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RESUMEN

CONTROL BIOI:QGICO DE LA MOLE HUMEPA EN EL CULTIVO DE
CHAMPINON EN LAS VIGAS DE RAMIREZ, VERACRUZ.

Las enfermedades fungosas son responsables de grandes pérdidas en el cultivo
del champifién, y la mole humeda es una de las enfermedades mas importantes.
La resistencia que van desarrollando los patégenos hacia los fungicidas, implica
la necesidad de encontrar alternativas mas amigables para su control (Tanovic,
2006). Por lo que se estableci6 como objetivo determinar el potencial de
antagonismo de cepas bacterianas in vitro e in vivo contra la mole humeda del
champifion. Se realizaron dos colectas de 50 champifiones cada una en Las
Vigas de Ramirez, Ver. En laboratorio, a los organismos aislados de
champifiones momificados se les determinaron sus caracteristicas morfolégicas,
se realizaron pruebas de patogenicidad. El experimento de antagonismo in vitro
se realiz6 mediante pruebas de enfrentamiento, se probaron 15 cepas
bacterianas, con 16 tratamientos, cada tratamiento tuvo 3 repeticiones, se evalué
el porcentaje de inhibicién y se analiz6 con un modelo lineal completamente al
azar. El primer experimento in vivo se establecié en la empresa “Hongos Rioxal”,
el segundo experimento se establecio en la Universidad Auténoma Chapingo, el
sustrato se inoculd con una suspension de bacterias (1x108 UFC/mL)
correspondiente a cada tratamiento, siete dias después se asperjaron 50 mL de
una suspension del patégeno (10° conidios/mL). Se utilizé un disefio experimental
completamente al azar, cada unidad experimental conté con 3 repeticiones. Los
resultados muestran que la mole hiumeda del champifiédn en Las Vigas de
Ramirez, Veracruz, es causada por Mycogone perniciosa. En el experimento in
vitro se determinaron a Col BIl, Chapingo, Col 3 como las mejores cepas
antagonicas, con inhibicion del 40-60%, 38-66% y 38-51% respectivamente.
Ninguno de los tratamientos con bacterias inoculados al sustrato inhibié la
incidencia y severidad de la mole humeda in vivo, por lo que las cepas utilizadas
en este trabajo con actividad antagodnica in vitro no son una alternativa para su
uso in vivo.

Palabras clave: Mole humeda, antagonismo, M. perniciosa, bacteria.
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Autor: Victor Hernandez Angeles.
Director: M.C. Maria de Lourdes Rodriguez Mejia.



ABSTRACT

BIOLOGICAL CONTROL OF THE WET BUBBLE DISEASE OF WHITE
BUTTON MUSHROOM IN LAS VIGAS DE RAMIREZ, VERACRUZ.

Fungal diseases are responsible of high losses in the White button mushroom
cultivation, and wet bubble diseases is one of the most important diseases. The
resistance developed by pathogens impose the necessity of finding friendlier
alternatives for their control (Tanovic, 2006). For that reason, the objective of this
study was to determine the antagonism potential of bacterial strains in vitro and
in vivo against the wet bubble disease. In Las Vigas de Ramirez, Ver. two
samplings were carried out. The isolates were tested in order to determine their
morphological characteristics, and the pathogenicity was tested. In vitro were
made the antagonism trials by dual confrontation assays between fifteen bacterial
strains and the pathogen, sixteen treatments with three repetitions were carried
out, and the percentage of inhibition was evaluated and analyzed with a lineal
model completely randomized. The first trial in vivo was stablished in the
Company “Hongos Rioxal”’, the second trail was stablished in the Universidad
Auténoma Chapingo, the substrate was inoculated with a bacterial suspension
(1x108 UFC/mL) depending of the treatment, after 7 days a conidial suspension
(106 conidia/mL) was sprinkled on the Surface. A completely randomized
experimental design was used. The results show that wet bubble disease of White
button mushroom in Las Vigas de Ramirez, Ver. is caused by Mycogone
perniciosa. In vitro trials, the strains Col Bll, Chapingo and Col 3 were the best
antagonic strains, with an inhibition percentage from 40-60%, 38-66% y 38-51%,
respectively. None of the treatments with bacteria inhibit the incidence and
severity of the wet bubble disease in vivo, that’s why, despite the bacterial strains
showed antagonic activity in vitro, they are not an alternative for their use in vivo.

Key words: Wet Bubble disease, antagonism, M. perniciosa, bacteria

Thesis: Maestria en Ciencias en Proteccion Vegetal, Universidad Autbnoma Chapingo.
Author: Victor Hernandez Angeles.
Advisor: M.C. Maria de Lourdes Rodriguez Mejia.



1. INTRODUCCION

Hoy en dia, el papel de los hongos en la alimentacion del ser humano juegan un
gran papel, estos productos proveen un alimento de aceptable valor nutrimental
y medicinal para consumo humano, y representan una industria emergente

generadora de empleos (Salmones et al., 2012).

De toda las especies existentes de hongos, el champifion (Agaricus bisporus
(Lange) Imbach) es la especie mas cultivada a nivel mundial, con una produccion

cercana a los 4 millones de toneladas (Sonnenberg et al., 2011).

Los champifiones son muy populares y consumidos en grandes cantidades en
varios paises de Asia Pacifico como India, Japon y China. Como resultado, en la
actualidad, Asia Pacifico tiene la mayor participaciéon en el mercado global de
hongos en términos de consumo, la cual es seguida por América del Norte y
Europa. Sobre la produccion y procesamiento, Europa lidera el mercado global

de hongos (Zion market research, 2017).

Los principales paises productores de hongos son China con 5.3 millones de
toneladas, Italia con 624 mil toneladas y E.E.U.U. con 380 mil toneladas
(FAOSTAT, 2014). En China, 25 millones de personas estan involucradas en esta
actividad (Li, 2012).

Del afio 1995 al 2006, la produccién de champifibn en México se increment6 un
36%, con un estimado en 7000 t anuales (Lahmann, 2007). Las cadenas
productivas de hongos comestibles han crecido en México y generan mas de 62
mil toneladas anuales de productos comerciales (Martinez-Carrera et al., 2007).

En el afio 2014, México produjo 1,973 toneladas de hongos (SIAP, 2014), el
Estado de México es la entidad que mas hongos y setas produce en el pais
(SAGARPA, 2016). Desde el aifio 2011, México se ubic6 como el principal
productor y exportador de hongos comestibles de América Latina principalmente



con altas producciones de champifion blanco (SAGARPA, 2016), pero a nivel
mundial fue el numero 13 (FAO, 2014).

De todos los patdgenos que infectan a los champifiones, las enfermedades
fungosas son responsables de grandes pérdidas; la mole himeda causada por
el mico patdégeno Mycogone perniciosa (Magnus) Delacr., es considerada una de
las mas importantes. Esta puede provocar pérdida en rendimiento desde el 15%
hasta el 62% (Sharma & Kumar, 2000), lo que representa un grave problema
economico dentro del sector productivo, Bhatt y Singh (2000), han reportado
pérdidas de rendimiento de hasta el 100 por ciento, como resultado de la

inoculacion artificial de M. perniciosa.

En el cultivo de champifion no se pueden utilizar muchos fungicidas para el
control de M. perniciosa ya que también afectan el desarrollo del cultivo. Los
pocos fungicidas que se han usado son benomyl, carbendazim, prochloraz. De
acuerdo a Fletcher y Yarham (1976), V. fungicola var. fungicola es resistente a
benomyl, fungicida que también es usado para el control de M. perniciosa,
prochloraz manganeso es ampliamente usado en Europa (Bonnen & Hopkins,
1997), sin embargo, igualmente se han encontrado aislados moderadamente
resistentes de V. fungicola var. fungicola en Gran Bretafia (Grogan et al., 2000) y
Espaia (Gea et al., 2003).

La resistencia que van desarrollando los patégenos hacia los fungicidas
comunmente usados Yy los residuos de fungicidas en los alimentos, implica la
necesidad de encontrar alternativas mas amigables (Tanovic, 2006). Debido a
esto, en la actualidad es imprescindible buscar métodos de controles alternativos
y efectivos contra patdgenos. Ya que el patdgeno M. perniciosa muestra cierta
susceptibilidad al antagonismo microbial, y estas caracteristicas pueden ser
explotadas para controlar dicho patégeno. Sin embargo, los intentos para
implementar agentes de control biolégico o para inducir resistencia del
champiiion a enfermedades en campo hasta ahora no han sido exitosos
(Berendsen et al., 2012).



2. OBJETIVOS

2.1.Objetivo general

Determinar el potencial antagonista de cepas bacterianas in vitro e in vivo contra

la mole humeda del cultivo de champifién.

2.2.0Dbjetivo especifico
1. Determinar el agente causal de la mole humeda.

2. Evaluar el efecto antagdnico de bacterias sobre el agente causal de la mole

humeda in vitro.

3. Determinar las tres mejores bacterias antagdnicas in vitro contra el agente

causal de la mole humeda.

4. Evaluar en campo los tres mejores tratamientos in vitro mediante
aplicaciones al sustrato para determinar su capacidad inhibitoria hacia el
agente causal de la mole himeda en el cultivo de Champifion.

5. Determinar cual es el mejor tratamiento para reducir la incidencia y severidad

del agente causal de la mole hiumeda in vivo.

3. HIPOTESIS

e La enfermedad de la mole en Las Vigas de Ramirez, Veracruz es causada

por el patégeno M. perniciosa.

e La actividad antagodnica de las bacterias son una alternativa para el control

de M. perniciosa.



Al menos una bacteria muestra efecto antagénico contra M. perniciosa in

vitro.

Al menos uno de los tratamientos inhibird en un 80% la incidencia y

severidad de M. perniciosa in vivo.



4. REVISION DE LITERATURA.

Los hongos son organismos muy comunes en la naturaleza, puesto que viven
practicamente en todos los medios y poseen una amplia gama de propiedades

medicinales y comestibles (Ancona et al., 2003).

El cultivo de las primeras especies de hongos data desde los siglos VII, Xy XI en
China y Japon con los hongos Auricularia, Flammulina velutipes (Seta de aguja)
y Lentinus edodes (Shiitake) y el cultivo de Agaricus bisporus (Champifion) desde
el siglo XVIII en Francia. Esta industria se hizo mas importante en varios paises
de América hacia la segunda mitad del siglo XX (Guzman, et al. 1993). El cultivo
de los hongos comestibles ha ido pasando de improvisaciones y técnicas
caseras, a ser la base de una industria altamente tecnificada y fructifera (Ancona
et al, 2005).

4.1.lmportancia econdémica del Champifién

Agaricus bisporus (Lange) Imbach, conocido popularmente como champifién, es
la especie mas cultivada a nivel mundial, con un valor estimado en 2014 de 1.7

billones de euros (Kees, 2015).

4.2.Historia del champifion

El método para cultivar A. bisporus fue desarrollado en la regién de Paris,
Francia, donde los cultivadores de melén descubrieron cémo podia propagarse
este hongo e iniciaron su cultivo hacia 1650 (Royse y Schisler, 1980). Alrededor
de 1700, Tournefort, un botanico francés, describié el primer método de cultivo
de A. bisporus (Vedder 1978).

En 1780, el champifion se comenzo a cultivar en galerias y cuevas subterraneas.
La "semilla" o micelio vegetativo de champifion exento de patégenos, empezé a
obtenerse sobre compost esterilizado, sustituyendo asi a la efectuada con

compost invadido de micelio procedente de un cultivo previo.



Abercrombie (1817), describié el primer compostaje del substrato, apilando el
estiércol de caballo en cordones, asemejandose en parte al compostaje actual.
En sus comienzos se elaboraba con estiércol de caballo humedecido y
fermentado hasta la pérdida del olor a amoniaco, cuando este material empez6
a escasear, paulatinamente fueron afladiéndose otras sustancias suplementarias

y materiales de desecho: pajas, salvados, restos de molineria, yeso, sangre seca.

Sinden, en 1932 patento "semilla” crecida sobre granos de cereal, dedicandose
también a la produccion de nuevas variedades de A. bisporus (Marcel, 2004),
Miller (1971), desarroll6 un método para la hibridacion de este organismo, basado
en el aislamiento de esporas de basidios tetraesporados, iniciAndose asi el

estudio de la mejora genética de variedades.

Waksman (1932), realizé estudios sobre la nutricion de hongos cultivados y el
papel de los microorganismos en la descomposicién de los residuos vegetales,
encontrando que el champifion tiene preferencia por ligninas, complejos de

nitrégeno orgénico, celulosa, hemicelulosa y proteinas.

A la fecha, las empresas nacionales dedicadas a la produccién de este hongo
sustentan su actividad productiva en cepas comerciales de origen extranjero
(Mata & Savoie, 2007). La mayoria de las plantas comerciales obtienen el inéculo
o semilla de empresas trasnacionales de prestigio, ya que so6lo algunos
corporativos cuentan con laboratorios equipados para producir su micelio. Las
empresas que no cuentan con instalaciones especializadas para la elaboracién
de semilla, dependen de la variabilidad genética disponible en las empresas

proveedoras (Mata & Savoie, 2007).

El cultivo comercial de champifion requiere un manejo cuidadoso en cada una de
las etapas del ciclo del hongo. A. bisporus presenta un ciclo biolégico
caracteristico que le diferencia de otras especies de Agaricus y del resto de los
hongos basidiomicetos por su condicidon de homotélico secundario (Raper et al.,
1972), a diferencia de los anteriores que son heterotalicos. La obtencion de los

cuerpos fructiferos a escala industrial, se consigue después de un periodo de
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desarrollo del micelio vegetativo secundario de 25-33 dias de duracion, seguido
del periodo propiamente dicho de fructificacion, que a su vez abarca entre 40 y
52 dias. En muchos paises, la elevacion del nivel de vida ha llevado consigo un
cambio en las costumbres alimenticias, provocando en los ultimos afios un fuerte

aumento del consumo de champifiones. (Chang et al., 1996).

En América Latina y especialmente en México, el cultivo de hongos comestibles
se encuentra muy poco desarrollado a pesar de la potencialidad que existe en la
region para cultivar hongos que se desarrollan en forma silvestre; en las regiones
boscosas de México crecen alrededor de 200 especies de hongos comestibles,
los cuales se desarrollan cada afio de manera abundante en la época de lluvias
y son utilizados en su mayoria por diversos sectores de la poblacion indigena y
mestiza del pais. En México el cultivo de los hongos comestibles inicio desde
1930, sin embargo la actual industria en el pais data de apenas 40 afios,
cultivAndose solamente el champifidbn (Agaricus bisporus, Agaricus albidus y

Agaricus bitorquis), mediante técnicas extranjeras. (Villasefior et al., 1997).

El cultivo de hongos en México comenzd con la llegada de José Leben Zdravie a
México en 1931. En 1933 Leben Zdravie inicié los primeros ensayos del cultivo
del champifion en México, en el rancho ganadero conocido como "Tolimpa",
cercano a Texcoco. El micelio o "semilla" empleado procedia de la empresa
estadounidense Mushroom Supply Co. de Pensilvania, la cual ya venia
funcionando desde 1924. ((Martinez-Carrera et al.,1991).

En 1939, Leben Zdravie logré establecer en el rancho "Tonalco" la primera planta
productora de hongos en México. La "semilla” utilizada provenia de Francia.
(Martinez-Carrera et al., 1991).

En 1974 por primera vez en México, se cultivd en Cuajimalpa una especie de
hongo comestible diferente al champifibn cuyo nombre cientifico corresponde a
la especie Pleurotus ostreatus. El cultivo de este hongo se origind a raiz de la
compra de cuatro pacas de paja de trigo previamente inoculadas, las cuales

fueron adquiridas por Cano Faro en Europa. Se trasladaron por avién a México,
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donde se incubaron y desarrollaron sus primeras fructificaciones. Inicialmente,
como habia ocurrido antes con el champifion, la venta de este hongo era bastante
dificil, ya que poca gente lo conocia. Sin embargo, en la actualidad su distribucion
en el mercado es bastante amplia y se le comercializa curiosamente con el
nombre de "setas", a pesar de los diferentes nombres vernaculos que en México

existen para esta especie. (Martinez-Carrera et al., 1991).

En México la produccién rural y comercial se encuentra localizada en la region
central del pais y entre el 80% y 90% de la produccion nacional, se comercializa
a través de la Central de Abastos de la ciudad de México encontrandose el
mercado bastante centralizado y adolece de varias debilidades estructurales. En
este lugar es comun observar practicas monopdlicas, exceso de intermediarios,
especulacién disponibilidad y precios del producto al consumidor (Martinez-
Carrera et al., 1998). Sin embargo, su produccién ofrece un area de oportunidad
para las nacientes empresas situadas en otras partes del pais, como son las

regiones sur y sureste (Martinez-Carrera et al., 1998).

4.3.Demanda

La demanda de hongos comestibles se ha incrementado drasticamente durante
los ultimos afios a medida que los consumidores modernos han incrementado la
busqueda de beneficios proporcionados con alimentos saludables (Sanchez et
al., 2007).

En la actualidad, 55% de la produccion mundial de A. bisporus es procesada,
principalmente para conservar el producto para consumo futuro.
Aproximadamente 50% de la produccion es enlatada, mientras que el 5% es
secado. El restante 45% es consumido en fresco y este segmento del mercado
estd creciendo mas rapido que el mercado procesado. En algunos paises,
incluyendo Estados Unidos, el consumo fresco alcanza mas del 75% del mercado
(USDA, 2006). En términos de consumo per capita, los europeos estan en la

punta, consumen alrededor de 3 kg de hongos por afio. En Europa, la especie A.



bisporus comprende cerca del 90% de las ventas de hongos comestibles, con
solamente 1% de las ventas producidas de manera organica (Fletcher, 2001). En
los Estados Unidos, el consumo se ha incrementado continuamente durante las
Ultimas décadas. El consumo per capita ha incrementado de 0.31 kg en 1965 a
1.82 kg por afo en 2006 (USDA, 2006). Al igual que en Europa,
aproximadamente 1% de las ventas de A. bisporus son producidas
organicamente (USDA, 2006).

4.4. Caracteristicas de Agaricus bisporus

Agaricus bisporus (J.E. Lange, 1926) Imbach (1946) var. bisporus, tiene un
sombrero de 5-6 cm de diametro, por regla general, aunque puede llegar a
sobrepasar los 10 cm en ejemplares viejos, con fondo blanquecino y presentando
fibrillas radiales pardas. Pie corto, cilindrico, blanco-crema, fistuloso, un poco
bulboso. Anillo medio-supero, ascendente, no muy amplio, membranoso, fugaz.
Laminas libres, no muy apretadas, que varian desde rosa pélido a pardo-oscuras,
con margen palido (Figura 1A). Reaccién de Schaeffer negativa (Heineman,
1977).

Basidios bispéricos. Esporas de 6-7,5 x 4,5-5 um, de ovales a elipticas,
apiculadas (Figura 1B). Queilocistidios numerosos , mazudos, cilindricos, de (13)
20-37 x (6) 8-10 pm.

sombrero laminillas (contiene

—
H/ S >/ las esporas)

Basidiosporas

micelio (hifas)

A

Figura 1. A) Caracteristicas estructurales de Agaricus bisporus. B) Esporas de
Agaricus bisporus observadas bajo microscopio electronico.

4.4.1. Ciclo biologico y aspectos genéticos



A. bisporus es un hongo homotalico secundario. La mayoria de las esporas tienen
dos nudcleos haploides, que generalmente son compatibles. Una vez que
germinan estos tipos de esporas, pueden dar lugar un micelio dicariético, capaz
de diferenciarse y generar un basidiocarpo (Labarere, 1994).

Con este tipo de hongo es dificil realizar cruzamientos controlados, ya que es
necesario, como condicion previa, disponer de micelios homocariéticos que no

son faciles de obtener (Labarere, 1994).

El hecho de formar sélo excepcionalmente esporas mononucleadas haploides,
productoras de micelios homocarioticos, confiere a este organismo una muy baja
variabilidad genética, dificultando su posible hibridacion con objeto de obtener
nuevas cepas con caracteristicas preseleccionadas. Para la obtencion de dichos
micelios homocariéticos se ha recurrido a la obtencion de protoplastos
mononucleados (Sonnemberg et al., 1988). En el Cuadro 1 se pueden observar

algunas propiedades nutritivas del champifién.

Cuadro 1. Composicion nutritiva de A. bisporus segun Crisan y Sands (1978)

Humedad inicial (%) 78,3-90,5
Proteinas (N x 4,38) (%) 23,9-34,8
Grasas (%) 1,7-8,0
Carbohidratos totales (%) 51,3-62,5
Carbohidratos libres de N (%) 44,0-53,5
Fibras (%) 8,0-10,4
Cenizas (%) 7,7-12,0
Valor energético (Kcal/100 g de materia seca) 328-368

Haddad y Hayes (1978,) mencionan que la proteina en A. bisporus varié de un
32 aun 42% en base a su peso en seco. Abou et al. (1987), encontraron 46.5%
de proteina en base a su peso seco. El contenido total de grasas en A. bisporus
fue reportado de 1.66 a 2.2/100 g en base a su peso seco (Maggioni et al., 1968).

Los hongos también contienen vitamina C en pequefas cantidades (Sapers et
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al., 1999; Mattila et al., 2001); son pobres en Vitamina A, D, y E (Anderson &
Fellers, 1942). EI mayor contenido de minerales en hongos fueron de K, P, Na,
Ca, Mgy elementos como Cu, Zn, Fe, Mo, Cd (Bano & Rajarathanum, 1982; Bano
et al., 1981; Chang, 1982). K, P, Na y Mg constituyen alrededor del 56 a 70% de
contenido total de cenizas de hongos (Li & Chang, 1982), mientras que el potasio
forma el 45% de las cenizas totales. Analisis de cenizas mostré una gran cantidad
de K, P, Cuy Fe (Anderson y Fellers, 1942). Varo et al. (1980), reportd que A.
bisporus contiene Ca (0.04 g), Mg (0.16), P (0.75 g), Fe (7.8 g), Cu (9.4 mg), Mn
(0.833 mg) y Zn (8.6 mg) por kilogramo de peso fresco.

4.4.2. Cultivo de champifion

Se pueden distinguir tres procesos basicos dentro del cultivo de champifion,
procesos que se llevan a cabo en &reas de trabajo totalmente independientes

pero que estan intimamente relacionados:
-Obtencidn y produccion de la “semilla” o indculo del champifién.

-Elaboracion de un sustrato nutritivo apropiado para el crecimiento y desarrollo

del hongo.

-Cultivo propiamente dicho, es decir, inoculacién del sustrato con la “semilla”,

desarrollo del micelio, fructificacion y cosecha (Gea & Tello, 1997).

4.4.3. Fabricacion de “semilla” de Champifén.

Por semilla se entiende un material biolégico de varias formulaciones, utilizado
para sembrar el sustrato, destinado a la produccion de champifién. La semilla
esta constituida por hifas fungicas crecidas sobre varias matrices organicas
(granos de centeno y mijo sobre todo), que proporcionan soporte nutritivo, a la
vez que permiten una difusion fraccionada del hongo en la masa del compost,
consiguiendo asi un gran numero de puntos de siembra (Ferri, 1985). La semilla
sobre grano (Sinden, 1932, 1936) se ha impuesto a la semilla sobre otros

sustratos por sus propiedades bioquimicas y por sus ventajas en la practica.
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Las semillas se obtienen a partir de micelios dicariéticos previamente
seleccionados por los fabricantes, quienes tratan de conservarlos durante

muchos afios sin que haya variacion de sus cualidades agrondémicas.

La fabricacion comercial de semilla se realiza en laboratorios especializados y
bajo condiciones asépticas. En la primera etapa, el micelio se -cultiva
generalmente en medio solido. Cuando esta en plena fase de crecimiento se
utiliza para inocular el cariopside, y a continuacion se incuba. En el momento en
que este se encuentre completamente colonizado por el micelio, constituira lo
que se conoce como “cultivo madre”. Los cultivos madres son fragmentados
después y utilizados para inocular el sustrato sobre el cual se desarrollara la

semilla que posteriormente se vende (Labarere, 1994).

Segun Elliot (1985), el método de fabricacion de semilla sobre grano de centeno,
el grano es inicialmente premojado -por coccion- en agua, lo que incrementa el
contenido en humedad entre un 10-40% en peso (Stoller, 1962). El exceso de
agua es drenado. Se aflade yeso (sulfato de calcio), 2% en peso, para prevenir
que los granos acaben pegados (Ferri, 1985). Con el grano asi tratado se rellenan
los contenedores (botellas de vidrio, de polietileno o bolsas autoclavables) y se
esterilizan en autoclave durante 1,5-2 horas a 120°C. El prolongado autoclavado
es necesario para eliminar bacterias termdfilas causantes del “agriado” del grano
(Bitner, 1972). Terminada la esterilizacién y el enfriamiento los contenedores son
sembrados con micelio procedente de los cultivos madres. Los recipientes se

almacenan en una sala de incubacion a 24-25°C.

Al cabo de 2-3 semanas, las cariopsides estan totalmente invadidos, terminada
la incubacion, el micelio debe ser conservado en camara frigorifica, a una
temperatura comprendida entre -2 y 2°C, segun las variedades comerciales

donde se pueden permanecer varias semanas.

A lo largo de todas las fases de su preparacion, el micelio que constituira la
semilla debe pasar una serie de controles de calidad. El primero consiste en

comprobar la ausencia de todo contaminante bacteriano-fungico, y eliminar los
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lotes contaminados. La calidad de micelio es igualmente comprobada y
controlada; velocidad de crecimiento, densidad de la semilla, regularidad de la

invasion, etc. (Labarere, 1994).
4.4.3.1. Nutricion del champifion

El champifion, como organismo heterotrofo saprofito, no es capaz de sintetizar
su propio alimento, por lo que es necesario suministrarle un medio en el que estén
presentes los elementos nutritivos necesarios. A este sustrato, que se produce

como alimento para el champifién, se le denomina compost.

Segun Gerrits (1988), los nutrientes que necesita el champifién se pueden dividir

en varios grupos:

e Agua. Alrededor del 92% del champifion esta formado por agua, y esta
sustancia la obtiene directamente del compost, y en menor medida, de la
capa de cobertura.

e Fuentes de carbono. Los carbohidratos sencillos, tales como azlcares y
almidon, tienen poca importancia para el champifién. Las sustancias mas
importantes son compuestos complejos que forman parte de la pared celular
de las plantas, tales como la celulosa, hemicelulosa y lignina, sustancias que
estan presentes en el compost.

e Fuentes de nitr6geno. Estas incluyen sustancias como proteinas,
aminoéacidos y acidos nucleicos, pero también acido Urico, urea y amoniaco,
que se encuentran en varios tipos de estiércoles. Una gran parte del
nitrégeno que necesitan los champifiones puede ser suministrado por el que
se encuentra en la lignina después del compostaje, en lo que se conoce como
“complejo lignina-humus rico en nitrégeno” (Gerrits et al., 1967).

e Vitaminas. Tiamina, biotina, etc. ademas de varios factores de crecimiento.

e Minerales. Fosforo, azufre, potasio, calcio, magnesio. También son
importantes ciertos minerales necesarios solo en pequefias cantidades, tales

como: zinc, manganeso y molibdeno.

13



Se puede definir el compost para el cultivo de champifion, como un complejo
ligno-celuldsico de tipo humico rico en nitrdgeno, en el que se encuentran
minerales necesarios para la nutricion y metabolismo del champifién. Al mismo
tiempo debe ser selectivo; no debe favorecer el desarrollo de otros organismos

distintos al champifién (Gea y Tello, 1997).
4.4.3.2. Elaboracion del compost: Compostaje

El compostaje es un proceso de fermentacion microbiana, en estado solido,
mediante el cual diversos subproductos vegetales lignoceluldsicos considerados
como materiales base, junto con otros aditivos nitrogenados o materiales de
enriquecimiento, son transportados en un medio de cultivo selectivo para el

crecimiento y desarrollo del champifion (Pardo, 1994).
Materiales empleados en la fabricacién de compost para cultivo de champifién.

e Materiales de base o volumen:
o Paja de cereales (trigo, centeno, cebada, maiz).
o Estiércol de caballo
e Aditivos (Sustancias de enriquecimiento):
o Fertilizante
» Urea
= Sulfato amonico
= Nitrato amonico
o Materiales de residuos organicos:
=  Gallinaza
= Harina de Soja, etc.
e Otros (neutralizadores y correctores):
o Yeso

o Carbonato de Calcio

Para la elaboracion del compost se inicia con la mezcla y humidificacion de las

materias primas en grandes montones planos, colocados al aire libre. Los
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montones son cambiados varias veces para uniformar la mezcla y homogenizar
la fermentacion y riego de la maza, invirtiéndose un total de 10-13 dias en este
proceso. Se producen varios volteos para oxigenar suficientemente el sustrato
para la fermentacién aerobia. Mediante las aplicaciones de agua se consigue
estimular la actividad microbiana, y con la adicién de activadores se asegura una

suficiente cantidad de nitrdgeno para mantener dicha actividad.

La fase 1 comienza la conversion inicial del sustrato, y es un periodo en el que la
sucesion y accion de los diferentes microorganismos prepara el terreno para las
reacciones quimicas que se producen a temperaturas mas elevadas. Cuando la
temperatura se eleva por encima de 60°C, los termdfilos comienzan a
desaparecer y el calor derivado de las reacciones quimicas causa la
caramelizacion y las otras reacciones de pardeamiento esenciales para la
formacion de un sustrato especifico para el cultivo. La fase 1 se considera
completada tan pronto como las materias primas se transforman en flexibles, y
son capaces de retener agua, olor a amoniaco penetrante con color marron
(Schisler, 1982), Gerrits (1988) describe al proceso completo usando el término

humificacion.

La fase dos tiene dos propoésitos: Pasteurizacion (Fermentacion dirigida y
controlada) (Cailleux, 1973), y acondicionamiento final del compost para
convertirlo en especifico para el champiidn (Ausencia de amoniaco y

carbohidratos facilmente disponibles) (Gea & Tello, 1997).

El sustrato procedente de la fase 1 se introduce en las camaras de
pasteurizacion. La pasteurizacion requiere una temperatura de 60°C en el aire y
en el compost, durante un minimo de 2 horas (Schisler, 1982) o 18-24 horas
(Bonet, 1986), aprovechando el calor por la masa en fermentacion.

Una vez concluida la pasteurizacion, se inicia el lamado acondicionamiento de la
masa de sustrato, introduciendo aire nuevo y enfriar el compost por debajo de os

60°C y ayudar a disipar el amoniaco residual (Schisler, 1982).
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Quimicamente, el proceso se caracteriza por la utilizacion de carbohidratos
facilmente disponibles y la incorporacion o volatilizacion del amoniaco, ya que
interesa que la concentracion permanezca en el compost de este producto no
sea toxica para el champifion (Fermor et al., 1985). El objetivo de esta maniobra,
es hacer selectivo el sustrato para el champifién, eliminando el amoniaco (Gea &
Tello, 1997).

Terminada esta etapa y comprobada la desaparicion del amoniaco libre, se puede
dar por finalizado el proceso de elaboracion de un sustrato selectivo para la
produccion de champifion. El sustrato se coloca en sacos de plastico de
aproximadamente 20 kg. de peso y 0.275 m2 de superficie. La tasa de semilla,
gue se utiliza en la siembra, es de alrededor del 1% del peso fresco de sustrato;
para un saco de 20 kg. se afiaden 250 g. de semilla (Gea & Tello, 1997).

Una vez que se han realizado las operaciones de siembra y envasado, los sacos
o bloques se trasladan a los locales, donde tiene lugar el cultivo de champifién
(Gea & Tello, 1997).

4.4.3.3. Etapas del ciclo de cultivo

4.4.3.3.1. Compactado del compost

Esta operacion se realiza con el fin de incrementar la densidad del compost hasta
valores 6ptimos, que permiten evitar la pérdida de humedad del sustrato, y
favorecer una buena colonizacion del mismo por el micelio de A. bisporus. Una
vez finalizada esta operacion, se procede a espolvorear o nebulizar el compost
con un insecticida para combatir las plagas de moscas, cubriendo a continuacion
el sustrato con laminas de plastico para evitar su desecacion durante la siguiente
fase de cultivo (Gea & Tello, 1997).

4.4.3.3.2. Incubacién del micelio

El micelio se extiende tridimensionalmente por toda la masa del compost. La

temperatura del local debe ser de 20-22°C, y la del interior del compost de 25°C.
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La humedad relativa del aire debe mantenerse proxima al 95%, y asi debe de

permanecer hasta la etapa de fructificacion (Hermans, 1988).

Al cabo de 2-3 semanas, el micelio del hongo ha colonizado totalmente el

sustrato, tomando las bolsas un color blanquecino.

4.4.3.3.3. Cobertura.

La tierra de cobertura es el material que se utiliza como recubrimiento superior
del compost, en el que se desarrollaran los cuerpos fructiferos. La necesidad de
la cobertura, cuyo mecanismo de accion no esta perfectamente comprendido,
surge de la ausencia de otro medio para conseguir la produccion de champifiones

en cantidades que hagan el cultivo rentable (Pardo, 1990).

4.4.3.3.4. Fase de prefructificacion.

Durante esta fase continta la colonizacién del compost y de la capa de cobertura
por parte del micelio de A. bisporus, manteniendo los factores climaticos con

valores idénticos a los expresados en la etapa de incubacion (Gea & Tello, 1997).

El objetivo inmediato, después de aplicada la capa de cobertura, es saturarla de
agua pero evitando que un riego excesivo produzca una infiltracién en el compost.

Se realizan los siguientes tratamientos fitosanitarios.

-Primer riego: Inmediatamente después de cubrir. Se aplica formol (1 1/100 L de

agua).
-Segundo riego: A los dos dias de cubrir. Se aplica un insecticida.
-Tercer riego: Dos dias mas tarde. Se aplica Prochloraz.

4.4.3.3.5. Induccién de la fructificacioén.

Al cabo de 7-9 dias después de la cobertura, tiene la aparicion del micelio en la

superficie de la tierra. Se detiene el crecimiento vegetativo del micelio variando
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las condiciones climaticas, de forma que la temperatura ambiente se baja a 16-

18°C y se incrementa la ventilacion (Gea & tello, 1997).

4.4.3.3.6. Fructificacion y cosecha.

Las condiciones medioambientales necesarias son: humedad relativa al 85% en
la primera florada, disminuyendo al 70-75% hacia el final del cultivo. La
temperatura ambiente debe situarse entre 15.20°C (Gea & Tello, 1997).

A los 35-40 dias, tiene lugar la recoleccion de los primeros champifiones, esta
fase tiene una duracion de 35-60 dias, durante la cual se recogen unos cinco
flujos. ElI 70% de la produccion total se recoge en las tres primeras floradas
(Vedder, 1978), o entre el 50-60% del total de la cosecha en las dos primeras

floradas, segun Martinez et al. (1994).

4.5.Mycogone perniciosa

45.1. Taxonomia

Reino Fungi

Filum Ascomycota

Clase Sordariomycetes

Orden Hypocreales

Familia Hypocreaceae

Género Mycogone

Especie Mycogone perniciosa (Magnus) Delacr. 1900
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4.5.2. Importancia

La enfermedad de la mole himeda causada por el micopatdgeno Mycogone
perniciosa (Magnus) Delacr., es considerada como una de las enfermedades mas
importantes del Champifién (Agaricus bisporus Lange (Imb)) Bora & Ozaktan
(2000), Nanagulyan & Yesayan (2002), Sharma & Kumar (2000), y Sharma &
Singh (2003).

La mole hiumeda ha sido reportada como una de las enfermedades mas serias
en casi todos los paises productores de champifiones. La enfermedad fue
descrita primero en Paris en 1888, y fue responsable de fuertes pérdidas en

camas de produccién en Francia, Inglaterra y Estados Unidos (Nielsen, 1932).

Mycogone perniciosa Magn. ha sido aislado en el 3.7% de muestras
coleccionadas de varias granjas productoras (Forer et al., 1974), mientras que
las pérdidas cualitativas y cuantitativas causadas por la mole seca y la mole
hameda en Pennsylvania (USA) fueron de 2.2 millones de délares en lo referente
a las cualidades del champifién y 19.7 millones de ddlares en cuanto a pérdidas

cuantitativas en la produccion (Nair, 1977).

4.5.3. Morfologia del patdgeno

Micelio blanco compacto, algodonoso (Figura 2A). Hifas ramificadas, entretejidas,
septadas, hialinas de 3-5 micrometros de ancho. Produce conidios Yy
clamidosporas, fialoconidios pequefios de pared delgada, conidiéforos cortos,
delgados, ramificados, hialinos midiendo 200x3-5 micrometros, tienen
ramificaciones verticiladas y subverticiladas, parecidos a Verticillium, de pared
delgada, un conidio mide 5-10 x 4-5 micrometros (Figura 2B). Las clamidosporas

son grandes, bicelulares; la célula apical es rugosa, de pared gruesa, globosa,
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colorida brillante oscura y la célula inferior es hialina, suave (Figura 2C) (Sharma
& Singh, 2003).

A B C

Figura 2. Caracteristicas morfoldégicas de M. perniciosa. A) Micelio blanco, B)
Ramificaciones verticiladas y subverticiladas y C) Clamidosporas bicelulares.

4.5.4. Sintomatologia.

Los sintomas de la enfermedad de la mole hiumeda en diferentes estados de
desarrollo han sido descritos por muchos investigadores (Smith, 1924; Fletcher y
Ganney, 1968; Bech et al.,, 1982; Geijan, 1977; Zaayen y Adriche, 1982,
Figueiredo y Mucci, 1985; Tu y Liao, 1989; Sharma y Kumar, 2000; Umar et al.,
2000).

Smith (1924), reconocié dos principales tipos de sintomas: esporéforos
infectados y masas esclerodermoides. Garcha (1978), describié los sintomas
como moho blanco en las fructificaciones del hongo finalizando en masas
podridas, con emision de olores desagradables y la exudacion de un liquido café
dorado. Por otro lado Hsu y Han (1981), reportan que los esporoforos infectados
son reconocidos por dos tipos de sintomas, uno es la forma tumorosa saliente
(Figura 3A), como resultado de la infeccion de la cabeza y el otro es una
malformacion resultante de una infeccion en un estadio mas tardio del desarrollo
del esporoforo (Figura 3B). Ambos tipos de infecciones exudan algunas gotas
liquidas sobre la superficie de esporoforos infectados. Estas gotas cambian a un
color ambar. Tu y Liao (1989), observaron que cuando las cabezas jévenes son

infectadas desarrollan formas monstruosas que a menudo no parecen hongos.
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Sharma y Kumar (2000), describen el micelio como hifas cortas, rizadas,
crecimiento blanco del patégeno sobre hongos malformados los cuales pueden
ser facilmente observados. Un corte transversal de esporéforos malformados
muestra areas circulares negras bajo la capa mas externa. Fletcher y Ganny
(1969), reportan que la infeccion en la forma de rayas negras a veces también
puede ocurrir en la base del estipite en esporoforos aparentemente sanos. Las
hifas de M. perniciosa, se enrollan alrededor de la hifa del hospedante con firmes
adhesiones eventualmente penetrando las células del hospedante (Umar et al.,
2000).

Figura 3. Sintomas de espordforos con sintomas de mole hiumeda. A) masas
deformes y B) esporéforos parcialmente deformados

4.5.5. Dispersion

La dispersion de M. perniciosa ocurre principalmente a través de la capa de
cobertura, pero la introduccion del patdgeno puede suceder por otros medios. La
infeccion puede ser llevada por el aire, agua o acarreado mecanicamente por

moscas Yy acaros (Garcha, 1978).

Hsu y Han (1981), reportan que el salpique de agua como un factor importante
para la dispersion de la mole humeda en las camas. Bech et al. (1982), reportan
que la dispersion ocurre durante el riego y especialmente en la cosecha a través
del contacto. También observaron que los contenedores contaminados pueden

ser una fuente de dispersiébn mayor que otros factores.
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Contrario a otros reportes se sugiere que las esporas de M. perniciosa pueden
también dipersarse por las corrientes de aire (Tu & Liao, 1989). Kumar y Sharma
(1998), mencionan que el porcentaje de transmisién in vitro, por las moscas del
champifién (Megaselia alterata y Lycoriella auripila) fue del 100 % en medio MEA
y del 4-12 % en compost.

La dispersion de las hifas de M. perniciosa es superficial, focal, y limitada a unos
pocos milimetros bajo la superficie de los cuerpos fructiferos. Las caracteristicas
de la patologia de la infeccion de M. perniciosa no estan relacionados a la
presencia de lesiones. En todas las lesiones, se pueden encontrar regularmente
muchas células hospedantes atipicas. Los cambios citopaticos producen un
polimorfismo el cual es caracterizado por la condensacion ribosomal, ruptura y
desaparicion del reticulo endoplasmico. Se pueden observar las hifas finales del
micopatogeno alrededor de las hifas del hospedante con adhesiones firmes y
crecimiento intrahifal. El crecimiento intrahifal es parecido al causado por el

patégeno Verticillium fungicola var. fungicola (Umaar & Griensven, 1997).

4.5.6. Rango de hospederos

M. perniciosa no es un patégeno especifico de A. bisporus, pero parece ser su
principal hospedante alrededor del mundo. Ha sido reportado atacando un gran
namero de hongos frescos silvestres (Sharma, 1995). Figueiredo y Mucci (1985),
revelan que Mycogone perniciosa es capaz de infectar otras especies de hongos
como A. campestris. Las especies de Pleurotus, P. eryngii y P. nebrodensis se
han reportado cepas susceptibles (Sisto et al., 1997). Todas las cepas de A.
bisporus y A. bitorquis fueron encontrados susceptibles a infecciones de M.

perniciosa bajo condiciones in vivo (Sharma & Kumar, 2000).

4.5.7. Manejo

Debido a los serios dafios al cultivo que el patégeno provoca, se han realizado

varios intentos para controlarlo a través de diferentes estrategias (Zaayen, 1982).
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Lambert (1930), sefialo las temperaturas cardinales para el crecimiento en agar
Thaxter: 8°C (min.), 24°C (6ptima) y 32°C (maxima). También reporta que en
medio Agar M. perniciosa murié por exposicion a temperaturas de 42°C o
mayores por 6 h o mas, de acuerdo a Zaayen y Rutjens (1981), el punto de muerte
de M. perniciosa es de 48°C. Bech y Kovac (1981), reportan que la suspension
acuosa de esporas de M. perniciosa puede resistir a 46°C y 36°C por 10 minutos
y 1 hora respectivamente. Hsu y Han (1981), reportan que la temperatura 6ptima
para el crecimiento del micelio, esporulacion y germinacion de conidios fue de
25°C. También mencionan un pH de 6.0 para una 6ptima germinacion conidial.
De acuerdo a Liao (1981), las clamidosporas no germinaron en varios medios in
vitro, aun después del tratamiento con calor o con la aplicaciéon de quimicos y
solvente. La germinacion ocurrié en PDA expuesto al gas producido por el micelio
del hongo en compost de 26 h a 24°C. En otro estudio para revelar la habilidad
de germinacion de esporas de M. perniciosa, Bech y Kovas (1981) encontraron

gue las aleurosporas eran incapaces de germinar en agua.

Estudios fisiologicos del patégeno, conducido por Sharma y Kumar (2000),
revelaron que el extracto de compost soporté el maximo crecimiento del hongo
en medio sélido como en liquido. Ellos también reportan un pH 6ptimo de 5.0 en

medio agar papa dextrosa extracto de malta.

Wuest y Moore (1972), sugieren que el vapor de aire a 54.4°C por 15 minutos

puede eliminar M. perniciosa de la capa de cobertura.

Gandy (1972), encontrd que la aspersion de una suspensién acuosa de benomyl
a 0.5-4 g/m2, inmediatamente después de la cobertura, protege al hongo contra

M. perniciosa.

Fletcher (1972), sefiala que el control de la mole humeda fue obtenido por
benomyl o tiofanato metilico a 10 g, mientras que tiabendazol fue ligeramente
menos efectivo. Fletcher et al. (1975), encontraron relacion entre el rendimiento,
incidencia de la enfermedad y la aplicacion de benomyl a diferentes

concentraciones aplicado a la cobertura, benomyl controlé la enfermedad en
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todas las pruebas, donde metil-tiofanato dio buenos resultados y tiabendazol fue

menos efectivo.

Munns (1975), sugiere el uso de macetas plasticas para cubrir hongos con
sintomas de moles durante la temporada de corte para prevenir la dispersion de

la enfermedad.

Kim (1975), reportd que M. perniciosa fue sensible a benomyl donde varios
hongos comestibles fueron tolerantes. Gajn (1977), sugirio el control de la mole
humeda por aspersion al cultivo con carbendazim, benomyl o tiofanato metilico a
100, 150, y 200 g@/100m? respectivamente, en 100-150 mL de agua

inmediatamente después de la cobertura.

Kim et al. (1978), revelan que obtuvieron buen control de la enfermedad con
basamid (Dazomet) y Vapam (metam-sodio) aplicado a 100 ppm, 15 dias antes
de su uso. Garcha (1978), sugiere que 2 a 3 aspersiones de Dithane z-78 pueden
controlar efectivamente esta enfermedad. El uso de agua clorada conteniendo
100 ppm de cloro disponible puede ser también util en el combate de la mole

hiumeda.

Stoller (1981), propone un método de preparacion y uso de sulfato hidrometano
de sodio de formaldehido y bisulfito de sodio que forma un compuesto sin olor y

barato dando casi control completo del organismo causante de la mole himeda.

Zayen y Adrichem (1982), reportan que el polvo humectable de prochloraz
manganeso control6 la enfermedad sin ser toxico hacia A. bisporus,

recomendando dosis de 1.5 g de i.a./m?, 4 dias después de la cobertura.

Zaayen (1983), reporté que procloraz a 3g/m?, asperjado una vez a los 9 dias
después de colocar la capa de cobertura dio un excelente control, y Rusell (1984),
también encontré resultados similares. Eicker (1987), recomend6 el uso de
Prochloraz manganeso en Sudafrica; en 1984, probo el fungicida Tecto (450 g de

i.a. de Tiabendazol), el cual también controlé satisfactoriamente la mole himeda.
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La formalina ha sido también reportada como inhibidora de la supervivencia de la
mole himeda. La inhibicion del patégeno in vitro fue desde el 62.5 al 100 por
ciento cuando la inoculacion de los discos fueron regados con 0.5-2 por ciento de
solucion de formalina por 5 segundos, la exposicion de cepas a vapor con 1-4 por
ciento de formalina durante 6-24 horas inhibieron el crecimiento del hongo un 100

por ciento (Sharma, 1999).

Se ha reportado que si la cobertura esta contaminada, el control puede
alcanzarse tratando con formalina al 1%. Alternadamente, una aspersién de
formalina al 0.8% en la superficie de la cobertura, inmediatamente después de
colocar la capa de cobertura, puede ser efectivo, esta concentraciéon no puede

ser usada en posteriores estados de desarrollo del cultivo (Fletcher et al., 1986).

Tu y Liao (1989), revelan que el uso de compost limpio, suelo de cobertura
esterilizado o pasteurizado, un buen calentamiento y fumigacion del invernadero,
asi como el uso de benomyl y tiabendazol son efectivos para el control de la mole

hiumeda.

Bhatt y Singh (2002), reportaron que M. perniciosa fue completamente ihnhibido
por Bavistin (25 pg/ml), Captan (30 pg/ml), Ridomil MZ (300 ug/ml) vy
Bavistin+Formalina (12+12 pg/pl/ml). Las concentraciones mas bajas de estos
fungicidas también afectaron el crecimiento del patdégeno significativamente. Sin
embargo, Bavistin (20 pg/ml), Sporgon (15 pg/ml), Ridomil MZ (25 pg/ml),
Bavistin+Formalina (10+10 pg/ul/ml) inhibieron el crecimiento del patégeno mas

del 90 por ciento después de 7 dias de la inoculacion.

Experimentos in vitro mostraron que prochloraz-Mn (ED50=0.006-0.064 ug/ml) y
carbendazim (ED 50=0.031-0.097 ug/ml) fueron los fungicidas mas efectivos para
inhibir el crecimiento micelial, mientras que iprodiona (ED50=1.90-3.80ug/ml) fue

el menos efectivo (Francisco et al., 2010).

Zhang (1990), sugirié tres métodos de prevencion de la mole humeda el cual

incluye esterilizacion por vapor de las camas de produccion, fumigacion con
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formaldehido y aplicacion de fungicidas. Otros métodos, como muestreo y
seleccién de razas resistentes a enfermedades y control bioldégico deben ser

explotados.

4.5.8. Manejo bioldgico

La literatura menciona que el crecimiento micelial y la formacion de esporoforos
de A. bisporus puede ser estimulado por diversos tipos de bacteria, estos pueden

ser inhibidores de hongos patégenos de A. bisporus (Eger, 1963).

Gandy (1979), menciona que Acremonium strictum produce un compuesto
antibiotico estable (posiblemente una cefalosporina), el cual inhibe a M.
perniciosa, pero su uso en las camas de produccion es dificil debido a que los

dos hongos son patogénicos al champifidn.

Jhune et al. (1990), mientras buscaban el uso de control biolégico sobre la
enfermedad, seleccionaron 12 bacterias y 71 actinomycetos aislado del compost
del champifién y suelo de cobertura. Finalmente después de realizar las pruebas
respectivas de tolerancia y no tolerancia contra el patdégeno, se escogieron 3

cepas como organismos promisorios para su uso en control bioldgico.

Grewal y Grewal (1988), reportan que los extractos de hojas de Azadirachta
indica, Chrisantemum indicum, Tagetes erecta mostraron propiedades fungicidas

contra varios patégenos del champifion.

Se ha reportado que microorganismos presentes en la capa de cobertura
muestran potencial antagonista contra hongos patogenos de A. bisporus (Trogoff
y Ricard, 1976). Las bacterias aisladas presentes en el suelo de cobertura inhiben
a los hongos patdgenos mediante competencia de iones férricos en vez de la
competencia espacial, esta utilidad de la flora bacteriana en el control de
patogenos que afecta el rendimiento de Agaricus bisporus fue reportada por
Kleopper (1992). El género Pseudomonas constituye una parte importante de las

poblaciones de microflora de la capa de cobertura y muchos de ellos producen
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sideroforos los cuales mejoran el desarrollo de A. bisporus y también reduce la

presencia de hongos parasitos (Byer & Sikora, 1990).

Fermor et al. (1991), aislaron 100 Pseudomonas fluorescentes con potencial
antagonista en la produccion de hongos, las cuales se probaron in vivo contra la
mancha bacteriana de A. bisporus y reportaron un 50 por ciento en la reduccién
de la enfermedad. Los sideréforos producidos por Pseudomonas contribuyeron
en diferentes grados en la inhibicion de P. tolaasii causante de la mancha
bacteriana de A. bisporus. Los aislados de P. fluorescens-M. 15y P. putida fueron

efectivas contra Cladobotryum dendroides (Henry et al., 1991).

Singh et al. (2000), aislaron 50 Pseudomonas fluorescentes y se evaluaron contra
8 hongos parasitos Sepedonium chrysosporium, Fusarium moniliforme,
Trichoderma harzianum, Neurospora crassa, Verticillium fungicola, Diehliomyces
microsporus, Mycogone perniciosa y Cladobotryum dendroides. Ellos
encontraron que los sideroforos que produjeron las cepas aisladas tuvieron un
papel importante en la formacion de primordios, desarrollo de espord6foros y
funcionaron para el control biol6gico de hongos patégenos que afectan a A.
bisporus. También observé que V. fungicola var. fungicola causante de la
enfermedad La mole seca fue reducida por los aislados bacterianos (Clc, Cllb, y
CVa) y sugiere que la micro flora existente en la cobertura puede ser usada para
el manejo de diferentes enfermedades fungosas de A. bisporus.

Ahlawat y Rai (2000), documentaron que las bacterias inoculadas usadas in vitro
estimularon el crecimiento del micelio y se observé producciéon precoz del
champifidon, mostrando también una reduccion en la incidencia de la enfermedad

de la falsa trufa.

Bora y Ozaktan (2000), evaluaron algunas Pseudomonas fluorescentes
antagonistas para el control bioldégico de los patdégenos Papulaspora byssina,
Cladobotryum dendroides, Pseudomonas tolaasii y Mycogone perniciosa. Ellos

encontraron 2 cepas (Pseudomonas fluorescens M. 15 y P. putida 109) con
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potencial antagonista, las cuales pudieron controlar Papulaspora byssina del

86.6% al 92.5%, respectivamente.

Varias aislados bacterianos aislados probados bajo condiciones in vitro contra V.
fungicola inhibieron el crecimiento del patégeno del 40-60 por ciento en
tratamientos al suelo de cobertura infestado con V. fungicola, los aislados
bacterianos BIV y Bll bajo condiciones controladas suprimieron el crecimiento de
V. fungicola y aumentaron el rendimiento del Champifion (Bhatt & Singh, 2000).
Mishra y Singh (2003), mientras estudiaban el efecto de diferentes aislados de
cobertura contra V. fungicola, observaron que la mayoria de los aislados
suprimieron el crecimiento del patégeno e incrementaron el rendimiento de A.
bisporus. Las Pseudomonas fluorescentes y actinomicetes fueron antagonistas

hacia M. perniciosa, potenciando el rendimiento de A. bisporus.

Glamoclija et al. (2005), mencionan el uso de aceite esencial de H. officinalis para
el control de M. perniciosa debido a su fuerte actividad antifingica. Glamoclija et
al. (2009), en su estudio demuestran que el uso de aceite esencial de Critmun
maritinum presentaron mayor actividad antifungica contra M. perniciosa que el
fungicida commercial prochloraz-Mn las cuales pueden ser utilizadas para fines

practicos.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. UBICACION

El experimento in vitro se llevd a cabo en el laboratorio de Bacteriologia
perteneciente al Departamento de Parasitologia Agricola en la Universidad
Autonoma Chapingo, que se localiza en el km. 38.5 de la carretera México-

Texcoco, en las coordenadas geograficas 19°29'23"N 98°53'37"0.

5.2.FASE DE LABORATORIO

Muestreos
Se realizaron dos colectas de 50 carpéforos de champifiones en la empresa

“Hongos Rioxal”’, ubicada en: Carretera Federal Jalapa-Perote Km. 118, Las
Vigas De Ramirez, Ver. en las coordenadas geograficas: 19°63’45” Ny 98.12°65”
O; la colecta se realizé mediante la toma de muestras completamente al azar el
12 de abril del 2016 y el 12 de agosto del 2016, el material colectado con sintomas
de la mole se depositaron en bolsas de plastico transparente, se etiquetaron y

posteriormente se trasladaron al laboratorio.

5.2.1. Aislamiento e identificacion del agente causal de la mole.

En el laboratorio, los carpoforos del champifidén se lavaron con agua corriente, se
cortaron en pedazos de aproximadamente 1 cm?, posteriormente bajo
condiciones asépticas se desinfestaron con hipoclorito de sodio al 2% durante 1
minuto, después se enjuagaron 3 veces con agua destilada estéril y se colocaron
en cajas petri con medio agar papa dextrosa (PDA). Transcurridos 3 dias, el
micelio que se desarrollo sobre las muestras fue colocado en medio Agua-Agar,

en el cual se obtuvieron puntas de hifas que fueron transferidas a medio PDA.

A los hongos aislados de los carpoforos de A. bisporus cultivados en medio PDA,
se les determinaron sus caracteristicas morfologicas y culturales bajo
condiciones de laboratorio para ser comparadas con los criterios taxondmicos

descritos por Brady y Gibson (1976).
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Posteriormente, se hicieron suspensiones acuosas del hongo aislado en agua
estéril y se realizaron diluciones las cuales se colocaron en cajas Petri hasta

obtener cultivos monoesporicos.

5.2.2. Prueba de patogenicidad.

Con los cultivos monoespoéricos obtenidos se realizaron pruebas de

patogenicidad para reproducir sintomas y corroborar los postulados de Koch.
5.2.2.1. Preparacién del in6culo

Se utilizé una suspension acuosa (mas Tween 80 al 0.1%) de conidios del hongo
aislado de champifiones enfermos a una concentraciéon de 2x10%/mL obtenida
con ayuda de la cAmara neubauer, con la cual se realizé un conteo de conidios y

aleuriosporas.
5.2.2.2. Inoculacion

Se realizaron pruebas de patogenicidad en contenedores de plastico con
capacidad de 5 kg de compost. Las cajas se desinfestaron con hipoclorito de

sodio al 2% y se lavaron tres veces con agua destilada estéril.

Al momento del llenado de los recipientes donde se sembraria el micelio, se le
aplicé la suspension acuosa del hongo aislado de los sintomas de mole. Se

establecieron dos tratamientos (Cuadro 2):

M1 (Hongo aislado de los sintomas de mole) y
T1 (Tratamiento testigo),

Cada tratamiento tuvo 3 repeticiones.
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Cuadro 2. Prueba de patogenicidad del hongo aislado del champifibn con
sintomas de mole, en Chapingo, Edo. de México, 2016.

Tratamiento Cepa de

Hongo
1 M1
2 T1

5.2.2.3. Manejo del cultivo

El compost empleado para las pruebas de patogenicidad fue preparado con paja
de trigo (65%), pollinaza (25%), bagazo de cafa de azucar (9%) y urea (1%),

como fuentes principales de carbono y nitrégeno.

Después de la inoculacion, las cajas se mantuvieron en una habitacion aislada a
una temperatura de 21 + 1°C con una humedad relativa de mas del 85%. También
se mantuvo una caja sin inocular en condiciones similares para servir de control

y se mantuvo separada para evitar la contaminacién cruzada.

Los tratamientos fueron incubados en un &rea oscura, manteniendo una
temperatura ambiental de 26+2 °C. Dos dias después, se hicieron pequefias

perforaciones a la cubierta plastica para favorecer el intercambio gaseoso.

Una vez que el champifidn colonizd el compost, la cubierta plastica fue retirada y
a cada muestra se le aplicé sustrato de cobertura (turba y tepojal) formando una
capa uniforme sobre la superficie de aproximadamente 4 cm de espesor. Las
muestras se mantuvieron en incubacion hasta que los micelios crecieron sobre la
tierra de cobertura, y entonces se procedido a inducir la formacion de los
primordios con la disminucion gradual de la temperatura ambiental hasta alcanzar
20°C. Posteriormente, se mantuvieron las condiciones ambientales adecuadas

para culminar el ciclo de cultivo.
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5.2.2.4. Disefio experimental

La patogenicidad del hongo aislado fue determinada mediante la evaluacion de
la incidencia y severidad, se utilizé6 un disefio experimental completamente al
azar, cada unidad experimental contdé con 3 repeticiones. Se realizé un Analisis
de Varianza (ANOVA) y una prueba de comparaciones multiples de medias de
Tukey (P = 0.05). Los datos se analizaron con el Programa SAS v.9.0 para
Windows.

5.2.2.5. Reaislamiento del agente causal

Durante la prueba de patogenicidad se fue monitoreando el desarrollo de los
sintomas. Se realizaron re-aislamientos del microorganismo de carpoforos
enfermos y los cultivos resultantes se compararon con los cultivos obtenidos en

la muestra original.

5.2.3. Evaluacién in vitro de bacterias antagdnicas sobre el agente causal
de la mole del champifion.

5.2.3.1. Cepas antagoénicas

Las bacterias antagonicas utilizadas fueron proporcionadas por el Laboratorio de
Fitobacterias del Dpto. de Parasitologia Agricola de la Universidad Autbnoma
Chapingo; se seleccionaron 15 bacterias de diversos géneros, con los cuales se

realizé la evaluacion in vitro y se observé su efecto contra el hongo aislado.

La evaluacion se realiz6 mediante pruebas de enfrentamiento, utilizando la
técnica de cultivo dual en cajas petri de 10 cm de diametro. Cada cepa bacteriana
se sembrd en cajas con medio B de King (BK) en una linea horizontal en el centro
de la misma. Luego, se incubaron por 48 horas a 28°C, para después colocar en
cada extremo proximo a las paredes de la caja petri un disco de agar de 5 mm
de didmetro con micelio del patégeno aislado; también se establecieron en cajas
separadas con medio BK discos de agar de 5 mm de diametro con micelio del

patdgeno, los cuales correspondieron a los controles. Cada 24 horas se midio el
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crecimiento radial del micelio del patégeno en cada una de las cajas inoculadas
con la cepa bacteriana, y se comparo con el crecimiento del hongo con las cajas

control.

Por el nimero de bacterias a evaluar se establecieron dieciséis tratamientos,
cada tratamiento tuvo 3 repeticiones. Diariamente y en todos los tratamientos se

midio el crecimiento del hongo con un vernier (Cuadro 3).

El antagonismo de las bacterias utilizadas se comprob6 estudiando las variables:
Radio de Crecimiento Patogeno (RCP) y Porcentaje de Inhibicion del Crecimiento
Radial (PICR).

Se evalué el porcentaje de inhibicidon de crecimiento radial (PICR), empleando la
férmula de Ezziyyani et al. (2004), PICR = (R1 - R2)/R1 x 100, donde R1 es el
radio del patégeno testigo y R2 es el radio del patégeno en enfrentamiento.

Cuadro 3. Tratamientos in vitro para determinar la capacidad antagonica de
bacterias, contra el agente causal de la mole del champifion en el Dpto. de
Parasitologia Agricola.

Trat. Rizobacteria Trat. Rizobacteria
1 N 9 3

2 G 10 Col 3

3 J 11 BA2

4 F 12 BAl

5 Col Bl 13 Col BII (n)
6 CMV 14 Chapingo

7 H 15 L

8 I 16 Testigo
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5.3.FASE DE CAMPO

5.3.1. Establecimiento del experimento en invernadero para el control
bioldgico de agente causal de la mole del champifion.

Para esta fase se realizaron dos experimentos uno en el area de la empresa

Hongos Rioxal y el segundo en la Universidad Autbnoma Chapingo

El primer experimento de la fase de campo se establecio en la empresa “Hongos
Rioxal”, ubicada en la direccion: Carretera Federal Jalapa-Perote Km. 118, Las
Vigas De Ramirez, Ver. En las coordenadas geograficas: 19°63’45” Ny 98.12°65”
0.

El segundo experimento se establecid en instalaciones del campo experimental
perteneciente al departamento de Fitotecnia, en la Universidad Autonoma

Chapingo, que se localiza en el km. 38.5 de la carretera México-Texcoco.
5.3.1.1. Preparacion del in6culo

El agente causal fue cultivado en medio PDA durante siete dias a temperatura
ambiente (+ 28°), posteriormente se elaboré una suspension de conidios a una
concentracion de 2x108 conidios/mL, la suspensién fue elaborada utilizando agua
destilada y Tween 80 al 0.1%.

5.3.1.2. Preparacién del inoculo de las bacterias antagdnicas

Las cepas bacterianas anteriormente seleccionadas se incubaron en medio Bk
por 24 horas, con ellas se realizé la siembra en 1 L de medio liquido B de King y

fueron incubadas en agitacion a 28°C por 96 horas.

La concentracién aproximada del inéculo bacteriano fue de 1x108 UFC/mL. Estas
suspensiones fueron utilizadas como suspensiones madre, de donde se tomaron

las alicuotas para aplicar al champifion.
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Durante este periodo también se establecieron tratamientos control, el primero
fue tratado con el producto comercial Sportak (procloraz), el segundo testigo fue

tratado con agua.
5.3.1.3. Preparacion del cultivo

El compost empleado fue preparado con paja de trigo (65%), pollinaza (25%),
bagazo de cafia de azlcar (9%) y urea (1%), como fuentes principales de carbono
y nitrdgeno, siguiendo las caracteristicas de la siembra del champifién en la
empresa Rioxal. Para cada tratamiento se pesaron 20 kg del sustrato, el cual se

colocé dentro de bolsas de plastico transparentes.

Durante la siembra del champifién, en cada bolsa de cultivo en el sustrato se
inoculé la suspension de bacterias correspondiente a cada tratamiento (Cuadro
4). La siembra consistié en agregar 250 g de semilla de champifién y mezclar de
manera homogénea el compost. Al finalizar la inoculacion las bolsas se cerraron
con la finalidad de evitar contacto directo con posibles contaminantes presentes

en el ambiente.

Los tratamientos fueron incubados en un area oscura, manteniendo una
temperatura ambiental de 26+2 °C. Dos dias después, se hicieron pequefias
perforaciones a la cubierta plastica para favorecer el intercambio gaseoso.

Cuadro 4. Tratamientos establecidos en el cultivo de champifién para evaluar el
control biologico de la mole, en Carretera Federal Jalapa-Perote Km. 118, Las
Vigas De Ramirez, Ver., en 2017 .

Dosis: mL de suspension bacteriana/ 20 kg

Trat | Bacteria antagénica | de sustrato

1 Bacteria 1 60 mL de suspension bacteriana
2 Bacteria 2 60 mL de suspension bacteriana
3 Bacteria 3 60 mL de suspension bacteriana
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4 Mezcla 1 (B1+B2)

30 mL de suspension bacteriana de la Cepa B1
+ 30 mL de suspension bacteriana de la cepa
B2.

5 Mezcla 2 (B1+B3)

30 mL de suspension bacteriana de la cepa B1
+ 30 mL de suspension bacteriana de la cepa
B3.

6 Mezcla 3 (B2+B3)

30 mL de suspension bacteriana de la cepa B2
+ 30 mL de suspension bacteriana de la cepa
B3.

20 mL de suspension bacteriana de la cepa B1
+ 20 mL de suspension bacteriana de la cepa

B2 + 30 mL de suspensién bacteriana de la

7 Mezcla 4 (B1+B2+B3) | cepa B3.
8 Testigo comercial 1g/L
9 Testigo sano 1 L/bolsa

10 | Testigo enfermo

50 mL de una suspension del hongo causante

de la mole himeda.

Transcurridos siete dias después de la aplicacién de las cepas antagodnicas en el

champifién, se asperjaron 50 mL de una suspension del hongo micopatégeno a

una concentracion de 108 conidios/mL.

Una vez que el champifion colonizo el compost, la cubierta plastica fue retirada y

a cada muestra se le aplicé sustrato de cobertura (turba y tepojal), formando una

capa uniforme de aproximadamente 4 cm de espesor sobre la superficie, este

material también fue proporcionado por la compafia Rioxal, S.A. de C.V. En el
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Cuadro 5 se presentan las actividades realizadas en los primeros 6 dias,

posteriores a la aplicacion del sustrato de cobertura. Las muestras se

mantuvieron en el area de incubacion hasta que los micelios crecieron sobre la

tierra de cobertura, entonces se procedid a inducir la formacién de los primordios

con la disminucion gradual de la temperatura ambiental hasta alcanzar 20 °C,

posteriormente, se modificaron las condiciones ambientales adecuadas para

culminar el ciclo del cultivo.

Cuadro 5. Calendario de aplicacion de los tratamientos, posterior a la aplicacion

del sustrato de cobertura.

Dia

Testigo comercial

Tratamiento con bacterias

antagonicas

Riego con Formol.

Riego con agua de riego.

Riego con fungicida Promyl.

Riego con agua de riego.

Riego con Procloraz.

Riego con agua de riego.

Aplicacion de bacterias antagonicas.

Riego con agua de riego

Aplicacion de bacterias antagonicas.

Riego con agua de riego.

Aplicacion de bacterias antagonicas.

Riego con agua de riego.

5.3.1.4.

Disefio experimental

Se utilizd un disefio experimental completamente al azar, cada unidad

experimental cont6 con 3 repeticiones (Figura 4).

T32 T93 T23 T61 T53 T83 | T101 | T42 T13 T72
T63 T11 | T102 | T71 T31 T92 T22 T51 T81 T41
T23 T52 T33 T82 T43 T12 T73 T62 | T103 | T91
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Figura 4. Distribucion de los tratamientos para el control bioldgico de la mole del
champifion.

5.3.2. Variables evaluadas

Para el presente estudio se tom6 en cuenta el total de champifiones sanos

obtenidos dentro del experimento.
5.3.2.1. Incidencia de la enfermedad.

Se consideré el nimero de champifiones con la enfermedad dentro de la unidad

experimental y se comparé con el nimero total de champifiones.
5.3.2.2. Severidad de la enfermedad.

Se estimd de manera visual durante el ciclo del cultivo mediante una escala de
dafo (Modificado de Berendsen et al., 2012):

Cuerpo fructifero sano.
Sombrero manchado.

Cuerpos fructiferos parcialmente deformados.

0N PE

Cuerpos fructiferos completamente deformados.

Se determin6 el porcentaje de champifiones dentro de cada categoria por

tratamiento (Berendsen et al., 2012).

Estos valores se transformaron en porcentajes de infeccién con la Férmula de

Townsend y Heuberger (1943).

%1=% axb 100
NK

Doénde:

a. Cantidad de observaciones con una misma categoria.

b. Valor de la escala.
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N. Total de observaciones a evaluar.

K. Valor maximo de la escala.
5.3.2.3. Eficacia de los tratamientos

Con las medias de severidad de todo el ciclo se obtuvo el porcentaje de eficacia

de cada tratamiento con la formula de Abbott (1925).
%E= [IT-It/IT]*100

Donde:

%E= porcentaje de efectividad

IT= infeccidn en el testigo

It= infeccion en el tratamiento

Produccion. Los carpéforos cosechados fueron pesados para determinar la
eficiencia biolégica (EB= peso fresco de los hongos cosechados/peso seco del
sustrato empleado, expresado en porcentaje) y tasa de produccién (TP= EB/dias
de cultivo) de cada tratamiento.

Calidad de la produccion. Se tomaron datos de la forma del carpo6foro, diametro

del sombrero y longitud del pie, el cual se realizé con ayuda de un vernier.

5.4. Anélisis estadistico

El experimento in vitro se analizé con un modelo lineal completamente al azar.

En el experimento de campo, los datos obtenidos de cada tratamiento de las
variables de incidencia y severidad se analizaron con un disefio completamente
al azar. El mejor tratamiento, en las variables de incidencia y severidad, se
determind a partir de las medias obtenidas en el ciclo, se incluyeron las medias

de los tratamientos control como punto de referencia.
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Para la evaluaciéon de la calidad se conjuntaron los datos de cada tratamiento
obtenidos en los cortes. Se evaluaron los factores de manera individual, asi como
sus interacciones para conocer el efecto sobre la tasa de produccién. Ademas se
realizé6 un andlisis de correlacion de datos para determinar si existié relacion
positiva entre longitud y ancho del champifién. Los indices de productividad
obtenidos fueron analizados estadisticamente mediante un disefio
completamente al azar para cada uno de los tratamientos probados y sometidos
a una andlisis de varianza (ANOVA), para posteriormente aplicar la prueba de
comparacion de medias de rangos multiples de Tukey con un nivel de

significancia de p = 0.05, con el programa SAS para Windows.
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6. RESULTADOS

6.1.Frecuencia de aislamiento de hongos causantes de la mole hiumeda.

Durante la toma de muestras realizadas el 12 de abril, y 12 de agosto del 2016
en “Hongos Rioxal, S.A de C.V.”, Perote, Veracruz, se nos permitio tener acceso
a naves cultivadas con champifién, para mostrarnos uno de sus principales
problemas al cual ellos designan como mole, el problema se encontraba en 18
naves cultivadas con champifién, sin embargo, 12 camas presentaban mayor
incidencia de la enfermedad, estas camas presentaban un 40% en la reduccién
del numero de champifiones comercializables, asi como reduccién en la calidad
del producto (exentos de dafios causados por enfermedades). Se encontraron
champifiones con formas irregulares, humedas, con micelio blanco sobre los
esporoforos; algunas muestras colectadas presentaban parte del esporéforo
deforme, sintoma caracteristico de las moles (Fig. 5), provocado por el
parasitismo del patégeno sobre el champifién. El porcentaje de incidencia en el

primer muestreo fue del 30%, mientras que en el segundo muestreo fue del 45%.

A B

Figura 5. A)Vista general de una cama cultivada con champifiones mostrando
hogos deformes y de menor tamafio y B) Acercamiento de champifiones
enfermos donde se puede apreciar su deformacién y crecimiento micelial blanco
del posible agente causal en Las Vigas de Ramirez, Veracruz, 2017.
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En los dos muestreos de malformaciones de esporoéforos, consistentes en falta
de desarrollo de sombrero, laminas, anillo y pie, con desarrollo superficial de
micelio blanco, corto, y rizado, correspondiente al sintoma al que los productores
refieren como moles, del total de 50 champifiones enfermos colectados y
analizados siempre se aislo Unicamente un hongo (cuadro 6), lo que represento

una frecuencia de aislamiento del 100%.

Cuadro 6. Frecuencia de aislamiento de M. perniciosa asociada a las moles en
diferentes muestreos en Las Vigas de Ramirez, Veracruz, 2016

Hongo  Frecuencia (%)

Muestreo 12-04-16 Muestreo 12-08-16

1x 100 100

6.2. Aislamiento e identificacién del agente causal de la mole.

De los 50 champifiones enfermos con la mole, solamente se aisl6 un solo tipo de
hongo. Caracteres morfoldgicos y culturales fueron estudiados en laboratorio y
en el hospedero; de acuerdo con los criterios taxondmicos descritos por Brady y

Gibson (1978), el agente causal se identific6 como Mycogone perniciosa.

6.2.1. Morfologia del hongo en el hospedante

El micelio fue de color blanco en las primeras horas de desarrollo y después de
48 horas va adquiriendo una coloracion café clara (Figura 6A), mullido,
conidioforos rectos, hialinos, septados y con ramificacion verticilada (Figura 6B)

conidios y aleuriosporas bicelulares (Figura 6C).

Cuando los champifiones enfermos se mantenian en condiciones de 85% de
humedad ambiental, sobre ellos se desarrollaba un micelio blanco con
conidiéforos, conidios y aleuriosporas iguales a las descritas previamente sobre

el hongo desarrollado en el medio de cultivo.
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C

Figura 6. A). Colonia del hongo en medio PDA, aislado a partir de champifiones
con sintomas de mole, el micelio de color blanco, tornandose café conforme
avanza el desarrollo del patdgeno, B: Microfotografia (40X) de Conidioforos
verticilados, y C: Microfotografia (40X) de aleuriosporas.

6.2.2. Prueba de Patogenicidad.

Cuando el sustrato se tratd con el hongo aislado de los champifiones con
sintomas de mole todos los cuerpos fructiferos que emergieron mostraron los

mismos sintomas que aquellos observados en hongos infectados naturalmente.
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Los sintomas comenzaron a aparecer a los 7 dias después de la inoculacion la

capa de cobertura, como manchas blancas vellosas de micelio.

Figura 7. A) Manchas vellosas de micelio. B) Champifiones deformes. C)
Acercamiento de un champifién afectado por mole deformados, D) Champifiones
sanos.

Los hongos atacados antes de la diferenciacibn aparecieron como masas
deformes. La infeccion en estados maduros del hongo mostré un brotado inicial,
pero una gran porcion del tejido fue colonizado cuando los champifiones fueron
infectados después de la diferenciacion del pie, sombrero y laminilla (Figura 7).
Cuando los hongos infectados fueron incubados de 18-20°C a una alta humedad
relativa del 95 por ciento, un niamero enorme de esporas aparecio en el micelio
del patogeno. Los champifiones mas grandes cuando fueron infectados también
mostraron estipites inflados o botones deformados con decoloracion de tejidos y

también crecimiento difuso. La superficie del hongo se torné humeda. Los re-
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aislamientos de las masas infectadas mostraron cultivos con crecimiento tipico

del hongo y se corroboraron los postulados de Koch.

A los 30 dias después de iniciar el ciclo de cultivo, al determinar la incidencia de
la enfermedad se encontré un 100% de incidencia en las bolsas inoculadas con

el patégeno.

El porcentaje de severidad de la enfermedad fue del 100% a los 7 dias desde

que los champifiones presentaron tamafo de guisante.

6.3.Evaluacion in vitro de bacterias antagonicas sobre M. perniciosa.

De las dieciocho cepas bacterianas antagonicas utilizadas sobre M. perniciosa,
las cepas Chapingo, Col bll, y Col 3 presentaron halos de inhibicién en contra del
patégeno, mientras que en la caja testigo se observo un crecimiento rapido del
patégeno tal como se puede observar en la Figura 8.
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Figura 8. Inhibicién resultante en la evaluacion in vitro contra M. perniciosa.: a)
Cepa Chapingo b) Cepa Col bll ¢) Cepa Col 3 d) Testigo sembrado con M.
perniciosa.

La cepa antagonica Chapingo presenté una mayor inhibicién en el crecimiento de
M. perniciosa hasta el dia 9 después de realizada la inoculacion del hongo.

La cepa antagbnica Col bll presenté un porcentaje menor de inhibicion en
condiciones de laboratorio a los 9 dias de realizarse la inoculacion de M.

perniciosa.

La cepa antagoénica Col 3 produjo una menor inhibicion de M. perniciosa en

comparacion con las cepas Chapingo y Col bli

En un ambiente controlado la cepa Chapingo, presenté un rango de inhibicion del
40-60%, la cepa Col bll mostr6 inhibicion del 38-66% y la cepa Col 3 una
inhibicién del 38-51%, en comparacion al testigo inoculado con M. perniciosa
(Figura 9).

46



% de inhibicion
70
60
50
40
30
20

10
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Chapingo Col bll Col 3

Figura 9.Inhibicion in vitro del agente causal de la mole humeda frente a tres
bacterias antagonicas

Se usoO una prueba de comparacion multiple TUKEY con la cual se diferenciaron

los mejores tratamientos como se observa en el Cuadro 7.

Cuadro 7. Porcentaje de inhibicidén de bacterias antagonistas sobre el crecimiento
in vitro de M. perniciosa.

Tratamiento % de inhibicion final Agrupacion Tukey

Col bll 38.35-66.14 A
Chapingo 35.49 - 61.79 AB
Col 3 38.47 - 57.14 B

Tratamiento| Dia2| Dia3| Dia4| Diab Dia 6 Dia 7 Dia 8 Dia 9

Chapingo 18-16| 13-20| 22-24| 19-21| 35-36| 34-38 43-57 35-62

Col Bii 17-27| 27-29| 30-37| 30-39| 47-50| 49-52 50-65 38-66

a7



Col 3 13-14| 17-26| 23-34| 18-34| 28-46| 34-50 37-50 38-51

6.4. Evaluacion in vivo de bacterias antagonicas sobre M. perniciosa.

6.4.1. Incidencia

En el primer experimento al evaluar el efecto antagonista in vivo de las
rizobacterias solas y en mezcla contra M. perniciosa, la variable incidencia en el
primer dia fue contrastante entre los tratamientos, en algunas repeticiones se
observé nula incidencia mientras que en otros la incidencia fue muy alta,
encontrando éste mismo fendmeno en los dias evaluados. En las primeras 2
evaluaciones hubo diferencia estadistica significativa (P < 0.05) entre los
diferentes tratamientos y el testigo sano, el primer dia se observa que la cepa
chapingo presentd una mayor incidencia, mientras que la combinacion de las 3
cepas mostro nula incidencia de la enfermedad al igual que el testigo sano y el
testigo comercial, en esta evaluacion la mezcla Col bll+Col 3 y la cepa Col 3
presentaron menor incidencia en comparacion con las demas rizobacterias
aplicadas solas o en mezcla; en la segunda evaluacién no se encontré diferencia
significativa en la incidencia de la enfermedad lo que indica que la incidencia
aumento sustancialmente en el testigo comercial y el testigo sano; en la tercera
evaluacion los tratamientos con rizobacterias solas 0 en mezcla presentaron
diferencia significativa con el testigo enfermo, el cual mostré la incidencia mas
alta. En la cuarta evaluacion se observé un incremento muy importante en el
porcentaje de incidencia en todos los tratamientos, la incidencia en las cepas
Chapingo, Col 3 y Col bll al aplicarse solas no presentaron un comportamiento
diferente al de la mezcla, aunque tampoco hubo diferencia estadistica
significativa en la incidencia ocasionada por Chapingo, Col 3, Col bll y el testigo

enfermo llegando en la cuarta evaluacién al 100% a lo largo del cultivo.

En general, las mezclas conformadas por las bacterias no mostraron diferencia

significativa con los testigos (Cuadro 8), asimismo, las cepas aplicadas solas y la
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mezcla de las tres rizobacterias fueron los tratamientos en los que se observé

porcentaje mas alto de incidencia en experimento al igual que en el testigo

enfermo.

Cuadro 8. Comparacién de medias del porcentaje de incidencia de la mole del

champifidn en Las Vigas de Ramirez, Veracruz, 2017.

Tratamiento % de Incidencia
25-Enero 26-Enero 27-Enero | 30-Enero

Col BlI 54.33 BAC 63.00 A 72.33 AB |100 A
Chapingo 84.33 A 80.33 A |66.33 AB |100 A
Col 3 25 BAC |81.67 A |73.00 AB [100 A
Col BIl + Chapingo 83.33 BA 59.00 A |63.67 AB |100 A
Chapingo + Col 3 80.66 BA 7833 A |75.33 AB |100 A
Col Bll + Col 3 24 BAC 25,67 A |37.67 AB |100 A
Mezcla de 3 0 C 79.00 A |82.00 AB |100 A
Tes comercial 12.66 BC 43.33 A |54.00 AB |100 A
Tes sano 0 C 66.67 A |52.33 AB (100 A
Tes enfermo 100 A 74.33 A |[79.33 A |100 A

*medias con la misma letra no son significativamente diferentes (Tuckey, p =

0.05), CV: coeficiente de variacion, DMS: diferencia minima significativa.

En el segundo experimento al realizar la evaluacion del efecto antagonista in vivo
de las rizobacterias solas y en mezcla contra M. perniciosa, los datos obtenidos
sugieren que en las primeras evaluaciones hubo diferencia estadistica
significativa (P < 0.05) entre los diferentes tratamientos y el testigo comercial, en
la segunda evaluacién el testigo comercial tuvo un aumento del 50% en la
incidencia de la enfermedad, en la tercera evaluacion la mole himeda aumenté
su incidencia en el testigo comercial como en el testigo sano, siendo mas
signficativa en el testigo sano. En la cuarta evaluacion se observo un 100% en el
porcentaje de incidencia en todos los tratamientos (Cuadro 9). La incidencia en
las cepas Chapingo, Col 3 y Col bll al aplicarse solas no presentaron un
comportamiento diferente al de la mezcla, se observd que no hubo diferencia
estadistica significativa en la incidencia ocasionada por Chapingo, Col 3, Col bll

y el testigo enfermo durante el ciclo del cultivo al tener un 100% de incidencia.
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En resumen, las mezclas conformadas por las bacterias no mostraron diferencia
significativa con el testigo enfermo, los tratamientos de las cepas bacterianas
aplicadas solas y la mezcla de las tres rizobacterias mantuvieron un porcentaje
del 100% de incidencia al final de experimento, mientras que en el testigo
comercial y el testigo sano la incidencia fue aumentando paulatinamente a lo

largo del tiempo.

Cuadro 9. Comparacién de medias del porcentaje de incidencia de la mole del
champifién en Chapingo, Texcoco, 2017.

% de Incidencia
08-Mayo 09-Mayo 10-Mayo 12-Mayo

Tratamiento

Col BII 100.00 A 100.00 A 100.00 A 100.00 A
Chapingo 100.00 A 100.00 A 100.00 A
Col 3 100.00 A 100.00 A 100.00 A 100.00 A
Col BIl +

Chapingo 100.00 A 100.00 A 100.00 A 100.00 A
Chapingo+Caol

3 100.00 100.00 100.00 A 100.00 A

A A
ColBll + Col3 100.00 A 100.00 A 100.00 A 100.00 A
Mezcla de 3 100.00 A 100.00 A 100.00 A 100.00 A
B 43.667 B 57.333 B 100.00 A
Tes sano 0 B 0 C 38.333C 100.00 A
Tes enfermo 100.00 A 100.00 A 100.00 A 100.00 A

Tes comercial 0

*medias con la misma letra no son significativamente diferentes (Tuckey, p =
0.05), CV: coeficiente de variacion, DMS: diferencia minima significativa

6.4.2 Severidad

En el primer experimento los resultados obtenidos en la aplicacion de bacterias
antagonicas para el control in vivo de M. perniciosa muestran que no hubo
diferencia estadistica significativa (P < 0.05) del porcentaje de severidad en todas
las evaluaciones con respecto al testigo enfermo; sin embargo, se observaron
variaciones de la severidad a lo largo del tiempo en todos los tratamientos; en la

segunda evaluacion, las 3 cepas solas y la mezcla de las tres cepas no mostraron
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diferencias en la severidad de la enfermedad, la combinacion Col Bll+Col 3
mantuvo un porcentaje mas bajo de severidad en la enfermedad, aunque
estadisticamente no fueron significativas. En la cuarta evaluacion se observaron
incrementos en los porcentajes de severidad en todos los tratamientos. La mezcla
de las 3 rizobacterias, y cada una de las bacterias aplicadas solas no tuvieron
diferencia estadistica significativa (P < 0.05) con el testigo enfermo, los cuales
presentaron mayor porcentaje de severidad, a excepcion de la mezcla Col bll+Col
3; el testigo comercial, Col bll+Col 3 y el testigo sin inocular fueron los
tratamientos con menor porcentaje de severidad, aunque estadisticamente no

hubo diferencia significativa.

En la dltima evaluacion hubo incremento en el porcentaje de severidad en los
tratamientos y el porcentaje de severidad fue el mismo para todos los

tratamientos (Cuadro 10).

Cuadro 10. Comparacion de medias del porcentaje de severidad de la mole
hameda del Champifién en Las Vigas de Ramirez, Veracruz, 2017.

Tratamiento % de Severidad
25-Enero 26-Enero |27-Enero 30-Enero

Col BII 72,67 A| 57,67 A| 78,33 AB| 100 A
Chapingo 85,67 A| 88,33 A 75 AB 100 A
Col 3 86,33 A| 3567 A| 82,66 AB| 100 A
Col BII + Chapingo 69,33 A| 87,67 A| 72,66 AB 100 A
Chapingo+Col 3 84 A| 8567 A| 81,66 AB 100 A
Col Bll + Col 3 44,33 A 35 A| 533 B 100 A
Mezcla de 3 84,67 A 25 A| 86,66 A 100 A
Tes comercial 58 A| 34,67 A| 6566 AB 100 A
Tes sano 75,67 A 25 A| 64,33 AB 100 A
Tes enfermo 81 A| 100 A| 84,667 A 100 A

*medias con la misma letra no son significativamente diferentes (Tuckey, p =

0.05), CV: coeficiente de variacion, DMS: diferencia minima significativa
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En el segundo experimento, los datos obtenidos en los tratamientos con bacterias
antagonicas para el control in vivo de M. perniciosa se observa que no hubo
diferencia estadistica significativa (P < 0.05) del porcentaje de severidad en todas
las evaluaciones con respecto al testigo enfermo; por otro lado, se observaron
incrementos a lo largo del tiempo en la severidad en el tratamiento comercial y el
testigo sin inocular, en la evaluacion del 9 de mayo el testigo enfermo, las 3 cepas
solas y la mezcla de las tres cepas mostraron 100% de severidad, mientras que
el testigo comercial mostré un aumento en la severidad (63%). En la cuarta
evaluacion se observaron incrementos en los porcentajes de severidad en todos
los tratamientos. La mezcla de las 3 rizobacterias, y cada una de las bacterias
aplicadas solas no tuvieron diferencia estadistica significativa (P < 0.05) con el
testigo enfermo, los cuales presentaron mayor porcentaje de severidad (100%),
el testigo comercial y el testigo sin inocular fueron los tratamientos con menor

porcentaje de severidad al inicio del experimento.

En la dltima evaluacion hubo incremento en el porcentaje de severidad en los
tratamientos y al igual que en la evaluacion anterior los tratamientos que
presentaron mayor porcentaje de severidad fueron los tratamientos de bacterias

solas y la mezcla de las bacterias (Cuadro 11).

Cuadro 11. Comparacion de medias del porcentaje de severidad de la mole
hameda del Champifién en Chapingo, Texcoco, 2017.

% de Severidad

08-Mayo 09-Mayo 10-Mayo 12-Mayo

Tratamiento

Col BlI 100 A 100 A 100 A 100 A
Chapingo 100 A 100 A 100 A 100 A
Col 3 100 A 100 A 100 A 100 A
Col BIl +

Chapingo 100 A 100 A 100 A 100 A
Chapingo+Col

3 100 A 100 A 100 A 100 A

ColBll+Col3 100 A 100 A 100 A 100 A
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Mezcla de 3 100 A 100 A 100 A 100 A
Tescomercial 25 B 63 B 70 B 100 A
Tes sano 25 B 25 C 52 C 100 A
Tes enfermo 100 A 100 A 100 A 100 A
DMS 17.37 35.57 45.17 46.61
CVv 94.13 77.24 72.23 58.55

*medias con la misma letra no son significativamente diferentes (Tuckey, p =

0.05), CV: coeficiente de variacion, DMS: diferencia minima significativa.

Aunque el andlisis estadistico no muestra diferencias significativas en la

incidencia y severidad entre los tratamientos, el rendimiento obtenido fue

significativo entre el testigo comercial, testigo sano y los tratamientos con

rizobacterias durante el experimento, teniendo el mejor rendimiento el testigo

comercial.
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7. DISCUSION

En la produccion comercial del champifion se presenta un gran problema de
sanidad, el cual puede llegar a afectar hasta el 100% de la produccion, 12 camas
de 3 naves presentaron mayor incidencia de la enfermedad, las cuales
presentaron un 40% en la reduccion del numero de champifiones
comercializables y un porcentaje de incidencia del 30% al 45%, lo cual coincide
con lo reportado sobre la enfermedad conocida como la mole como una de las

principales enfermedades.

Lo que concuerda con Umar et al. (2000) quienes mencionan que esta
enfermedad es muy contagiosa y provoca grandes pérdidas de rendimiento y ha
sido reportada alrededor del mundo (Fletcher et al., 1995). A lo largo de los
muestreos M. perniciosa mantuvo su frecuencia de aislamiento, coincidiendo con
Fletcher (1981), quien menciona a este micoparasito como uno de los
contaminantes mas frecuentes en las camas de produccion de champifiones; al
avanzar el desarrollo del cultivo de champifion aumenta su susceptibilidad, esto
es probablemente causado por el agotamiento de los nutrientes necesarios para
el desarrollo del cultivo que provoca una disminucion en su defensas contra
organismos competentes o micopatdgenos. La frecuencia de aislamiento de M.
perniciosa se mantuvo a lo largo de los muestreos, debido a que la dispersion del
patdgeno puede ser ocasionada a lo largo del tiempo por el movimiento del aire,
puede ser dispersada por acaros y moscas (Garcha, 1978), o por el salpique del
agua con esporas a zonas no infectadas (Hsu y Han, 1981), Bech et al. (1982),
aunado a esto las practicas agricolas propias del cultivo también pueden
favorecer su dispersién por el contacto frecuente de los trabajadores al momento
de la cosecha y quienes se mueven entre camas y entre naves. Este patogeno
se encuentra a lo largo del tiempo sobreviviendo en restos de cultivos, recipientes
infectados, etc. Por lo que la tierra de cobertura es responsable de la dispersion
principal, al no tener cuidado de almacenarlos en un area segura, sin riesgo de
ser infestado con esporas dispersadas por aire, procedentes de otras naves de

cultivo o de restos de cultivos infectados (Fletcher y Ganney, 1968).
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Durante la evaluacion de su control biologico se logro determinar que este hongo
causo perdidas del rendimiento entre 85-100%, aun cuando fueron aplicados a
bajas concentraciones de esporas en el primero y del 100% en el segundo
experimento en comparacion con el control no infectado. El rendimiento obtenido
después de la aplicacion de M. perniciosa fue altamente correlacionado con la

severidad de los sintomas de la enfermedad.

Una alta severidad de la enfermedad en nuestros resultados concuerda con los
encontrados por Sharma y Kumar (2000), Bhatt y Singh (2002), Singh y Sharma
(2002), Szumigaj-Tarnowska (2015), quienes reportaron que las pérdidas de
rendimiento variaron de 65.6-80.1 y 100% después de la inoculacion de la capa
de cobertura con M. perniciosa. Otros estudios, como el realizado por Gea et al.
(2010) reportaron que la incidencia de la enfermedad en el tratamiento inoculado
con M. perniciosa fue del 30.6% en la primer florada, en las pruebas conteniendo
108 esporas por m?2. Este contraste demuestra que las cepas utilizadas de M.

perniciosa en este trabajo fue altamente patogénicos a la cepa de A. bisporus.

En los dos experimentos un comportamiento similar en la incidencia y severidad
de la enfermedad hacia A. bisporus fue observada, en el primer experimento la
cepa mostr6 menor virulencia contra el champifion que en la segunda. Este
resultado puede ser explicado por las posibles diferencias en las propiedades
fisico-quimicas de la capa de cobertura y la reaccion altamente sensible del
champifién en condiciones de crecimiento los cuales afectan la resistencia a los

patdgenos.

En este trabajo las bacterias utilizadas tuvieron nula efectividad para el control de
la mole humeda, una causa posible puede ser una muy baja capacidad de
colonizar el sustrato debido a que las bacterias fueron aisladas de la rizésfera de
plantas, por lo que probablemente tuvieron poca sobrevivencia al no estar

adaptadas a las condiciones imperantes en la capa de cobertura.

Ninguna de las cepas aplicadas sobre la capa de cobertura redujo la severidad e
incidencia de la enfermedad de la mole hiumeda, a pesar de haber mostrado un
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efectivo antagonismo in vitro. Encontramos que M. perniciosa es sensible In vitro

a sideroforos y antibioticos producidos por cepas de Pseudomonas.

Para el control de patdgenos de plantas usando Pseudomonas y Bacillus, la
produccion de siderdéforos y antibiéticos puede ser explicado por su habilidad de
suprimir enfermedades con las cepas seleccionadas, pero la falta de control de
la mole himeda observada en este trabajo puede ser debido a la posibilidad de
gue las cepas antagonistas seleccionadas no produzcan compuestos inhibitorios

in vivo.

Las probabilidades de una infeccion exitosa de un propagulo del patégeno
disminuye con el incremento en la zona de colonizacion de su hospedero. En
plantas, los propagulos se sobreponen en la rizésfera y la mayoria de las veces
la exceden y es limitada por las capacidades saprofiticas de un patégeno en el
suelo. Agregando la bacteria antagonista se puede reducir la zona en el que un
patdgeno puede crecer y reducir la patozona. Al respecto, se ha observado que
A. bisporus coloniza la totalidad de la capa de cobertura muy densamente.
Contrastando con la interaccion de las plantas y los patégenos del suelo, no
existen grandes zonas de la capa de cobertura sin colonizar por el micelio del
hongo y la consecuente patozona cubre toda la capa de cobertura. Por lo cual se
puede argumentar que, a pesar de que la bacteria antagdnica en nuestro ensayo
puede reducir la distancia entre patbgeno-hospedero, M. perniciosa puede crecer
saprofitamente, el hospedero siempre se encuentra cerca por lo que la eficacia
de la infeccidn no es afectada significativamente. Por otro lado, reduciendo las
capacidades del crecimiento saprofitico de un patdégeno, los agentes de
biocontrol de patdogenos en las plantas pueden también interferir con el proceso
de infeccion provocando resistencia sistémica inducida. Las respuestas de
defensa sistémica inducida son cominmente encontradas tanto en plantas como
en animales, pero no han sido reportados en hongos. La inhabilidad de las
bacterias antagonistas para inducir resistencia en hongos puede explicar la

inefectividad contra la enfermedad mole hiumeda.
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Cepas de Pseudomonas han sido efectivas para en el control de enfermedades
de plantas, que pueden inhibir a M. perniciosa in vitro, pero en este estudio fueron
incapaces de tener un control efectivo de la mole hiumeda. Yo le atribuyo esta
inefectividad a las caracteristicas de M. perniciosa y creo que el control biolégico
de la mole humeda con bacterias antagonistas es muy dificil. Los trabajos futuros
en busca de métodos para el control de la mole humeda deberian enfocarse en

otras alternativas de control de esta enfermedad.
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8. CONCLUSIONES

1. El cultivo del champifion en Las Vigas de Ramirez, Veracruz, es afectado por

Mycogone perniciosa causando la mole hiumeda del Champifion.

2. Existe un efecto antagonico de cepas bacterianas sobre el patdgeno causante

de la mole humeda en el cultivo del champifion.

3. Durante las pruebas de antagonismo in vitro se determinaron las 3 mejores
bacterias antagonicas: Col Bll, Chapingo, Col 3. La cepa Chapingo presento
inhibicion del 40-60%, la cepa Col bll mostré inhibicion del 38-66% y la cepa Col
3 una inhibicion del 38-51%, en comparacion al testigo inoculado con M.

perniciosa.

4. Ninguno de los tratamientos inoculados al sustrato inhibié la incidencia y

severidad de la mole humeda in vivo.

5. Las cepas utilizadas con actividad antagdnica in vitro, no son una alternativa

para su uso in vivo para el control de Mycogone perniciosa.
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