como un por-
centaje del peso húmedo de las células y se basó 
en la absorbancia y el peso húmedo del sedimento 
inicial. Los datos se reportaron como porcentaje de 
ergosterol.

Análisis estadístico. Los datos se analizaron me-
diante un ANOVA con un diseño experimental 
completamente al azar y una prueba de compara-
ción de medias de Tukey (p≤0.05). 

del medio de cultivo y se depositaron en tubos de 
ensayo a los cuales se les agregó 10 mL de agua 
destilada y 1 mL de DNS y la mezcla se homoge-
nizó perfectamente con el uso de un vortex Genie 
2 (Scientific Industries, USA). Todos los tubos se 
sometieron a ebullición durante 5 min, al término 
de este tiempo se enfriaron en baño de hielo y se 
les adicionaron 8 mL de agua destilada, se agitaron 
y se midió la absorbancia en un espectrofotómetro 
Genesis 10S UV-VIS (Thermo Scientific, USA) a 
una longitud de onda de λ=575nm. La cuantifica-
ción de los carbohidratos se reportó en gramos.

Contenido de proteínas. La determinación de 
proteína se realizó mediante el método de kjed-
hal (AOAC, 1990). Consistió en pesar 0.5 g de la 
muestra en un matraz kjeldhal, a la cual se agregó 
1 g de mezcla digestora y 5 mL de ácido sulfúrico 
(H2SO4) concentrado. Los matraces se colocaron 
en un digestor hasta la obtención de una coloración 
verde cristalina, el material digerido se transfirió a 
un matraz de destilación y se le agregaron 20 mL 
de agua y 20 mL de hidróxido de sodio; en el ex-
tremo del condensador se colocó un matraz Erlen-
meyer de 125 mL el cual contenía 15 mL de ácido 
bórico al 4% y dos gotas de indicador. El extremo 
del condensador quedó sumergido dentro de la so-
lución valorada de HCL 0.1 N. se siguió el mismo 
procedimiento para el blanco sin agregar la mues-
tra. Se calculó primeramente el porcentaje (%) de 
nitrógeno total, y una vez obtenido se procedió a 
calcular el porcentaje (%) de proteína contenida en 
la muestra. 

Relación carbono/nitrógeno. Se obtuvo la rela-
ción carbono/nitrógeno (C/N) mediante la división 
de estos valores. 
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Caracterización de los medios de cultivo. 

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

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

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

Medios de cultivo Carbohidratos
(g)

Proteínas 
(g) C/N

Caldo extracto de malta 85.8 10.9 8.5
Caldo dextrosa Sabouraud 80 20.0 4.0
Medio mineralizado 33.1 0.33 100.5
Jugo comercial V8 Splash 32.0 0.0 -
Jugo de jitomate 3.5 0.8 4.3
Jugo de fresa 7.6 0.6 11.4

C/N= Relación carbono/nitrógeno.

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

En relación al contenido de biomasa, Taher-
zadeh et al. (2003) indicaron que la composición 
del medio de cultivo tuvo un efecto notable en el 
rendimiento de la biomasa producida por R. ory-
zae. Ellos reportaron valores de 0.18 y 0.43 g de 
biomasa g-1 después de 14 días a 30 °C, teniendo la 
glucosa como fuente de carbono. Adicionalmente, 
Millati et al. (2005) reportaron que el contenido de 
biomasa de 3 aislados de R. oryzae a partir de glu-
cosa fue diferente, a pesar de haber sido incubadas 
en el mismo medio de cultivo. Los resultados de 
biomasa pudieran estar más bien relacionados por 
la diferencia de la composición nutrimental en la 
que cada hongo se incubó. Al respecto, Cortés et 
al. (2002) indicaron que la relación C/N afectó el 
crecimiento de R. nigricans ya que en ese estudio 
se obtuvo la mayor producción de biomasa (3.8 mg 
mL-1) en el medio de cultivo Melin-Norkrans con 
una relación C/N de 18.9, en comparación con 
2.8 mg mL-1 de biomasa cuando la relación C/N 
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fue de 38.4. En esta investigación no hubo una re-
lación directa entre la composición C/N y la pro-
ducción de biomasa, ya que se observó que en el 
medio nutritivo MN donde se obtuvo el máximo 
valor de C/N (100.5) hubo una menor producción 
de biomasa (15 mg).

En relación al porcentaje de ergosterol, los re-
sultados obtenidos en esta investigación difieren de 
lo reportado por Nout et al. (1987) quienes obtu-
vieron una mayor cantidad de este compuesto en R. 
oligosporus en un sustrato natural (habas de soja), 
en comparación con el crecimiento de R. stolonifer 

cuando se incubó en los medios de cultivo sintéti-
cos.  Por otro lado, el contenido de ergosterol, ade-
más de estar influenciado por la especie fúngica, 
considera otras variables, como la edad del hongo, 
la disponibilidad de oxígeno, la temperatura y el 
método de análisis para su obtención (Trigos y 
Ortega, 2002; Valdés-Duque, 2008). Al parecer el 
contenido de carbohidratos de los sustratos evalua-
dos no fue el componente que indujo la producción 
de este compuesto lipídico. Además, es importante 

Figura 1. Contenido de biomasa en R. stolonifer aislado de 
fresa (A) y jitomate (B), incubado en diferentes 
medios nutritivos a temperatura ambiente de 5 
a 25 días. EM = caldo extracto de malta, EDS 
= caldo dextrosa Sabouraud, MN = medio mi-
neralizado, JV8 =  jugo comercial V8 Splash, JJ 
= jugo de jitomate, JF = jugo de fresa. Medias 
marcadas con letras diferentes en cada medio de 
cultivo indican que son estadísticamente diferen-
tes, usando la comparación de medias de Tukey 
(p<0.05).
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Figura 2. Contenido de ergosterol en R. stolonifer aisla-
do de fresa (A) y jitomate (B), incubado en dife-
rentes medios nutritivos a temperatura ambien-
te  de 5 a 25 días. EM = caldo extracto de malta, 
EDS = caldo dextrosa Sabouraud, MN = medio 
mineralizado, JV8 =  jugo comercial V8 Splash, 
JJ = jugo de jitomate,  JF = jugo de fresa. Me-
dias marcadas con letras diferentes en cada me-
dio de cultivo indican que son estadísticamente 
diferentes, usando la comparación de medias de 
Tukey (p<0.05).



Número especial en español, 2019 28

Fully Bilingual
Revista Mexicana de FITOPATOLOGÍA
Mexican Journal of Phytopathology

señalar que no hubo un patrón notorio en la síntesis 
del ergosterol durante el periodo de incubación de 
25 días al que se sometió R. stolonifer de ambos 
aislados.

En conclusión, la distinta composición en car-
bohidratos y proteínas de los medios nutritivos 
que se evaluaron, influyó en el rendimiento de la 
biomasa y la concentración de ergosterol en ambos 
aislados de R. stolonifer. Por otro lado, el tiempo de 
incubación de 25 días en los medios nutritivos, no 
influyó en las variables de biomasa.
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Resumen. En la actualidad, para prolongar el 
tiempo de vida útil de las frutas y vegetales, se es-
tán buscando alternativas naturales, tales como el 
quitosano y los aceites esenciales, con la finalidad 
de sustituir a los tradicionales pesticidas que con-
taminan el ambiente. En este trabajo, se presentan 
los resultados del efecto de nanorecubrimientos de 
quitosano-aceite esencial de tomillo sobre la ca-
lidad postcosecha en jitomate luego de 7 días de 
almacenamiento. Se evaluaron las variables: color, 
firmeza, pH, sólidos solubles totales (SST), caro-
tenoides, pérdida de peso (PP), respiración y ac-
tividad antibacteriana. De los resultados, se obtu-
vo que todas las variables presentaron diferencias 
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tomillo sobre la calidad postcosecha en frutos de jitomate

Effect of chitosan-thyme essential oil nanocoatings on 
postharvest quality of tomato fruit
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estadísticas significativas para las formulaciones y 
los controles, excepto la PP. El recubrimiento con 
un 15 % de nanopartículas de quitosano QS+NPQs 
(15%) + G  mantuvo una mayor firmeza durante el 
período de almacenamiento y además presentó la 
mayor inhibición contra Pectobacterium carotovo-
rum. La aplicación de recubrimientos basados en 
compuestos naturales y bioactivos como el quito-
sano y los aceites esenciales, empleando una técni-
ca innovadora como la nanotecnología, representa 
una alternativa viable y amigable con el ambiente, 
para la conservación de productos hortofrutícolas.

Palabras clave: nanopartículas, bacteria, madura-
ción, UFC, Solanum lycopersicum.

Abstract. Currently, in order to prolong the shelf 
life of fruits and vegetables, new natural solutions, 
such as chitosan and essential oils have been used 
instead of synthetic pesticides that causes envi-
ronmental pollution. In this work, the results of 
chitosan-thyme essential oil nanocoatings on the 
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bioactivos poseen propiedades antimicrobianas, 
entre ellos, los aceites esenciales, que son alta-
mente efectivos contra diversos microorganismos 
(Mari et al., 2016). Sin embargo, los aceites esen-
ciales poseen una alta volatilidad lo que disminuye 
su actividad antimicrobiana (Robledo et al., 2018). 
De aquí surge el uso de la nanotecnología la cual 
permite el encapsulamiento de estos compuestos 
en nanoestructuras que los protegen del ambiente, 
disminuyendo su volatilidad (Lal et al., 2015). Cu-
biertas de nanopartículas de quitosano con aceite 
de tomillo han sido probadas contra la antracnosis 
en aguacate (Correa-Pacheco et al., 2017). Sin em-
bargo, actualmente, pocos estudios se han llevado 
a cabo con la finalidad de estudiar el efecto de na-
norecubrimientos de quitosano y aceites esenciales 
sobre la maduración y calidad postcosecha de hor-
talizas como el jitomate (Solanum lycopersicum) y 
su actividad antibacteriana. Por lo tanto, el objeti-
vo del siguiente trabajo experimental, fue evaluar 
las variables de calidad y fisiológicas, así como la 
actividad antibacteriana sobre P. carotovorum de 
nanorecubrimientos de quitosano adicionados con 
aceite esencial de tomillo en el fruto de jitomate 
y determinar su efecto sobre la conservación del 
mismo.

Se empleó el método de nanoprecipitación para 
preparar las nanopartículas de quitosano con aceite 
esencial de tomillo (Sotelo-Boyás et al., 2017). Ini-
cialmente, se elaboró una solución acuosa de qui-
tosano (0.05% p/v) (peso molecular medio, grado 
de desacetilación 75-85%, marca Sigma, Estados 
Unidos) en ácido acético glacial (2% v/v) (Fermont 
Chemicals, México), ajustándose el pH a 5.6. Por 
otra parte, se elaboró una solución de Tween 20 
(Hycel, México), aceite esencial de tomillo (5%) 
(Essential Oils-Essencefleur) y alcohol de caña 
(96°) (Milab, México). Posteriormente, mediante 
el uso de una bomba peristáltica (MasterFlex®, Es-
tados unidos) con la técnica de goteo, se adicionaron 

postharvest quality in tomato after 7 days of sto-
rage are presented. The variables evaluated were: 
color, firmness, pH, total soluble solids (SST), 
carotenoids, weight loss (PP), respiration and an-
tibacterial activity. From the results, all variables 
presented significant statistical differences for the 
different formulations and controls, except the 
PP.  The coating with 15% of chitosan nanoparti-
cles (QS + NPQs (15%) + G) maintained higher 
firmness during storage time and also showed the 
highest inhibition against Pectobacterium caroto-
vorum. The application of coatings based on natu-
ral and bioactive compounds such as chitosan and 
essential oils, using an innovative technique such 
as nanotechnology, represents a viable and envi-
ronmentally friendly alternative for the conserva-
tion of horticultural products.

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

Pectobacterium carotovorum es una bacteria 
Gram-negativa y patógena para las plantas que 
causa enfermedades en diversos productos horto-
frutícolas como la berenjena y el tomate (Wang et 
al., 2015), entre otros. Actualmente, productos quí-
micos se utilizan para controlar esta bacteria, sin 
embargo, causan problemas de contaminación al 
medioambiente, resistencia y daños a la salud. Por 
lo tanto, se deben buscar nuevas alternativas como 
los polímeros naturales y los compuestos bioacti-
vos para su control. Las películas y recubrimientos 
comestibles de polisacáridos, lípidos y proteínas se 
han aplicado en frutas y vegetales para controlar di-
ferentes enfermedades y mejorar su calidad y vida 
de anaquel. Entre los polisacáridos más eficaces, 
se encuentra el quitosano, debido a sus conocidas 
propiedades antibacterianas y antifúngicas (Hassan 
et al., 2018). Por otro lado, diversos compuestos 
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2.5 mL de quitosano en 40 mL de la solución con-
teniendo el aceite y el alcohol y se dejó en agita-
ción durante 10 min. Finalmente, se concentró la 
solución a 2 mL, mediante el uso de un rotavapor 
(Buchi 300®, Suiza). La morfología de las nanopar-
tículas obtenidas, se observó mediante microscopia 
electrónica de transmisión (TEM, por sus siglas en 
inglés) mediante el uso de un microscopio marca 
JEOL-JEM 2010 con un voltaje de aceleración de 
200 kV. El tamaño de las nanopartículas se calcu-
ló con el software ImageJ. Se realizaron 6 formu-
laciones con una solución base de quitosano (1% 
p/v), glicerol (J.T. Baker, Estados Unidos) y nano-
partículas de quitosano y quitosano-aceite esencial 
de tomillo, variando su concentración en 15, 30 y 
45%. Se seleccionaron 10 frutos de jitomate (va-
riedad saladet, procedentes del Estado de Colima), 
con la finalidad de evaluar las diferentes formula-
ciones. Inicialmente, los frutos se lavaron con agua 
corriente y jabón para remover el exceso de tierra. 
Posteriormente se desinfectaron sumergiéndolos en 
una solución de hipoclorito de sodio al 3% durante 
3 min y después se enjuagaron con agua destilada. 
En condiciones estériles, a cada fruto se le hicieron 
8 perforaciones de aproximadamente 3 mm de pro-
fundidad aplicándose posteriormente la suspensión 
bacteriana (108). Posteriormente, se sumergieron 
durante 30 s en las formulaciones respectivas. Los 
controles consistieron en jitomates inoculados y no 
inoculados con la bacteria. La bacteria fue propor-
cionada por el  Laboratorio de Bacterias Fitopató-
genas de Fitopatología del Colegio de Postgradua-
dos en Ciencias Agrícolas. Finalmente, los frutos 
se almacenaron en una cámara de refrigeración a 
10 °C por un período de almacenamiento de 7 días 
a una humedad relativa de 70% para los cuales se 
evaluaron las variables de calidad: color, firmeza, 
pH, SST y carotenoides. En cuanto a las variables 
fisiológicas, se midió la PP y la respiración. Por 
otra parte, se evaluó la actividad antibacteriana de 

los nanorecubrimientos a las 48 h, para la cual los 
frutos se lavaron después de la aplicación de los 
nanorecubrimientos e infestación a los 7 días.  Para 
observar las diferencias en el número de UFC, se 
evaluó un control sin tratamiento y sin inóculo C 
(-) y un control sin tratamiento e inoculado C (+). 
Los valores de a, b y L de color se midieron con un 
colorímetro 9992-995® (Kónica Minolta, Japón) en 
dos zonas opuestas de la parte media del fruto. A 
partir de los valores a y b, se calculó el ángulo ma-
tiz (Hue°) mediante la fórmula tan-1 (b/a) y la pure-
za de color (Chroma) con la fórmula  (a2+b2)0.5. La 
firmeza se midió en ambas caras del fruto mediante 
el uso de un penetrómetro Fruit Firmness Tester® 
(Turoniә®, Italia). El pH se midió usando un poten-
ciómetro Navih® 51 (Horiba, Japón). La lectura se 
obtuvo colocando el electrodo en 4 g de jitomate 
triturado. Para la determinación de los SST se tomó 
una gota de jugo de jitomate de ambas caras del 
fruto utilizando una pipeta, colocándose posterior-
mente dicha gota sobre el sensor de un refractóme-
tro (Atago, Japón). Los carotenoides se determina-
ron tomando 4 g de jitomate que se maceraron con 
5 mL de una solución de hexano/acetona/etanol 
(50:25:25), la cual se centrifugó posteriormente 
en una microcentrífuga PRISM® (Labnet, USA) a 
6500 rpm por 10 min. Finalmente, el sobrenadante 
se recuperó y se aforó a 10 mL con hexano. Las 
determinaciones se llevaron a cabo utilizando un 
espectrofotómetro Genesys 10S UV-Vis (Thermo 
scientific®, Estados Unidos) a 450 nm, tomando 
el coeficiente de extinción molar del β caroteno 
como 2505 mM-1 cm-1 con la siguiente ecuación: 
Carotenoides= (absorbancia*volumen de afo-
ro*106) / (Coeficiente de extinción molar*peso de 
la muestra*100). En cuanto a las variables fisioló-
gicas, para determinar la PP, se utilizó una balanza 
digital portable scale® (OHAUS, Estados Unidos). 
Se etiquetaron 10 frutos por tratamiento. La pro-
ducción de CO2 (respiración) se cuantificó con la 
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génea de las mismas, con un tamaño promedio de 
partícula de  4.17±0.62 nm para las (nanopartículas 
de quitosano) NPQs y de 6.32±0.75 nm para las de 
NPTs (nanopartículas de tomillo). Tamaños simila-
res de nanopartículas de quitosano y quitosano con 
aceite esencial de tomillo ya fueron reportaron por 
otros autores (Sotelo-Boyás et al., 2017; Correa-
Pacheco et al., 2017). Por otra parte, los resultados 
de las variables de calidad y fisiológicas evaluadas 
después de 7 días de almacenamiento y de la actividad 
antibacteriana evaluada luego de 48 h, se presentan 
en el Cuadro 1. Se observaron diferencias signifi-
cativas en los valores de luminosidad (L) para las 
formulaciones (p<0.05). El menor valor (37.07) 
se observó para los frutos tratados con QS+NPTs 
(30%) + G y el mayor para los frutos del C (+) con 
un valor de 40.51. En cuanto al color Hueo, se ob-
tuvieron valores entre 38.80o y 54.45o, para C (+) y 
QS+NPQs (45%) + G, respectivamente, mostrán-
dose diferencias estadísticas significativas entre 
las formulaciones (p<0.05). El desarrollo del color 
chroma varió entre 26.16 y 37.90, para QS+NPTs 

técnica de espacio-cabeza mediante cromatografía. 
En un recipiente hermético se colocaron tres jito-
mates por formulación durante 2 h, posteriormente, 
se tomaron 5 mL del gas contenido en el espacio 
de cabeza, el cual se almacenó en tubos vacutainer 
para posteriormente inyectar 1 mL del gas en un 
cromatógrafo de gases 789B GC system (Agilent 
technologies®, Estados Unidos). Para la evaluación 
de la actividad antibacteriana, cada fruto se lavó 
con 10 mL de agua desionizada. Del volumen total 
de tomaron 500 µL y se sembraron en cajas Petri 
con medio de cultivo MacConkey por duplicado. 
Las cajas se incubaron a temperatura ambiente (25 
± 1 °C) durante 24 h. Este procedimiento se realizó 
para 10 jitomates por formulación. Se contó el nú-
mero de unidades formadoras de colonias (UFC). 
A los datos obtenidos, se les realizó un análisis de 
varianza (ANOVA) y una comparación de medias 
de Tukey (p≤0.05).  

Las micrografías de microscopía electrónica 
de transmisión de las nanopartículas, se muestran 
en la Figura 1. Se observa una distribución homo-

Figura 1. Micrografías de microscopia electrónica de transmisión (TEM) de: a) nanopartículas de quitosano (NPQs) y b) 
nanopartículas de tomillo (NPTs) (luego de la síntesis).

a b
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(30%) + G y  C (+), respectivamente. Por otra par-
te, la menor pérdida de firmeza se registró con la 
formulación QS+NPQs (15%) + G con un valor de 
24.02 N y para el control positivo, en contraste con 
la formulación  QS+NPQs (45%) + G en el cual 
los jitomates presentaron un valor promedio final 
de 17.06 N. Tanto el pH como los SST, presentaron 
diferencias estadísticas significativas entre formu-
laciones. Para el pH, el valor menor (4.2) corres-
pondió a los jitomates de la formulación QS+NPTs 
(45%) + G y el mayor (5.1) para los de la formu-
lación QS+NPTs (15%) + G. Los valores de SST 
variaron entre 3-5%, obteniéndose un 3% en los 
frutos de las formulaciones QS+NPQs (15%) + G 
y QS+NPQs (30%) + G y un 5% para el C (+). De 
igual forma, se observaron diferencias significati-
vas en el contenido de carotenoides (p<0.05) du-
rante el período de almacenamiento. El contenido 
menor de carotenoides correspondió a los frutos de 
la formulación QS+NPTs (15%) + G y el mayor 
para QS+NPQs (15%) + G, siendo 2.38 y 6.37 μL 
g-1, respectivamente. En cuanto a la PP, no se 
observaron diferencias significativas entre las 

formulaciones y el control durante el período de 
almacenamiento, evidenciándose un efecto protec-
tor del recubrimiento en la pérdida de peso. Final-
mente, de los resultados obtenidos en la respiración 
(CO2), se observa que todas las formulaciones tu-
vieron valores mayores de CO2 con respecto a los 
controles C (-) y C (+). Para las formulaciones con 
NPQs, a medida que aumentó la concentración de 
nanopartículas (15, 30 y 45%), hubo una disminu-
ción de la respiración en el fruto (7.1, 6.3 y 3.8 mL 
kg-1 h-1), respectivamente.

Relativo a la actividad antibacteriana, se obser-
vó que la menor cantidad de UFC correspondió a 
los frutos del C (-) con 17.75 UFC y a las formula-
ciones  QS+NPQs (15%) + G y QS+NPTs (15%) + 
G, con valores de 42.25 y 69.00 UFC. Los mayores 
valores de UFC se obtuvieron para las formulacio-
nes con 30% de nanopartículas (NPQs y NPTs). Las 
formulaciones con 45% de nanopartículas (NPQs y 
NPTs) presentaron valores intermedios, encontrán-
dose diferencias estadísticas significativas (p<0.05) 
entre las  formulaciones. En la Figura 2, se observa 
el efecto del recubrimiento en los controles y en las 

Cuadro 1. Resultado de la evaluación de las variables de calidad y fisiológicas y actividad antimicrobiana sobre jitomates 
tratados con  los nanorecubrimientos por un período de almacenamiento de 7 días a una temperatura de 10 °C y 
humedad relativa de 70%.

Formulación L Hueo Chroma Firmeza 
(N) pH SST 

(%)
Carotenoides

(μL g-1)
PP 
(%)

CO2 
(mL kg-1 h-1) UFC

QS+NPQs (15%) + G 38.90ab 49.10bc 31.59bc 24.02ab 4.8d 3a 6.37 e 0.7a 7.1bc   42.25a

QS+NPTs (15%) + G 38.72ab 47.99bc 29.04ab 20.73ab 5.1f 4b 2.38a 1.1a 3.1abc   69.00a

QS+NPQs (30%) + G 39.38ab 48.17bc 35.28cd 21.55ab 4.7c 3a 3.85bc 1.2a 6.3bc 627.25d

QS+NPTs (30%) + G 37.07a 47.46bc 26.16a 22.53ab 4.7e 4b 4.13bc 0.8a 8.9c 668.25d

QS+NPQs (45%) + G 37.92a 54.45c 29.53ab 17.06a 4.4b 4b 5.45d 1.2a 3.8abc  294.00c

QS+NPTs (45%) + G 37.92a 47.16b 29.45ab 22.24ab 4.2a 4b 4.41bc 1.0a 7.9bc 192.00b

C (-) 38.96ab 48.51bc 29.55ab 18.89a 4.9e 4b 4.62cd 1.0a 1.7a   17.75a

C (+) 40.51b 38.80a 37.90d 28.52b 4.7c 5c 3.62b 0.8a 1.9ab NC

Letras diferentes dentro de las columnas indican que las formulaciones son estadísticamente diferentes, usando la comparación de 
medias de Tukey (p<0.05).
QS = quitosano, NPQs = nanopartículas de quitosano; NPTs = nanopartículas de tomillo; G = glicerol; C (-) = control sin bacteria 
inoculada; C (+) = control con bacteria inoculada; L= luminosidad; SST = sólidos solubles totales; PP = pérdida de peso; UFC= 
Unidades Formadoras de Colonias; NC = no contables.
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firmeza, resultados similares reportaron García et 
al., (2014), los cuales mencionan que la disminu-
ción de la firmeza se ha asociado a la degradación 
de la pectina, causando un reblandecimiento del 
fruto. De los resultados, se puede observar que los 
jitomates tratados con la mayoría de las formula-
ciones, tuvieron una firmeza mayor, comparados 
con C (-) y menor respecto a C (+). En el caso de 
los frutos de los nanorecubrimientos que sólo con-
tenían NPQs, hubo una disminución de la firmeza 
con el incremento de la concentración de nanopar-
tículas en la formulación, siendo de 24.02 N para 
QS+NPQs (15%) + G y de 17.06 N para QS+NPQs 
(45%) + G. Esta tendencia también la reportó por 
Gad et al., (2017), obteniendo una firmeza mayor 
en guayaba, para concentraciones bajas de NPQs 
en goma Xantan en comparación con las concentra-
ciones más altas de NPQs. En cuanto a los resulta-
dos asociados con la respiración para las NPQs, se 
puede observar, que a una concentración mayor de 
nanopartículas QS+NPQs (45%) + G, disminuyó la 
velocidad de respiración del jitomate (3.8 mL kg-1 

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

Entre las principales funciones de los recubri-
mientos comestibles, se encuentra la extensión de 
la vida de anaquel del fruto. Por ejemplo, la pérdida 
de peso está asociada con la evaporación de agua 
o deshidratación de la superficie del fruto, siendo 
el jitomate muy sensible debido a lo delgado de su 
cutícula. El uso de recubrimientos a base de qui-
tosano ha permitido establecer una barrera al paso 
de los gases, reduciendo la transferencia de agua y 
consecuentemente, su evaporación (García et al., 
2014). Como se observó en los resultados, no hubo 
diferencias estadísticas significativas entre las di-
ferentes formulaciones en cuanto a la pérdida de 
peso. Resultados similares se reportaron en la li-
teratura (Divya et al. 2018), donde recubrimientos 
basados en nanopartículas de quitosano, evitaron la 
pérdida de peso en berenjena, jitomate y chile, ya 
que las nanopartículas disminuyeron la permeabi-
lidad al vapor de agua, siendo efectivas como ba-
rrera a los gases. Por otra parte, relativo a la 

Figura 2. Daño observado en jitomate por la infección de P. carotovorum a los 7 días de almacenamiento a una temperatura 
de 10 °C y humedad relativa de 70% en: a) C (-), b) C (+), c) QS+NPQs (15%) + G y d) QS+NPTs (30%) + G (C = 
control; QS = quitosano; NPQs = nanopartículas de quitosano; G = glicerol; NPTs = nanopartículas de tomillo).

 

a) b) 

c) d) 
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h-1) en comparación con la menor concentración 
QS+NPQs (15%) + G (7.1 mL kg-1 h-1) (Ali et al., 
2010). Por otra parte, para las NPTs, tanto para la 
firmeza, como para la respiración,  no se obtuvo 
una tendencia definida. 

En trabajos previos (Sotelo-Boyás et al., 2015), 
se evaluó la actividad antibacteriana in vitro de 
NPQs y NPTs en P. carotovorum midiéndose el 
halo de inhibición (mm), resultando más efectivas 
las NPTs que las NPQs. En esta investigación, se 
obtuvo que las concentraciones QS+NPQs (15%) + 
G y QS+NPQs (30%) + G, tuvieron un mayor efec-
to inhibitorio comparado con QS+NPTs (15%) + G 
y QS+NPTs (30%) + G. Por otra parte, para la con-
centración del 45%, se observó que las QS+NPTs 
(45%) + G tuvieron un mayor efecto inhibitorio en 
relación a las QS+NPQs (45%) + G. De la literatu-
ra, es bien conocido que tanto el quitosano como 
el aceite esencial de tomillo poseen actividad an-
tibacteriana (Bautista-Baños et al., 2017). En este 
estudio, para el tomillo,  el mayor efecto inhibito-
rio se presentó para bajas concentraciones en  la 
formulación QS+NPTs (15%) + G. En general, se 
observó que para las formulaciones con NPQs, los 
jitomates tratados con el recubrimiento QS+NPQs 
(15%) + G, mantuvieron una mayor firmeza y una 
mayor actividad antibacteriana contra P. carotovo-
rum. De igual forma, para las formulaciones con 
NPTs, la formulación QS+NPTs (15%) + G, tuvo 
la menor tasa de respiración y presentó la mayor 
inhibición contra P. carotovorum. 
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Resumen. Clavibacter michiganensis subsp. mi-
chiganensis, causa pérdidas económicas significa-
tivas en el cultivo de Solanáceas, debido a que al in-
fectarse, el cultivo debe ser desechado. El objetivo 
de este estudio fue evaluar formulaciones de ácido 
oleico y quitosano sobre el desarrollo in vitro de C. 
michiganensis subsp. michiganensis. La bacteria se 
aisló en medio NBY. Se elaboraron formulaciones  
acuosas de ácido oleico (1, 2 y 3%)  y quitosano al 
1%.  Las técnicas utilizadas para evaluar el efecto 
bactericida de las formulaciones, fueron de pozos, 
antibiograma disco-placa y envenenamiento del 
medio, en este último caso, previo y posterior a la 

Efecto de formulaciones de ácido oleico y quitosano sobre el 
desarrollo in vitro de Clavibacter michiganensis 
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incubación de la bacteria.  Se evaluó el crecimiento 
(cm) y peso (g). La temperatura de incubación fue 
de 28 °C durante 8 días. Los resultados mostraron 
que en la técnica de envenenamiento del medio, 
previo a la siembra del microorganismo, la solu-
ción de ácido oleico al 3% y quitosano 1%, con-
troló el crecimiento de C. michiganensis (0.02g) al 
compararlo con el control (0.35 g). El ácido olei-
co y  quitosano al aplicarlo de manera preventiva, 
disminuyeron el crecimiento de C. michiganensis 
subsp. michiganensis in vitro.

Palabras clave: Fitopatógeno, cáncer bacteriano, 
NYB, antimocrobiano

Abstract. Clavibacter michiganensis subsp. mi-
chiganensis, causes significant economic losses in 
the cultivation of Solanaceae, because when infec-
ted, the crop must be discarded. The objective of 
this study was to evaluate formulations of oleic acid 
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del bloqueo de los vasos del xilema. Bajo condi-
ciones adecuadas, la planta infectada puede seguir 
creciendo hasta producir frutos, los cuales contie-
nen al agente causal de la enfermedad. Los frutos 
contaminados muestran como signo una mancha de 
color blanco y en el centro un punto de tono café, 
razón por la que denomina “ojo de pájaro” (Piza-
no et al., 2016; Borboa et al., 2009; Rueda, et al., 
2009).

Se han utilizado varios métodos para controlar 
el crecimiento de C. michiganensis subsp. michiga-
nensis. Los productos a base de cobre (oxicloruro 
de cobre, óxido de cobre) han ayudado a reducir la 
velocidad de diseminación de la enfermedad, sin 
embargo se ha limitado su uso por el impacto en el 
ambiente. Los antibióticos  han sido efectivos, pero 
sus elevados costos y baja disponibilidad limitan 
su utilización. Por tal motivo es necesario explo-
rar nuevas alternativas que no provoquen daños 
ambientales y sean efectivos para controlar la en-
fermedad. Se ha observado que algunos lípidos 
obtenidos de materiales vegetales poseen caracte-
rísticas antibacterianas, antifúngicas y antivirales. 
El ácido oleico, por su consistencia aceitosa, puede 
llegar a afectar el medio de desarrollo de bacterias 
Gram positivas, haciéndolo hidrofóbico y con esto 
modificando la humedad externa de la planta o fru-
to, lo que provoca que las bacterias tengan dificul-
tad para desarrollarse (Borboa-Flores et al., 2010). 
El quitosano es un producto natural que se obtiene 
de la desacetilación de la quitina, forma parte del 
exoesqueleto de los artrópodos, insectos y algunos 
hongos. Diversas investigaciones han evidenciado 
su efectividad en el control de bacterias Gram po-
sitivas (Kim et al., 2011; Hernández-Ochoa et al., 
2011). Además, se ha evidenciado que el quitosano 
muestra mayor actividad contra microrganismos 
cuando se aplica de manera preventiva (Oviedo 
et al., 2011). Se ha reportado que la combinación 
de quitosano y ácido oleico reducen hasta el 80% 

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

Key words: Phytopathogen, bacterial canker, 
NYB, antimicrobial

Los problemas fitosanitarios limitan la produc-
ción de diversos cultivos, debido a que causan dis-
minución en el rendimiento de las hortalizas y oca-
sionan pérdidas económicas importantes. El cáncer 
bacteriano es causado por Clavibacter michiganen-
sis subsp. michiganensis, la cual causa la muerte 
prematura de la planta infectada; se ha reportado 
que este fitopatógeno causa pérdidas hasta del 
100% del total de la producción, afectando prin-
cipalmente al tomate. Clavibacter michiganensis 
subsp. michiganensis es una bacteria Gram positiva  
cuya característica hace que sea difícil de contro-
lar; es más frecuente en lugares húmedos y puede 
diseminarse por semilla o tubérculos, ocasionando 
la pudrición de tallos y hojas de los cultivos. Ade-
más inhibe el crecimiento de la planta y con el paso 
del tiempo provoca que se marchite a consecuencia 
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incidencia de microrganismos en productos vegeta-
les (Ramos-García et al., 2010). El objetivo de este 
estudio fue evaluar el efecto de formulaciones de 
ácido oleico y quitosano sobre el desarrollo in vitro 
de C. michiganensis subsp. michiganensis.

Se formuló una solución que contenía 50 mL de 
ácido acético glacial al 1%, 0.15 mL de glicerol, 
ácido oleico al 1% y 0.5 g de quitosano de bajo 
peso molecular. La solución se colocó en una parri-
lla de agitación (Hotplane Stirrer, LabTech, Corea) 
a 70 °C durante 10 min, y se homogenizó (13,500 
rpm). Se repitió el mismo procedimiento para las 
concentraciones de ácido oleico al 2% y 3%. Cla-
vibacter michiganensis subsp. michiganensis se 
incubó en cajas de Petri con medio NBY ( caldo 
nutritivo 0.8%, extracto de levadura 0.2% fosfato 
ácido de potasio 0.2%, fosfato diácido de potasio 
0.5%, agar 1.5%) y posteriormente se mantuvieron 
a 28 °C por 72 h antes de ser sometidas a experi-
mentación. Se utilizó la técnica de pozos, la cual 
consistió en hacer cuatro perforaciones en la caja 
Petri en donde se colocaron las tres diferentes solu-
ciones (1%, 2% y 3% de ácido oleico y quitosano 
1%) y el control (ácido acético al 1%). La técnica 
de antibiograma disco-placa, consistió en colocar 
cuatro discos de papel filtro de celulosa con un diá-
metro de 0.7 cm a los cuales se les agregó 1 mL 
de las formulaciones  antes mencionadas (Picazo y 
Prieto, 2016; Guerrero et al., 2017). La técnica de 
envenenamiento del medio se realizó antes y des-
pués de la siembra de la bacteria en la caja Petri. 
En la aplicación preventiva se colocaron 20 μL de 
las formulaciones (ácido oleico al 1%, 2% o 3% y 
quitosano 1%), sobre la caja con medio NBY. Una 
vez colocada la formulación, se sembró la bacteria 
por medio de un estriado. Con respecto a la apli-
cación posterior del inóculo, se agregaron 20 μL 
de las formulaciones sobre la bacteria previamente 
inoculada. El control en las dos últimas metodolo-
gías fue únicamente la cepa en el medio de cultivo 

NBY (Zárate et al., 2018; Guerrero et al., 2017).  
Las cajas Petri se incubaron (Thermo Scientific 
Heratherm, Alemania) a 28 °C durante 8 días. En 
las técnicas de pozos y antibiograma, se evaluó el 
crecimiento bacteriano (cm) y para las técnicas de 
envenenamiento del medio, se evaluó el peso seco 
(g). Esto se realizó pesando en una balanza analíti-
ca de precisión (Jinghai, Shanghai) la masa bacte-
riana sustraída de los medios de cultivo después del 
periodo de incubación de la bacteria evaluada en 
las diferentes formulaciones. Se utilizaron nueve 
repeticiones por tratamiento y se realizó un análisis 
de varianza con un método de comparación de me-
dias de Fisher. Se utilizó el programa Infostat 2010.

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

En el método envenenamiento del medio  previo 
a la siembra del inóculo, se observaron diferencias 
significativas (p< 0.05) entre los tratamientos y el 
control. Las formulaciones de ácido oleico en las 
tres concentraciones y quitosano fueron estadísti-
camente diferentes al control. A pesar que la solu-
ción de ácido oleico 3% y quitosano 1%, mostró 
un mayor efecto de inhibición, estadísticamente 
fue similar al resto de las formulaciones. El cre-
cimiento de la bacteria fue inverso al aumento en 
la concentración del ácido oleico. Se observó que 
el crecimiento de la bacteria disminuyó conforme 
aumentó la concentración de ácido oleico (Cuadro 
1, Figura 2).

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

En la condición posterior a la siembra del inócu-
lo, las técnicas utilizadas para determinar la inhibición 



Número especial en español, 2019 40

Fully Bilingual
Revista Mexicana de FITOPATOLOGÍA
Mexican Journal of Phytopathology

Figura 1. Efecto antimicrobiano de formulaciones de ácido oleico en diferentes concentraciones y quitosano sobre el creci-
miento de C. michiganensis subsp. michiganensis incubado a 28 °C, mediante la técnica de pozos (1) y antibiogra-
ma (2): A) ácido acético; B) ácido oleico 1% y quitosano; C) ácido oleico 2% y quitosano; D) ácido oleico 3% y 
quitosano.

 

1 2 

del crecimiento bacteriano con los tratamientos 
evaluados no ejercieron inhibición. La explica-
ción podría centrarse en que una vez establecido 
C. michiganensis subsp. michiganensis produce 
exopolisacáridos los cuales favorecen la adhesión 
a superficies abióticas y biológicas. Además, este 
tipo de moléculas protegen a la bacteria contra 
componentes de defensa de la plantas y ayudan a la 
desintoxicación  de fitoalexinas o compuestos tóxi-
cos (Gartemann et al., 2003; Rueda et al., 2010). 

En la técnica de envenenamiento del medio pre-
vio a la siembra del inóculo, el ácido oleico en sus 

tres concentraciones con el quitosano 1%, mostró 
un efecto inhibitorio en el crecimiento de C. michi-
ganensis subsp. michiganensis. Además, se obser-
vó que a medida que aumentó la concentración de 
ácido oleico, disminuyó el desarrollo de la bacteria, 
esto concuerda con lo reportado por Barboa et al. 
(2010), quienes demostraron que los lípidos, por su 
consistencia aceitosa, pueden afectar el desarrollo 
de C. michiganensis subsp. michiganensis, hacién-
dolo hidrofóbico, y con esto modificando la hume-
dad externa del área donde se desarrolla la bacteria, 
por lo tanto se dificulta su establecimiento. Se ha 

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

   Aplicación de la formulación
Formulaciones            Previa Posterior
  Peso (g)

Ac. oleico  al 1% y quitosano 0.12y   ±  0.04z a*   0.10y  ±0.09z a*
Ac. oleico  al 2% y quitosano 0.04   ±  0.02  a 0.12 ±0.14 a
Ac. oleico al  3% y quitosano 0.02   ±  0.01  a 0.08 ±0.02 a
Testigo   0.35   ±  0.1    b 0.13 ±0.11 a

yMedias / zDesviación estándar / *Letras diferentes indican diferencias esta-
dísticas significativas (LSD Fisher, p<0.05).

1 2
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documentado que los ácidos grasos libres (entre 
ellos el ácido oleico) presentan efecto bacterici-
da contra bacterias gram positivas. En un estudio 
realizado por Chao-Tsuan et al. (2011) mostraron 
que concentraciones de ácido oleico por arriba de 
3.125 µ mL-1 evitan el desarrollo de Staphylococ-
cus aureus (3.5 log10 CFUmL-1); el ácido oleico re-
duce el desarrollo de la bacteria porque causa daño 
a la pared celular al separar los compartimientos 
citoplasmáticos.  

En conclusión, se observó en esta investiga-
ción que las formulaciones de ácido oleico en las 
tres concentraciones (1, 2 y 3 %) evaluadas con el 
quitosano al 1%, disminuyeron el desarrollo de C. 

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

 

 

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

michiganensis subsp. michiganensis, únicamente 
cuando se aplicó de manera previa a la inoculación 
de la bacteria.
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Resumen. En Queréndaro, Michoacán, México, 
el cultivo de chile chilaca (Capsicum annuum) es 
de importancia económica, social y cultural; sin 
embargo, los problemas fitosanitarios limitan su 
producción. En junio de 2017, se observaron plan-
tas enfermas con síntomas de marchitez y necrosis. 
Con el objetivo de identificar el agente causal de la 
enfermedad se recolectaron secciones de 10-15 cm 
de tallo y raíz, se obtuvo consistentemente (30%) 
un aislado fúngico del género Fusarium. El aisla-
do mostró abundantes clamidosporas terminales de 
pared lisa, macroconidios con tres a cinco septos 
y célula apical ligeramente curva, microconidios 
septados y aseptados, ovales, elipsoides y renifor-
mes. Se realizaron pruebas de patogenicidad bajo 
condiciones de invernadero, se inocularon 1.2 x 

Marchitez causada por Fusarium solani en chile chilaca 
(Capsicum annuum) en Michoacán

Fusarium wilt caused by Fusarium solani in chili chilaca 
(Capsicum annuum) in Michoacán
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106 conidios/mL-1 de Fusarium en plantas de chile 
chilaca de 45 días de edad. Veinte días posteriores 
a la inoculación, se observaron síntomas de mar-
chitez, defoliación, clorosis, y necrosis en el tallo 
y la raíz. Se re-aisló al patógeno a partir de tejido 
vegetal enfermo y se amplificó el gen del factor de 
elongación 1-α. La secuencia obtenida se sometió a 
un análisis BLAST contra secuencias de las bases 
de datos de GenBank. De acuerdo con las caracte-
rísticas morfológicas y moleculares, el agente cau-
sal de la marchitez en chile chilaca de Queréndaro, 
Michoacán es Fusarium solani.

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

Abstract. In Queréndaro, Michoacán, Mexico the 
chili chilaca crop (Capsicum annuum) has a great 
economic, social and culture importance, however, 
phytosanitary problems limit the production. In 
July 2017, diseased plants with wilt and necrosis 
symptoms were observed. With the aim to identify 
the causal agent of the disease, sections of 10-15 
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Félix et al., 2018). Sin embargo, se desconoce con 
exactitud la identidad del patógeno. 

Con el objetivo de identificar al agente causal de 
la enfermedad, se recolectaron muestras de raíz pri-
maria, raíces secundarias, corona y tallo de plantas 
sintomáticas de chile chilaca en parcelas del muni-
cipio de Queréndaro, Michoacán durante junio de 
2017. Las muestras se lavaron con agua y deter-
gente marca Roma®, se cortaron segmentos de 0.5 
cm de longitud en la zona intermedia entre el tejido 
sano y enfermo; éstos se desinfestaron en una so-
lución de Cloralex® al 10% (0.6% de hipoclorito 
de sodio); se enjuagaron en agua destilada estéril 
y se secaron con papel estéril. Cinco segmentos de 
tejido de raíz y cinco de tallo se sembraron en cajas 
Petri con medio selectivo (NARPH) que contenía 
natamicina (0.02 g L-1), ampicilina (0.27 g L-1), 
rifampicina (0.01 g L-1), pentacloronitrobenceno 
(0.10 g L-1) e himexazol (0.075 g L-1) y se alma-
cenaron a 24 °C (Soto-Plancarte et al., 2017). El 
aislado fúngico obtenido se purificó por punta de 
hifa y se empleó para la caracterización morfoló-
gica y molecular. Se cultivó en medio Spezieller 
Nahrstoffarmer Agar (SNA), se cortaron discos de 
agar con micelio de 6 mm de diámetro y se alma-
cenaron en microtubos con agua destilada estéril a 
15 °C en la Colección de Hongos del Laboratorio 
de Patología Vegetal de la UMSNH con el código 
MXMIC-798. Para la caracterización molecular, se 
extrajo ADN genómico utilizando un protocolo con 
base en bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB; 
Sigma-Aldrich) descrito por Leslie y Summerell 
(2016) con modificaciones. El micelio se incubó en 
buffer de lisis a 65 °C durante 1 h y se usó etanol 
absoluto en lugar de isopropanol (2-propanol). La 
concentración del ADN genómico fue calculada en 
un espectrofotómetro (Nanodrop; Thermo Scienti-
fic, Waltham, MA). Se amplificaron porciones par-
ciales del gen factor de elongación de la traducción 
1-α (EF).

cm from stem and root were collected, and one fun-
gal isolate from the Fusarium genre was consistent 
obtained (30%). The isolate showed abundant ter-
minal chlamydospores with smooth wall, macroco-
nidia with three to five septa and slightly bend api-
cal cell, microconidia oval ellipsoids and reniform 
with and without septa. Pathogenicity tests carried 
out in a greenhouse conditions, 1.2 x 106 Fusarium 
conidia were inoculated on 45 day-old chili chilaca 
plants. Twenty days after the inoculation, chloro-
sis, wilt, necrosis on the stem and roots, were ob-
served on the inoculated plants. The pathogen was 
re-isolated and the elongation factor 1-α gene was 
amplified. The sequence obtained was analyzed by 
BLAST against sequences from the GenBank. Ac-
cording to the morphologic and molecular charac-
teristics, the causal agent of wilting in chili chilaca 
plants in Queréndaro, Mexico is Fusarium solani.

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

México produce anualmente un volumen mayor 
a tres millones de t de chile verde (Capsicum an-
nuum) lo que le permite ser el principal exportador 
a nivel mundial (SADER, 2019). En el estado de 
Michoacán, en el año 2018, se produjeron más de 
116 000 t de chile, cifra que lo ubicó en el séptimo 
lugar de producción nacional. Queréndaro destaca 
entre los municipios productores de chile chilaca 
debido a su importancia cultural al ser la sede de 
la “Feria del chile” que se celebra anualmente. Sin 
embargo, las enfermedades que se presentan en el 
cultivo de esta hortaliza son una limitante para la 
producción. Dentro de estas, la marchitez del chile 
chilaca ocasiona mayores pérdidas en producción, 
al reducir hasta en 50% el rendimiento del culti-
vo, y está asociada con patógenos de los géneros 
Phytophthora, Rhizoctonia y Fusarium (Velarde-
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La verificación de la patogenicidad se realizó 
en el invernadero del Instituto de Investigaciones 
Agropecuarias y Forestales de la Universidad Mi-
choacana de San Nicolás de Hidalgo, el cual regis-
tró una temperatura de  30 ± 8 °C. El cultivar de 
chile chilaca CHL1 se empleó como material ve-
getal. Se obtuvieron plántulas en celdas de 100 cm2 

de volumen empleando el sustrato Mezcla 3 (Sun-
shine®). Se aplicaron 20 mL del fertilizante univer-
sal Miracle-Gro® (24N-8P-16K) a cada planta cada 
siete días hasta la inoculación del patógeno. Las 
plantas se colocaron de acuerdo a un diseño expe-
rimental completamente al azar. El aislado de F. 
solani se cultivó en medio SNA a 24 °C durante 10 
días; luego se preparó una suspensión de conidios a 
una concentración de 1.2 x 106  conidios mL-1. Doce 

plantas sanas de chile chilaca de 45 días de edad 
fueron inoculadas con 1.0 mL de la suspensión de 
conidios aplicando directamente en la rizósfera. 
Seis plantas inoculadas con agua destilada estéril se 
emplearon como controles negativos. El patógeno 
se re-aisló a partir de tejido sintomático y se co-
rroboró la identidad mediante la amplificación de  
EF. Para inferir las relaciones filogenéticas se rea-
lizó un análisis de máxima parsimonia utilizando 
secuencias de F. solani y de especies de Fusarium 
depositadas en la base de datos del GenBank.

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

 

Fusarium oxysporum BMP1397

F. solani NRRL 44903

F. solani NRRL 32741

F. falciforme MRC 2803

F. falciforme NRRL 43441

F. solani f. sp. curcubitae PCI 511

F. striatum CML 2358

F. striatum SQHI019

F. solani MXMIC-798

97

69

64
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Figura 1. A) Planta de chile chilaca (Capsicum annuum) de tres meses de edad con síntomas de marchitez y clorosis en 
campo. B) Raíz y corona mostrando necrosis. C) Derecha: Planta de chile de 45 días edad inoculada con 1.2 x 106  

conidios  de Fusarium solani; izquierda: planta control. D) Macro y microconidios. E) Clamidosporas terminales. 
F) Relaciones filogenéticas del aislado MXMIC-798 de Fusarium solani y especies cercanas; Fusarium oxysporum 
se usó como grupo externo.

F)
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Trinidad y Tobago (Ramdial y Rampersad, 2010). 
Recientemente se reportó a F. solani como agente 
causal de la marchitez en plantas maduras de chi-
le poblano y damping-off en plántulas en Puebla, 
México (Rivera-Jiménez et al., 2018); y a Fusa-
rium oxysporum como agente causal de marchitez 
en plantas de pimiento en invernaderos en Sinaloa 
(Velarde-Félix et al., 2018). Los resultados del pre-
sente trabajo confirman que F. solani es un pató-
geno de importancia económica, ya que limita la 
producción de chile en México. Este es el primer 
reporte de este patógeno como agente causal de la 
marchitez del chile chilaca en Michoacán. La in-
formación del presente estudio será de utilidad para 
los productores locales de chile chilaca, ya que per-
mitirá desarrollar estrategias de manejo de esta en-
fermedad, y disminuir la incidencia y severidad de 
la marchitez inducida por Fusarium.
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Resumen. El objetivo del estudio fue evaluar la 
actividad antifúngica de Streptomyces spp. contra 
Exserohilum rostratum cepa CIAD_CP01 (Sinó-
nimo de Setosphaeria rostrata), así como su ca-
pacidad para producir sustancias promotoras del 
crecimiento vegetal. La actividad antagónica in 
vitro de seis cepas de Streptomyces se evaluó por 
confrontación directa y a través de volátiles contra 
E. rostratum aislado de follaje de maíz en el esta-
do de Chihuahua, (siendo éste, el primer reporte de 

Streptomyces como biocontroladores in vitro de 
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ocurrencia en dicho estado), y se estimó mediante 
el porcentaje de inhibición del crecimiento radial 
(PICR). Así mismo, se determinó la capacidad de 
Streptomyces spp., para producir ácido indol acé-
tico (AIA) y sideróforos, además de su potencial 
para fijar nitrógeno atmosférico y solubilizar fos-
fatos. Los valores de PICR obtenidos fluctuaron de 
34.9 a 95.7% en confrontación directa y de 0.6 a 
2.2% mediante volátiles. Streptomyces cangkrin-
gensis cepa CIAD-CA07 (A7) y Streptomyces mi-
sionensis cepa CIAD-CA27 (A27) produjeron 3 y 
29 µg mL-1 de AIA, respectivamente. Todas las ce-
pas fueron capaces de producir el sideróforo trihi-
droxamato (ferrioxamina) de 7.8 a 39.3% de unida-
des de sideróforos y de fijar nitrógeno atmosférico. 
Con base en los resultados, las cepas de Streptomy-
ces podrían ser utilizadas como agentes de control 
biológico de E. rostratum y como biofertilizantes 
en cultivos hortofrutícolas.

Palabras clave: Actinomicetos, antagonistas, bio-
control, enfermedad, fitopatógeno, maíz.
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Abstract. The aim of the study was to evaluate 
the antifungal activity of Streptomyces spp. against 
Exserohilum rostratum strain CIAD_CP01 (synon-
ym Setosphaeria rostrata), as well as their ability 
to produce plant growth promoting substances. The 
antagonistic capacity in vitro of six Streptomyces 
strains was evaluated by direct confrontation and 
through volatiles against E. rostratum, isolated 
from maize leaves in the state of Chihuahua, (this 
being the first report of occurrence in this State) 
and was calculated by the percentage of inhibition 
of radial growth (PIRG). Likewise, the capacity of 
Streptomyces to produce indole acetic acid (IAA) 
and siderophores was determined, in addition to 
the fixation of atmospheric nitrogen and solubilize 
phosphates. The obtained PIRG ranged from 34.9 
to 95.7% by direct confrontation and from 0.6 to 
2.2% through volatiles. Streptomyces cangkrin-
gensis strain CIAD-CA07 (A7) and Streptomyces 
misionensis strain CIAD-CA27 (A27) were able to 
produce IAA, with 3 and 29 μg mL-1, respectively. 
All strains were able to produce the siderophore 
trihydroxamate (ferrioxamine), ranging from 7.8 to 
39.3 % siderophore units, and to fix atmospheric 
nitrogen. Based on these results, Streptomyces stra-
ins could be used as biological control agents for 
E. rostratum and as biofertilizers in horticultural 
crops.

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

El género Streptomyces es el más representa-
tivo de los actinomicetos y el más ampliamente 
distribuido en ecosistemas y agroecosistemas, del 
cual se ha obtenido más del 70% de los antibió-
ticos conocidos y es fuente potencial de nuevos 
compuestos bioactivos (Muharram et al., 2013). La 
mayoría de las cepas de este género son capaces de 
inhibir el crecimiento in vitro de bacterias y hon-
gos fitopatógenos mediante la producción de me-
tabolitos secundarios con actividad antimicrobiana 
[antibióticos, antifúngicos, enzimas extracelulares 
(quitinasas, peroxidasas, glucanasas), inhibidores 
enzimáticos, terpenoides, pigmentos y plaguicidas, 

entre otros] (Franco-Correa et al., 2010). Además, 
producen sustancias promotoras del crecimiento 
vegetal como el ácido indol acético (AIA), sideró-
foros y solubilizan fosfatos (Dertz et al., 2006). Por 
otro lado, Exserohilum rostratum (sinónimo homo-
típico de Setosphaeria rostrata) se reporta por vez 
primera como agente causal de tizón foliar en maíz 
(Zea mays) con sintomatología similar a la causada 
por Exserohilum turcicum conocido por causar la 
enfermedad denominada “tizón norteño de la hoja 
del maíz” (Chung et al., 2010). Esta enfermedad ha 
sido detectada recientemente en algunas zonas pro-
ductoras de maíz en México. En el estado de Sina-
loa, E. turcicum provocó pérdidas en la producción 
de grano de maíz del 50%, en el ciclo 2013-2014 
(Nuñez et al., 2019), sin embargo, en el estado de 
Chihuahua, México aún no se cuenta con el reporte 
oficial de la ocurrencia de E. rostratum, y por ende 
no se cuenta con datos de incidencia, severidad y 
pérdidas económicas que ocasiona. La incidencia 
de esta enfermedad se ha encontrado relacionada 
con maíces híbridos que no poseen genes de resis-
tencia a la enfermedad, lo cual reduce los rendi-
mientos (Dong et al., 2008). Los microorganismos 
antagonistas son una alternativa en el manejo de 
esta enfermedad, destacando los actinomicetos (ac-
tinobacterias) por su actividad antimicrobiana, y su 
capacidad para promover el crecimiento vegetal. 
Por lo que, el objetivo fue evaluar la capacidad an-
tifúngica in vitro de Streptomyces spp. contra Ex-
serohilum rostratum y su potencial para producir 
sustancias promotoras del crecimiento vegetal.

Las cepas de Streptomyces se seleccionaron del 
cepario del Centro de Investigación en Alimen-
tación y Desarrollo, A.C. Unidad Cuauhtémoc, 
de acuerdo con su capacidad antifúngica probada 
previamente (Pérez-Corral et al., 2015), y fueron 
las siguientes: Streptomyces cangkringensis cepa 
CIAD-CA07 (A7), Streptomyces sp. cepa CIAD-
CA19 (A19), Streptomyces misionensis cepa 
CIAD-CA27 (A27), Streptomyces kanamyceticus 
cepa CIAD-CA45 (A45), Streptomyces kanamyce-
ticus cepa CIAD-CA48 (A48) y Streptomyces liba-
ni cepa CIAD-CA86  (A86). El hongo fitopatógeno 
Exserohilum rostratum CIAD_CP01 fue aislado de 
hojas sintomáticas (tizones foliares) de plantas de 
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maíz en las etapas fenológicas VT (aparición de las 
panojas) y R1 (aparición de los estigmas) (Figura 
1), de acuerdo con Centko et al. (2017), durante 
el ciclo agrícola 2018 en parcelas establecidas en 
Cuauhtémoc, Chihuahua, México (28° 33’ 49” LN; 
106° 54’ 28” LO, 1,995 msnm). 

Para la identificación morfológica del fitopató-
geno, se creció en medio de cultivo PDA por 7 días 
a 28±1 °C en ausencia de luz. Del micelio del hongo 
se realizaron montajes en porta y cubreobjetos y se 
tiñeron con azul de lactofenol para su observación 
en un microscopio compuesto (Carl Zeiss, Jena, 
Alemania) a 1000x magnificaciones y se identifi-
có mediante claves taxonómicas (Watanabe, 2010). 
Para la identificación molecular, se extrajo el ADN 
genómico (ADNg) de acuerdo con Ruiz-Cisneros 
et al. (2017). El ADNg obtenido se visualizó por 
electroforesis en gel de agarosa al 1%, en un Che-
miDocTM XRS+ imaging system (Bio-Rad; CA, 
EUA) y subsecuentemente se usó para amplificar 
el espaciador transcrito interno (ITS, por sus si-
glas en inglés) del gen 18S del ARN ribosomal 
(ARNr), usando los iniciadores universales ITS5 
(5’-GGAAGTA AAAGTCGTAACAAGG-3’) e 
ITS4 (5’-TCCTC CGCTTATTGATATGC-3’). El 
producto de PCR se examinó por electroforesis en 
gel de agarosa al 1%, y fue secuenciado (ambas ca-
denas) por Macrogen EUA (Rockville, MD, EUA). 
Las secuencias obtenidas fueron superpuestas y en-
sambladas para obtener la secuencia consenso que 

se comparó contra las bases de datos del National 
Center for Biotechnology Information (NCBI), 
usando el algoritmo de BLAST para verificar el 
porcentaje de identidad correspondiente a las es-
pecies identificadas. La secuencia de E. rostratum 
strain CIAD_CP01 fue depositada en el GenBank 
(número de acceso MK942343.1). Se realizó un 
análisis filogenético del aislado, comparándola con 
cepas de las especies rostratum y turcicum de otras 
regiones usando el modelo Kimura 2-parameter 
(K2) y el modelo de verosimilitud (ML) con 1000 
réplicas de Bootstrap (Figura 2).

Las cepas de Streptomyces se evaluaron in vi-
tro por confrontación directa y mediante volátiles 
contra E. rostratum. Para el primer estudio se colo-
caron cuatro explantes de 7 mm de diámetro de las 
colonias de Streptomyces, en cada punto cardinal 
del borde de una caja de Petri de 90 mm de diáme-
tro con medio de cultivo Czapek Dox Agar (CDA) 
y se incubaron a 28±1 °C por 10 días (Pérez-Corral 
et al., 2015). Al décimo día, un explante de 7 mm 
de diámetro de una colonia del fitopatógeno se co-
locó en el centro de la caja de Petri. Los testigos 
consistieron en explantes del fitopatógeno crecidos 
en CDA en ausencia de Streptomyces (Evangelista-
Martínez, 2014). En el segundo estudio, se evaluó 
la actividad antifúngica in vitro de las cepas de 
Streptomyces mediante volátiles, para lo cual se 
inocularon 4 mL de una suspensión (~1.5 × 108 
esporas mL-1) de las cepas de Streptomyces sobre 

Figura 1. Características del agente causal Exserohilum rostratum a) tizón de la hoja en maíz y caracteres: b) macroscópicos 
(crecimiento del hongo en cajas de Petri de 90 mm de diámetro con PDA con 10 días de edad) y c) microscópicos 
(micelio filamentoso y conidios de color pardo oscuro tabicados y conidióforos laterales ovalados, vistos a 400X y 
1000X aumentos) del fitopatógeno.
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semillas de trigo (40 g) pre-cocidas y estériles, se 
incubaron a 28 ± 1 °C por 10 días. Veinte gramos 
de semillas con crecimiento de actinomicetos se 
colocaron en una caja de Petri de 60 × 15 mm, sin 
tapa, adicionalmente, se colocaron tres cajas de Pe-
tri de 60 × 15 mm sin tapa que contenían CDA, 
con un explante (7 mm de diámetro) del hongo pa-
tógeno en el centro de cada caja. Las cuatro cajas, 
se colocaron dentro de otra caja de Petri de tama-
ño mayor (140 × 25 mm). Las cajas se sellaron e 
incubaron a 28 ± 1 °C. Los testigos consistieron 
en cajas de Petri con semillas de trigo estériles sin 
inocular y las respectivas cajas con el fitopatógeno 
(Boukaew et al., 2013). En ambos estudios se mi-
dió cada 24 h el crecimiento radial del fitopatógeno 
confrontado y los testigos. El día en que el hon-
go fitopatógeno (testigos) llenó la caja de Petri se 
tomó como referencia para estimar el antagonismo 
en la confrontación. El porcentaje de inhibición del 
crecimiento radial (PICR) fue estimado de acuer-
do con la fórmula propuesta por Yuan y Crawford 
(1995). Los datos obtenidos del PICR se sometieron 

a un análisis de varianza (ANDEVA) y se usó la 
prueba de Tukey (p=0.05) para separar las medias. 
Los análisis se realizaron con el programa estadís-
tico Statistical Analysis System versión 9.0. Todas 
las pruebas se realizaron por triplicado. Cada re-
petición constó de nueve unidades experimentales 
(cajas de Petri por confrontación) y como testigo se 
consideraron 10 cajas del patógeno (sin presencia 
de antagonista). 

Para evaluar la capacidad de las cepas de Strep-
tomyces para producir sustancias promotoras del 
crecimiento vegetal, se realizaron pruebas bioquí-
micas que consistieron en inducir la producción 
de ácido indol acético (AIA), además de evaluar 
su capacidad para producir sideróforos, solubilizar 
fosfatos y de fijar nitrógeno atmosférico (N2). Es-
tas pruebas se hicieron cualitativamente y las cepas 
que resultaron positivas a las pruebas bioquímicas 
se cuantificaron. Todas las pruebas cualitativas y 
cuantitativas se realizaron por triplicado. El AIA 
se determinó de acuerdo con Gopalakrishnan et al. 
(2011), usando un espectrofotómetro (EvolutionTM 

Figura 2. Árbol filogenético de máxima verosimilitud basado en el espaciador transcrito interno (ITS), construido con el 
programa Mega X (bootstrap = 1000), usando el modelo de sustitución Kimura 2-parameter (K2), los valores de 
bootstrap se muestran como porcentajes. El árbol se dibujó a escala, con longitudes de rama medidas en el número 
de sustituciones por sitio, la secuencia correspondiente a Trichoderma koningiopsis cepa CIAD_IT01 se tomó como 
grupo externo.
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300; Thermo Electron Scientific Instruments LLC, 
Madison) a una absorbancia de 530 nm y la con-
centración se determinó con una curva de calibra-
ción de un estándar de AIA. La cuantificación del 
AIA se hizo con base en los datos de absorbancia 
en función de la concentración mediante una regre-
sión lineal para determinar la ecuación de la recta 
(y = 32.943x - 0.0372, R2 =0.9896). La producción 
de sideróforos se hizo mediante la solución de en-
sayo del Chrome azurol S (CAS) de acuerdo con 
Schwyn y Neilands (1987) y la cuantificación se 
expresó en % de unidades de sideróforos, utilizan-
do la siguiente fórmula propuesta por Lee et al. 
(2012).

 Absorbancia de  Absorbancia de

% unidades de muestra - referencia
     x 100sideróforos 

                    Absorbancia de referencia

 
Para la estimación de AIA y sideróforos, las ce-

pas de Streptomyces se crecieron en caldo ISP2 e 
ISP4 (Medios 2 y 4 del International Streptomyces 
Project, limitados en hierro), respectivamente y se 
mantuvieron a 28 ± 1 °C y 150 rpm de agitación 
por 7 días (Lee et al., 2012). Los precultivos fue-
ron centrifugados, el sobrenadante fue filtrado y se 
tomó un 1 mL de la muestra para cada determina-
ción. En las cepas positivas a la producción de side-
róforos (cambio de color azul a rosa o naranja), se 
les determinó el tipo de sideróforo producido (cate-
col o hidroxamato) de acuerdo con Arnow (1937). 
En la prueba de Arnow, la presencia del sideróforo 
catecol se indicó mediante un vire a color rosa. En 
la prueba de cloruro férrico (FeCl3), la presencia 
de los sideróforos trihidroxamato y dihidroxamato 
se indicó mediante un vire de color naranja y rosa, 
respectivamente. Para la solubilización de fosfatos 
insolubles por las cepas de Streptomyces, se usó el 
medio National Botanical Research Institute Phos-
phorus (NBRIP) registrando el crecimiento y la 
presencia de halos en el medio, siendo la presencia 
de éstos, el indicativo de la capacidad de las cepas 
para solubilizar fosfatos (Walpola y Yoon, 2013). 
Para determinar la capacidad de fijar nitrógeno at-
mosférico, se crecieron las cepas de Streptomyces 

en cajas de Petri con medio libre de nitrógeno, don-
de el desarrollo de colonia indicó la capacidad de 
fijar N2 atmosférico, como control positivo, se cre-
ció un aislado de Bacillus sp. (Peña y Reyes, 2007). 

De acuerdo con sus caracteres morfológicos 
macro y microscópicos (Figuras 1 a, b y c), el hon-
go fitopatógeno fue identificado como Exserohilum 
sp. El aislado mostró colonias circulares de color 
oscuro superiormente y negro en la parte inferior, y 
conidios rectos a ligeramente curvos ovalados, ta-
bicados y conidióforos simples (Watanabe, 2010) 
y confirmado molecularmente mediante la com-
paración de su secuencia en la base de datos del 
Banco de Genes del NCBI correspondiendo a Exse-
rohilum rostratum CIAD_CP01 (número de acceso 
MK942343.1).

La inhibición in vitro de las cepas de Streptomy-
ces por confrontación directa contra E. rostratum 
fue significativamente diferente. Se observó pro-
ducción escasa de micelio y crecimiento aéreo 
atípico del hongo patógeno. Estos efectos pueden 
atribuirse a metabolitos secundarios extracelulares 
(antibióticos) secretados al medio de cultivo por al-
gunas cepas de Streptomyces (Prashith et al., 2010). 
Cabe resaltar que en algunas confrontaciones se 
observaron halos de inhibición menores, posible-
mente debido a la escasa difusión de compuestos 
antifúngicos, a la naturaleza química de los mismos 
y/o a su comportamiento en medios acuosos (León 
et al., 2011). El crecimiento in vitro de E. rostratum 
fue reducido significativamente por todas las cepas 
de Streptomyces evaluadas en confrontación direc-
ta, con PICR que fluctuaron de 34.9 a 95.7% (Figu-
ra 3), donde la cepa A27 (Streptomyces misionensis 
cepa CIAD-CA27) mostró la mayor actividad anti-
fúngica, seguida por las cepas A19 (Streptomyces 
sp. cepa CIAD-CA19) y A45 (Streptomyces kana-
myceticus cepa CIAD-CA45) con inhibiciones de 
87.9% y 83.8%, respectivamente (Figura 3). Evan-
gelista-Martínez (2014) reportó PICR de 44 a 71% 
para Streptomyces, al día cinco post-confrontación 
contra Helminthosporium sp. Dávila-Medina et al. 
(2013) al evaluar la actividad in vitro de actinomi-
cetos contra hongos fitopatógenos reportaron PICR 
inferiores al 49.4%. En este estudio, cinco de los 
seis aislados de Streptomyces mostraron porcentajes 
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superiores a este valor. En contraste, Pérez-Corral 
et al. (2015) reportaron aislados de actinomice-
tos que inhibieron por completo el crecimiento 
de Fusarium equiseti infiriendo la posible acción 
fungistática o fungicida debido a la producción de 
sustancias biocidas o antibióticos que se difunden 
a través del medio de cultivo. Este atributo podría 
ser el caso de la cepa A19 (Streptomyces sp. cepa 
CIAD-CA19), ya que se ha demostrado que cepas 
de esta especie producen tubercidina, un inhibidor 
de múltiples procesos metabólicos como la síntesis 
de ácidos nucleicos, proteínas y ascomicina (Kón-
ya et al., 2006). La antibiosis mostrada contra E. 
rostratum por las cepas de Streptomyces puede atri-
buirse a enzimas extracelulares como quitinasas, 
b-1,3-glucanasas y antibióticos (González-Franco 
et al., 2003). 

La inhibición in vitro de las cepas de Streptomy-
ces contra E. rostratum en confrontación a través 
de volátiles fluctuó de 0.6% a 2.2% (Figura 3). La 
cepa A7 (Streptomyces cangkringensis cepa CIAD-
CA07), ejerció la mayor actividad mediante volá-
tiles pero menor al mostrado en la confrontación 

Figura 3. Capacidad antifúngica in vitro de cepas de Streptomyces spp., contra el hongo Exserohilum rostratum en confron-
taciones directa y a través de volátiles. Los datos son presentados como medias ± error estándar. Los valores sobre 
las barras con las mismas literales indican igualdad estadística, con un 95% de confianza (a=0.05) de acuerdo con 
la prueba de Tukey.

directa (Figura 3). Los PICR mediante volátiles 
fueron significativamente menores en comparación 
con los valores obtenidos en confrontación direc-
ta, posiblemente debido a que en esta última hubo 
mayor producción de metabolitos secundarios (an-
tibióticos) que actúan por medios difusibles en el 
medio o por competencia de espacio y/o nutrien-
tes, impidiendo que E. rostratum creciera óptima-
mente. Por lo tanto, la mayor actividad antagónica 
de las cepas evaluadas fue mediante metabolitos 
difusibles en el medio de cultivo. Boukaew et al. 
(2013), mencionan que el efecto de los volátiles de 
Streptomyces contra hongos se atribuye a la des-
trucción de su pared celular. 

Las seis cepas de Streptomyces produjeron al 
menos una sustancia responsable de la promoción 
del crecimiento vegetal (Cuadro 1). Las seis ce-
pas produjeron sideróforos del tipo trihidroxama-
to y fueron capaces de fijar nitrógeno atmosférico. 
Mientras que solo las cepas A7 (Streptomyces can-
gkringensis cepa CIAD-CA07) y A27 (Streptomy-
ces misionensis cepa CIAD-CA27) produjeron 
AIA. Ninguna cepa fue capaz de solubilizar fósforo 
inorgánico e insoluble.
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Las cepas A7 (Streptomyces cangkringensis cepa 
CIAD-CA07) y A27 (Streptomyces misionensis cepa 
CIAD-CA27) produjeron 3 y 29 µg mL-1 de AIA, 
respectivamente. Franco-Correa et al. (2010) reporta-
ron valores de AIA de 3.05 a 11.9 µg mL-1 para cepas 
de Streptomyces, similares a los obtenidos con las cepas 
reportadas en este estudio. Mientras que Matsukawa 
et al. (2007) reportaron valores de AIA de 21.8 a 51.5 
µg mL-1 por especies de Streptomyces como S. purpu-
rascens NBRC 13077, S. coelicolor A3, S. olivaceus 
NBRC 12805 y S. kasugaensis NBRC 13851. Las seis 
cepas de Streptomyces spp. produjeron el sideróforo 
trihidroxamato, de 7.8 a 39.2 % de unidades de side-
róforos, las mayores productoras fueron A86 (Strep-
tomyces libani cepa CIAD-CA86) y A7 (Streptomyces 
cangkringensis cepa CIAD-CA07), ambas con 39.3 % 
de unidades de sideróforos (Figura 4).

Braun et al. (2009) mencionan que la mayoría 
de las cepas del género Streptomyces producen algún 
tipo de sideróforo trihidroxamato como ferrioxa-
mina o albomicina una sideromicina (quelante de 

Cuadro 1. Capacidad de las cepas de Streptomyces spp. en la producción de sustancias promotoras del crecimiento vegetal.

Cepa antagonista

Promotores de crecimiento vegetal
SideróforosÁcido 

indol 
acético

Fijación de 
Nitrógeno

Solubilización de 
fosforo inorgánico Catecol Trihidroxamato Dihidroxamato

A7
Streptomyces 
cangkringensis  cepa 
CIAD-CA07

+ + -
- + -

A19 Streptomyces sp. cepa 
CIAD-CA19 - + - - + -

A27
Streptomyces 
misionensis cepa 
CIAD-CA27

+ + - - + -

A45
Streptomyces 
kanamyceticus cepa 
CIAD-CA45

- + - - + -

A48
Streptomyces 
kanamyceticus cepa 
CIAD-CA48

- + - - + -

A86 Streptomyces libani 
cepa CIAD-CA86 - + - - + -

(+) Positivo a la prueba
(-) Negativo a la prueba

Figura 4. Porcentaje de unidades del sideróforo trihidroxa-
mato producido por las cepas de Streptomyces spp. 
Los datos son presentados como medias ± error es-
tándar. Los valores sobre las barras con las mismas 
literales indican igualdad estadística, con un 95% 
de confianza (a= 0.05) de acuerdo con la prueba de 
Tukey.
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hierro) y se le atribuye la capacidad de eliminar a sus 
competidores biológicos uniendo sustancias tóxicas a 
sideróforos. Dertz et al. (2006) demostraron que al-
gunas cepas de Streptomyces son capaces de producir 
enterobactina (enteroquelina) un sideróforo de alta 
afinidad que adquiere el hierro de los sistemas micro-
bianos. Todas las cepas de Streptomyces spp. evaluadas, 
fijaron nitrógeno atmosférico. Si bien no presentaron 
características típicas de crecimiento como ocurre en 
medios de cultivo enriquecidos, si mostraron una 
tendencia similar. Todas las cepas de Streptomyces fue-
ron incapaces de solubilizar el fosforo inorgánico. En 
contraste Franco-Correa et al. (2010) demostraron la 
capacidad de algunas cepas de actinomicetos para so-
lubilizar fosfatos inorgánicos y reportan que la solubi-
lización del fósforo ocurre por la formación de ácidos, 
que actúan como agentes quelantes para el calcio, au-
mentando la disponibilidad del fósforo para la planta 
(Nautiyal, 1999; Franco-Correa et al., 2010). Nauti-
yal (1999) menciona que la solubilización de fosfa-
tos por los microorganismos dependerá del tipo de 
fosfato que se utilice, dado que no todas las cepas de 
estos microorganismos tienen la capacidad de solubi-
lizar el fósforo desde fuentes inorgánicas. El estudio 
demostró el potencial que tiene el género Streptomyces 
para ser usado como posible agente de control bioló-
gico de Exserohilum rostratum, siendo este el primer 
reporte del patógeno para el estado de Chihuahua, 
México. Además de la capacidad antagónica de las 
cepas, destaca su capacidad para producir sustancias 
promotoras del crecimiento vegetal, por lo que tam-
bién podrían ser utilizadas como biofertilizantes. 
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Resumen. El objetivo del estudio fue aislar y ca-
racterizar hongos y bacterias antagonistas de la ri-
zosfera de huertos de aguacate de Xalisco, Nayarit, 
México, capaces de inhibir el crecimiento in vitro 
de aislados de Fusarium oxysporum. En 2018, se 
recolectaron muestras de suelo asociado a la 
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rizosfera de árboles sanos de 10 huertos de agua-
cate cv. Hass en el municipio de Xalisco, Nayarit, 
México para el aislamiento de posibles antagonis-
tas de F. oxysporum. Se aislaron e identificaron 
morfológicamente 117 actinomicetos (Streptomy-
ces spp.), 83 bacterias (Bacillus spp.) y 43 hongos 
(Trichoderma spp.). De cada grupo de microorga-
nismos se evaluaron 10 aislados (al azar) contra 
tres aislados de F. oxysporum, y se caracterizaron 
molecularmente 10 de estos aislados que mostraron 
la mayor inhibición. De los antagonistas evaluados 
in vitro, destacó el aislado A75 (Streptomyces sp.), 
con PICR que fluctuaron de 26.82 a 67.52%; los 
aislados B65 y B78 (Bacillus amyloliquefaciens y 
B. velezensis, respectivamente) con inhibiciones 
>50% y los 10 aislados de Trichoderma, que in-
hibieron el crecimiento radial (PICR) de F. oxys-
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porum  entre 35 a 75%. En huertos de aguacate de 
Xalisco, Nayarit, existen microorganismos antago-
nistas, especialmente cepas de los géneros Strep-
tomyces spp., Bacillus spp. y Trichoderma spp., 
con posible potencial para ser usados en el manejo 
de Fusarium spp.

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

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

Key words: Biocontrol, antagonists, fungus, acti-
nomycetes, bacteria, diseases.

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

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

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

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

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

Sitios de muestreo Huerto Coordenadas Altitud (msnm)

La Curva  1x 21° 22’ 12” N, 104° 53’ 38” O 1,030
Carrizal 1 1 21° 23’ 01” N, 104° 05’ 01” O 1,201
Carrizal 2 1 21° 22’ 50” N, 104° 56’ 01” O 1,194
Carrizal 3 1 21° 22’ 09” N, 104° 55’ 32” O 1,152
El Devisadero 1 1 21° 26’ 30” N, 104° 54’ 34” O 1,058
El Devisadero 2 1 21° 54’ 16” N, 104° 54’ 16” O 1,056
Xalisco 1 21° 26’ 39” N, 104° 54’ 06” O   984
El Cedro 1 21° 45’ 40” N, 104° 44’ 10” O 1,078
Camichín de Jauja 1 21° 28’ 25” N, 104° 47’45” O 1,008
Tintilagua de Arriba 1 21° 29’ 18” N, 104° 46’ 16” O 1,154 

msnm: metros sobre el nivel del mar; x número asignado al huerto muestreado.



Número especial en español, 2019 60

Fully Bilingual
Revista Mexicana de FITOPATOLOGÍA
Mexican Journal of Phytopathology

Dox Agar (CDA) y Luria Bertani agar (LB), res-
pectivamente. Las colonias con morfología típica 
de los microorganismos de interés, se aislaron y se 
sembraron en los medios de cultivo arriba descritos 
(Watanabe, 2010; Pridham et al., 1958; Shirling y 
Gottlieb, 1966). 

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

Las confrontaciones con Streptomyces spp., 
se realizaron de acuerdo con Pérez-Corral et al. 
(2015). Las confrontaciones de Bacillus spp., con-
tra Fusarium fueron similares a las de Streptomy-
ces, solo que los explantes de Bacillus (6 mm de 
diámetro) se colocaron en los puntos cardinales 
al mismo tiempo que el Fusarium (6 mm) (Rios-
Velasco et al., 2016). Las confrontaciones duales 
de Trichoderma contra los aislados de Fusarium, 
se realizaron de acuerdo con Rios-Velasco et al. 
(2016) y Ruiz-Cisneros et al. (2017). El crecimien-
to micelial de F. oxysporum se midió sistemática-
mente cada 24 h para estimar el porcentaje de in-
hibición del crecimiento radial (PICR) en los tres 
experimentos.

Los aislados que mostraron capacidad antifún-
gica in vitro a F. oxysporum se identificaron mo-
lecularmente. A los hongos, se les extrajo el ADN 
genómico (ADNg) de acuerdo con Ruiz-Cisneros 
et al. (2017). Subsecuentemente se amplificó el 
espaciador transcrito interno (ITS, por sus siglas 
en inglés) del ARN ribosomal (ARNr), usando 
los iniciadores universales ITS5 (5’-GGAAGTA-
AAAGTCGTAACAAGG-3’) e ITS4 (5’-TCCTC-
CGCTTATTGATATGC-3’). La identificación 
molecular de bacterias y actinomicetos se hizo 
mediante la extracción del ADNg de acuerdo con 
Pérez-Corral et al. (2015). Posteriormente, se uti-
lizó para amplificar el gen del 16S del ARNr por 
PCR, usando los iniciadores universales EU(F) 
(5’-AGAGTTTGATCATGGCTCAG-3’) y EU(R) 
(5’-TACCTTGTTACGACTTCACC-3’). Tanto el 
ADNg como los productos de PCR de los tres gru-
pos de antagonistas, se examinaron por electrofore-
sis en geles de agarosa a 1%, en un ChemiDocTM 
XRS+ imaging system (Bio-Rad; CA, EUA). Estos 
productos fueron secuenciados en Macrogen EUA 
(Rockville, MD, EUA). Las secuencias obtenidas 
fueron comparadas contra las bases de datos del 
NCBI usando el algoritmo de BLAST para veri-
ficar el porcentaje de identidad correspondiente a 
cada especie y fueron depositadas en el GenBank 
del NCBI. Todas las pruebas se realizaron por 
triplicado. Como diseño experimental se usó un 
completamente al azar con tres repeticiones, cada 
antagonista fue un tratamiento, la unidad experi-
mental fue una caja Petri y cada repetición constó 
de tres unidades experimentales (en total 9 cajas 
Petri por confrontación) y como testigo se conside-
raron 10 cajas de cada aislado de F. oxysporum (sin 
la presencia del antagonista). Los datos obtenidos 
del PICR se sometieron a un análisis de varianza 
(ANDEVA) y se usó la prueba Tukey (p=0.05) para 
separar las medias. Los análisis se realizaron con 
el programa estadístico Statistical Analysis System 
versión 9.0.
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De las muestras de suelo asociado a la rizos-
fera de árboles de aguacate en Xalisco, Nayarit, 
México, se obtuvieron 247 microorganismos de 
los géneros Streptomyces spp. (117 aislados), Ba-
cillus spp. (83 aislados), y Trichoderma spp. (47 
aislados), algunos de estos al ser evaluados in vitro 
contra los aislados de F. oxysporum, mostraron ac-
ción antifúngica. De acuerdo con Buyer (1995) la 
eficiencia de los medios semi-selectivos, es debida 
a las diferencias en requerimientos nutricionales 
para el crecimiento de microorganismos y a la dis-
ponibilidad de nutrientes en el medio, lo cual tiene 
un efecto positivo en el aislamiento de microorga-
nismos específicos.

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

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

Figura 1. Capacidad antifúngica in vitro de aislados de: A) 
Streptomyces spp. (A8 a A82), B) Bacillus spp. 
(B10 a B78), y C) Trichoderma spp. (T1 a T10) 
contra aislados (F1, F2 y F3) de Fusarium oxys-
porum, en confrontación directa. Los datos son 
presentados como medias ± error estándar. Los 
valores sobre las barras con las mismas literales 
y color indican igualdad estadística, con un 95% 
de confianza (α = 0.05) de acuerdo con la prueba 
de Tukey.
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capacidad de cepas de Trichoderma para inhibir el 
crecimiento micelial de P. cinnamomi, se debe a la 
producción de compuestos volátiles y antibióticos. 
Algunas cepas de Trichoderma, en especial las de 
T. harzianum producen el antibiótico 6-pentil-α-
pirona, el cual tiene un efecto en la inhibición del 
crecimiento del hongo, además de regular los ge-
nes responsables de la biosíntesis de trichotecenos, 
micotoxinas con actividad antimicrobial de amplio 
espectro (Almaraz et al., 2012). Gajera y Vakha-
ria (2010), mencionan que la acción antifúngica de 
algunas especies de Trichoderma se debe a la pro-
ducción de enzimas extracelulares y compuestos 
antifúngicos. 

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

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

catalasa) y compuestos antifúngicos que contami-
nan el medio y al mismo tiempo inhiben el creci-
miento del hongo. Los aislados de Bacillus spp., 
mostraron inhibiciones in vitro >26%, pero <56% 
contra los tres aislados de F. oxysporum. Del gé-
nero Bacillus destacaron los aislados B65 y B78 
correspondientes a B. amyloliquefaciens y B. vele-
zensis que mostraron PICR >50% contra los tres 
aislados de F. oxysporum (Figura 1b). Estos por-
centajes se encuentran dentro de lo reportado por 
Ruiz-Cisneros et al. (2017), al evaluar las cepas 
B. methylotrophicus y B. amyloliquefaciens contra 
Phytophthora cactorum y Pythium sp., con 92.3 
y 18.8 %, respectivamente. Korsten et al. (1997) 
demostraron el potencial de Bacillus spp., para el 
control de enfermedades fungosas en aguacate, en 
pre y poscosecha hasta en un 72%. La inhibición 
in vitro mostrada por Bacillus spp., depende de su 
capacidad para producir metabolitos antifúngicos 
como iturina A, surfactina, lipopéptidos cíclicos, 
y/o fengicina (Arguelles-Arias et al., 2009). 

De los tres grupos de antagonistas evaluados in 
vitro, destacaron los hongos del género Trichoder-
ma spp., al inhibir el crecimiento de los tres aisla-
dos de F. oxysporum con los mayores porcentajes 
en comparación con los otros antagonistas evalua-
dos. Esta habilidad se atribuye a la síntesis de sus-
tancias antibióticas en algunas especies de este gé-
nero (Ruiz-Cisneros et al., 2017). El PICR ejercido 
por estos aislados sobre Fusarium spp., fluctuó de 
35 a 75% (Figura 1c). El aislado F1 de F. oxyspo-
rum fue el más susceptible a los 10 aislados de Tri-
choderma spp., donde el PICR fue >47%. Mientras 
que el menos susceptible fue F. oxysporum (aisla-
do F2). Ruiz-Cisneros et al. (2017) reportaron un 
comportamiento similar, al evaluar cuatro cepas de 
Trichoderma contra P. cactorum con inhibiciones 
>80%. Almaraz et al. (2012) demostraron que la 
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Cuadro 2. Identificación morfológica y molecular de aislados de Streptomyces spp., Bacillus spp. y Trichoderma con potencial 
antifúngico contra Fusarium oxysporum aislados de rizosfera de aguacate cv. Hass en Xalisco, Nayarit, México.

Clave del 
aislado Procedencia Identificación Identidad 

(%)
Clave de acceso 

del GenBankMorfológica Molecular

Actinomicetos 
A31 El Devisadero 1 Streptomyces sp. Streptomyces olivicoloratus 99 MK941877.1
A75 Tintilagua de Arriba Streptomyces sp. Streptomyces sp. 98.8 MK941878.1
Bacterias
B65 Xalisco 1 Bacillus sp. Bacillus amyloliquefaciens 100 MK941879.1
B68 Carrizal 1 Bacillus sp. Bacillus subtilis 100 MK941880.1
B72 El Devisadero 2 Bacillus sp. Bacillus amyloliquefaciens 100 MK941881.1
B78 Tintilagua de Arriba Bacillus sp. Bacillus velezensis 99.02 MK941882.1
Hongos
T1 Carrizal 2 Trichoderma sp. Trichoderma koningiopsis 99 MK942345.1
T2 El Devisadero 2 Trichoderma sp. Trichoderma cf. harzianum 98.7 MK942346.1
T8 Xalisco 1 Trichoderma sp. Trichoderma parareesei 98 Sin clave
T10 Tintilagua de Arriba Trichoderma sp. Trichoderma lixii 99 MK942347.1

AGRADECIMIENTOS

El trabajo fue apoyado por el Fondo Institucional de Fo-

mento Regional para el Desarrollo Científico y de Innovación-

Consejo Nacional de Ciencia y Tecnología (México) (Proyecto 

FORDECYT; Clave 292399).

LITERATURA CITADA

Almaraz SA, Alvarado RD, Tlapal BB y Espinoza VD. 2012. 
Identificación de hongos antagonistas a Phytophthora 
cinnamomi Rands en bosques de encino del Arrayanal, 
Colima y Tecoanapa, Guerrero. Revista Chapingo Serie 
Ciencias Forestal y del Ambiente 18 (3): 341-355. https://
dx.doi.org/10.5154/r.rchscfa.2011.09.061

Arguelles-Arias A, Ongena M, Halimi B, Lara Y, Brans A, 
Joris B and Fickers P. 2009. Bacillus amyloliquefaciens 
GA1 as a source of potent antibiotics and other secondary 
metabolites for biocontrol of plant pathogens. Microbial 
Cell Factories 8(1): 12-63. https://doi.org/10.1186/1475-
2859-8-63

Buyer JS. 1995. A soil and rhizosphere microorganism isola-
tion and enumeration medium that inhibits Bacillus mycoi-
des. Applied and Environmental Microbiology 61(5): 
1839-1842. https://aem.asm.org/content/aem/61/5/1839.
full.pdf

Dávila-Medina MD, Gallegos-Morales G, Hernández-Castillo 
FD, Ochoa-Fuente YM y Flores-Olivas A. 2013. Actino-
micetos antagónicos contra hongos fitopatógenos de im-
portancia agrícola. Revista Mexicana de Ciencias Agrícolas 

4(8): 1187-1196. http://www.scielo.org.mx/pdf/remexca/
v4n8/v4n8a6.pdf

Eskalen A, Stouthamer R, Lynch SC, Rugman-Jones PF, Twi-
zeyimana M, Gonzalez A, and Thibault T. 2013. Host 
range of Fusarium dieback and its ambrosia beetle (Co-
leoptera: Scolytinae) vector in southern California. Plant 
Disease 97(7): 938-951. https://doi.org/10.1094/PDIS-11-
12-1026-RE

Freeman S, Sharon M, Dori-Bachash M, Maymon M, Be-
lausoy E, Maoz Y, Margalit O, Protasov A, and Mendel 
Z. 2016. Symbiotic association of three fungal species 
throughout the life cycle of the ambrosia beetle Euwalla-
cea nr. fornicatus. Symbiosis 68(1-3): 115-128. https://doi.
org/10.1007/s13199-015-0356-9.

García-Ávila CDJ, Trujillo-Arriaga FJ, López-Buenfil JA, 
González-Gómez R, Carrillo D, Cruz LF, Ruiz-Galván 
I, Quezada-Salinas A and Acevedo-Reyes N. 2016. First 
report of Euwallacea nr. fornicatus (Coleoptera: Curculio-
nidae) in Mexico. Florida Entomologist 99(3): 555-557. 
https://doi.org/10.1653/024.099.0335

Gajera HP and Vakharia DN. 2010. Molecular and bioche-
mical characterization of Trichoderma isolates inhibiting 
a phytopathogenic fungi Aspergillus niger Van Tieghem. 
Physiological and Molecular Plant Pathology 74: 274-282. 
https://doi.org/10.1016/j.pmpp.2010.04.005

Harrington TC, Fraedrich SW and Aghayeva DN. 2008. Ra-
ffaelea lauricola, a new ambrosia beetle symbiont and pa-
thogen on the Lauraceae. Mycotaxon 104:399-404. https://
www.srs.fs.usda.gov/pubs/ja/ja_harrington008.pdf

Hernández-Castillo FD, Berlanga-Padilla AM, Gallegos-
Morales G, Cepeda-Siller M, Rodríguez-Herrera R, 
Aguilar-González CN y Castillo RF. 2011. In vitro anta-
gonist action of Trichoderma strains against Sclerotinia 
sclerotiorum and Sclerotium cepivorum. American Jour-
nal of Agricultural and Biological Sciences 6 (3): 410-



Número especial en español, 2019 64

Fully Bilingual
Revista Mexicana de FITOPATOLOGÍA
Mexican Journal of Phytopathology

Pridham TG, Hesseltine CW and Benedict RG. 1958. A gui-
de for the classification of Streptomycetes according to 
selected groups. Placement of strains in morphological 
sections. Applied Microbiology 6(1): 52-79. https://www.
ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC1057356/pdf/applmi-
cro00315-0061.pdf

Rios-Velasco C, Caro CJ, Berlanga RD, Ruiz CM, Ornelas PJ, 
Salas MM, Villalobos PE and Guerrero PV. 2016. Identi-
fication and antagonistic activity in vitro of Bacillus spp. 
and Trichoderma spp. isolates against common phytopa-
thogenic fungi. Revista Mexicana de Fitopatología 34(1): 
84-99. https://dx.doi.org/10.18781/R.MEX.FIT.1507-1

Ruiz-Cisneros M, Rios-Velasco C, Berlanga-Reyes D, Orne-
las-Paz J, Acosta-Muñiz C, Romo-Chacón A, Zamudio-
Flores P and Pérez-Corral DA. 2017. Incidence and causal 
agents of root diseases and its antagonists in apple orchards 
of Chihuahua, México. Revista Mexicana de Fitopatolo-
gía 35(3): 437-462. http://rmf.smf.org.mx/Vol3532017/
RMF1704-3.pdf

Shirling EB and Gottlieb D. 1966. Method for characterization 
of Streptomyces species. International Journal of Systema-
tic Bacteriology 16(3): 313-340. doi: 10.1099/00207713-
16-3-313.

Watanabe T. 2010. Pictorial atlas of soil and seed fungi: mor-
phologies of cultured fungi and key to species: CRC press. 
426 p.

417. https://pdfs.semanticscholar.org/4677/cd523afb-
c6b90f4cbe36ed0da94e4b7f5493.pdf

Hughes MA, Martini X, Kuhns E, Colee J, Mafra‐Neto A, Ste-
linski LL, and Smith JA. 2017. Evaluation of repellents for 
the redbay ambrosia beetle, Xyleborus glabratus, vector of 
the laurel wilt pathogen. Journal of Applied Entomology 
141(8): 653-664. https://doi.org/10.1111/jen.12387

Koontz J and Marcy J. 2003. Formation of natamycin: cyclo-
dextrin inclusion complexes and their characterization. Jo-
urnal of Agriculture and Food Chemistry 51: 7106-7110. 
https://doi.org/10.1021/jf030332y

Korsten L, De-Villiers EE, Wehner RC and Kotzet JM. 1997. 
Field spray of Bacillus subtilis and fungicides for control 
of preharvest fruit disease of avocado in South Africa. 
Plant Disease 81: 455-459. https://dx.doi.org/10.1094/
PDIS.1997.81.5.455

Macías-Macías A. 2011. México en el mercado internacional 
de aguacate. Revista de Ciencias Sociales.  17(3): 517-532. 
https://www.redalyc.org/articulo.oa?id=28022767011

Pérez-Corral D, García-González N, Gallegos-Morales G, 
Ruiz-Cisneros M, Berlanga-Reyes D and Rios-Velasco C. 
2015. Isolation of actinomycetes associated to apple trees 
rhizosphere antagonistic to Fusarium equiseti. Revista 
Mexicana de Ciencias Agrícolas 6(7): 1629-1638. http://
www.scielo.org.mx/pdf/remexca/v6n7/v6n7a16.pdf



65Número especial en español, 2019

Sánchez-Gurrola C, Gómez-Dorantes N, Rodríguez-
Alvarado G, Fernández-Pavía SP y Ávila-Quezada 
G. 2019. Variabilidad morfológica y sensibilidad de 
Phytophthora capsici causando marchitez en chile 
pimiento morrón en Chihuahua, México. Revista 
Mexicana de Fitopatología  37(No. Esp. 1): 65-71.
DOI: 10.18781/R.MEX.FIT.1904-4

Resumen. A nivel mundial, México es el princi-
pal exportador del chile pimiento morrón (Capsi-
cum annuum). El cultivo es afectado por diversas 
enfermedades, siendo la marchitez del chile oca-
sionada por Phytophthora capsici una de las más 
importantes. Este fitopatógeno posee alta variabi-
lidad en virulencia y sensibilidad a fungicidas. No 
existen en México estudios sobre poblaciones de P. 
capsici  para pimiento morrón. El objetivo de este 
trabajo fue determinar la diversidad de aislados de 

Variabilidad morfológica y sensibilidad de Phytophthora 
capsici causando marchitez en chile pimiento 

morrón en Chihuahua, México

 
Morphological variability and sensitivity of Phytophthora capsici 

causing wilt in bell pepper in Chihuahua, Mexico
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P. capsici obtenidos de plantas de pimiento morrón 
con marchitez en Delicias, Chihuahua, México, 
mediante los marcadores fenotípicos: patrón de 
crecimiento de la colonia, tipo de compatibilidad, 
virulencia y sensibilidad a fungicidas. Los tipos 
de colonia fueron: estrellado (74%), ligeramente 
petaloide (14%) y radial (12%). Se detectaron ais-
lados sensibles (53%), con sensibilidad intermedia 
(42%) e insensibles (5%) a mefenoxam. El 86.6% 
de los aislados inoculados fueron altamente viru-
lentos, produjeron síntomas cuatro días después de 
la inoculación. Se detectaron los dos tipos de com-
patibilidad (TC) A1 y A2. Se formaron oosporas 
in planta al inocular los dos TC detectados en una 
misma planta. Los resultados sugieren que existe 
reproducción sexual en campo y como consecuen-
cia variabilidad entre los aislados de P. capsici, 
responsables de la marchitez en cultivos de chile 
pimiento morrón en Delicias, Chihuahua, México.
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Abstract. Mexico is the main exporter of bell 
pepper (Capsicum annuum) worldwide. The crop 
is affected by several diseases being wilt caused 
by Phytophthora capsici one of the most impor-
tant. This phytopathogen has high variability in 
virulence and sensitivity to fungicides. There are 
no studies on populations of P. capsici from bell 
pepper in Mexico. The objective of this study was 
to determine the diversity of isolates of P. capsi-
ci obtained from bell pepper plants with wilt from 
Delicias, Chihuahua, Mexico by phenotypic mar-
kers: colony pattern, compatibility type, virulence 
and sensitivity to fungicides. The types of colony 
observed were: stellate (74%), slightly petaloid 
(14%) and radial (12%). Sensitive isolates were de-
tected (53%), with intermediate sensitivity (42%) 
and insentive (5%) to mefenoxam. The 86.6% of 
the isolates inoculated were highly virulent, cau-
sing symptoms four days after inoculation. Both 
mating types (MT) A1 and A2 were detected. Oos-
pore formation in planta was achieved inoculating 
both MT found in the same plant. The results su-
ggest that there is sexual reproduction in the field 
and as a consequence diversity among the isolates 
of P. capsici, which cause wilt in bell pepper crops 
from Delicias, Chihuahua, Mexico.

Key words: oomycetes, Capsicum annuum, sexual 
reproduction.

El chile es un cultivo importante y es originario 
de México, una tercera parte de la producción na-
cional se exporta a países de Europa, Asia y Amé-
rica. El país tiene el primer lugar a nivel interna-
cional en la exportación de pimientos y el tercero 
en chile verde (SAGARPA, 2018). Durante el año 

2017, México se ubicó como el principal exporta-
dor de pimientos a nivel mundial, al comercializar 
un volumen de 150,304 ton, que significó ingresos 
por un total de 153.7 millones de dólares (SAGAR-
PA, 2018). El cultivo es afectado por la incidencia 
de la marchitez del chile, una enfermedad ocasio-
nada por el oomicete Phytophthora capsici. Este 
patógeno es considerado el factor limitante más 
importante en la producción de Capsicum annuum 
donde provoca cuantiosas pérdidas económicas 
(Silva-Rojas et al., 2009). Su presencia ha propi-
ciado que algunas regiones productoras importan-
tes hayan disminuido la superficie de siembra o el 
desplazamiento de la producción a nuevas áreas 
(Guigón-López y González-González, 2001). 

Actualmente, el control de P. capsici se basa 
en un programa de manejo integrado que incluye: 
prácticas culturales, la aplicación de fungicidas, fu-
migantes, agentes biológicos y el uso de variedades 
resistentes (Foster y Hausbeck, 2010). El Mefe-
noxam, enantiómero activo del metalaxil suele ser 
utilizado para controlar especies de Phytophthora 
(Parra y Ristaino, 1998). Sin embargo, el uso in-
discriminado de este producto provoca un severo 
e irreversible impacto ambiental, es tóxico para el 
ser humano y promueve la resistencia del patóge-
no. El empleo de injertos en patrones resistentes 
representa un método alternativo para el control de 
P. capsici, debido a su eficacia e inocuidad para el 
ambiente. En un estudio realizado en Delicias, Chi-
huahua en el año 2012 se encontró que la variedad 
comercial Terrano tiene resistencia a la enfermedad 
provocada por P. capsici y favoreció el aumento de 
la producción en un 50%, mejorando los paráme-
tros de calidad del fruto del pimiento morrón (Sán-
chez- Chávez et al., 2015). 

Entre mayor diversidad genética posea una es-
pecie mayor será su capacidad de adaptación a dis-
tintas condiciones (Piñero et al., 2008). En especies 
del género Phytophthora las fuentes de variación 
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se presentan por flujo de genes en las poblaciones 
de manera local o a grandes distancias, recombina-
ción sexual o asexual, recombinación mitótica, pa-
rasexualidad, migración y selección natural (Good-
win, 1997). Uno de los marcadores utilizados para 
detectar variabilidad es la compatibilidad sexual; P. 
capsici es una especie heterotálica y requiere de los 
dos tipos de compatibilidad (A1 y A2) para com-
pletar el ciclo sexual y formar oosporas. La recom-
binación es la forma más eficiente para desarrollar 
diversidad genética. Otro de los marcadores para 
determinar la diversidad de poblaciones, es la re-
sistencia a fungicidas, como el metalaxil y el mefe-
noxam, que son los más utilizados para el control 
de oomicetes (Lamour y Hausbeck, 2003). Se ha 
reportado que la resistencia a fungicidas en espe-
cies de Phytophthora es el resultado de mutaciones 
estables y heredables (Hwang y Benson, 2005). En 
México no existen estudios sobre las poblaciones 
de este importante fitopatógeno en los cultivos de 
chile del tipo pimiento morrón.

El trabajo se realizó en el Laboratorio de Pato-
logía Vegetal del Instituto de Investigaciones Agro-
pecuarias y Forestales de la Universidad Michoa-
cana de San Nicolás de Hidalgo. Se utilizaron 86 
aislados previamente identificados como P. capsici 
en base a morfología (esporangios papilados y bi-
papilados, con formas variables y con pedicelo ca-
duco) obtenidos de plantas de pimiento morrón de 
la variedad Fascinato injertadas sobre patrón Terra-
no de cultivos con síntomas de marchitez en Deli-
cias, Chihuahua, México. Para la determinación del 
tipo de compatibilidad de los aislados se utilizaron 
cepas de referencia de P. capsici: 2C (A1) y 3C 
(A2) del Laboratorio de Patología Vegetal-UMS-
NH, las cruzas se realizaron en el medio de cultivo 
V8 (Campbell’s®) agar y se incubaron a 25 °C du-
rante diez días en oscuridad. Para describir el pa-
trón de crecimiento de las colonias los aislados se 
sembraron en el medio de cultivo Papa- Dextrosa- 

Agar (PDA) (Bioxon®) y se incubaron a 25 °C en 
oscuridad durante siete días y se compararon con 
los patrones descritos por Erwin y Ribeiro (1996).

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

Para la determinación de la severidad se utili-
zaron semillas de plantas de pimiento morrón va-
riedad Dashen F-1, la cual fue susceptible en estu-
dios previos. Estas se desinfestaron con alcohol al 
70% durante 30 seg. Se sembraron en semilleros 
con sustrato del tipo Peat Moss y se mantuvieron 
en cámara húmeda por diez días. Cinco semanas 
después, las plántulas se transplantaron en charo-
las de germinación de seis compartimentos con un 
sustrato conformado por una mezcla de suelo-arena 
1:1 (P: P) estéril y se adicionó una solución nutri-
tiva. Para las pruebas se seleccionaron 15 aisla-
dos (CPV-161,CPV-163,CPV-166,CPV-174,CPV-
179,CPV-190,CPV-191,CPV-197,CPV-201,CPV-
203,CPV-210,CPV-217,CPV-226,CPV-229 y CPV-
234) que incluían los dos tipos de compatibilidad.  
La producción de esporangios y zoosporas se rea-
lizó mediante el procedimiento de Ristaino (1990) 
con modificaciones. En la preparación del inóculo, 
cada aislado se sembró en el medio jugo V8-agar 
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durante 5-7 días a 25 °C en oscuridad. La produc-
ción de esporangios se indujo a través de cortes del 
medio con micelio de cada aislado que se cubrieron 
con agua desionizada estéril e incubaron a 25 °C en 
oscuridad hasta observar la formación de esporan-
gios. Para la liberación de zoosporas, los aislados se 
sometieron a un choque térmico a 4 °C por 30-45 
min. El conteo de zoosporas se realizó con una cá-
mara de Neubauer. Las plantas con diez semanas de 
crecimiento se inocularon con 1 mL de una suspen-
sión de zoosporas [1000 zoosporas mL-1], con seis 
repeticiones por aislado. Las plantas testigo se ino-
cularon con 1 mL de agua desionizada estéril. Tres 
aislados no produjeron suficientes esporangios y se 
inocularon mediante dos cuadros de agar (1 cm3) 
con micelio depositados sobre la raíz de cada planta 
y se cubrieron con la mezcla de suelo. Las plantas 
se mantuvieron inundadas durante 24 h para fa-
vorecer el establecimiento del patógeno. Una vez 
retirado el exceso de agua, se regaron cada tercer 
día. El avance de la necrosis de los tallos se midió 
15 días después de la inoculación. Para evaluar el 
índice de severidad  (IS) se elaboró la siguiente es-
cala: 1: planta sana; 2: planta<10% de necrosis en 
tallo; 3: plantas con > 10 % y ≤ 30% de necrosis en 
tallo y 4: plantas con >30% y < 50% de necrosis 
en tallo. Las observaciones se realizaron cada 24 h 
durante 15 días. El reaislamiento del patógeno se 
realizó a partir de tejido con síntomas de necrosis 

en tallo, en el medio de cultivo harina de maíz con 
antibióticos y fungicidas (pentacloronitrobenceno 
0.10 g L-1; natamicina 0.02 g L-1; ampicilina 0.27 g 
L-1; rifampicina 0.01 g L-1; himexazol 0.075 g L-1). 
Para inducir la formación de esporangios se utilizó 
el medio de cultivo jugo V8 agar.

Debido a que se obtuvieron aislados con los dos 
tipos de compatibilidad procedentes de una mis-
ma planta, se indujo la formación de oosporas in 
planta inoculando seis plantas con 10000 zoospo-
ras mL-1, se colocó el TC A1 en la base del tallo y 
dos cuadros de agar con micelio del TC A2 en la 
raíz, cubriendo con suelo. Las plantas inoculadas se 
mantuvieron bajo condiciones de invernadero hasta 
la observación de síntomas. Cuatro días después, se 
extrajeron tres plantas con necrosis en el tallo y se 
desinfestaron con agua corriente y jabón comercial. 
Se cortaron fragmentos de 0.5 cm2, se colocaron en 
un vaso de precipitado con 20 mL de etanol al 96% 
a 78°C y se dejaron reposar durante 2 h. Se remo-
vió la epidermis del tejido y se colocó en un por-
taobjetos con una gota azul de lactofenol (5%), y 
se observó en un microscopio compuesto (Leica®) 
con los aumentos 400x y 1000x. Se detectaron los 
dos tipos de compatibilidad. De los 86 aislados el 
TC A2 presentó la mayor frecuencia con 67% y el 
TC A1 el 33%. Se observaron oosporas pleróticas 
con anteridios anfíginos (Figura 1a). El hallazgo de 
los dos tipos de compatibilidad sugiere la presencia 

Figura 1.  a) Oosporas in vitro (400x) observadas en las cruzas realizadas para determinar el tipo de compatibilidad; b) 
Oospora in planta (1000X) obtenidas al inocular ambos tipos de compatibilidad en una misma planta.

a b
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de la reproducción sexual en cultivos de pimiento 
morrón muestreados. Esto puede contribuir a que 
la enfermedad de la marchitez sea recurrente, las 
oosporas representan la fuente de inóculo primario. 
La presencia de la reproducción sexual también su-
giere la existencia de diversidad en P. capsici en 
estos campos de cultivo, como consecuencia del 
intercambio de material genético entre aislados. 
Estudios anteriores en otras variedades de chile 
(C. annuum) en México también han confirmado la 
presencia de ambos tipos de compatibilidad en zo-
nas productoras de chile en los estados de Aguasca-
lientes, Chihuahua, Guanajuato, Jalisco y Zacate-
cas (Pérez-Moreno et al., 2003; Rodríguez-Moreno 
et al., 2004; Silva-Rojas et al., 2009; Castro-Rocha 
et al., 2016). Se observaron tres patrones de cre-
cimiento de las colonias (Figura 2): el 74% de los 
aislados presentaron el patrón estrellado, 14% li-
geramente petaloide y el 12% radial. Silva-Rojas 
et al. (2009), reportan el tipo de crecimiento estre-
llado en los aislados de Chihuahua que analizaron. 
Algunos autores han señalado que la obtención de 
diferentes tipos de crecimiento de las colonias es la 
primera evidencia de la variabilidad entre aislados 
de P. capsici (Granke et al., 2011),  por tanto, de 
acuerdo con los diferentes patrones de crecimiento 
observados en el presente estudio, puede considerarse 

esta característica como el primer indicio de diver-
sidad en esta población de P. capsici aislados de 
pimiento morrón provenientes de Chihuahua.

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

Figura 2. Tipo de colonias observadas en medio PDA: a) estrellada, b) ligeramente petaloide, c) radial.

a) b) c)
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por P. infestans, con dobles lesiones y clarificadas. 
También se ha observado en condiciones in vitro, 
cuando en un medio de cultivo se cruzan los dos 
tipos de compatibilidad de P. infestans. En cucur-
bitáceas también se ha encontrado la producción de 
oosporas in planta (Kurt Lamour, comunicación 
personal) no obstante, este es el primer reporte en 
pimiento morrón. 

La alta diversidad genética de este patógeno en 
conjunto con sus estrategias de infección y ciclo 
de vida, dificultan el manejo de la enfermedad y 
provocan un severo problema para los productores 
de chile. Al detectarse en el presente estudio los dos 
tipos de compatibilidad en los aislados, sugiere que 
la reproducción sexual se está llevando a cabo en 
los campos de cultivo de pimiento morrón mues-
treados en Delicias, Chihuahua. Esto  se ve refleja-
do en la diversidad encontrada ya que se observa-
ron patrones de crecimiento variables, aislados con 
sensibilidad al mefenoxam, sensibilidad intermedia 
e insensibles, variación en la esporulación y viru-
lencia. La información generada con este trabajo 
puede contribuir en la generación de las estrategias 
adecuadas para el manejo de la marchitez del chile 
tipo pimiento morrón, enfermedad que se ha exten-
dido en diversas regiones del país.
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Resumen. Los residuos generados durante la 
producción del higo constituyen una alternativa 
novedosa para elaborar biofungicidas. Los polife-
noles están presentes en la piel de los frutos de higo 
y poseen actividad antioxidante y antimicrobiana, 
por lo que este desecho fue utilizado para cuantifi-
car fenoles, antocianinas y actividad antioxidante, 
además para determinar su efecto sobre la Tasa de 
Crecimiento (TC), la Inhibición del Crecimiento 
Micelial (ICM), la esporulación y la germinación 
de las esporas de los hongos fitopatógenos Colle-
totrichum acutatum, Fusarium solani, Penicillium 
oxallicum y Rhizopus stolonifer, a concentraciones 
de 2.5 a 50 mg mL-1. Los resultados fueron ana-
lizados por ANOVA y prueba de Tukey. La con-
centración de los polifenoles totales y antocianinas 

Efecto de extracto etanólico de residuos de higo 
(Ficus carica) sobre el crecimiento de hongos postcosecha

Effect of ethanol extract of fig residue (Ficus carica) 
on growth of postharvest fungi
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fueron mayores en la piel del higo, comparadas con 
las del extracto etanólico. En contraste la capaci-
dad antioxidante del extracto fue mayor 32.9 µmol 
g-1 comparada con la piel de higo 21.7 µmol g-1. 
En general los hongos presentaron TC similares al 
control y baja ICM de 23 a 30%. No se observó 
esporulación en F. solani a concentraciones de 7.5 
a 25 mg mL-1. El porcentaje de germinación de es-
poras en R. stolonifer fue de 0 % a 50 mg mL-1. 

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

Abstract. The residue generated during fig 
production is a novel alternative to elaborate 
biofungicides. Polyphenols are compounds that 
are present mainly in the skin of fig fruit and have 
antioxidant and antimicrobial activity and this 
waste was used to quantify phenols, anthocyanins 
and  antioxidant activity. They were used to 
determine its effect on  Mycelial Growth rate (TG), 
Mycelial Growth Inhibition (MGI), sporulation 
and germination of the spores of phytopathogenic 
fungi Colletotrichum acutatum, Fusarium solani, 
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Penicillium oxallicum and Rhizopus stolonifer, at 
concentrations of 2.5 to 50 mg mL-1. An ANOVA 
and test of Tukey were applied. The concentration 
of total polyphenols and anthocyanins were higher 
in the skin of the fig, compared with those of the 
ethanolic extract. In contrast, the antioxidant 
capacity of the extract was higher at 32.9 μmol g-1 
compared with fig skin 21.7 μmol g-1. In general, 
the fungi presented TC similary to the control and 
low MGI of 23 to 30%. The sporulation was not 
observed in F. solani at concentrations of 7.5 to 25 
mg mL-1. The percentage of germination of spores 
in R. stolonifer was from 0% at 50 mg mL-1.

Key words: Fig, residue, fungi, extracts, 
postharvest.

El aprovechamiento de los residuos agroindus-
triales permite dar solución a diferentes problemas 
ambientales originados por la generación y acumu-
lación en los vertederos de basura causando con-
taminación ambiental y focos de proliferación de 
plagas (Yepes et al., 2008). La cantidad de com-
puestos bioactivos presentes en estos residuos es 
elevada; por lo que una alternativa para evitar su 
pérdida es generar estrategias para su aprovecha-
miento y manejo. Una oportunidad sería su uso en 
el control de hongos fitopatógenos postcosecha de 
importancia económica (Vargas-Corredor y Pérez, 
2018), como una solución para evitar el uso de fun-
gicidas sintéticos que causan contaminación am-
biental (Villa-Martínez et al., 2015). 

El higo (Ficus carica) es un fruto que tiene im-
portancia en la economía mexicana, ya que desde 
el 2015 se exporta a los Estados Unidos (APHIS-
USDA, Federal Register 2015-03-30, SAGARPA 
2015) y actualmente, se cultiva en 1456 hectáreas 
a nivel nacional. El Estado de Morelos es el princi-
pal productor con un 58% del total de la producción 

nacional (Morgado-González et al., 2018). La 
fruta fresca se usa para elaborar mermeladas y ju-
gos. También puede ser deshidratada, y procesada 
en jarabes, pasteles, panes, entre otros. Los higos 
frescos completamente maduros son suaves, fácil-
mente magullables y altamente perecederos por lo 
que son muy sensibles al daño físico y susceptibles 
a las infecciones en postcosecha (Kader, 1992), lo 
que hace que su vida de anaquel sea corta y pro-
picia que existan rápidos canales de comercializa-
ción que aseguren cuidados rigurosos en la mani-
pulación del producto para disminuir al máximo las 
pérdidas. Sin embargo, de esta actividad se generan 
residuos constituidos por piel o fruta de baja cali-
dad, que  pueden ser empleados para darles valor 
agregado mediante la extracción de compuestos 
bioactivos (Cury et al., 2017), ya que son una exce-
lente fuente compuestos fenólicos que son los prin-
cipales responsables de la actividad antioxidante 
de estos frutos (Veberic et al., 2008) y representan 
una rica fuente de biocidas y conservantes que se 
han explorado durante mucho tiempo como me-
dios alternativos de control postcosecha (Schena 
et al., 2008). En particular, muchos estudios han 
señalado la eficacia antimicrobiana de ciertas cla-
ses de este tipo de sustancias como los presentes 
en extractos de Ocimun basilicum contra Fusarium 
oxysporum f. sp. lycopersici (Isaac y Abu-Tahon, 
2014), quercetina o la umbeliferona para el control 
de Penicillium expansum en manzana (Sanzani et 
al., 2009), extractos de Caesalpinia cacalaco ricos 
en ácido gálico, hidroxibenzoico y taninos ácidos 
los cuales mostraron ser eficientes en el control 
Colletotrichum lindemuthianum (Véloz-García et 
al., 2010). El ácido cumárico y derivados del áci-
do cafeico presentes en los extractos de hojas de 
Olea europaea, que inhiben el crecimiento de al 
menos diez hongos entre ellos Aspergillus niger, 
Aspergillus fumigatus, Penicullium italicum, Fusa-
rium oxysporum, Alternaria alternata entre otros 
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(Korukluoglu et al., 2008). Así como, la catequina, 
epicatequina, proantocianidinas y taninos (Yoshida 
et al., 2009) contra fitopatógenos de importancia 
económica. Con base a lo anterior, el objetivo de 
esta investigación fue elaborar y caracterizar un ex-
tracto etanólico obtenido a partir de la piel de higo, 
para la evaluación de su efecto sobre el desarrollo 
de hongos fitopatógenos postcosecha de importan-
cia económica. 

Para la obtención del extracto etanólico se retiró 
la piel de los frutos de higo var. Mission de un día 
de cosechado. Se obtuvieron 598 g y se colocaron 
en etanol en proporción 1:5. La mezcla fue moli-
da y se dejó en maceración durante 24 horas a 
28±2 °C en oscuridad, posteriormente se filtró en 
papel filtro del No. 2. El filtrado fue concentrado 
al vacío en un Rotavapor R-300 (BUCHI) bajo las 
siguientes condiciones: 120 psi, 40 rpm y 40 °C, 
hasta el 20% del volumen inicial. El extracto se al-
macenó en refrigeración en un frasco ámbar hasta 
su uso.  La cantidad de fenoles totales fue determi-
nada por el método de Singleton et al. (1965), me-
diante la reacción de Folin-Cicalteau, usando como 
estándar ácido gálico. Se determinó el contenido de 
antocianinas según la metodología propuesta por 
Aguilera-Ortiz et al. (2009). La capacidad antioxi-
dante se determinó por la técnica de ABTS (radical 
ácido 2,2-azino-bis (3-etilbenzotiazolin)-6-sulfóni-
co), y los resultados se expresan en CAET (Capa-
cidad Antioxidante Equivalente a Trolox) en µmol 
g-1 (Kuskoski et al., 2005). Se evaluó el efecto del 
extracto sobre el crecimiento micelial, la esporu-
lación y la germinación de las esporas de cuatro 
patógenos importantes en postcosecha: F. solani 
(pepino), P. oxallicum (pepino), R. stoloniffer (to-
mate), C. acutatum (pimienta), cepas que forman 
parte de la colección de hongos del Laboratorio de 
Tecnologías Postcosecha de Productos Agrícolas, 
CEPROBI-IPN. Se prepararon medios de cultivo 
en placas con PDA Bioxon suplementados con 2.5, 

5, 7.5, 10, 12.5, 15, 25 y 50 mg mL-1 del extracto 
etanólico de higo. Se inoculó un disco de micelio de 
5 mm de diámetro de cada uno de los hongos antes 
mencionados. Se dejaron en incubación a 28 ± 2°C 
durante ocho días, y se tomó registro del crecimien-
to micelial cada 24 horas. El hongo de R. stolonifer 
se incubó por 72 horas y se registró el crecimiento 
micelial cada seis horas. La tasa de crecimiento de 
los hongos se calculó por la ecuación de la recta, y 
= bx + a en donde b es la pendiente de la curva de 
crecimiento y x el tiempo de incubación. El % de 
inhibición del crecimiento micelial (% I) fue calcu-
lado utilizando la siguiente fórmula: %I=[(C-T)/C] 
x 100, donde C representa el crecimiento en el con-
trol y T en el tratamiento. Para la determinación 
de efecto de cada tratamiento en la esporulación, 
a partir de una solución de esporas colectadas en 
agua destilada estéril con 0.01% v/v de Tween 20, 
se tomó una alícuota de 10 µL y se contabilizaron 
en una cámara de Newbauer. Para la evaluación de 
los extractos en el porcentaje de germinación, se 
colocaron discos de PDA en portaobjetos con 
50 µL de cada solución de esporas y se incubaron 
de cuatro a ocho h. Posteriormente se detuvo el cre-
cimiento con una gota de azul de lactofenol al 1% 
p/v y se evaluaron 100 esporas en un microscopio 
óptico (Nikon YS2-H, Japón) a 40X. El tratamiento 
control para todos los hongos fue medio PDA. Los 
datos se analizaron por un diseño completamente al 
azar con seis repeticiones, se aplicó un ANOVA y 
prueba de Tukey (α=0.05), se usó el software Sig-
maPlot 12.5 2012.

El contenido de compuestos fenólicos totales en 
el extracto fue de 31.37 mg ácido gálico g-1  y en la 
piel fue de 42.63 mg de ácido gálico g-1 de tejido. El 
mayor contenido de fenoles en piel, es debido a la 
presencia de los compuestos fenólicos totales en es-
tado natural y en el extracto sólo existe una fracción 
de éstos en función del método de obtención y el di-
solvente empleado. El contenido de antocianinas en 
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el extracto fue de 39.712 ± 1.439 µg g-1 de cianidi-
na-3-glucósido y en la piel fue de 57.141 ± 52.939 
µg g-1 de cianidina-3-glucósido. La piel presenta un 
mayor contenido de antocianinas, que son relativa-
mente inestables y presentan reacciones degradati-
vas en el proceso de extracción y almacenamiento 
de estas (Aguilera-Ortíz et al., 2009). La capacidad 
antioxidante en el extracto fue de 32.92 µmol g-1 y 
en la piel fue de 21.72 µmol g-1. El fruto del higo 
tiene capacidad antioxidante elevada y puede estar 
relacionada con el color del fruto, por lo que es po-
sible sugerir que esta actividad está asociada a la 
producción de polifenoles como sistema de defensa 
contra los herbívoros (Darren et al., 2002), activi-
dad antimicrobiana (Ehala et al., 2004) o como lo 
reportan Wojciechowska et al. (2014), en plantas 
de tomate resistentes a A. alternata, presentan altas 
concentraciones de ácido clorogénico. 

 La tasa de crecimiento (TC) micelial de los 
hongos evaluados fue diferente en presencia de las 
diferentes concentraciones de extracto etanólico de 
piel de higo (Cuadro 1). C. acutatum (P< 0.0203), 
F. solani (P<0.4537) y R. stolonifer (P<0.0001) 
mostraron tasas de crecimiento similares al control. 
Por el contrario, P. oxallicum (P<0.0926), mostró 
un efecto dosis respuesta a mayor concentración 
del extracto menor tasa de crecimiento, sin embar-
go, no se encontraron diferencias estadísticas entre 
los tratamientos. Todos los hongos a la concentra-
ción de 5 mg mL-1 incrementaron la tasa de creci-
miento. En cuanto al porcentaje de inhibición de 
crecimiento, la mayoría de las dosis evaluadas para 
C. acutatum no inhibieron el crecimiento micelial, 
a excepción de las concentraciones de 10 mg mL-1 
(23.09%) y 15 mg mL-1 (9.13%) (P<0.0001); el res-
to estimularon el crecimiento del micelio del hon-
go. Un comportamiento similar se encontró para 
R. stolonifer (P<0.0001). Sólo para F. solani a una 
concentración de 50 mg mL-1 se alcanzó una por-
centaje de inhibición del 23.28% (P<0.0001) con 

respecto al tratamiento control. En P. oxallicum no 
se encontraron diferencias estadísticamente signifi-
cativas entre las concentraciones evaluadas y el tra-
tamiento control (P<0.3882). Las variaciones entre 
los diferentes géneros de hongos evaluados pueden 
ser causadas por las diferencias en la estructura o 
estado de desarrollo y características genéticas de 
cada hongo (Montes-Belmont et al., 2006). 

En la Figura 1, se observa que el extracto eta-
nólico evaluado a diferentes concentraciones no 
presentó ningún efecto sobre la esporulación de C. 
acutatum (P<0.0006) y R. stolonifer (P<0.013). Por 
el contrario, en F. solani, las concentraciones de 7.5 
a 25 mg mL-1 inhibieron este proceso (P<0.0001). 
Para el caso de P. oxallicum a medida que las con-
centraciones del extracto aumentan, la cantidad de 
esporas también se incrementa con respecto al con-
trol (P<0.0001) con excepción de la dosis de 15 mg 
mL-1 la cual causa una disminución. Es importante 
mencionar que en el caso de F. solani el efecto del 
extracto sobre este hongo fue más eficiente en la 
disminución de la producción de esporas que en la 
inhibición del crecimiento micelial. Por otro lado 
se observó una disminución de los porcentajes de 
germinación para R. Stolonifer, C. acutatum y P. 
oxallicum lo cual puede ser atribuido al efecto de 
los fenoles y antocianinas presentes en el extrac-
to de piel de higo (Figura 2). El modo de acción 
de estos compuestos se postula que es debido a la 
inhibición de enzimas hidrolíticas como la beta-
glucosidasa, pectinliasa y proteasas (Issac et al., 
2014), no siendo así para F. solani. Probablemente 
las esporas sean más sensibles por estar en contac-
to directo con los fenoles del extracto de higo en 
comparación con las hifas (Abou-Jawdah et al., 
2002). Se ha reportado que la acción de algunos 
compuestos derivados de plantas, causan lisis ce-
lular, inhibición y alteraciones en hifas y esporula-
ción (Kubra et al., 2013). Este es el primer reporte 
de la actividad antifúngica de extractos de residuos 
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Cuadro 1. Efecto del extracto etanólico de piel de higo sobre la tasa de crecimien-
to micelial y porcentaje de inhibición del crecimiento de cuatro hongos 
postcosecha.

Tratamiento
(mg mL-1)

Tasa de crecimiento 
(mm/día)

x Inhibición crecimiento 
micelial (%)

Colletotrichum acutatum
PDA 5.17 ± 0.82a 0ab
2.5 6.23 ± 0.80b -23.33a
5 6.19 ±1.05b -21.82a
7.5 6.9 ±1.98ab -2.18ab

10 5.62 ±0.81ab 23.09b
12.5 4.62 ± 10.33ab 30.52ab
15 3.72 ± 11.16ab 26.40b
25 4.23 ± 2.03ab 11.48ab
50 4.05 ± 5.45ab 18.04ab

Fusarium solani
PDA 7.18 ± 2.55a 0a
2.5 7.03  ± 1.21a -2.46a
5 6.02  ± 2.94a 10.81a
7.5 6.83 ± 2.21a 5.33a

10 6.81 ± 20.21a -11.31a
12.5 7.79 ± 3.48a -5.87a
15 8.47 ± 5.92a -10.98a
25 7.59 ± 6.44a -12.86a
50 5.60 ± 6.13a 23.10b

Penicillium oxallicum
PDA 5.2 ± 3.01a 0a
2.5 4.12 ± 0.84a 19.97a
5 5.61 ± 0.43a -2.01a
7.5 3.97 ± 1.45a 22.16a

10 5.39 ± 0.85a 3.71a
12.5 3.92 ± 6.63a 24.52a
15 - 9.24a
25 3.08 ± 4.94a 26.21a
50 3.11 ± 10.03a 23.64a

Rhizopus stolonifer
(mm/h)

PDA 1.75 ± 6.83e 0a
2.5 1.90 ± 3.66a -5.69ab
5 1.84 ± 2.33cd -14.29ab
7.5 1.72 ± 4.45e 3.29b

10 1.86 ± 1.04b -22.19ab
12.5 1.83 ± 2.66e -29.63ab
15 1.9 ± 1.28f -31.98ab
25 1.66 ± 1.08bc -23.63ab
50 1.87 ± 0.68de -23.01ab

x Colletotrichum acutatum (F =4.85, gl = 8, 126, P < 0.0001); Fusarium solani (F = 7.64, 
gl= 8,126, P < 0.0001); Rhizopus stolonifer (F = 2.84, gl = 8, 107, P = 0.01); Penicillium 
oxallicum (F = 1.07, gl = 8,126, P = 0.3882). Los valores con la misma letra dentro de las 
filas son estadísticamente iguales. 
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de higo sobre la germinación de tres hongos pató-
genos postcosecha y la esporulación de F. solani, 
este efecto puede ser mayor si se incrementan las 
concentraciones 
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Resumen. La papaya (Carica papaya) es un fru-
tal muy aceptado en el mercado de exportación por 
generar alta rentabilidad, en México se cultiva en 
zonas tropicales y subtropicales. El Papaya ring 
spot virus (PRSV) ocasiona la enfermedad más res-
trictiva de la producción de este cultivo en México 
y el mundo, por lo cual se evaluó la eficacia de In-
hibitovir® y Virus Stop® en campo a 3 mL L-1 y 
6 mL L-1 sobre incidencia, intensidad y control de 
la virosis, altura de planta, diámetro de tallo, núme-
ro de flores y frutos, peso del fruto y rendimiento. 

Efecto de inhibidores en el control del Papaya ringspot virus y 
productividad en papaya (Carica papaya)

Effect of viral inhibitors in the control of Papaya ringspot virus and 
productivity in papaya (Carica papaya)
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El PRSV se detectó hasta el quinto mes después del 
trasplante, tiempo para que la plantación lograra 
un buen amarre de frutos, sin embargo, la eficacia 
de los inhibidores virales no tuvo diferencias sig-
nificativas sobre plantas testigo infectadas con el 
PRSV, así como en altura de planta, diámetro de 
tallo, número de flores y frutos, peso del fruto y 
rendimiento.

Palabras clave: PRSV, afidos, inhibitovir®

Abstract. The papaya (Carica papaya) is a fruit 
tree very accepted in the export market for gene-
rating high profitability, growing in Mexico in tro-
pical and subtropical areas. The Papaya ringspot 
virus (PRSV) causes the most restrictive disea-
ses of production of this crop in Mexico and the 
world, therefore, the effectiveness of Inhibitovir® 
and Virus Stop® was evaluated on field to 3 mL L-1 
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densidades de 2,800 plantas ha-1, eliminación de 
plantas con síntomas iniciales del PRSV, aplicación 
de citrolina al 1.5 %, y establecimiento de barreras 
de maíz y jamaica, entre otras (GIP, 1994; García 
et al., 1995). También se han utilizado productos 
“antivirales” o “inhibidores virales” en plantas de 
papaya que disminuyen la incidencia y severidad 
(Hernández et al., 2017). Es por ello que en esta 
investigación se evaluaron los efectos de Inhibito-
vir® y Virus Stop® sobre la incidencia, intensidad de 
daño y eficacia de control del PRSV, así como en el 
crecimiento y productividad de plantas de papaya.  

El estudio se estableció en el campo experimen-
tal de la Escuela de Estudios Superiores de Xalos-
toc (EESuX), de la Universidad Autónoma del Es-
tado de Morelos. Se utilizaron plántulas de papaya 
(Carica papaya) cv. Maradol roja con una altura 
de 10 a 12 cm, producidas en vivero en charolas de 
plástico de 38 cavidades que contenían Peat Moss 
+ vermicomposta (1:1). El diseño experimental fue 
bloques completamente al azar, con cinco trata-
mientos y cuatro repeticiones. Se establecieron ca-
mas a doble hilera con distancias de 3.0 x 2.0 x 1.5 
m, entre camas, hileras y plantas, respectivamente 
(2,962 plantas ha-1). La unidad experimental constó 
de una cama con dos hileras de 21 m de largo (112 
m2). Se realizaron labores culturales de riego, con-
trol de plagas, enfermedades, malezas, fertilización 
(granular y foliar), deschupone y deshoje. 

La presencia del PRSV se determinó por serolo-
gía en las plántulas mediante ELISA-DAS (Clark y 
Adams, 1977), antes de ser trasplantadas a campo 
y posteriormente se analizaron cada 30 días durante 
cinco meses. Se utilizó el producto comercial Pa-
thoScreen kit con anticuerpos específicos a PRSV 
(AGDIA cod: PSA53500/0480) siguiendo las re-
comendaciones del fabricante y algunas modifica-
ciones (Hernández, 1994). Para cada tratamiento 
se procesaron dos muestras con dos repeticiones y 
cada muestra se constituyó con fracciones apicales 

and 6 mL L-1, on incidence, intensity and control 
of virosis, plant height, stem diameter, number 
of flowers and fruits, fruit weight and yield. The 
PRSV was detected until the fifth moth after the 
transplant, time for the plantation to achieve a good 
mooring of fruits, however, the efficacy of the viral 
inhibitors did not have significant differences on 
control plants infected with PRSV, as well as on 
plant height, stem diameter, number of flowers and 
fruits, fruit weight and yield.

Key words: PRSV, aphids, inhibitovir®.

La papaya (Carica papaya) es una planta origi-
naria de zonas tropicales de México y Centroamé-
rica, y es importante debido a su valor nutritivo y 
propiedades medicinales, características que han 
contribuido a incrementar su cultivo (Suarez et al., 
2013). En México se tiene una superficie cultivada 
de 18 mil hectáreas, de las cuales el 85 % se locali-
zan en los estados de Oaxaca, Colima, Chiapas, Ve-
racruz, Michoacán y Guerrero, con un rendimiento 
promedio nacional de 57 t ha-1 (SIAP, 2017).

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

Para el manejo de esta enfermedad se realizan 
diversas prácticas culturales que combinan pro-
tección del vivero con malla de polipropileno, 
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de hojas del estrato superior de cinco plantas selec-
cionadas al azar. 

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

El porcentaje de incidencia del PRSV se deter-
minó con la siguiente fórmula:

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

donde:
P= % de incidencia de la enfermedad por trata-
miento.
n= Número de plantas enfermas.
N= Número de plantas observadas 

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

I = (S(p.a) ¸ A)  (100)

donde:
I = Intensidad de la enfermedad en cada tratamiento

∑(p.a) = Sumatoria de plantas por el grado o daño 
hallado en esas plantas
A= (p x i *) Número de plantas evaluadas multipli-
cada por el valor de máximo índice de daño.

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

E.B = (A-B) ¸ A x 100

E.B=Eficacia biológica 
A= Cantidad de plantas enfermas antes de aplica-
ción
B= Cantidad de plantas enfermas después de apli-
cación

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

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

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

A los 180 días (seis meses) después del trasplan-
te se detectaron plantas con síntomas de clase 2 (Fi-
gura 1b) y Clase 3 (Figura 1c), en el tratamiento 
con la dosis baja de Virus Stop®. Al octavo mes la 
incidencia varió de 43 a 66 % pero sin diferencias 
estadísticas entre tratamientos (Cuadro 1). 

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

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

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

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

 

a                               b                                        c 

Figura 1. Síntomas de virosis en plantas de papayo, (a) mosaico tenue en brotes, (b) hojas filiformes y (c) manchas anulares 
en frutos.
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determinaron en julio y agosto, donde se colecta-
ron 220 ejemplares para cada mes, las cuales se 
relacionan con el inicio e incremento de plantas 
enfermas detectadas por serología y que corres-
pondió posteriormente a la aparición de síntomas. 
Aunque faltó detectar el virus en los insectos vec-
tores. Las especies encontradas y reportadas como 
vectores del PRSV fueron, la más abundante, Aphis 
spiraecola con 372 ejemplares y las menos abun-
dantes fueron Aphis gossypi y Myzuz persicae con 
seis y siete ejemplares respectivamente, mientras 
que para Aphis nerii y Macrosiphum euphorbiae se 
capturaron 35 y 17 adultos respectivamente. Estas 

especies también han sido encontradas en planta-
ciones de papayo en Michoacán (Rivas et al, 2008) 
y Veracruz (Hernández et al., 2010). Así mismo 
Rabara et al. (1996) reportó que en el mes de agos-
to registró incidencia del 91 % del PRSV, lo cual 
coincidió con el mes donde los áfidos fueron más 
abundantes.

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

El diámetro de tallo del tratamiento Testigo fue 
mayor con 12.9 cm, siendo estadísticamente dife-
rente al tratamiento Inhibitovir® a dosis baja el cual 
presentó un diámetro promedio de 10.2 cm, sin di-
ferencias de los otros tratamientos evaluados. Esto 
puede deberse a un efecto secundario de la aplica-
ción del Inhibitovir® y a la densidad de plantación, 
debido a que los inhibidores virales reducen la pro-
ducción de aminoácidos y por tanto de proteínas, 
que son indispensables para el crecimiento; estos 
resultados concuerdan con lo presentado por Alon-
so et al. (2008) quienes reportaron un diámetro 

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

Tratamiento PI PIE ET

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

*valores con la misma letra en columnas, no son diferentes 
estadísticamente de acuerdo a la comparación de medias de la 
prueba de Duncan (P≥0.05)

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

Tratamientos Altura de la 
planta (cm)

Diámetro del 
tallo (cm)

Flores por 
planta

Frutos por 
planta Masa de frutos (g) Rendimiento 

( t ha-1)

Testigo 151.4 a 12.9 a 12.6 a 50.8 a 1368.1 a 216.64 a
Virus Stop P 141.2 a 11.7 a,b 12.6 a 41.2 a 1376.7 a 205.86 a
Virus Stop C 151.8 a 11.7 a,b 10.0 b 47.4 a 1379.2 a 193.64 a
Inhibitovir P 140.4 a 10.2 b 10.2 b 46.0 a 1280.5 a 174.47 a
Inhibitovir C 159.0 a 11.0 a,b 11.0 a, b 52.6 a 1390.5 a 168.00 a
CV % 8.51405 13.9273 14.1844 20.4414 15.07465 20.57125

* Valores con letras iguales en columnas no son diferentes estadísticamente  (p <0,05).
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Alonso et al (2008) registraron un peso de 2.1 kg/
fruto y Hernández et al. (2015) obtuvieron pesos de 
2.2 a 2.7 kg/fruto; estos duplican a los obtenidos en 
esta investigación.

El rendimiento potencial no presentó diferen-
cias significativas entre tratamientos, el cual fluc-
tuó de 168.0 a 216.64 t ha-1 (Cuadro 2), el cual es 
elevado considerando el rendimiento de 110 t ha-1 
reportado en el estado de Oaxaca (SIAP, 2017), así 
mismo los reportados por Arrieta y Carrillo (2002) 
y Hernández et al (2015) con 60 y 74 t ha-1 respec-
tivamente. Contrario a estos resultados Sánchez y 
Samaniego (1998) y Rivas et al. (2008), reportaron 
rendimientos de 195.9 y 153.3 t ha-1 para Red Lady 
y Maradol respectivamente.   

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