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RESUMEN

El tizon foliar del maiz causado por Exserohilum turcicum (Pass) Leonard & Suggs, es
una de las principales enfermedades foliares de este cultivo, capaz de ocasionar pérdidas
de hasta 50% de la produccion. Dentro de las estrategias de control para la enfermedad
podemos mencionar la utilizacién de hibridos resistentes, eliminacién de soca con
in6culo, rotacién de cultivos, control quimico y biolégico. Existen reportes del uso efectivo
de bacterias y extractos vegetales con capacidad antagénica a E. turcicum, en
evaluaciones in vitro. En el contexto anterior, esta investigacion planteé evaluar el efecto
de seis bacterias endéfitas de maiz y carrizo, y extracto acuoso de hojas de Datura
discolor, en el crecimiento micelial de E. turcicum en condiciones in vitro. Se obtuvieron
aislados de E. turcicum a partir de hojas sintomaticas, de cultivos en los municipios de
Ahome, El Fuerte y Guasave, Sinaloa, durante el ciclo agricola 2019-2020. Todos los
aislados fueron caracterizados morfolégicamente y molecularmente para su correcta
identificacion empleando un andlisis filogenético multigen (ITS, act y rpb2). La capacidad
antagonica de las cepas bacterianas Staphylococcus warneri (B2), Bacillus aryabhattai
(B3), S. saccharolyticus (B9), Acinetobacter radioresistens (B11), B. velezensis (B15),
Pseudomonas aeruginosa (B95) se evalu6 en cultivos duales, en un disefio
completamente al azar (DCA), con cinco repeticiones por tratamiento. El ensayo se
realiz6 dos veces. El efecto inhibitorio del extracto acuoso de hojas de D. discolor, se
determind por la técnica de medio de cultivo envenenado en medio PDA a distintas
concentraciones; 1%, 2% y 4%. El ensayo se realiz6 con un DCA, con cuatro repeticiones
por tratamiento. El ensayo se realizé dos veces. Se obtuvieron cinco aislados fungicos,
cuya caracterizacion morfologica y molecular, confirmoé su identidad como E. turcicum.
Se registré variacion entre aislado fungico. En general las cepas B2, B9, B15 y B95
lograron reducir el crecimiento de la mayoria de los aislados de E. turcicum (p<0.01),
registrando porcentajes de inhibicion de 0%-38%, 0%-55%, 16%-37% y 62%-82%,
respectivamente, mientras que las cepas B11 y B3 no presentaron actividad antagonista
a ninguno de los aislados evaluados. La capacidad antifangica de estas bacterias se
asocia a la produccion de metabolitos secundarios como glucanasas, quitinasas,

sideroforos, proteasas, etc. Los resultados con el extracto mostraron una evidente



inhibicion del crecimiento micelial (p<0.001), con una clara tendencia de mayor inhibicion
a mayor concentracion, en la mayoria de los aislados fungicos. Especies del género
Datura, como D. stramonium y D. inoxia, han sido ampliamente estudiadas por su gran
capacidad antimicrobiana y antifingica, derivada de la produccién de metabolitos
secundarios, como alcaloides, compuestos fendlicos, cumarinas, entre otros. Sin
embargo, se sabe poco sobre la composicion fitoquimica de D. discolor y su uso como
antifungico. Cuatro de las seis cepas bacterianas evaluadas presentaron capacidad
antagonica a E. turcicum siendo la cepa B95, Pseudomonas aeruginosa, la que registré
los mayores porcentajes de inhibicion micelial en todos los aislados fangicos, oscilando
entre 62% y 82%. Asi mismo, el extracto acuoso de D. discolor logro inhibir el crecimiento

micelial de E. turcicum, siendo mas efectivo a una concentracion de 4%.
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I. INTRODUCCION

El maiz (Zea mays L.) tiene su origen y domesticacion en México, donde se
pueden encontrar una gran diversidad de razas, segun sus caracteristicas morfoldgicas
(Sanchez et al., 2000). Esta graminea constituye el principal cultivo en nuestro pais,
desde un punto de vista social, politico, econémico y alimentario (SIAP, 2020). De la
superficie total cultivable a nivel nacional (18,125,470 ha), el maiz cubre el 41.22% de la
superficie sembrada, con una produccion de 27,424,527.55 t, con un valor total de
114,911,058.93 miles de pesos (mexicanos). El estado de Sinaloa es uno de los
principales productores de maiz, al contribuir con el 22.96% de la producciéon nacional
con una superficie sembrada de 575,415.35 ha, y una produccién de 6,298,369.04 t, con
un valor de $23,301,894.50 miles de pesos (mexicanos) (SIAP, 2020).

El cultivo de maiz mejorado (hibrido) se da, principalmente, en la region noroeste
de la Republica Mexicana, en sistemas tecnificados que se caracterizan por el
monocultivo, la utilizacién de sistemas de riego y uso extensivo de productos quimicos,

para satisfacer las necesidades de la agroindustria en México (Fernandez et al., 2013).

En el maiz, como en todos los cultivos, se presentan factores abi6ticos y bidticos
gue limitan su produccion y generan pérdidas de hasta el 100% del cultivo. Entre estos
factores limitantes se tiene las enfermedades provocadas por distintos patégenos como
bacterias, virus y hongos. Por ejemplo, los patégenos bacterianos del maiz, destacan y
Pantoea stewartii subsp. stewartii (Smith) y Dickeya dadantii Samson et al 2005 sp. nov.
causantes de marchitez y pudricion de tallo; dentro de los virus, podemos mencionar al
virus clorético del maiz (MCMV, por sus siglas en inglés) y el virus necrosis letal del maiz
(MLN, por sus siglas en inglés) (CIMMYT, 2004; De Rossi et al., 2016).

Las enfermedades de origen fungoso son las mas importantes en el cultivo (Félix-
Gastélum et al., 2018). Algunos hongos ocasionan podredumbres de la raiz y base del
tallo, tal es el caso de Fusarium verticillioides (Sacc.) Nirenberg., F. graminearum

Schwabe, Colletotrichum graminicola (Ces.) G.W. Wils., Stenocarpella spp. vy
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Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid. (Parisi et al., 2014). Otros hongos ocasionan
enfermedades foliares, entre ellos podemos mencionar a Puccinia polysora Schwein,
Physoderma maydis (Miyabe) Miyabe, Colletotrichum graminicola, Exserohulim turcicum
((Pass.) K.J. Leonard & Suggs), entre otros.

E. turcicum pertenece al Dominio Eucaryota, Reino Fungi, Filo Ascomycota, Clase
Dothideomycetes, Orden Pleosporales, Familia Pleosporaceae (Mycobank, 2021), es el
agente causal del ‘tizén foliar’ o ‘tizon foliar del norte’, una de las enfermedades mas
importantes en el cultivo de maiz (Leonard et al., 1974), que puede llegar a provocar la
destruccion de hasta un 65% del follaje en algunos hibridos susceptibles (Félix-Gastélum
et al., 2018).

Las caracteristicas coloniales de este hongo pueden presentar variaciones de un
medio de cultivo a otro. En el medio generalista agar papa y dextrosa (PDA, por sus siglas
en inglés), la coloracién de la colonia fungica varia de olivo a café-olivo, con una tasa
crecimiento moderada a profusa (varia entre cepas), y con un crecimiento irregular
(JLSVVF 2014; Abdulaziz et al., 2017). Las hifas son de color marrén olivaceo palido,
septadas, lisas con un tamafio de 3-7.5 um de ancho; el conidi6éforo es del mismo color
marrén, volviéndose mas palido hacia el apice, recto a flexible, frecuentemente
geniculado, septado, mayormente no ramificado. Los conidios son elipsoidales,
obclavados a fusiformes, rectos a ligeramente curvados, de color marrén uniforme, lisos
0 a veces asperulados en la base (Fig. 1), con dimensiones de 60.5-126 x19.5-31 um,
presenta de 3 a 9 septos; y un hilium leve a sobresaliente de 2-4.5 um (Hernandez-
Restrepo et al., 2018).

Figura 1. Exserohulim turcicum (Pass.) K.J. Leonard & Suggs. A-C) Conidiéforo y conidio.
Barra de escala A-B= 10 um; barra de escala C= 20 um (Hernandez-Restrepo et al.,
2018).
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Exserohilum turcicum sobrevive en hospedantes secundarios o en residuos de
cosecha en forma de clamidosporas, micelio o conidios. En menor medida el indculo
puede provenir de la semilla. La enfermedad se desarrolla bajo condiciones éptimas de
temperatura entre 13 y 26°C y, periodos de 13 a 17 horas de alta humedad relativa (=
90). Los conidios germinan para penetrar e infectar el tejido vivo del hospedante (etapa
hemibiotréfica), para posteriormente obtener nutrientes del tejido (etapa necrotrofica) (De
Rossi, 2020). Este hongo provoca lesiones en la lamina foliar, las cuales empiezan como
pequefas areas cloréticas que evolucionan a lesiones necréticas de tamafo variable,
forma ovalada, largas, elipticas, de color verde grisiceo o marrones (Viera et al., 2014;
Sartori et al., 2015; Félix-Gastélum et al., 2018). En condiciones climaticas 6ptimas, el
hongo esporula y los conidios pueden ser dispersados por corrientes de viento o
salpicadura de agua dentro y fuera del lote, con posibilidad de generar nuevas infecciones
(De Rossi, 2020).

La reduccidn en el area fotosintética, ocasionada por las lesiones foliares del tizon,
compromete el llenado de grano, por lo que la planta utiliza las reservas que se
encuentran en el tallo, debilitandolo y se aumenta la susceptibilidad a organismos

secundarios como Pythium spp. o Fusarium spp. (CIMMYT, 2004; Sartori et al., 2015).

Las estrategias de control de este patégeno varian desde el control cultural y
guimico, hasta el control biologico. Dentro de las estrategias de control cultural podemos
mencionar la rotacion de cultivos con algunas solanaceas, eliminacion de los residuos de
la cosecha y la utilizacion de material con resistencia (Hooda et al., 2017). Se conocen
diversos genes de resistencia dominantes (Htl, Ht2, Ht3, Html, Htnl, Htp y HtNB) y
recesivos (Ht4 y rt), que han sido incorporados en hibridos de maiz con el fin de controlar
el tizon foliar (Jindal et al., 2019). Esto ha generado la aparicion de un gran nimero razas
fisiolégicas de Exserohilum turcicum en diversas partes del mundo, las cuales son
designadas en funcién de la virulencia que presentan a los genes Ht del maiz. Por
ejemplo, la raza 1 de E. turcicum es virulenta contra el gen Htl; la raza 23n es virulenta
contra los genes Ht2, Ht3 y Htnl; y la raza 0 es virulenta contra todos los genes Ht

(Leonard et al., 1989). La identificacion de las razas fisiolégicas de este patbgeno en
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determinada area geogréafica es sumamente importante para conocer la interaccion

hospedante-patdgeno y su posterior control (Jindal et al., 2019).

El control quimico, es la estrategia mas utilizada en el manejo del tizon foliar. Los
fungicidas inhibidores de la desmetilacién, particularmente el propiconazol y mancozeb,
han demostrado eficacia para el manejo de la enfermedad (Rajeshwar et al., 2013; Hooda
et al., 2017) Sin embargo, el uso de estos agentes quimicos ocasiona contaminacion del
ambiente, afectaciones a las personas que los manejan (aplicadores o personas que
estén cerca de la aplicacion), desbalance ecoldgico y provoca el desarrollado de

resistencia en la especie objetivo (Chowansk et al., 2014).

En los ultimos afos, la bioproteccion ha tomado importancia como una alternativa
para el control de enfermedades en plantas. La bioproteccion se define como aquella
proteccion proporcionada por agentes vivos 0 sustancias de origen biologico (Stenberg
et al., 2021). Entre los organismos vivos empleados como agentes de control biologico
(ACB), podemos mencionar a diversos géneros bacterianos como Bacillus Cohn,
Pseudomonas Migula, Serratia Bizio, etc., y géneros fangicos como Trichoderma
(Contreras-Cornejo et al., 2011). Estos organismos poseen diversos mecanismos que les

permiten controlar o inhibir el crecimiento y establecimiento de fitopatdégenos.

Uno de los mecanismos es la competencia por nicho y/o sustratos ecologicos, la
cual ocurre cuando dos 0 mas organismos luchan por adquirir uno 0 mas recursos
limitados (luz, nutrientes, espacio, etc.) (Stenberg et al., 2021). La competencia por
nutrientes se presenta cuando dos o mas organismos luchan por disponer de nutrimentos
para su desarrollo, un ejemplo seria la competencia por hierro mediada por sideréforos
(Kumar et al., 2017). Muchos ACB producen enzimas hidroliticas como proteasas, lipasas
y glucanasas, que les permiten degradar la pared celular de organismos patégenos, para
tener un control sobre ellos (Stenberg et al., 2021). Ademas, algunos ACB producen
metabolitos secundarios difusibles (Ej. surfactina) y volatiles (Ej. acetoina y 2,3-

butanodiol) con actividad antibacteriana y antifingica (Torres et al., 2019).
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En estudios recientes, se ha evaluado el uso de bacterias con capacidad
antagonica a Exserohilum turcicum, entre las que podemos mencionar las del género
Pseudomonas, Bacillus y Pantoea Gaviniet al., las cuales sintetizan metabolitos
secundarios como quitinasas, glucanasas, sideroforos, entre otros, que limitan el
desarrollo del patégeno (Kumari y Singh, 2013; Sartori et al., 2015; Sartori et al., 2017,
Marag y Suman, 2018).

La bioproteccion incluye el uso de compuestos producidos por agentes vivos. En
este sentido, las plantas representan una fuente importante de metabolitos secundarios
de facil descomposicion, no fitotoxicos y amigables con el ambiente. Desde la antigiiedad,
se han empleado las infusiones y aceites de plantas en el tratamiento de enfermedades
debido a sus propiedades antimicrobianas (Hubert et al., 2015). Entre ellas podemos
mencionar el neem (Allirachta indica A. Juss.), ajo (Allum sativum L.), eucalipto
(Eucalyptus globulus Labill.), carcuma (Curcuma longa L.), tabaco (Nicotiana tabacum
L.), jengibre (Zingiber officinale Rosc.), toloache (Datura spp.), entre otras. Su efectividad
depende de la composicion fitoquimica, la cual esta intimamente relacionada con la etapa
fenologica, 6rgano de la planta, condiciones climaticas y edaficas en las que se desarrolle
la especie (Gurjar et al., 2012; Arik, 2017).

Los compuestos fitoquimicos como los terpenos, flavonoides, cumarinas, fenoles,
saponinas y alcaloides, son capaces de afectar el crecimiento de patégenos, como los
hongos, al ocasionar la disrupcién de la membrana plasmatica y organelos celulares,
alterar la funcion mitocondrial, reducir la sintesis de ergosterol y proteinas, suprimir la
maduracion y germinacion de esporas, e inducir la apoptosis (Gurjar et al., 2012;
Céspedes-Méndez et al., 2021).

Estas propiedades de las plantas se han explorado para el control de fitopatégenos
como Zymoseptoria tritici (Roberge ex Desm.) Quaedvl. & Crous, con extractos y aceites
esenciales de lUpulo (Humulus lupulus L.) (Bocquet et al., 2018); Sclerotium rolfsii Sacc.,
con extractos metandlicos de raices de Chenopodium album L. Bosc ex Moq. (Ali et al.,

2017); Macrophomina phaseolina, con extractos metandlicos de tallo, hoja, raiz e
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inflorescencias de Cirsium arvense (L.) Scop. (Banaras et al., 2017); Fusarium solani
Mart. y Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary, con extractos foliares acuosos y
metanodlicos de Datura inoxia Mill. (Matias et al., 2020); Exserohilum turcicum, con
extractos de distintas plantas, entre ellas Eucalyptus citriodora Hook, Allium sativum L. y
Azadirachta indica A. Juss con inhibicion del crecimiento micelial de 16%, 35% y 56%,

respectivamente (Kumar y Mauriya, 2015).

El género botanico Datura L., pertenece a la Familia Solanaceae Juss., contiene
14 especies distribuidas en dos grupos: el primero, corresponde a la Seccion
Ceratocaulis, con solo la especie D. ceratocaula Ortega; y el segundo que agrupa a las
especies de las Secciones Datura (D. arenicola Vels., D. discolor Bernh., D. ferox L., D.
kymatocarpa A. S. Barclay, D. leichhardtii F. Muell., D. quercifolia Kunth y D. stramonium
L.) y Dutra (D. innoxia Mill., D. lanosa Bye, D. metel Mill., D. reburra A. S. Barclay y D.
wrightii hort. ex Regel).

Este género ha sido ampliamente estudiado por sus propiedades antiepilépticas,
antiespasmadicas, antitusivas, antihistaminicas, antireumaticas, antiinflamatorias,
antihelminticas y antimicrobianas (Benitez et al., 2018), las que se deben a la produccién
de una gran variedad de metabolitos secundarios como son alcaloides, compuestos

fendlicos, cumarinas, entre otros (Arik, 2017).

Las especies del género se encuentran ampliamente distribuidas en México, con
un gradiente latitudinal y de humedad, desde el noroeste al sureste del pais. Datura
discolor se distribuye en el norte de México, desde Baja California hasta Sinaloa,
pudiendo encontrarse también en Oaxaca, Querétaro, Tamaulipas, Colima y Yucatan
(Benitez et al., 2018). Es la especie mas distribuida por toda la costa del Pacifico
Mexicano y la especie predominante en Sinaloa (Luna-Cavazos y Bye, 2011). Es
considerada arvense y representa una fuente de nuevos compuestos antimicrobianos,

gue pueden ser explotados en la agricultura para el control de fitopatogeno.
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En el contexto anterior, encontrar alternativas para el manejo de la enfermedad del tizon
foliar en maiz, contribuye a minimizar los efectos negativos de la enfermedad, y también,
evitando el desarrollo de resistencia por parte del patégeno, contaminacién en el
ambiente, mayor calidad de los productos agricolas y conocimiento general de la

enfermedad abriendo un abanico de posibilidades para el manejo de la misma.
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|. ANTECEDENTES

Exserohilum turcicum, agente causal del tizén foliar en maiz, esta presente en
todas las zonas productoras de maiz en el mundo (De Rossi, 2020). Aspectos
moleculares y poblacionales de este fitopatégeno han sido ampliamente estudiados en
otras regiones del mundo como Argentina, Sudafrica y Brasil, donde se tiene mayor
informacion de los efectos del tizon foliar en el cultivo, asi como diversas estrategias de
control (Nieuwoudt et al., 2018; De Rossi, 2020; Navarro et al., 2021).

La confirmacién de la presencia de este fitopatégeno en el norte de Sinaloa,
sucedio en el afio 2014, cuando la Junta Local de Sanidad Vegetal del Valle del Fuerte
en colaboracion con la Universidad de Occidente (ahora Universidad Autbnoma de
Occidente), observaron alta incidencia en lotes de maiz con sintomas clasicos de tizén
foliar, asociado a E. turcium en otras regiones maiceras del mundo. Mediante muestreo
de plantas sintomaticas, se aislo y caracteriz6 morfologicamente al hongo fitopatogeno,
se concluyo que efectivamente se trataba de E. turciucm. Esta instancia de gobierno,
reporté la presencia de la enfermedad en 174 lotes distribuidos en el Valle del Fuerte,
durante el ciclo Ol de 2014, cuando se presentan largos periodos de alta humedad
relativa en el ambiente. Las mas altas incidencias y severidad de la enfermedad, se
registraron en lotes de cultivo aledafios a zonas costeras y margenes del Rio Fuerte.
Afos mas tarde, la identidad del patégeno se confirmé con el analisis filogenético de la
region ITS del ADN ribosomal (Félix-Gastélum et al., 2018).

Tanto la JLSVVF (2014) como Félix-Gastélum y colaboradores (2018) evaluaron
la susceptibilidad de 18 hibridos de maiz blanco sembrados en la region, y observaron
una mayor susceptibilidad al tizén foliar en el hibrido P3254W (PIONNER®). Los autores
resaltan la importancia de sembrar materiales resistentes, lo cual se complica en la
region, puesto que se desconocen las razas fisiologicas del patégeno presentes en la

Zona.
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Los fungicidas son la estrategia de control para contrarrestar el efecto de los
fitopatdgenos en el norte de Sinaloa. La JLSVVF (2014), evaluo la sensibilidad in vitro de
tres aislados de Exserohilum turcicum, nativos de la region, a 13 fungicidas sintéticos y
observaron que nueve de ellos [e.g. Odin 43SC (Tebuconazol), Tilt 250 EC
(Propiconazol), Vivarus EC (Pyraclostrobin), Score 250 CE (Difenoconazol), Opos ®
(Epoxyconazol), Maxim 5FS (Fluodioxonil), Cloronil (Clorotalonil), Shogun 500 FW
(Fluazinam) y Flonex 40 (Mancozeb)] inhibian completamente el crecimiento de los tres
aislados, mientras que otro fungicidas como Tega 500 SC (Trifloxystrobin), Amistar®
(Azoxistrobin), Ultra lite 500 F (Carbendazim) y Vigold® (Fluoxastrobin), no eran tan
eficientes y su efecto era dependiente del aislado fungico. Esta respuesta nos habla de
una variabilidad genética en la poblacién del patégeno, la cual es desconocida y

sumamente necesaria para la implementacion de planes de manejo de la enfermedad.

En la region no se han explorado otras estrategias alternativas al control quimico.
Sin embargo, diversos estudios internacionales demuestran el potencial uso de bacterias
antagonistas y extractos vegetales en el control de E. turcicum. En 2015 y 2017,
investigaciones desarrolladas por Sartori y colaboradores en Argentina, evaluaron la
capacidad antagonica de bacterias epifitas aisladas de maiz, pertenecientes a los
géneros Bacillus, Pantoea, Corynebacterium Lehmann & Neumann, contra E. turcicum,
en condiciones in vitro, in vivo e in situ. Evaluaron a 44 bacterias epifitas, en condiciones
in vitro y en distintos niveles de potencial hidrico, contra el aislado de E. turcicum. Se
registraron los mas altos porcentajes de inhibicion, de 84% a 96%, por parte de aislados
del género Bacillus. En condiciones in vivo fueron evaluadas ocho bacterias epifitas
contra E. turcicum. La aplicacién de los potenciales agentes de biocontrol fue de manera
preventiva antes de la inoculacién del fitopatégeno. El aislado 8 (Bacillus spp.) causo el
mayor efecto de reduccion del tizon foliar a los 20 dias después de la inoculacion del

patégeno.

En 2017, Lourembam y Ram, evaluaron in vitro cepas de Trichoderma spp., dos
fungicidas (Mancozeb y Azoxystrobin) y extractos de Datura innoxia y Lantana camara

L., en tres concentraciones distintas (5%, 10% y 20%), contra E. turcicum. La mejor
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respuesta de inhibicion del crecimiento micelial del fitopatdégeno se obtuvo con el extracto
de D. innoxia, a una concentracion de 20%, la cual inhibié el crecimiento del hongo en un
30%.

En 2019, Subedi y colaboradores evaluaron in vitro, el efecto de extractos de
Acorus calamus L, Zanthoxylum armatum DC., Artimisia indica Willd, Azadirachta indica,
Lantana camara y Allium sativum, una cepa de Trichoderma viride Pers., y los fungicidas
Dithane M-45, SAAF, ACME-COP y Bavistin, contra Exserohilum turcicum. Observaron
una inhibicién del crecimiento micelial de 95.27% con el extracto de Acorus calamus y de

35% con T. viride, mientras que la inhibicion con los fungicidas varié de 60 a 70%.

En 2020, se realizé un ensayo exploratorio dentro del grupo de trabajo de esta
investigacion, para evaluar la capacidad inhibitoria de extractos acuosos de Amaranthus
sp., Datura discolor y Argemone sp., en tres concentraciones diferentes (1%, 2% y 4%),
sobre el crecimiento micelial de E. turcicum. Los resultados mostraron que la Unica
maleza capaz de reducir el crecimiento micelial del fitopatdgeno, en todas las
concentraciones evaluadas, fue D. discolor, la cual registré porcentajes de inhibicion de

51.28%, 75.64% y 79.48%, en las concentraciones 1%, 2% y 4%, respectivamente.

10
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ll. JUSTIFICACION

En afios recientes, en Sinaloa se ha presentado aumento en la incidencia del tizén
foliar en maiz. La severidad de esta enfermedad es variable y depende principalmente
de la susceptibilidad del hospedante y las condiciones ambientales, llegando a reducir el
rendimiento del cultivo hasta el 50%.

Las pérdidas por la enfermedad han propiciado el incremento en el uso de
fungicidas para el control de la misma. Sin embargo, su implementacion trae consigo
afectacion a la salud, al medio ambiente, desbalance ecoldgico, mayor costo de
produccién y la latente aparicion de aislados del patdgeno resistentes a los distintos

fungicidas utilizados para su control.

En Sinaloa, no existen investigaciones que se enfoquen en evaluar estrategias
alternativas para el control de Exserohilum turcicum, que sean amigables con el ambiente
y mas seguras para el hombre. Debido a ello, en esta investigacion se pretende evaluar
dos estrategias de bioproteccion para el control del tizon foliar. La primera de ellas
consiste en el uso de bacterias nativas, endéfitas de maiz (Zea mays L.) y carrizo (Arundo
donax L.), con capacidad antagonica, mientras que la segunda considera el uso del
extracto acuoso foliar de Datura discolor, el cual fue efectivo en los ensayos exploratorios,
y plantea el uso biotecnologico de esta abundante planta de la region, la cual es

considerada como arvense.

11
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lll. HIPOTESIS

1.- Dentro del grupo de cepas bacterianas evaluadas, existe por lo menos una con un
efecto de inhibicion en el crecimiento de Exserohilum turcicum (Pass) Leonard & Suggs.

2.- Al menos una de las diferentes concentraciones de Datura discolor Bernh utilizadas,
tendra un efecto significativo en la inhibicion de Exserohilum turcicum (Pass) Leonard &
Suggs.

V. OBJETIVO GENERAL

Evaluar in vitro la efectividad biologica de bacterias enddfitas y extracto de Datura discolor
Bernh. contra Exserohilum turcicum (Pass) Leonard & Suggs.

V. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Caracterizar morfolégica y molecularmente aislados de Exserohilum turcicum (Pass)

Leonard & Suggs obtenidos de cultivos de maiz de la regién Norte de Sinaloa.

2. Evaluar la capacidad antagonica in vitro de bacterias endéfitas de maiz y carrizo,

contra Exserohilum turcicum (Pass) Leonard & Suggs.

3. Evaluar el efecto de inhibicion in vitro del extracto acuoso de Datura discolor Bernh.

contra Exserohilum turcicum (Pass) Leonard & Suggs.

12
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VI. MATERIALES Y METODOS

6.1 Muestreo de plantas con tizén foliar.

Se realizaron colectas de hojas de maiz con sintomas caracteristicos del tizén foliar,
en los meses de febrero a abril, durante el ciclo agricola Ol 2019-2020, en los municipios
de Ahome, El Fuerte y Guasave, norte de Sinaloa. Los muestreos se realizaron en
cultivos en etapa de llenado de grano. Las muestras se colocaron en bolsas de papel, de
manera individual, debidamente etiquetadas, refrigeradas y se transportaron al

laboratorio para su posterior procesamiento.

6.2 Aislamiento, purificacion y cultivos monoconidiales de agente causal de tizén
foliar.

A cada hoja se le realizaron tres pequefios cortes en la periferia de la lesion foliar,
de aproximadamente 0.25 cm?. Los cortes se desinfectaron superficialmente con una
solucion de hipoclorito de sodio al 0.5% (CLORALEX®) durante tres minutos.
Posteriormente, se realizaron tres lavados con agua destilada estéril y se secaron sobre

papel absorbente estéril hasta eliminar toda la humedad (Félix-Gastélum et al., 2018).

Los fragmentos desinfectados se colocaron en placas Petri (5 cm de diametro) con
Agar Papa Dextrosa (PDA; MCD LAB, Tlalnepantla, Estado de México) adicionado con
antibidticos; Neomicina (0.15 mg/mL) y Estreptomicina (0.6 mg/mL). Los fragmentos se
distribuyeron uniformemente sobre el medio y se incubaron a 26°C. Se monitored el
crecimiento micelial hasta observar colonias con morfologia tipica de Exserohilum
turcicum (color olivo y textura algodonosa), de las cuales se tomaron discos de micelio y
se transfirieron a nuevas placas Petri (90 mm de diametro) con PDA adicionado con
antibidticos, y se incubaron a 26°C hasta que el crecimiento fungico cubrié por completo

la caja Petri (aproximadamente 10 dias).
Los conidios de los cultivos, se cosecharon mediante raspado con agua destilada
estéril y un asa Drigalsky de vidrio, y en seguida se realizaron diluciones seriales para la

obtencién de cultivos monosporicos. Se tomaron 40 uL de las diluciones 103y 104, se

13
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distribuyeron en medio Agua Agar (AA; MCD LAB, Tlalnepantla, Estado de México), y se
incubaron por 12 h (Bhatt et al., 2019). Posteriormente, se transfirieron conidios
germinados a medio PDA suplementado con fragmentos de papel filtro estéril, y se
incubaron a 26°C hasta que estuvieran totalmente colonizados. Después fueron
transferidos a placas petri vacias (estériles) y mantenidas a 31°C para desecar los
fragmentos. Los aislados preservados en papel filtro fueron mantenidos a 4°C (Hiruma 'y
Saijo, 2016).

6.3 Caracterizacion morfolégica de aislados fangicos.

Las caracteristicas de las colonias fangicas, color (Ridgway, 1886), textura y tipo de
margen, se determinaron en cultivos de 13 dias de edad, en medio PDA. La tasa de
crecimiento se calcul6 con la siguiente formula (Mustafa et al., 2009; Kamaluddin et al.,
2020):

Cf —Ci
Df — Di
Donde:
Ci: Diametro colonial inicial (mm).
Cf: Diametro colonial final (mm).
Di: Dia inicial.
Df: Dia final.

Las caracteristicas morfomeétricas, se analizaron bajo un microscopio Axio Imager
M2 (Carl Zeiss), a partir de cultivos de 20 dias de crecimiento en medio V8. Se determino
el color, presencia de hilium, nimero de septos, longitud y anchura de 30 conidios de

cada aislado (Camera et al., 2019).

6.4 ldentificacion molecular de aislados fungicos.

6.4.1 Extraccion de ADN, PCR y secuenciacion.
De un cultivo de 12 dias de edad, se tomaron 100 mg de micelio y se realizo la
extraccion de ADN con el kit YeaStar™ Genomic DNA (N. cat D2002, Zymo Research,

Irvine, CA, EEUU). Se siguieron las instrucciones del fabricante.
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Para la identificacién molecular, se amplificé la region de los espaciadores internos
transcritos (ITS) con los cebadores ITS1, 5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3' y ITS4, 5'-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’ (White et al., 1990); el gen de la actina (act), con los
cebadores Ex-actF, 5-CCCCGAGCAGTCTTCCGTA-3 y Ex-actR, 5-
GTACGTCCAGAGGCGTACAG-3’; y el gen de la subnidad Il de la ARN polimerasa
dependiente de ADN (rpb2), con los  cebadores Ex-rpb2F, 5-
CTTCGTCGAACAAAYACWCCTG-3' y Ex-rpb2R, 5-CRCAGTGRGTRTAGGCATGG.
Los cebadores para la amplificacion de los genes act y rpb2 se disefiaron en Primer3
(https://primer3.ut.ee/). La reaccion de PCR se realiz6 en un volumen final de 25 yL que
contenia 1 yL del templado de ADN, Buffer de PCR al 1X, MgCl> a 1.5 mM, cebadores
sentido y antisentido a 0.5 yM, dNTP's a 0.4 mM, y 0.02 U/uL de Taq polimerasa
recombinante (Invitrogen, Brasil, No. Cat. 10342053). El programa de PCR para la region
ITS consistié en una desnaturalizacion inicial a 94° C por 5 minutos, seguido de 30 ciclos
de una desnaturalizacion de 95° C por 40 s, anillamiento a 55°C por 40 s, extension a 72°
C por 60 s y una extension final a 72° C por 5 min. Para los genes act y rpb2 consistié en
una desnaturalizacion inicial a 94° C por 5 minutos, seguido de 35 ciclos de una
desnaturalizacion a 95° C por 40 s, anillamiento a 60°C por 40 s, extension a 72° C por

50 s y una extension final a 72° C por 5 minutos.

Los productos de PCR se visualizaron mediante electroforesis en geles de agarosa
al 1%, tefiido con bromuro de etidio, en un fotodocumentador (Gel Doc™ XR+, Biorad).
Finalmente, los productos de PCR se secuenciaron unidireccionalmente con el cebador

sentido en Macrogen Humanizing Genomics (Corea del sur).

6.4.2 Analisis filogenético.
Las secuencias fueron editadas en BioEdit sequence alignment editor version
7.2.5 (Hall 1999). La comparacion de secuencias se realiz6 en la base de datos GenBank,
perteneciente al NCBI (Centro Nacional para la investigacion Biotecnoldgica), con el
algoritmo BLAST-n.
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Las secuencias de cada gen/region fueron alineadas de manera independiente,
con secuencias de referencia de las especies del género Exserohilum (Hernandez-
Restrepo et al., 2018), con el alineador MUSCLE (Edgar 2004) implementado en MEGA-
X (Kumar et al., 2018). Se realizé un andlisis filogenético para el gen act, rpb2 y la region
ITS con el modelo TN93+G. La construccién filogenética se estimd por el método de
Maxima Verosimilitud en MEGA-X. La robustez del filograma se evalué con 1000 réplicas
Bootstrap. El filograma se edité en iTol (http:// itol.embl.de/).

Las secuencias de las tres regiones fueron concatenadas en MEGA-X. Las
particiones de los datos fueron evaluadas en PartitionFinder v1.1.1 (Lanfear et al., 2012),
con el algoritmo greedy y el criterio de informacion de Akaike (AIC). Finalmente, la
reconstruccion filogenética multigen se estimé por el método de Maxima Verosimilitud en
el software RAXML v7.2.8 (Stamatakis, 2006), con el modelo GTRGAMMAI para cada
particion identificada por PartitionFinder. La robustez del filograma se evalué con 1000
réplicas Bootstrap. El filograma se edito en iTol (http:// itol.embl.de/).

6.5 Ensayo de antagonismo.

6.5.1 Bacterias enddfitas.

Las bacterias enddfitas que se utilizaron en esta investigacion, fueron previamente
aisladas y caracterizadas por Zamudio (2019). Se evalué su capacidad antagonica a
Rhizoctonia zeae J. G. Kihn, patogeno foliar de maiz, y se estudid la produccion de
metabolitos secundarios con relacion a su capacidad de control biologico; produccion de

guitinasas, glucanasas, proteasas, lipasas y sideroforos (Cuadro 1).
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Cuadro 1. Caracteristicas de las cepas bacterianas seleccionadas para el ensayo de antagonismo.

Planta Tejido ID Especie Qui Glu Pro Lip Sid Hem PHm
Carrizo Raiz B9 Staphylococcus saccharolyticus - + + + - v +
Raiz B2 Staphylococcus warneri + + + + + v -
Raiz B3 Bacillus aryabhattai - + + - - y -
Raiz Bl1 Acinetobacter radioresistens - - - + + v -
Raiz B15 Bacillus velezensis - + + + - y -
Maiz Raiz B95 Pseudomonas aeruginosa - - + + + Y +

Qui; Actividad quitinasa, Pro; Actividad glucanasa, Pro; Actividad proteasa, Lip; Actividad lipasas, Sid; Produccion de

sideroforos, Hem; Actividad he2molitica, PHm; Patégeno de humanos. +; positivo, -; negativo, y-hemdlisis (sin actividad).
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6.5.2 Obtencion de in6culo bacteriano/fangico.

Las bacterias se cultivaron en placas Petri con Agar Nutritivo (AN, MCD LAB®
Tlalnepantla, México) y se incubaron por un periodo de 24 horas a 25°C. Los aislados
fungicos, fueron inoculados en PDA a partir de los cultivos monoconidiales preservados
y se incubaron por 8 dias a 25°C, en total oscuridad.

6.5.3 Cultivo dual bacteria/hongo.

La evaluacion de la capacidad antagdnica de las cepas bacterianas se realizé con
la técnica de cultivo/confrontacién dual (MilijaSevic-Marci¢ et al., 2018), en placas Petri
de 90 mm con medio PDA. Por el reverso de las placas se trazé una linea de 3 cm; en
un extremo se colocé un disco de micelio (5 mm de diametro) y del otro extremo se inoculé
la cepa bacteriana. Para cada combinacion hongo/bacteria, se evaluaron cinco
repeticiones. Para el tratamiento control, se coloc6 un disco de micelio de Exserohilum
turcicum, sin bacteria. Las placas se incubaron a 25°C en un disefio completamente al
azar (DCA), hasta que el control alcanz¢ el otro extremo de la linea de 3 cm. Finalmente,
se midio el crecimiento radial (milimetros) de la colonia fungica. El ensayo se realizo por
duplicado. Se calculo el porcentaje de inhibicion con la formula propuesta por Vicent en
1947.

I—C TX100
- C

Donde,
I= Porcentaje de inhibicién.
C= Radio de la colonia del control.

T= Radio de la colonia con tratamiento.

6.6 Ensayo de inhibicion con extractos acuosos de Datura discolor Bernh.
6.6.1 Obtencion del extracto.
Se recolectaron ejemplares de Datura discolor en las inmediaciones de El Palotal,
Sinaloa (25.7637720 N - 108.4749450 O). Las plantas se colectaron en la misma etapa

fenologica (post floracion), para evitar variaciones en la composicion de metabolitos

18



Molina-Marafién, 2021

secundarios. Posteriormente, las hojas se secaron en una cdmara de secado por 20
horas a una temperatura de 60°C, y luego se trituraron con una licuadora doméstica hasta
obtener un polvo muy fino. El extracto acuoso, se obtuvo al hervir el material vegetal en
agua destilada (10% p/v) durante 10 minutos. Finalmente, se centrifugé (Centrifuga
Solbat J-600) a 5,000 rpm por 10 minutos y se recuperod el sobrenadante, el cual se

mantuvo a 4°C hasta su utilizacion.

6.6.2 Obtencién de indculo fungico.
Cada aislado se cultivdo en PDA, a partir de los cultivos monoconidiales

preservados y se incubaron por 8 dias a 25°C, en total oscuridad.

6.6.3 Ensayo de inhibicion.

Se utilizo la técnica de medio de cultivo envenenado en PDA (Kumar y Mauriya
2015). El medio de cultivo estéril, se adicioné con distintas cantidades de extracto de
Datura discolor, para llevarlo a las concentraciones de 1%, 2% y 4%. El medio se
distribuyo en placas Petri de 60 mmy se colocé un disco de micelio (5 mm), en el centro.
Placas de medio PDA sin extracto afiadido, sirvieron como control. Ademas, se utilizo un
control quimico con el fungicida clorotalonil a 100 ppmy 200 ppm. Cada tratamiento conto
con cinco réplicas. Las placas se arreglaron en un DCA y fueron incubadas a 25°C en
total oscuridad, hasta que el hongo del tratamiento control cubrio la placa Petri. El ensayo
se realizé por duplicado. Se midio el crecimiento diametral de la colonia fangica y se

calculo el porcentaje de inhibicion con la férmula antes mencionada.

6.7 Analisis estadistico.

Los andlisis estadisticos se realizaron en la paqueteria agricolae (de Mendiburu,
2013), del software R version 4.0.5 (R core team, 2020), con la interfaz R studio version
1.4.1106 (RStudio Team, 2020). Los porcentajes de inhibiciébn obtenidos en ambos
ensayos se analizaron con la prueba no paramétrica de Van der Waerden (Van der

Waerden, 2003) y la prueba de minima diferencia significativa de Fisher (DMS) (a = 0.05).
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VIl. RESULTADOS Y DISCUSIONES

7.1 Muestreo.

Se colectaron muestras de hojas con la sintomatologia caracteristica del tizén
foliar del maiz (Fig. 2), en el periodo comprendido de febrero a marzo del 2020, y se
obtuvieron finalmente cinco aislados fungicos. Los puntos muestreados se muestran en
el cuadro 2. Se encontrdé concordancia con la presencia de la enfermedad foliar en la
zona norte de Sinaloa reportada (JLSVVF, 2014; Félix-Gastélum et al., 2018).

g S
Figura 2. Cultivo de maiz en etapa de llenado de grano (izquierda) y hoja con lesion

caracteristica del tizén foliar (derecha).

Cuadro 2. Datos de colecta de los aislados obtenidos de plantas de maiz con sintomas
de tizon foliar en el norte de Sinaloa.

Aislado Lugar Coordenadas (Lat N-Lon O)
Moc2-1 C. exp.! “La caida”, El Fuerte. 25°55’29.159” -108°55"44 473
Moc2-11 C. exp. “La caida”, El Fuerte. 25°55’29.159” -108°55"44 473
Bac7-2 Bacaporo, Ahome. 25°54’55.5” -109°02’10.7”
Porl4-1 Porvenir, Ahome. 25°55'29.6" -109°08'37.9"
Bach34-2 Bachoco, Guasave. 25°42'40.3" -108°47'21.2"

1 Campo experimental.
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7.2 Caracterizacion morfolégica.

Los resultados mostraron variabilidad morfoldgica entre los distintos aislados. Las
tasas de crecimiento en este estudio oscilaron entre 1.52 a 19.89 mm/dia. Los aislados
Bac7-2, Porl4-1, Moc2-1 y Moc211 presentaron crecimiento profuso, mientras que el

aislado Bach34-2 tuvo un crecimiento restringido (Cuadro 3).

Cuadro 3. Tasa de crecimiento de aislados de Exserohilum turcicum (Pass) Leonard &
Suggs en medio PDA.

Aislado Tasade
crecimiento
Bac7-2  19.89 mm/dia
Bach34-2 1.52 mm/dia
Porl4-1 15.12 mm/dia
Moc2-1 16.55 mm/dia
Moc2-11  7.56 mm/dia

La coloracion en el anverso de las colonias fue predominantemente verde olivo.
Los aislados Bac7-2 y Moc2-1 presentaron un centro olivo oscuro y borde verde olivo
grisaceo (Fig. 3a 'y j), mientras que los aislados Bach34-2, Porl4-1y Moc2-11 mostraron
una mayor cantidad de micelio aéreo de color blanco (Fig. 3d, g y m); los reversos de los
cultivos presentaron coloraciones olivo claro en las orillas, con un centro café oscuro en
los aislados Bac7-2, Bach34-2 y Moc2-1 (Fig. 3b, e y k), mientras que el aislado Porl14-1
mostro un color verde botella en el centro con margen de color blanco (Fig. 3h), y por
ultimo, el aislado Moc2-11 presentd un color olivo, tornandose mas oscuro en el centro
(Fig. 3n).

Las colonias de los aislados Bach34-2, Porl4-1 y Moc2-11 presentaron textura
algodonosa (Fig. 3d, g y m), mientras que los aislados Bac7-2 y Moc2-1 mostraron textura

aterciopelada (Fig. 3ay j). Los bordes de las colonias fueron filamentosos.

Los conidios de los cinco aislados eran ahusados, ligeramente curvos a rectos, y
alargados, de color olivo, con hilium prominente (Fig. 3c, f, i, | y fi), longitud de 69.21 a
95.55 pm (87.26 um = 10.89), ancho de 16.73 a 22.29 ym (20.15 um £ 2.07), y un
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promedio de seis septos (Cuadro 4). El aislado Bach34-2 produjo los conidios mas
pequefios (Fig. 3c, f, i, | y fi). Todos los aislados presentaron un micelio septado con un

color marrén olivo (datos no mostrados).

Anverso Reverso Conidio

Bach34-2 |

Por14-1

Moc2-11

Figura 3. Aislados de Exserohilum turcicum (Pass) Leonard & Suggs causante del tizon
foliar en maiz. a-c) Aislado Bac7-2; a) Anverso de la colonia en PDA, b) Reverso de la
colonia en PDA, c) Conidio: d-f) Aislado Bach34-2; d) Anverso de la colonia en PDA, e)
Reverso de la colonia en PD A, f) Conidio: g-i) Aislado Por14-1; g) Anverso de la colonia
en PDA, h) Reverso de la colonia en PDA, i) Conidio: j-I) Aislado Moc2-1; j) Anverso de
la colonia en PDA, k) Reverso de la colonia en PDA, |) Conidio: m-fi) Aislado Moc2-11;
m) Anverso de la colonia en PDA, n) Reverso de la colonia en PDA, fi) Conidio y
conidiéforo. Barra de escala = 20 um. Flechas rojas sefialan el hilium.
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Cuadro 4. Caracteristicas morfométricas de los distintos aislados de Exserohilum
turcicum (Pass) Leonard & Suggs asociado al tizon foliar del maiz en Sinaloa.

Conidios
Aislado
Largo (um) Ancho (um) No. Septos*

Bac7-2 95.55 + 18.02 20.12 £ 3.52 3-12 (8)
Bach34-2 69.21 + 18.72 16.73 £ 2.53 3-7 (3)
Porl4-1 87.18 + 13.09 20.89 + 2.55 1-8 (6)
Moc2-1 96.16 + 16.80 22.29 £ 3.39 2-11 (5)
Moc2-11 88.23+17.04 20.75 + 3.17 3-12 (4)
Promedio 87.26 + 10.89 20.15 + 2.07 -

*Se presenta el valor minimo y maximo de septos, asi como el nUmero de septos mas frecuente.

Las caracteristicas morfolégicas de los cinco aislados coinciden con las reportadas
para Exserohilum turcicum (Félix-Gastélum et al., 2018; Hernandez-Restrepo et al.,
2018). En multiples estudios se han reportado variaciones intraespecificas de las

caracteristicas morfologicas tanto macro como microscopicas.

Abdulaziz y colaboradores (2017), realizaron una caracterizacion morfolégica y
patogénica de cinco aislados de E. turcicum obtenidos de cultivos de maiz en Malasia, y
observaron distintas tasas de crecimiento en medio PDA, que oscilaron entre 3.7 y 12.8
mm/dia. Por otro lado, Rajeshwar y colaboradores (2014), evaluaron el crecimiento de
ocho aislados de Exserohilum turcicum obtenidos de cultivos de maiz en India.
Reportaron patrones de crecimiento variables (profuso, moderado y restringido) en medio
PDA a 25°C, mismas condiciones de crecimiento empleadas en este trabajo de
investigacion. El aislado Ets mostro un crecimiento restringido, similar al observado en el
aislado Bach34-2.

La tasa de crecimiento reportada para aislados del norte de Sinaloa, oscila entre
3.7 y 4.9 mm/dia, en medio extracto de hoja de maiz agar (EHMA, Félix-Gastélum et al.,
2018), y en PDA, el crecimiento se clasific6 como lento y rapido en 10 aislados de E.

turcicum, predominando aquellos con crecimiento lento (JLSVVF, 2014).
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La coloracion de las colonias entre distintos aislados de E. turcicum es variable.
Abebe y Singburaudom (2006), reportaron la coloracion de las colonias de 28 aislados
de E. turicicum, de las principales zonas productoras de maiz del oeste y sudoeste de
Etiopia. Ellos observaron distintas coloraciones en el anverso de las colonias fungicas;

ocho aislados presentaron color verde olivo, otros ocho presentaron un color gris olivaceo
y 12 marrén olivaceo. El reverso de la colonia mostré coloracion gris y verde blanquecino
en 15y 13 aislados, respectivamente. Estas mismas tonalidades han sido reportadas en
aislados de la region norte de Sinaloa, los cuales generalmente presentaron coloracion
verde olivo en el anverso (JLSVVF, 2014; Félix-Gastélum et al., 2018).

Las caracteristicas microscopicas y morfométricas de los aislados caracterizados
en este trabajo, coinciden con las reportadas para E. turcicum en distintas partes del
mundo (Hernandez-Rastrepo et al., 2018; Abdulaziz et al., 2017). Aislados de la region
norte de Sinaloa, presentaron un promedio de 5 septos, con longitudes que oscilan entre
44 y 110 pm (85.3 um + 14.31) y un ancho de 10 a 21 um (14.8 um + 1.98) (JLSVVF,
2014; Feélix-Gastélum et al., 2018).

7.3 Andlisis filogenético.
La comparaciéon de secuencias del gen de la act, rpb2 y la region ITS, mostraron
porcentajes de cobertura de 98 a 100%, y porcentajes de identidad de 96.63 a 100%, con

la especie Exserohilum turcicum (Cuadro 5).

Los filogramas inferidos a partir de cada gen/regién, mostraron que los aislados
Bac7-2, Bach34-2, Moc2-1, Moc2-11 y Porl4-1, forman un clado con los aislados de
referencia CBS 385.58 y CBS 384.58 de la especie E. turcicum. En todos los filogramas,
este clado tuvo un alto soporte bootstrap; 96.00% con el gen rpb2 (Fig. 4A), 70.50% con
el gen act (Fig. 4B) y 99.80% con la region ITS (Fig. 4C).
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Cuadro 5. Resultados de la comparacion de secuencias de los aislados de Exserohilum
turcicum (Pass) Leonard & Suggs en la base de datos GenBank.

Regi6n/Gen Aislado Porcentaje de qucen'Faje de Valor E NUum. de acceso qle
cobertura identidad cepa de referencia

Bac7-2 100% 100% 0.0 MG727650.1

Bach34-2 100% 99.81% 0.0 MG727650.1

ITS Porl4-1 100% 100% 0.0 MG727650.1

Moc2-1 100% 99% 0.0 MG727650.1

Moc2-11 98% 96.63% 0.0 MG727650.1

Bac7-2 99% 100% 0.0 LT837630.1

Bach34-2 100% 99.78% 0.0 LT837630.1

act Porl4-1 ¥ - - -

Moc2-1 100% 100% 0.0 LT837630.1

Moc2-11 100% 100% 0.0 LT837630.1

Bac7-2 100% 99.59% 0.0 LT852514.1

Bach34-2 100% 99.69% 0.0 LT852514.1

rpb2 Porl4-1 100% 99.58% 0.0 LT852514.1

Moc2-1 100% 99.72% 0.0 LT852514.1

Moc2-11 100% 99.58% 0.0 LT852514.1

* No se obtuvo secuencia.

Se realiz6 un andlisis multigen, al concatenar las secuencias de los tres
marcadores moleculares. El alineamiento concatenado consistio de 1700 nucledtidos; 1-
458 act, 459-1020 ITS y 1021-1700 rpb2. PartitionFinder sugirié cuatro particiones del
alineamiento, que fueron las siguientes; particion 1, incluia las posiciones 1y 2 de los
codones para el gen act y la posiciéon 1 del codon del gen rpb2; particion 2, incluia la
posicion 3 del codon del gen act y la posicidon 2 del coddn del gen rpb2; particion 3, incluia
a la region ITS y finalmente la particion 4 que incluia solo a la posicion 3 del codén del
gen rpb2 (InL=-4562.57). En la figura 5 se presenta el flograma inferido del alineamiento
concatenado de act, ITS y rpb2, donde se muestra que los aislados Bac7-2, Bach34-2,
Porl4-1, Moc2-1 y Moc2-11 forman un clado con la cepa de referencia CBS 330.64 de
Exserohilum turcicum con un valor de bootstrap de 100%, de esta forma se corrobora la

identificacion morfoldgica y se confirma su identidad.
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Tree scale: 0.01

_ Grupo externo
[7] Género Exserohilum

[] Exserohitum turcicum

Figura 4. Filogramas de Maxima Verosimilitud inferidos a partir de las secuencias
parciales de los genes rpb2 (A) y act (B), y la regién ITS (C). La raiz de los arboles se
ubico en las secuencias de Bipolaris maydis (Nisik.) Shoemaker y B. yamadai (Y. Nisik.)
Shoemaker. En negritas se muestran los aislados estudiados en esta investigacion. Los
valores bootstrap se muestran como porcentaje en los nodos. La escala representa el
promedio de sustituciones por sitio.
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Tree scale: 0.01 ——i

Bipolaris maydis CBS 136.29

Exserohilum neoregeliae CBS 132833

Exserohilum minor BRIP 14614
Exserohilum rostratum BRIP 10995

8% Exserohilum holmii CBS 413.65

Exserohilum khartoumensis CBS 132708
Exserohilum protrudens CBS 132710

1% Exserohilum pedicellatum CBS 322.64

100% Exserohilum oryzicola CBS 502.90

99% Exserohilum monoceras BRIP 12271

Exserohilum turcicum CBS 330.64

% | Por14-1

o Bach34-2

Moc2-11

— Moc2-1

Bac7-2

96%

Figura 5. Filograma basado en el alineamiento concatenado de las secuencias de la act,
ITS y rpb2 de Exserohilum, mediante el método de Maxima Verosimilitud. En negritas se
muestran los aislados evaluados en esta investigacion. Los valores bootstrap se
muestran como porcentaje en los nodos. La escala representa el promedio de
sustituciones por sitio.

7.4 Ensayo de antagonismo.

Con el propésito de conocer la capacidad antagonica de las cepas bacterianas, se
realiz6 una confrontacién dual con los distintos aislados del fitopatdgeno Exserohilum
turcicum. Los resultados obtenidos en los dos ensayos fueron similares, por lo que solo

se presentan los resultados del primero.

Las cepas B3 (Bacillus aryabhattai Shivaji et al.) y B11l (Acinetobacter
radioresistens Nishimura et al.), fueron menos eficientes en el control de los aislados
fungicos, mientras que las cepas B2 (Staphylococcus warneri Kloos & Schleifer), B9
(Staphylococcus saccharolyticus Kilpper-Béalz & Schleifer), B15 (Bacillus velezensis Ruiz-
Garcia et al.) y B95 (Pseudomonas aeruginosa (Schroeter) Migula), inhibieron
significativamente el crecimiento micelial de por los menos uno de los aislados. La cepa
B95 fue Unica que mostré una alta capacidad antagonica contra todos los aislados

fungicos evaluados (Fig. 6y 7).
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Aislados bacterianos Control

Aislados
fungicos

Figura 6. Ensayo de confrontacion dual para evaluar la actividad antagénica de seis
cepas bacterianas contra cinco aislados de Exserohilum turcicum (Pass) Leonard &
Suggs.

El crecimiento del aislado Bac7-2 fue inhibido un 38.93% por la cepa B2, 44.24%
por la cepa B9, 44.9% por la cepa B15 y 82.33% por la cepa B95. Esta ultima mostro
diferencias significativas con respecto al resto de las cepas bacterianas (X?= 14.96 p=
0.010; Fig. 6). La cepa B11 no tuvo efecto en la inhibicion del crecimiento, mientras que
la cepa B3 inhibid el crecimiento del hongo en un 15%. No se registraron diferencias
estadisticas entre las cepas B11l y B3, pero si con respecto al resto de las cepas

bacterianas (Fig. 7).

La mayor inhibicion del crecimiento del aislado Bach34-2, se registré con la
bacteria B95, la cual redujo un 62.58% el didmetro colonial, y su efecto fue
estadisticamente diferente al resto de las cepas, a excepcion de la cepa B15 (X?= 14.66

p= 0.011; Fig. 7). La inhibicion observada con el resto de las bacterias endodfitas fue
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moderada y no se observaron diferencias estadisticas entre ellas (Fig. 7); la cepa B2
inhibi6é un 16.02%, B3 un 10.63%, B9 un 9.29%, B11 un 7.62% y B15 un 28.27%.

El crecimiento del aislado Por14-1 fue inhibido por todas las cepas excepto la cepa
B3. El analisis estadistico agrupo los tratamientos en 3 grupos distintos, segun la prueba
LSD (X?= 19.78 p=0.001); en el primero se ubica la cepa B95, la cual fue mas eficiente
en el control de este aislado, al registrar un promedio de inhibicion de 82.76%; el segundo
grupo esta conformado por las cepas B2, B9 y B15, las cuales inhibieron el crecimiento
de este aislado en un 28.01%, 20.58% y 29.09%, respectivamente; en el tercer grupo se
ubicala cepa B3, que no presenté actividad antagdnica contra este aislado, y la cepa B11
que solo inhibi6é un 3.88% (Fig. 7).

El crecimiento del aislado Moc2-1 fue inhibido por la mayoria de las bacterias, con
excepcion de las cepas B3 y B11. Se registro un bajo control del aislado fungico por las
cepas B9 y B15, al presentar un 2.54% y 6.75% de reduccion del diametro colonial,
respectivamente. Estas cepas no presentaron diferencias estadisticas entre ellas, segun
la prueba LSD (X?= 20.35 p=0.001). La cepa B9 no present6 diferencias estadisticas con
las cepas B3y B11. Por otra parte, la cepa B95 registro el mayor porcentaje de inhibicion
con 77.74%, con diferencias estadisticas con el resto de las cepas evaluadas. La cepa

B2 registro un 23.42% de inhibicidn, con diferencias estadisticas con el resto de las cepas
(Fig. 7).

Finalmente, el crecimiento del aislado Moc2-11 fue inhibido un 9.38% por la cepa
B2, 11.42% por la cepa B11, 23.19% por la cepa B15, 55.91% por la cepa B9y 71.93%
por la cepa B95. Esta ultima presento diferencias significativas con respecto al resto de
las cepas bacterianas (X?= 15.69 p=0.007; Fig. 7). Segun la prueba de LSD, se formaron
otros tres grupos; el segundo grupo estuvo conformado por las cepas B9y B15, el tercer
grupo por las cepas B2 y B11, y por ultimo el cuarto grupo conformado por la cepa B3, la

cual no inhibio el crecimiento del aislado (Fig. 7).
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Todas las bacterias evaluadas en este trabajo mostraron antagonismo contra otro
hongo fitopatdgeno foliar del maiz, R. zeae, al inhibir entre 40% (B95) y 50% (B11). La
cepa B95 presentd una menor capacidad para antagonizar a R. zeae, lo cual contrasta
con los resultados obtenidos contra Exserohilum turcicum, puesto que la cepa B95
registrd porcentajes de inhibicion muy superiores con respecto al resto de las cepas

bacterianas, al superar el 80% de inhibicién en algunos casos.

X2=14.96 X2=14.66 X?=19.78 ¥2=20.35 X2=15.69
100 p=0.010 p=0.011 p=0.001 p=0.001 p=0.007
a
90 d
a a
5
S 70 b E
2 b
E 6y
S 50 Q ab
o
— b
8 a0 © b b
c b b b
o 30 Q b
6 b = g
a c C Q
20 c C
¢ cd v
10 . c d [H )‘d
0 . ¥ 3 L
Bac7-2 Bach34-2 Porl4-1 Moc2-1 Moc2-11
Aislados

[1B2 [IB3 B9 B11 [1B15 []B95S

Figura 7. Porcentaje de inhibicion de cinco aislados de Exserohilum turcicum (Pass)
Leonard & Suggs retados en ensayos de confrontacion dual con bacterias endofitas. Las
diferencias entre tratamientos se determinaron mediante la prueba de Van der Waerden.
Cajas marcadas con la misma letra no presentan diferencia estadistica significativa
(p<0.05), de acuerdo a la prueba de LSD de Fisher.

Diversas especies del género Pseudomonas son ampliamente utilizadas como
agentes de control biolégico y bacterias promotoras de crecimiento vegetal, debido a su
capacidad para solubilizar fosfatos y producir una amplia gama de metabolitos

secundarios como sideréforos, antibiéticos, enzimas liticas, entre otros (Kumar et al.,
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2017). Kaushal y Sing (2012), evaluaron el efecto de seis especies fluorescente de
Pseudomonas (P. putida (Trevisan) Migula, P. mosselii Dabboussi et al., P. fluorescens
Migula, P. entomophila Mulet et al., P. monteilli Elomari et al. y Pseudomonas sp.) contra
Exserohilum turcicum, y observaron porcentajes de inhibicion entre 66.6% y 82.2%,
similares a los obtenidos en este trabajo con la cepa B95. Otras cepas de Pseudomonas
aeruginosa (Schroeter) Migula, han registrado antagonismo contra distintos fitopatdgenos
como Botrytis cinerea Pers.: Fr., Rhizoctonia solani Kiihn., Macrophomina phaseolina,
entre otros (Kumar et al., 2005; Rapeewan y Panan 2018). Particularmente la cepa B95,
es capaz de producir sideréforos, los cuales son compuestos quelantes de hierro, que
juegan un papel crucial en las interacciones microbianas, y pudieran estar involucrados

en la inhibicion de crecimiento micelial de los aislados de E. turcicum (Zamudio 2019).

El género Bacillus es otro grupo de bacterias ampliamente estudiado y utilizado en
el control biologico de fitopatégenos y plagas agricolas (Jin et al., 2019). Al igual que
Pseudomonas, este grupo produce diversos metabolitos antimicrobianos, enzimas liticas,
etc., que contribuyen a su gran éxito como agentes de control biologico (Rabbee et al.,
2019; Jin et al., 2019). Bacillus velezensis se ha utilizado para controlar fitopatdgenos

como Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Penz. y Sacc., Alternaria alternata (Fr.)
Keissl., Fusarium oxysporum Schltdl., Monilinia fructicola (G. Winter) Honey, Sclerotinia

sclerotiorum, entre otros (Lim et al., 2017; Torres et al., 2019). Su actividad antifingica
se ha asociado a su capacidad para producir compuestos como surfactina, fengicina,
bacilomicina D y acetoina, asi como el sideroforo bacilibactina (Jin et al., 2019; Rabbee
et al., 2019). Jin y colaboradores (2019), aislaron la bacilomicina D producida por la cepa
HN-2 de B. velezensis y probaron su efecto antifangico contra C. gloeosporioides, con
una inhibicion de 70%, y mayor eficiencia en el control del patégeno con respecto a los
fungicidas mancozeb y procloraz. Desconocemos si la cepa B15 produce compuestos
antimicrobianos, pero posee la capacidad de producir enzimas liticas como glucanasas,
proteasas Yy lipasas, las cuales pueden degradar la pared y membrana celular de

ascomicetos como E. turcicum, y provocar la lisis celular (Xu et al., 2016).
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El género Staphyloccocus Rosenbach, es un grupo de bacterias aerdbicas, que
pueden estar presentes en distintos nichos ecoldgicos (humanos, animales, plantas,
rizésfera, suelo y agua), y tienen la capacidad de producir quitinasas, proteasas,
sideréforos, etc. (Zamudio 2019; Alijani et al., 2019). A diferencia de los géneros
Pseudomonas y Bacillus, el uso de Staphyloccocus como agente de control biolégico, no
es muy frecuente. Sin embargo, algunas especies del género han sido evaluadas para el
control de fitopatégenos, en condiciones in vitro, in vivo y en invernadero. Alijani y
colaboradores (2019), evaluaron la capacidad antagonica in vitro e in situ de la cepa
MarR44 de Staphylococcus sciuri Kloos et al., contra el fitopatégeno Colletotrichum
nymphaeae (Pass.) Aa. Las evaluaciones in vitro consistieron en ensayos de compuestos
difusibles, en los que se registré un porcentaje de inhibicidén de 56.42%. Estos resultados
se asemejan a los obtenidos en este trabajo con las cepas B2 y B11. Ademas, se
realizaron ensayos de compuestos volatiles, en los que se observd un 34.52% de
inhibicion del crecimiento micelial y 82.81% de inhibicion en la germinacion conidial.
Finalmente, Mediante un analisis de cromatografia de gases acoplada a espectrometria
de masas (GC/MS, por sus siglas en inglés), se identificaron 24 compuestos volatiles
producidos por la cepa MarR44, y se registré al 6xido de mesitilo, acido acético y éster 2-

metilpropilico, como los mas abundantes.

Barbieri y colaboradores (2005), reportaron la completa inhibicion del hongo Tuber
borchii Vittadini, por compuestos organicos volatiles producidos por tres cepas de
Staphylococcus pasteuri Chesneau et al. Ademas, mediante GC/MS, identificaron 65
compuestos organicos volatiles, dentro de los cuales podemos mencionar al 3-metil-1-

butanal, dihidro-beta-ionona, 1-buten-3-ol, entre otros.
En esta investigacion no se evalud el efecto de los compuestos volatiles organicos

producidos por las cepas bacterianas, pero segun lo reportado por la literatura, valdria la

pena indagar un poco mas al respecto.
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7.5 Ensayo de inhibicion.

Se evalud el efecto del extracto acuoso foliar de Datura discolor, en el didmetro
colonial de cinco aislados de Exserohilum turicucm, con la técnica de medio de cultivo
envenenado con tres concentraciones del extracto; 1%, 2% y 4%. Los resultados
demostraron que todas las concentraciones evaluadas tienen un efecto inhibitorio en el
crecimiento de todos los aislados, con reduccion significativa del diametro colonial (Fig.
8y9).

Datura discolor Clorotalonil Control

Aislado 1% 2% 4% 100 ppm 200 ppm PDA
7z 9w VW Uavrw

Bac7-2

/ Py . 2

Z
BACH34-2

2
/

/

Porl4-1

Moc2-11 =

Figura 8. Ensayo de inhibicion de extractos acuosos de Datura discolor Bernh. (1%, 2%,
4%) y control quimico a distintas concentraciones (100 ppm y 200 ppm) contra cinco
aislados de Exserohilum turcicum (Pass) Leonard & Suggs.

En los aislados Bac7-2, Bach34-2 y Moc2-1, se observo una clara reduccion del

didmetro colonial, al aumentar la concentracion de extracto en el medio de cultivo (Fig.
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9). La concentracion de 4% resulté ser la mas efectiva. Esta tendencia no se observo en
los aislados Por14-1y Moc2-11 (Fig. 9).
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Figura 9. Diferencias en el porcentaje de inhibicion (%) de cinco aislados de Exserohilum
turcicum (Pass) Leonard & Suggs en ensayo de inhibicion con extractos acuosos de
Datura discolor Bernh. (1%, 2%y 4%) y Clorotalonil (100 ppmy 200 ppm). Las diferencias
entre tratamientos se determinaron mediante la prueba de Van der Waerden. Cajas
marcadas con la misma letra no presentan diferencia estadistica significativa (p<0.05),
de acuerdo a la prueba de LSD de Fisher.

El crecimiento del aislado Bac7-2 fue inhibido por todos los tratamientos
evaluados. Segun la prueba estadistica LSD (X?= 18.47 p=0.0009), los tratamientos
fueron agrupados en tres grupos; en la primera agrupacidon se encuentran los
tratamientos de clorotalonil a 100 ppm y 200 ppm, que mostraron una inhibicion de
84.03% y 85.38%, respectivamente. Estos tratamientos tuvieron el mejor control del
aislado. Dentro del segundo agrupamiento, se encuentran las concentraciones de 2% y

4% del extracto de Datura discolor, que mostraron una inhibicién de 73.46% y 75.09%,
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respectivamente. Finalmente, en el tercer grupo se encuentra la concentracion de 1% del

extracto de D. discolor, la cual registré un 57.65% de inhibicion (Fig. 9).

La mayor inhibicion del crecimiento micelial del aislado Bach34-2, se presento6 en
los tratamientos del fungicida clorotalonil a 100 ppm y 200 ppm, que registraron un
87.68% y 89.54% de inhibicion, respectivamente. Estos tratamientos fueron
estadisticamente distintos al resto (X?= 19.80 p= 0.0005). El extracto de D. discolor a 2%
y 4%, registraron un 78.88% y 81.86% de reduccién del diametro colonial,
respectivamente. Estas dos concentraciones no presentaron diferencias estadisticas
entre ellas, pero fueron diferentes al resto de los tratamientos. La concentracién de 1%
del extracto, registrd el menor porcentaje de inhibicion, 75.38%, y presentd diferencias

estadisticas con el resto de los tratamientos (Fig. 9).

La mayor reduccion del diametro colonial del aislado Porl4-1, se registro en la
concentracion de 1% del extracto de D. discolor, con un 73.90% de inhibicion. El control
registrado en este tratamiento fue igual al observado en la concentracion de 4% (68.23%),
y mostro diferencias estadisticas con los tratamientos. A su vez, la concentracion de 4%
no mostro diferencias estadisticas con el tratamiento de clorotalonil a 200 ppm, en el que
se registré un porcentaje de inhibicion de 65.18%. Los tratamientos restantes formaron
dos agrupamientos, los cuales fueron los menos eficientes para el control de este aislado;
en el primero de ellos, la concentracion de 2% presentd un 51.29% de inhibicion; y el
segundo grupo formado por el tratamiento de clorotalonil a 100 ppm, registré un 34.91%
de inhibicion (Fig. 9).

El fungicida clorotalonil, en las dos concentraciones evaluadas, fue mas eficiente
en el control del aislado Moc2-1. A 200 ppm, el diametro colonial se redujo un 83.42%,
mientras que, a 100 ppm, la reduccién fue de 78.76%. Estos tratamientos fueron
estadisticamente diferentes y, ademas, registraron diferencias significativas con el resto
de los tratamientos (X?= 20.74 p=0.0003). En el caso de los tratamientos con el extracto
de Datura discolor, las concentraciones de 2% y 4% fueron iguales estadisticamente, con

inhibiciones de 73.92% y 73.86%, respectivamente. Por ultimo, la concentracion de 1%
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del extracto registré el control mas bajo para este aislado con 69.64% de inhibicion, con

diferencias estadisticas con el resto de los tratamientos (Fig. 9).

La menor inhibiciébn del crecimiento del aislado Moc2-11, se presenté en el
tratamiento con el extracto de D. discolor a 4%, el cual redujo un 27.51% el diametro
colonial, y su efecto fue estadisticamente diferente al resto de los tratamientos (X?= 13.36
p=0.009). La inhibicion del crecimiento micelial observada en el resto de los tratamientos
fue moderada y no se registraron diferencias estadisticas entre ellos (Fig. 9); el extracto
al 1% inhibié un 41.98%, el extracto al 2% inhibié un 50.83%, el fungicida clorotalonil a
100 ppm inhibi6 un 49.57%, y por el ultimo el clorotalonil a 200 ppm inhibi6 un 47.68% el
crecimiento micelial del aislado (Fig. 9).

La composicion fitoquimica en este grupo de plantas y su efecto antimicrobiano,
estan mas estudiados en D. stramonium, D. metel, D. inoxia y D. ferox (Tandon et al.,
2014; Cinelli y Jones, 2021). El efecto antifungico de extractos acuosos, etanolicos y
metanolicos de distintos érganos de estas especies, han sido evaluados contra diversos
fitopatdgenos, con resultados prometedores; Alternaria Nees, Cercospora Fresen. ex
Fuckel, Colletotrichum Corda, Curvularia Boedijn, Erysiphe R. Hedw. ex DC., Fusarium
Link, Helminthosporium Link, Sphaeroteca y Ustilago (Pers.) Roussel (Singh et al., 2001);
Alternaria solani Sorauer y Fusarium oxysporum (Jalander y Gachande (2012); F.
oxysporum f. sp. tuberosi (FOT), F. oxysporum f. sp. melonis (FOM), y F. oxysporum f.
sp. lycopersici (FOL) (Rinez et al., 2013); Exserohilum turcicum (Singh y Dutta, 2017);

Aspergillus fumigates, A. niger, A. favus y F. solani (Bagewadi et al., 2019).

A diferencia de las especies de Datura previamente mencionadas, poco se sabe
de la composicion fitoquimica de D. discolor y su uso en la bioprotecciéon contra
fitopatdgenos (Tandon et al., 2014; Cinelli y Jones, 2021). Todas las especies de Datura
producen principalmente alcaloides tropanicos, seguidos de fenoles, carbohidratos,
flavonoides, saponinas y terpenos. Evans y Somanabandhu (1974), identificaron los
alcaloides presentes en raices y hojas de D. discolor. Ellos reportan que los alcaloides
en las hojas representan el 0.17% del peso seco, destacando la hioscina como el principal

alcaloide presente en este 6rgano (0.08% del peso seco), seguido de la apohioscina,
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norhioscina, hiosciamina (0.01% del peso, seco), y finalmente meteloidina y tropina. En
las raices, los alcaloides constituyen el 0.31% del peso seco total, predominando la
cuscohigrina (0.06% del peso seco), seguida de la hioscina (0.02%).

Los alcaloides son producidos en las raices, almacenados en la vacuola de las
células, y posteriormente distribuidos en toda la planta. En general, el contenido de
alcaloides en Datura, aumenta con la ontogenia de la planta. Karinho-Betancourt y
colaboradores (2015), reportan una acumulacién de alcaloides totales en la hoja de
Datura discolor, durante su etapa reproductiva. Especificamente, aumentan las

concentraciones de tropina, hiosciamina, escopolamina y atropina.

La hiosciamina y la escopolamina poseen actividad antifingica. Abdel-Motaal y
colaboradores (2010), evaluaron el efecto de estos dos alcaloides sobre los fitopatogenos
Magnaporthe oryzae (T.T. Hebert) M. E. Barr y Rhizoctonia solani. De los dos
compuestos, la hiosciamina mostré el mayor efecto antifingico contra los dos hongos.
Dependiendo de la concentracion, la hiosciamina puede provocar la fuga de electrolitos
de las hifas, y asi ocasionar la muerte celular, disminuye la viabilidad de los conidios de
M. oryzae, asi como su germinacion y la formacion de apresorios. Ademas, en ensayos
in planta, disminuye la severidad de la piriculariosis en el arroz. El efecto observado en
R. solani, también fue dependiente de la concentracion, al inhibir la germinacion y

desarrollo de los esclerocios, asi como la severidad del tizén de la vaina del arroz.

Segun lo reportado en la literatura, los compuestos antes mencionados podrian
estar presentes en el extracto acuoso evaluado en esta investigacion. Sin embargo, la
diversidad y concentracion de alcaloides, como de cualquier otro fitoquimico, no solo
depende de la especie, 6rgano y ontogenia de la planta, también estan muy influenciadas
por las condiciones de crecimiento de las mismas; temperatura, disponibilidad de agua,
cantidad de luz y altitud (Cinelli et al., 2021), por lo que es necesaria la caracterizacion

fitoquimica del extracto evaluado en el presente estudio.

El trabajo de Tequida-Meneses y colaboradores (2002), es de los pocos o el inico

gue ha explorado la capacidad antifungica de extractos de D. discolor. Ellos evaluaron
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extractos metandlicos y etanodlicos de la parte aérea (hojas y tallos), contra seis hongos
fitopatogenos; Aspergillus flavus Link, A. niger Tieghem, Penicillium chrysogenum Thom,
P. expansum Link, Fusarium moniliforme y F. poae (Peck) Wollenw. En general, los
extractos etandlicos lograron una mayor inhibiciéon del crecimiento micelial de los seis
hongos, con porcentajes de inhibicion entre 37.5% y 100%. Ambos extractos fueron muy
eficientes al inhibir a F. poae; los extractos metandlicos lo inhibieron en un 70%, mientras
gue los etandlicos lo inhibieron en un 100%. Los resultados obtenidos con F. poae, se
asemejan a los reportados en este trabajo.

Como ya se mencioné, ademas de los alcaloides, las plantas de Datura producen
fenoles, carbohidratos, flavonoides, saponinas, terpenos y cumarinas, por lo que no
podemos descartar la posible participacion de estos en la inhibicion de Exserohilum
turcicum, con el extracto acuoso foliar de Datura discolor. En general, estos compuestos
son capaces de alterar la integridad de las membranas celulares e interferir con el
metabolismo primario de los hongos. Se sabe que los fenoles inhiben la biosintesis de
ergosterol, reducen la secrecion de proteasas e inducen alteraciones de la ATPasa en la
mitocondria, con afectaciones en la produccion de ATP. Los terpenos, afectan la funcion
de la mitocondria y causan la disrupcion de la membrana celular. Los flavonoides pueden
inhibir la germinacion de esporas fungicas y la sintesis de ergosterol (Yusoff et al., 2020).
Las cumarinas, reducen la eficiencia de la respiracion celular, la sintesis de ergosterol,
alteran la pared celular, ocasionan la disrupcion de organelos celulares, inducen la

apoptosis y suprimen la maduracién de los conidios (Prusty y Kumar, 2019).

Otros extractos botanicos han mostrado ser efectivos en el control de E. turcicum,
como los extractos acuosos de estolones de Acorus calamus (95% de inhibicion),
extractos foliares acuosos de Artimisia indica (75.18% de inhibicién), Lantana camara
(74% de inhibicién) (Subedi et al., 2019) y Azadirachta indica (56.40% de inhibicion)
(Kumar et al., 2015).
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VIIl. CONCLUSIONES

1.- Los hongos aislados de hojas con sintomas de tizon foliar en campos de maiz en el
norte de Sinaloa, se identificaron como Exserohilum turcicum, mediante su

caracterizacion morfoldgica y analisis filogenético multigen.

2.- Cuatro bacterias enddfitas: B2 (Staphylococcus warneri), B9 (Staphylococcus
saccharolyticus), B15 (Bacillus velezensis) y B95 (Pseudomonas aeruginosa), fueron
capaces de reducir el crecimiento micelial de E. turcicum. La cepa B95, presento la mejor
capacidad antagdnica contra los cinco aislados evaluados.

3.- Las tres concentraciones del extracto acuoso foliar de Datura discolor, lograron inhibir

el crecimiento micelial de E. turcicum. La concentracion de 4% fue mas efectiva en la

mayoria de los aislados de E. turcicum.
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