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Resumen

Rhizoctonia solani es un patégeno habitante del suelo que ataca al tomate (Latorre,
1982), especialmente cuando éste se realiza bajo invernadero, provocando caida de
plantulas. Lo anterior hace necesario buscar un método de control el cual no cause
efectos negativos en el medio ambiente, como es el caso del uso inadecuado de

agroquimicos cominmente utilizados.

Por ello se llevd a cabo el presente estudio a partir de muestras recolectadas de
suelo del municipio de Teziutlan, Puebla, esto con el fin de dar una nueva alternativa para
el control de plaga, en este caso de Rhizoctonia solani, de tal forma que no afecte a los
productores de tomate en la regién de forma econdmica, trayendo consigo un elevado costo
en la venta de dicho fruto, al igual que no tenga repercusiones al medio ambiente y al
consumidor final, por ello el aislamiento de hongos filamentosos se obtuvieron medianteuna
serie de procesos, permitiendo la seleccion de 3 aislamientos P360, 1750 y D800
los cuales con un periodo de incubacién de 5 dias se tomaron mediciones de
circunferencia radial, entre el hongobenéfico y patdgeno; todo ello con la finalidad
de identificar la capacidad antagodnica.Obteniendo los resultados se observo que el
aislamiento 1750 se formd un halo de inhibicidon por parte de la cepa benéfica contra
el hongo Rhizoctonia solani, evitando asi su proliferacion, por otra parte, en el
aislamiento P360 se pudo observar la inhibicion del crecimiento de Rhizoctonia
solani, creciendo por encima de este el hongo de interés y por ultimo en el
aislamiento D800, de igual manera se formd un halo de inhibicién contra el
patdgeno, evitando su propagacién en el medio de cultivo.

Mediante la técnica de microcultivo llevandolo al microscopio se pudo observar un
posible aislamiento de hongo de especie Trichoderma sp., esto mediante a las
caracteristicas macro y microscdpicamente presentadas durante su crecimiento,
dando asi un resultado viable, puesto que la especie de Trichoderma spp., es
utilizada como un microorganismo antagonista para el control bioldgico de

patdgenos en diversos cultivos ya estudiados.
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Introduccion

La busqueda de microorganismos antagonistas para el control bioldgico de
patdgenos en cultivos de importancia econdmica, como lo es el cultivo de jitomate,
ha presentado un gran interés debido a sus potencialidades y a la gravedad de los
impactos ecoldgicos causados por la constante y creciente aplicacién de

agroquimicos en los agroecosistemas. (Acebo et al., 2012; Suarez y Alba, 2013).

En la actualidad se reportan un nimero representativo de hongos filamentosos que
presentan efectos antagodnicos, esto a partir de investigaciones ya realizadas, las
cuales se aprovechan como una alternativa de control bioldgico para los patdgenos
en frutas y vegetales. Los géneros de hongos mas empleados para este fin son:
Gliocladium y Trichoderma, siendo este Ultimo el mas usado al momento de

controlar lospatégenos del suelo. (Cong et al., 2019)

Los hongos antagonistas del género Trichoderma spp., tienen la capacidad de
actuar contra una amplia variedad de patdgenos del suelo (Fusarium spp., Rhizoctonia
spp., Pythium spp., Phytophthora spp. y Sclerotinia sp.) y del follaje (Botrytis spp.
y Peronospora sp.) (Hoyos et al., 2008; Reyes et al., 2008; Tchameni et al., 2011;
Rodriguez et al., 2010; Acebo et al., 2012; Martinez et al., 2013).

Por lo que en el presente trabajo tuvo como objetivo el aislamiento y seleccién de
hongos filamentosos los cuales tuvieran la capacidad antagonista, es decir que
fueran benéficos para el control bioldgico contra el hongo patégeno Rhizoctonia

solani.
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Generalidades del proyecto
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1.1 Datos generales de la empresa

1.1.1 Antecedentes

En 1993, el Gobernador del Estado, Manuel Bartlett Diaz, escuchando la peticion
popular y la intervencion de funcionarios publicos y empresarios interesados,
gestiond ante la Secretaria de Educacién Publica, dirigida por Ernesto Zedillo Ponce
de Ledn, la creacidon de una Institucion de Educacién Superior Tecnoldgica, accién
que se veria concretada el 8 de noviembre de 1994 con la publicacion del Decreto
del Congreso del Estado que expide la ley que crea “Instituto Tecnoldgico Superior
de Teziutlan”, como Organismo Publico Descentralizado del Gobierno del Estado,
con personalidad juridica y patrimonio propio. El primer dia del mes de septiembre
de 1993 inicio actividades el Instituto ofreciendo las carreras de Ingenieria Industrial
y Licenciatura en Administracion, siendo el primer Tecnoldgico Descentralizado del
Estado de Puebla, junto con su similar de la Sierra Norte, designandose como primer

director general a José Emilio Guillermo Ortega Balbuena.

El Instituto Tecnoldgico Superior de Teziutlan, atento a las demandas de la sociedad,
y a los principios de la Ley de Educacion del Estado de Puebla, se consolida como
una Institucidon cuyo objetivo es lograr una educacidn de calidad, moderna y eficaz,
orientada al servicio, acercandola a las necesidades e intereses de la poblacion, que
promueva el uso transparente y eficiente de los recursos humanos, materiales y
financieros de que disponga, y que cumpla puntualmente con sus programas de
trabajo.

1.1.2 Mision

El instituto Tecnoldgico Superior de Teziutlan tiene como Mision, formar
profesionales que se constituyan en agentes de cambio y promuevan el desarrollo
integral de la sociedad, mediante la implementacion de procesos académicos de

calidad.
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1.1.3 Vision
Llegar a ser la Institucion de Educacién Superior Tecnoldgica mas reconocida en el

Estado de Puebla, que ofrezca un proceso de Ensefianza — Aprendizaje certificado,
comprometido con la excelencia académica y la formacidn integral del Alumno,
contribuyendo al desarrollo sustentable, econdmico, politico y social de nuestro
Estado.

1.1.4 Datos de contacto

Instituto Tecnoldgico Superior de Teziutlan con domicilio Fraccion | vy I
S /N, Aire libre Teziutlan, Puebla. Teléfono 231-311-4000.

Ofertando 6 ingenierias en sus modalidades de escolarizado y sabatino, tales
carreras son ingenieria en Industrias alimentarias, Ingenieria Industrial, Ingenieria
en Sistemas Computacionales, Ingenieria Mecatrdnica, Ingenieria Informatica e
Ingenieria en Gestidon empresarial, y posgrado en maestria en sistemas
computacionales, las cuales se encargan de la investigacion en las diferentes areas
correspondientes, en este caso en Ingenieria en Industrias Alimentarias dio lugar a
la realizacion de este proyecto dentro del laboratorio de microbiologia que se
encuentra en el plantel educativo, permitiendo dar paso al seguimiento de la

investigacion aplicandolo en campo a partir de los resultados obtenidos.

1.2 Problematica

De acuerdo con la FAO el cultivo de tomate (Solanum lycopersicum) al igual que
de otras hortalizas presentan una pérdida de hasta un 40% de la produccién por
causa de plagas tales como mosca blanca, escarabajos (gallinas ciegas), mosca de
la fruta, entre otros, que son un grave problema para dichos cultivos, ya que no
solo reducen la produccion agricola, sino también desmejoran la calidad de los
cultivos, las cuales se han intensificado debido al cambio climatico, la agricultura
intensiva, las malas practicas de control integral,falta e inadecuada infraestructura
en el manejo postcosecha y el comercio, lo cual deja como consecuencia un costo

extra para el agricultor.
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Ademas, trae consigo problemas para la materia prima, es decir, al haber presencia
de plagas el método mas viable, ya sea por economizar o por ser de rapida eficacia
para los agricultores es eliminarlas mediante el uso indiscriminado de fertilizantes
quimicos dejando impactos negativos en el suelo como la variacién del pH, deterioro
de la estructura del suelo y microfauna. Pudiendo dejar asi residuos de dichos
fertilizantes en el jitomate que posteriormente traera consigo repercusiones para la
salud del consumidor, como lo es la intoxicacién provocando sintomas que incluyen
coloracion azulada de uias, labios o palmas de las manos, ardor en la piel, ardor en

la garganta, la nariz y los ojos.

1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo general
Aislar y seleccionar hongos filamentosos para el control bioldgico en la regién 6, de

Rhizoctonia solani en plantas de jitomate.

1.3.2 Objetivos especificos
e Colectar de muestras de suelos en la region 6 del estado de Puebla.

e Aislar hongos filamentosos de suelos muestreados.
¢ Seleccionar hongos filamentosos en medios selectivos solidos.

o Determinar el efecto antagonico en placa de hongos filamentosos contra
Rhizoctonia solani

1.4 Justificacion

El uso indiscriminado o el manejo inadecuado de fertilizantes o productos quimicos
en los cultivos trae consigo diversos problemas, los cuales van desde afectaciones
en el suelo, deterioro en la capa de ozono, afectacién para la materia prima y

problemas para la salud del consumidor final.

13



Por consiguiente, el siguiente proyecto busca hongos filamentosos los cuales sean
benéficos para el control bioldgico contra el hongo patdégeno Rhizoctonia solani el
cual es un patégeno habitante del suelo que ataca el jitomate, especialmente
cuando éste se realiza bajo invernadero, provocando caida de plantulas.
Presentando una propagacion por medio del agua, ya sea por la lluvia o el riego,
también por medio de los oOrganos de propagacion infectados, dejando una
repercusion muy importante, ya que llega a causar la muerte prematura de la planta,
en algunos casos, el porcentaje de plantulas muertas puede llegar hasta 70% lo que
ocasiona reduccion de la productividad.

1.4 Hipotesis

La seleccion de hongos filamentosos a partir de la recoleccion de suelo de
Teziutlan, Puebla contribuiran al control bioldgico de Rhizoctonia solani en plantas

de jitomate.
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Marco tedrico
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2.1 Fundamentos Tedricos

2.1.1 Antecedentes
Reyes (2010) presentd en su trabajo la obtencién de aislamientos

de Trichoderma promisorios para el control bioldgico de Rhizoctonia solani Kiihn en
arroz, en dependencia de su antagonismo in vitro, su eficacia en condiciones
semicontroladas y de campo, también evalud la compatibilidad con 11 plaguicidas
recomendados para el cultivo. El 93,22% de los aislamientos presentaron alta
capacidad antagonica y el 18% mostré el proceso micoparasitico completo. En
condiciones semicontroladas y de canteros fueron seleccionadas tres cepas

de Trichoderma asperellum Samuels, con una eficacia técnica de 90%.

Escobar et al. (2004) realizaron la investigacién del grado de efectividad in vitro
mediante antagonismo directo, metabolitos volatiles y difusibles, asi como la
respuesta a Fe*3, salinidad, pH y temperatura de 4 cepas de Trichoderma
harzianum, esto con el fin de ser utilizado en el control biolégico de Rhizoctonia
solani y de Fusarium solani en tomate. Se determiné que la mejor cepa antagonista
correspondid a Trichoderma harzianum, Th 650, fue mas eficiente en el control de
las cepas de Rhizoctonia solani que las de Fusarium solani. Las cepasde

Trichoderma harzianum, evaluadas crecieron con mejor respuesta a

concentraciones bajas de Fe3+ y salinidad y a pH 5,0. Ninguna de las
temperaturas fue limitante para el desarrollo de las cepas de Trichoderma harzianum,

siendo 28°C la mas adecuada.

Barahona (2012) en su presente trabajo cuya finalidad de evaluar en campo la
capacidad antagonista de Bacillus subtilis D03-02 frente a Rhizoctonia solani, agente
causal de costra negra en papas, se llevaron a cabo dos ensayos entre septiembre
2006 y marzo 2007. Esta cepa fue aplicada en un ensayo bajo una bioformulacion
liguida concentrada, con el propdsito de determinar la dptima frecuencia de
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aplicacion (semanas) de la cepa D03-02. En el segundo ensayo, la cepa se aplicd
como capsulas cuyo objetivo fue determinar la concentracion y método de

incorporacion adecuados para un eficiente biocontrol de Rhizoctonia solani.

Obteniendo como resultados para el ensayo I que aplicando la cepa bajo la
bioformulacion liquida con una frecuencia de cada 4 semanas, se manifiesta una
mayor capacidad inhibitoria frente a Rhizoctonia solani. La presencia de esclerocios
sobre la piel de los tubérculos hijos fue sdlo de 4,7%. Mientras que, en el segundo
ensayo, fue posible establecer que las capsulas con dosis 10%y 10° ufc mL! de la

cepa D03-02 presentan un control bioldgico efectivo frente a Rhizoctonia solani.

Martinez et al. (2008) en su trabajo presentan la seleccion de los aislamientos de
Trichoderma spp., mas promisorios en dependencia de su antagonismo in vitro y
su eficacia en condiciones semicontroladas y de campo, para el biocontrol de
Rhizoctonia spp. Para el antagonismo se evalud por el método del cultivo dual, se
calculd el porcentaje de inhibicidn del crecimiento radial (PICR) a las 72 horas vy los
aislados que presentaron mas de un 60 PICR y al menos dos tipos de interaccién
hifal se seleccionaron para evaluar su eficacia técnica (ET) sobre el patdgeno en
condiciones semicontroladas. Los resultados mostraron que el 98,31% de los
aislados presentaron alta capacidad antagodnica, con diferentes tipos de interaccion
hifal como lisis, vacuolizacién, enrollamiento y penetracion, de los que fueron
seleccionados once. De ellos siete mostraron una ET superior al 80% en condiciones

semicontroladas.

Guédez et al. (2008) en la presentacion de este estudio se determind la capacidad
antagonica de aislamientos de Trichoderma harzianum para el control de Rhizoctonia
solani, Sclerotium rolfsii y Fusarium oxysporum en raices de plantas de tomate. Se
obtuvieron 6 aislamientos de Trichoderma harzianum de 6 municipios del estado

Trujillo, empleando la técnica de siembra directa de raices en agar agua acidificada.
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El antagonismo se realizd en cultivos duales utilizando agar papa dextrosa,
incubados a 25°C, bajo un disefio al azar, con 18 tratamientos conformados por
cada aislamiento de Trichoderma harzianum y cada patdgeno, 3 tratamientos
testigos correspondientes a cada patdgeno y 3 repeticiones por tratamiento,
evaluandose el modo de accidn e inhibicién del crecimiento radial al tercer dia. Al
comparar el crecimiento de los aislamientos de Trichoderma harzianum con el de los
hongos patdgenos, se obtuvieron diferencias significativas (p <0,05). Cuatro
aislamientos de Trichoderma harzianum presentaron accion micoparasitica y dos de
tipo antibiosis, mecanismos caracteristicos de estas especies de biocontroladores.
Todos los aislamientos de Trichoderma harzianum estudiados pueden ser utilizados

para el control de patdgenos de tomate.

Hoyos-Carvaijal et al. (2008) en este trabajo evaluaron la eficacia bioldgica de 8
aislamientos de Trichoderma spp., a partir de muestras de suelos de Colombia
para el control de los agentes causales de volcamiento, Sclerotium rolfsii y
Rhizoctonia solani, estos bajo condiciones in vitro y de invernadero. Con los
andlisis in vitro se obtuvo la capacidad antagdnica de todos los aislamientos
estudiados. Por medio del analisis UP-PCR y DS-PCR se pudo determinar 3 grupos
de aislamientos, lo que permitié separar las especies de Trichoderma por grupos,
asi como también encontrar diferencias dentro de aislamientos de una misma
especie. Los resultados expusieron que el comportamiento micoparasitico de los
aislamientos de Trichoderma spp., muestran una variacién segin el hongo
fitopatdgeno, presentando una vasta especificidad del antagonista por su sustrato,es
decir por el hongo embestido; por lo que es necesario la realizacién de meticulosas
selecciones del aislamiento de Trichoderma que se empleen en programas de

controlde fitopatdgenos.

Hernandez et al. (2018) evaluaron el efecto de rizobacterias y productos naturales

sobre el control de la enfermedad causada por Rhizoctonia solani en frijol comun,
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se desarrollaron experimentos in vitro y en condiciones semicontroladas. En la
evaluacion del método de cultivo dual o doble capa se presentd una total inhibicidn
por las bacterias Pseudomonas fluorescens y P. aeruginosa en el crecimiento in
vitro de Rhizoctonia solani. Mientras que Bacillus subtilis y Bacillus cepacia presentaron
un efecto inhibitorio menor pero mayor al 65 %; mientras que ninguno de los
tratamientos evaluados por el método de los pocillos inhibié totalmente el

crecimiento del patdgeno.

Ledn et al. (2011) en su trabajo cuyo obijetivo fue aislar, seleccionar morfoldgica,
cultural y patogénicamente cepas autdctonas del territorio con capacidad
antagdnica. Tomando muestras de suelo en distintos agroecosistemas (cana y
arboleda) del municipio de Coldn, provincia Matanzas, donde no se habia aplicado
Trichoderma spp. Para el aislamiento se siguid la metodologia propuesta por el
Instituto Nacional de Investigaciones de Sanidad Vegetal. Se probd su antagonismo
frente a Sclerotium rolfsii, Rhizoctonia spp. y Fusarium spp., mediante el cultivo
dual. Se obtuvieron 126 aislados de los cuales se seleccionaron 72 que cumplian
con las condiciones de crecimiento, textura de la colonia y esporulaciéon. Se
iniciaron las pruebas con seis aislamientos, tres procedentes de la superficie
(Tb111l, Tb211 y Tc241) y tres de la profundidad de cinco cm (Tb122, Tcl1l2 y
Tc242). Dos (Tb111 yTc241) mostraron el mayor antagonismo frente a los hongos

patdgenos antes mencionados.
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2.1.2 Marco teorico

2.1.2.1 Control biolégico
Garcia (2004) define el control bioldgico como un método que consiste en la

utilizaciéon de organismos vivos con la finalidad de controlar las poblaciones que
generan problemas. Para su desempefio correcto se requiere que se tenga un
profundo conocimiento de la complejidad del problema, esto con el fin de lograr una
recomendable identificacion del organismo que debe ser empleado para su control,
considerando el hecho de que una de las caracteristicas del control bioldgico es su

especificidad, estimada tanto un beneficio como una desventaja.

Este método reduce los residuos, no genera problemas de resistencia, no supone
riesgos para la salud humana y su aplicacion no es un practica compleja. Sin
embargo, se requiere de cierto conocimiento técnico para llevar a cabo el proceso
de muestreo, una seleccidn controlada de las materias activas a emplearse y
paciencia debido a que la respuesta toma un periodo extendido de tiempo. (Agrios,
1997).

Se han descrito diversidad de hongos, (Trichoderma spp.; Coniothyrium spp., Mucor
spp., Penicillium spp., Verticilium spp.) bacterias y nematodos como potenciales
antagonistas de B. cinérea, mencionando a los primeros como los de mayor
importancia en los cultivos horticolas. (Youssef, 2019)

2.1.2.2 Fertilizantes

Los fertilizantes son todas aquellas sustancias que son aplicadas al suelo o a la
planta, para mejorar su fertilidad con el proposito de obtener altos rendimientos
agricolas. Por su composicion quimica todos los fertilizantes se dividen en

Inorganicos (minerales) y organicos (abonos), (Yagodin, 1986).

Los fertilizantes son los elementos nutritivos que se suministran a las plantas para
completar las necesidades nutricionales de su crecimiento y desarrollo, (Rodriguez,
1982).

Los abonos quimicos (también llamados comerciales o inorganicos) contienen una

concentracion mucho mas alta de nutrientes que el estiércol o las coberturas
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vegetales del suelo, pero no tiene las capacidades de mejoramiento del suelo de
estos. (Sanchez, 2003).

2.1.2.3 Biofertilizantes

Pérez Martinez (2009) define un biofertilizante como el liquido que se descarga de
un digestor y es lo que se utiliza como abono foliar. Es una fuente organica de
fitorreguladores que permite promover actividades fisioldgicas y estimular el

desarrollo de las plantas.

Suarez (2005) indica que un biofertilizante (biol) puede ser enriquecido con sales
minerales. La utilizacién de este abono liquido foliar organico permite abordar dos
problemas importantes de la produccion organica: las deficiencias de
micronutrientes en suelos desgastados y el ataque de plagas y enfermedades de los
cultivos. Este abono, rico en micronutrientes, alimenta a la planta de forma organica
con los elementos necesarios para su crecimiento vigoroso. Al ser sana la planta, es
mucho menos atacada por plagas y enfermedades, evitando la necesidad de utilizar
agro toxicos.

2.1.2.4 Hongos filamentosos

Los hongos filamentosos son microorganismos eucaridticos facultativos que se
reproducen de manera natural por esporas, sexual o asexualmente (Vargas y
Villamizar, 2005). Los hongos tienen como caracteristica comin la ausencia de
clorofila, por tanto, no pueden realizar fotosintesis y deben nutrirse a partir de
materia organica ya elaborada. (Arenas, 1993). De igual forma estos presentan
una pared celular formada por quitina el cual es un compuesto (polisacarido)
fuertemente rigido. Debido a ello, este tipo de microorganismos deben absorber

los nutrientes simples y solubles, al contrario de fagocitar los alimentos.

La estructura fungica consta de un complejo llamado talo o micelio, que a su vez
esta constituido por multiples filamentos o hifas (hyphomycetos o mohos), la mayor
parte de estos hongos son inmoviles no obstante algunos pueden tener células
reproductoras moviles (Arenas, 1993). Las esporas son cuerpos resistentes que

forman los hongos en estado latente o de reposo, que se producen de dos maneras
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diferentes sexual y asexualmente. (Moreno, 2000). Las sexuales tienen nucleo
derivado de las células progenitoras, y sus esporas son haploides; dos nicleos de
las células antecesoras se funden para formar un nucleo diploide (zigoto) y las
estructuras que producen las esporas sexuales son, casi siempre, morfoldogicamente
diferenciadas de las esporas asexuales. (Moreno, 2000). Por el contrario, las
estructuras que producen las esporas asexuales se producen por simple

diferenciacién en la hifa de crecimiento (Vargas y Villamizar, 2005).
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Figura 1. Representacion microscdpica de la estructura de un hongo filamentoso, fase micelial (azul) y talo
filamentoso (verde).

Fuente: Greslebin A, 2011

Fisioldgicamente, los hongos filamentosos se adaptan a condiciones mas severas
que otros microorganismos, su desarrollo en sustratos puede ser con
concentraciones de azucares elevados, hasta el 10%, debido a que estos
microorganismos no son sensibles a la presion osmédtica elevada; creciendo muy
lentamente de 5 a 7 dias, y resistiendo condiciones de acidez relativamente altas
(pH entre 2-9, optimo pH: 5-6). (Moreno, 2000). La glucosa es una fuente de
carbono aprovechada por muchos hongos, también pueden utilizar compuestos de
carbono organico complejos como el almidon y la celulosa. De igual forma,
aprovechan fuentes de nitrdgeno inorganico como sales de amonio y nitratos y
emplean ademas sustratos con nitrégeno inorganico y carbono, como por ejemplo

el extracto de levadura y peptona. (Pelczar y Reid, 1996).
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2.1.2.4.1 Requerimientos nutricionales de hongos filamentosos.
Segun Kendrick, 2000, una de las principales caracteristicas de los hongos es su
inhabilidad de utilizar el carbono inorganicos. Algunas fuentes de energia para

algunos hongos se muestran en la tabla 1.

Tabla 1. Fuentes de energia para hongos filamentosos

Compuestos Macronutrientes Micronutrientes
Glucosa Potasio Hierro
Nitrogeno Fosforo Cobre
Vitaminas Azufre Manganeso
Fructosa Magnesio Zinc
Galactosa Calcio Molibdeno

Fuente: Kendrick, 2000

2.1.2.5 Hongos patogenos.

2.1.2.5.1 Rizhoctonia
La especie Rizhoctonia solani, fue definida por Candolle (1815), sobre la base de la

produccién de esclerocios de textura uniforme con hilos hifales emanantes de estos,
y la asociacion del micelio con raices de plantas vivas. (Sneh, et al., 1991). Es la
especie mas conocida dentro del género Rhizoctonia spp. Originalmente fue descrito
en 1858 (Barnett y Hunter, 1982).

Rhizoctonia Solani pertenece a la clase Hyphomycetes, en la fase asexual y se
caracteriza porque no produce conidios en condiciones naturales ni en medio de
cultivo, por lo que las caracteristicas del micelio son basicas para su identificacion
(Machin, 1991). Solo ocasionalmente produce esporas sexuales conocidas como
basidiosporas, lo cual ubica a T. cucumeris en la Clase Basidiomycetes (Torres,

2002), ubicada actualmente como el phylum Basidiomycota.
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En la naturaleza se reproduce asexualmente y se encuentra en forma de micelio
vegetativo y/o esclerocios (Agrios, 2004). Macroscépicamente las colonias jovenes
de Rhizoctonia solani se caracterizan por ser incoloras, algodonosas y planas,

aunque dependiendo de la especie, pueden llegar a tornarse cremosas o
amarillentas. Al producirse la maduracion, la colonia toma una coloracion marron

(Ceresini et al., 1999).

Figura 2: 2A Caracteristicas macroscopicas de Rhizoctonia solani Fuente propia

2B. Caracteristicas morfoldgicas de Rhizoctonia solani al microscopio 6ptico Hifas ramificadas (A) Tabique (B)
Hifas principales (C)
Fuente: Abdel M, 2017,
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2.1.2.5.2 Fusarium
Es un género cosmopolita con cerca de 80 especies identificadas. Sus cepas pueden

ser saprofitos o fitopatdgenos y, homotalicos o heterotalicos (sexual o asexual).
Fusarium spp., es fitopatdgeno para una amplia gama de hospederos (Leslie y
Summerell, 2006).

Segun su morfologia macroscopica, el micelio aéreo es de escaso a abundante, la
pigmentacién puede ser blanca, crema o purpura. Microscdpicamente, el micelio es
septado y los macroconidios, microconidios y clamidosporas son las estructuras
asexuales de reproduccién. Los macroconidios son las esporas primarias en la
identificacion del género. Estas estructuras no se conservan durante el cultivo in

vitro y pudieran no estar presentes en algunas especies (Summerell et al., 2003).

Aunado a esto, la observacion de macroconidios debe ser cuidadosa ya que algunos
Coelomycetes presentan estructuras parecidas (FAO, 2014). Los microconidios no

son producidos por todas las especies (Summerell et al., 2013).

Las clamidosporas son el estado morfoldgico por el cual los hongos del género
pueden permanecer por periodos prolongados en suelo y otros ambientes como

saprofitos (Leslie y Summerell, 2006).

Figura 3: 3A. Caracteristicas macroscopicas de Fusarium spp. Fuente propia
2B. Caracteristicas morfoldgicas de Fusarium solani.

Fuente: Universidad de Adelaide, 2006
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2.1.2.6 Hongos benéficos para control biolégico
En la actualidad las investigaciones reportan un nimero representativo de hongos

filamentosos que ostentan efectos antagodnicos, situacion que es aprovechada como
una opcidon de control bioldgico para los patdgenos de frutas y vegetales. Los
géneros de hongos mas empleados para este fin son: Gliocladium y Trichoderma,
siendo este Ultimo el mas usado al momento de controlar los patdgenos del suelo;
siendo el efecto principal del género el hiperparasitismo, sin embargo, con la
finalidad de incrementar su accién, en algunas especies y cepas pueden producir
metabolismos bio-activos e incluso ser empleados para el control de nematodos.
(Cong et al., 2019)

Existe una interaccion incesante entre los patégenos potenciales y sus antagonistas,
favoreciendo que en la mayoria de veces en el mundo bioldgico no se desarrolle la
enfermedad, ya que en condiciones naturales los microorganismos estan en un
equilibrio dindmico en la superficie de las plantas. (Hancock J, 2008)

2.1.2.6.1 Mecanismo de accidn

Hay varios mecanismos de accion por parte de los antagonistas para inspeccionar el
desarrollo de los patdgenos del suelo, entre los que se pueden detallar los siguientes:
competencia por espacio o por nutrientes, interacciones directas con el patégeno e

induccidn de resistencia. (Narayanasamy, 2013).

Figura 4. Mecanismo de accidén de competencia por nutrientes por parte de Botrytis cinérea en fruto de zarzamora.

Fuente: Terrones, 2019.
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2.1.2.6.1.1 Competencia por nutrientes.
Botrytis cinérea es uno de los hongos de post cosecha que mas depende los

nutrientes, debido a su denominacion necrotréfica, las esporas demandan de
nutrimentos para germinar y comenzar su desarrollo antes de penetrar al sustrato;
estos sustratos se encuentran en las heridas de las frutas y es alli donde la
competencia microbiana actua e inhibe el desarrollo del patdgeno. (Narayanasamy,
2013).

2.1.2.6.1.2 Competencia por espacio.

Las levaduras son eficaces colonizadores de la superficie de las plantas, destacando
la produccidon de materiales extracelulares que restringen el espacio para la
colonizacion por otros microorganismos. (Narayanasamy, 2013).

2.1.2.6.1.3 Interaccion directa con el patdgeno.

El tipo mas comun es el parasitismo, definido como la accién de un microorganismo
parasitando a otro conocido como simbiosis antagdnica entre organismos,

convirtiendo al patdégeno en alimento para su antagonista. (Narayanasamy, 2013).

2.1.2.6.2 Trichoderma spp.
Se encuentra entre los hongos de biocontrol que han sido probados contra hongos

que causan pudricién de la raiz principalmente, debido a que tienen una amplia
capacidad para sobrevivir bajo un rango de temperaturas, comunidades de
microorganismos y tipos de suelo caracterizado por ser saprofito parasito. Las
especies con mayor potencial para suprimir hongos importantes que causan
pudricién como B. cinérea destaca: Trichoderma hamatum, viride y koningi.
(Bustamante, 2015)

Este género puede suprimir los patdgenos del suelo a través de mecanismos de
accion como la antibiosis a través de la produccion de metabolitos fungitoxicos
como: trichodermina, giotoxina, viridina y otros. Ademas, Trichoderma spp produce
enzimas como celulosa, proteasa y quitinasa que provocan la resistencia del huésped
y disminuye la liberacion de exudados de las raices de las plantas. (Quinche, 2009)
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Inicialmente las colonias de Trichoderma presentan coloraciones blanquecinas y con
el tiempo se torna a color verde oscuro, con esporulacion densa. Los conidios
cercioran las descendencias del hongo durante la mayor parte de la etapa

vegetativade las plantas (Caporale, et al., 2019)

Las especias de Trichoderma se caracterizan por tener un crecimiento micelial rapido

y abundante produccién de esporas que colaboran a la colonizacidon de diversos

sustratos y del suelo.

Figura 5. : Especies de Trichoderma Pers. 5A. Trichoderma asperellum, 5B. Trichoderma atroviride, 5C. Trichoderma
aureoviride, 5D. Trichoderma citrinovire, 5E. Trichoderma harzianum, 5F. Trichoderma koningii, 5G. Trichoderma
koningiopsis, 5H. Trichoderma longibrachiatum.

Fuente: Samuels. Lieckf. & Nirenberg; Bissett; C; Samuels, Carm. Suarez & H.C. Evans; H; Bissett; J.

2.1.2.7 Tomate
Solanum lycopersicum pertenece a la familia Solanaceae. Es una planta

dicotileddnea (Cestoni et al. 2006) y herbacea perenne, que se cultiva en forma

anual para el consumo de sus frutos (Semillaria 2015).

Tabla 2.Ficha taxondmica de Solanum lycopersicum

Reino Plantae
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Subclase Asteridae
Orden Solanales
Familia Solanaceae
Género Solanum
Subgénero Potatoe
Seccién Petota
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Especie Solanum lycopersicum

Fuente: Semillaria, 2015

2.1.2.7.1 Condiciones agroecoldgicas del

cultivo2.1.2.7.1.1. Temperatura
La temperatura dptima para un buen desarrollo del cultivo oscila entre 20°C y 30°C

durante el dia y entre 10°C y 17°C durante la noche. Temperaturas superiores a los
300°C reducen la fructificacion y la fecundacién de los évulos, afectan el desarrollo
de los frutos y disminuyen el crecimiento y la biomasa de la planta. Las plantas de
tomate tienen un mejor desarrollo con temperaturas de entre 18°C y 24°C (Diaz,
2007).

Temperaturas diurnas inferiores a 12-15 °C pueden dar inicio a problemas en el
desarrollo de la planta, mientras que temperaturas diurnas superiores a 30 °C e
inferiores a 12 °C afectan lo que es la fecundacion (Diaz, 2007).

2.1.2.7.1.2 Humedad relativa

La humedad relativa (HR) optima, que se ubica entre 60 % y 80 %, favorece el
desarrollo normal de la polinizacidon y garantiza una buena produccion. El exceso o
déficit de HR produce desordenes fisioldgicos y favorece la presencia de
enfermedades. Una humedad relativa superior al 80 % favorece la permanencia de
enfermedades aéreas, el agrietamiento del fruto y dificulta la fecundacioén, ya que el
polen se humedece y hay aborto floral. Una alta humedad relativa y una baja
iluminacion reducen la viabilidad del polen y pueden limitar la evapotranspiracion,
disminuir la absorcién del agua y los nutrientes, generar déficit de elementos como
el calcio e inducir desdrdenes fisioldgicos. Una humedad relativa menor al 60 %
dificulta la polinizacion (Infoagro Systems S.L. 2016).

2.1.2.7.1.3 Luminosidad

Cuando la luminosidad es reducida, ello puede afectar en forma negativa los
procesos de floracion, fecundacién y desarrollo vegetativo de la planta. Durante los

periodos criticos del desarrollo vegetativo de la planta la interrelacion entre la
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temperatura diurna, nocturna y la luminosidad es fundamental (Infoagro Systems
S.L. 2016). Por tal motivo se recomienda no cultivar tomate en sitios que
permanecen nublados, ya que los rendimientos disminuyen considerablemente
(INTA 2014).

2.1.2.7.2 Variedades de tomate.
Las variedades de tomate pueden ser determinadas o indeterminadas a partir de

su habito de crecimiento Las variedades de habito determinado son de tipo
arbustivo, de porte bajo compactas y su produccién de frutos se concentra en un
periodo relativamente corto. Las plantas crecen, florecen y fructifican en etapas
bien definidas; poseen inflorescencias apicales. Las variedades de tomate usados
en la industria por lo general son de habito determinado, es decir, con frutos en
forma de pera, ovalados, acorazonados o en forma de cilindro. Los de habito
indeterminado tienen inflorescencia lateral y su crecimiento vegetal es continuo. La
floracion, fructificacion y cosecha se extienden por periodos muy largos. Las
variedades de tomate para mesa y los tomatillos (cherry) tienen por lo general
habito indeterminado y las plantas necesitan de tutores que conduzcan su
crecimiento (CATIE, 1990).

2.1.2.8 Plagas

Segin Gomez (2000) el nombre de "plaga" se designaba inicialmente a la
proliferacion de estos animales perjudiciales, generalmente insectos, que

periddicamente arrasaban con los cultivos y plantaciones.

Pero no sdlo la accidn de estas plagas ha sido causa de problemas en los
rendimientos agricolas, las cosechas y la supervivencia misma de las plantaciones
estan expuestas a la accidn Insecto atacando un cultivo agricola del entorno, tanto

bidtico como abiodtico (Romero, 2004).

Hasta el presente, de toda la fauna identificada mundialmente cerca del 60 % son
insectos. El nimero de especies de insectos y microorganismos no identificados es

de cientos de millones y de éstos, solo unos pocos cientos son considerados plagas
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(Benbrook et al., 1996).

Se ha hecho un estimado que 67 000 especies de organismos nocivos atacan los
cultivos agricolas en diferentes partes del mundo. En general, solamente 5 % de

éstos, son considerados como plagas principales (Pimentel, 1993).

Figura 6. Moho gris en plantas de tomate

Fuente: FAO, 2011

2.1.2.9 Medios de cultivo

Un medio de cultivo es un conjunto de nutrientes, factores de crecimiento y otros
componentes que crean las condiciones necesarias para el desarrollo de los
microorganismos. La diversidad metabdlica de estos es tan grande que la variedad
de medios de cultivo es enorme, no existiendo un medio de cultivo universal
adecuado para todos ellos, ni siquiera refiriéndonos a las bacterias con

exclusividad. (Manual de medios de cultivo, 2018)

Tabla 3. Tipos de medios de cultivo

Medios Son aquellos que permiten el crecimiento de
generales una gran variedad de microorganismos.
Medios de Son aquellos que favorecen el crecimiento de u
enriquecimiento determinado tipo de microorganismo sin llegar a inhibir

totalmente el crecimiento de los demas.

Medios Son aquellos que permiten el crecimiento de un tipo
selectivos de microorganismos determinado, inhibiendo el

desarrollo de los demas.
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Medios Son aquellos en los que se pone de manifiesto
diferenciales propiedades que un determinado tipo de

microorganismos posee.
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2.1.2.10 Tipos de sembrado en placa
2.1.2.10.1 Siembra

Sembrar o inocular es introducir artificialmente una porcién de muestra (indculo) en
un medio adecuado, con el fin de iniciar un cultivo microbiano. Para sembrar en
microbiologia es necesario mantener la habitacidn sin corrientes de aire y estar al
lado de la llama de un mechero (no mas de 15 cm. de distancia). También se
puede trabajar bajo campana, o en flujo laminar, previa esterilizaciéon con luz UV.

Tabla 4. Tipos de siembra

Tipo de
siembra

Siembra por
inmersion

Siembra en
doble capa

Siembra
en
superficie

Procedimiento

Se coloca el inéculo en una placa o
caja de Petri y sobre el mismo se
vierte el medio de cultivo
previamente fundido. Este método se
utiliza para microorganismos
aerobios.

Se procede de la misma manera que
por inmersion. Una vez solidificado el
medio se vierte una cantidad extra de
medio necesaria para cubrir la capa
anterior (generalmente 10 ml.
aprox.). Este método se utiliza para
microorganismos anaerobios
facultativos y microaerofilicos.

se vierte sobre una placa de Petri el
medio de cultivo fundido, se deja
solidificar y se coloca sobre la
superficie el indculo. Con ayuda de
una espatula de Drigalsky se extiende
el inéculo hasta su absorcidon total
por el medio de cultivo. Este tipo de
siembra se recomienda para
microorganismos aerobios estrictos.
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Siembra en  Se vierte sobre una placa de Petri el
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Capitulo III
Desarrollo y metodologia

36



3.1 Procedimiento y descripcion de las actividades realizadas.
3.1.1 Diagrama de proceso
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3.1.2 Equipos y materiales empleados durante la investigacion
Autoclave

Balanza analitica

Gabinete de seguridad bioldgica
Cajas Petri

Matraz Erlenmeyer 500ml
Lamparas de alcohol
Potenciometro

Micropipeta de 1000ul y 100pl

Antibioticos:
Cloranfenicol
Acido nalodixidico

Estreptomicina.

3.1.3 Medios cultivo para aislamiento de hongos filamentosos.

3.1.3.1 Medio Agar papa dextrosa (PDA)

Para la preparacion de un litro de medio soélido de PDA, se pesd en una balanza
analitica 39 gr de PDA, y se adiciono a un matraz Erlenmeyer con 1000ml de agua
destilada, se midié el pH a 5.5, en caso de no tener la concentracion, se colocé en
el medio liquido por medio de pequenas gotas NaOH al 0.1 N hasta obtener el pH
requerido. Una vez obteniendo el pH deseado, se esterilizé en autoclave (Tuttnaver)
a una temperatura de 121°C durante 15 minutos. Al concluir el tiempo de
esterilizacion, el medio de cultivo se dejé enfriar en el gabinete de seguridad
bioldgica (LABCONCO) previamente sanitizada, en medio de 2 lamparas de alcohol
las cuales sirvieron para generar un area estéril, se adiciono al matraz con el medio
de cultivo 250 pl de estreptomicina, 7500 pl de cloranfenicol y 1000ul de acido
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nalidixico, agitandolo para su homogeneizacion; se vertio en cajas Petri previamente
esterilizadas, y se dejd solidificar el medio a temperatura ambiente, todo dentro del
gabinete de seguridad bioldgica (LABCONCO), para posteriormente se resguardaron

en bolsas de poli papel hasta su uso. (Manual de medios de cultivo, 2018)

3.1.3.2 Medio extracto de malta (Medio selectivo para Trichoderma)

Para la preparacién del medio se pesd en una balanza analitica 20 gr de extracto de
malta, 0.017gr de rosa de bengala y 15gr de agar bacterioldgico. Llevandolo a
esterilizacion en autoclave (Tuttnaver) el medio a una temperatura de 121°C durante
15 min. Al concluir el tiempo de esterilizacion, se dejé enfriar el medio liquido a
temperatura ambiente y posteriormente se colocé en gabinete de seguridad
bioldgica (LABCONCO) previamente sanitizada, en medio de 2 ldamparas de alcohol
las cuales sirvieron para generar un area estéril, se adiciono al matraz con el medio
250 pl de estreptomicina, 7500ul de cloranfenicol y 1000ul de acido nalidixico,
agitandolo, y una vez conteniendo los 3 antibidticos se vertid en cajas Petri
previamente esterilizadas, y se dejé solidificar el medio a temperatura ambiente,
para posteriormente se resguardaron en bolsas de poli papel hasta su uso. (Manual
de medios de cultivo, 2018)

3.1.3.3 Medio McFadden (Medio selectivo para Trichoderma)

Pesar en la balanza analitica 0.5gr de sulfato de magnesio, 5gr de peptona, 10gr de
glucosa, 15gr de agar bacterioldgico y 0.017gr de rosa de bengala. Llevandolo a
esterilizacion en autoclave (Tuttnaver) el medio a una temperatura de 121°C durante
15 min. Al concluir el tiempo de esterilizacion, se enfrid el medio liquido a
temperatura ambiente y posteriormente se colocé en el gabinete de seguridad
bioldgica (LABCONCO) previamente sanitizada, en medio de 2 lamparas de alcohol
las cuales sirvieron para generar un area estéril, se adiciono al matraz con el medio
250ul de estreptomicina, 7500ul de cloranfenicol y 1000ul de acido nalidixico,
agitandolo, y una vez que el medio liquido tenia los 3 antibidticos, se vertié en cajas

Petri previamente esterilizadas, y se dejd solidificar el medio a temperatura
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ambiente, para posteriormente se resguardaron en bolsas de poli papel hasta su
uso. (Manual de medios de cultivo, 2018)

3.1.4 Recoleccion de suelo

Se realiz6 la recoleccién del suelo fértil en el municipio de Chignautla, Puebla,
posteriormente se cavd un hoyo con una profundidad de 40 cm, colocando la
muestra de suelo en una bolsa con cierre hermético, una vez recolectada la muestra

se resguardo en refrigeracion a una temperatura 4 °C hasta su utilizacion.

3.1.5Aislamiento de hongos filamentosos

3.1.5.1 Lavado de la muestra

Dentro del gabinete de seguridad bioldgica (LABCONCO) y con un ambiente estéril,
se pesd en una balanza digital 10 gr del suelo, se adiciono en un matraz erlenmeyer
que contenia 100 ml de agua previamente esterilizada, con la ayuda de una barra

magnética estéril y se colocd en una parrilla de agitacion durante una hora.

Figura 7. Preparacion de la muestra

Fuente propia.

3.1.5.2 Técnica de dilucién en placa.

Esta técnica se utilizé para cuantificar los microorganismos en placa de cultivo
realizando diluciones del suelo. Por consiguiente, se obtuvo un estimado de la

poblacion viable cultivable en medios de cultivos.
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3.1.5.2.1 Aislamiento en medios selectivos
Una vez transcurrido el tiempo determinado, se realizd el aislamiento a través del

método de diluciones seriadas el cual consistid en la preparacion de tubos de ensayo
con rosca, los cuales contenian 9 ml de agua y se llevaron esterilizacion en la
autoclave (Tuttnaver), para posteriormente colocarlos en una gradilla de tubos de
ensayo y se dejaron enfriar, una vez enfriado los tubos con la ayuda de una pipeta
se tomd 1 ml de la muestra del suelo diluida en el matraz, adicionandolo a un tubo
de ensayo el cual seria la dilucién -1, se cerro y se agito en el vortex (THERMOLYNE),
una vez agitado se tomd 1 ml del tubo de ensayo que fue agitado y se depositd en
un segundo tubo de ensayo, se tapo y se agito en el vortex (THERMOLYNE), siendo
la dilucién -2, todo este procedimiento se repitid hasta la dilucion -9. El método

utilizado para las diluciones decimales se encuentra en el manual de Valdés (1980)

citado por Luna- Vega, A., et al. (2019)

Figura 8. Método de diluciones decimales

Fuente propia
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3.1.6 Aislamiento

Dentro del gabinete de seguridad biologica (LABCONCO) y en medio de dos lamparas
de alcohol se tom6 muestra de los tubos de ensayo con las diluciones -4, -5y -6,
para ello con la ayuda de una micropipeta se tomd 500ul de la dilucion -4 y se anadio
a la caja Petri con el medio PDA, otros 500yl al medio extracto de malta y por ultimo
500ul al medio solido Mcfaden y con ayuda de un asa "L” previamente esterilizada
se esparcid la primera muestra y entre cada cambio de muestra se colocé dentro de
un vaso de precipitado con alcohol y se paso en la llama de la lampara de alcohol y
se dejo enfriar antes de esparcir en la otra caja Petri, el procedimiento se repitid con
las 3 diluciones y por duplicado. Se dejaron enfriar las cajas Petri con las muestras,
se rotularon y se resguardaron en bolsas de polipapel, esperando al crecimiento de

microorganismos en los medios.

3.1.7 Purificacion

Transcurrido los dias, se verifico si hubo crecimiento de microorganismos, al
presentarse dicho crecimiento se identificd cuantas colonias habia en las cajas Petri.
Y para poder purificar los hongos, primero se prepardé nuevamente medio de PDA,
siguiendo el proceso ya mencionado anteriormente, y una vez vertido el medio
liquido en las cajas Petri esterilizadas previamente, se dejaron solidificar en el
gabinete de seguridad bioldgica (LABCONCO). Una vez transcurrido el tiempo y
solidificado el medio se prosiguid a la toma de muestra de las diferentes colonias,
para ello, se colocd 2 lamparas de alcohol, y se quito el flujo de aire del gabinete de
seguridad bioldgica (LABCONCO) para evitar que las esporas de los diferentes
hongos contaminaran la nueva placa con el medio PDA, con la ayuda de un cutter,
primero pasandolo por alcohol y después por la llama de la ldmpara de alcohol para
asi asegurar su esterilizacion, se realizd un corte (cuadrado) al aislamiento
identificado, el cual se posiciono en el centro de la placa con medio solido de PDA,

de tal manera que las esporas tocaran el medio, dicho procedimiento se llevo a cabo
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con cada una de los aislamientos. Seguidamente se procedio a resguardar las cepas
nuevas introduciéndolas a una estufa de cultivo (ECOSHEL), a una temperatura de

28°C, y se esperd hasta su crecimiento, el cual fue alrededor de 3 dias.

Se realizd el mismo procedimiento anteriormente mencionado, para el patdgeno
Rhizoctonia solani.

Figura 9. Seleccién de hongos filamentosos para purificar.

Fuente propia.

3.1.8 Antagonismo contra Rhizoctonia solani

Para llevar a cabo el antagonismo se prepard nuevamente medio solido de PDA en
cajas Petri, se dividié por la mitad la placa con el medio, esto con el fin de colocar
una muestra del patégeno (Rhizoctonia) en un extremo y el hongo filamentoso
aislado, para ello dentro del gabinete de seguridad biolégica (LABCONCO) se llevd
a cabo todo el procedimiento, primero con la ayuda de un cutter pasandolo por
alcohol y después por la llama de la ldmpara de alcohol, esto para asegurar su
esterilizacion, se realizoun corte al aislamiento ya purificado, posicionandolo en el
centro de un extremo dela placa con medio solido de PDA, de tal manera que las
esporas tocaran el medio, repitiendo dicho proceso con el patdégeno, y asi
resguardarlos para esperar el crecimiento de ambos hongos. Durante los 6 dias
transcurridos se hicieron mediciones del crecimiento de los hongos y de la distancia
entre cada uno.
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Figura 10. Antagonismo en placa contra Rhizoctonia solani

3.1.9 Técnica de microcultivo

Se cortd un pequeio bloque de agar papa dextrosa (PDA) previamente vertido en
una caja de Petri, esto con la ayuda de un cutter. Sobre una segunda caja Petri se
colocd un papel filtro y dos palitos cortados de un tamafio el cual encajara en la caja
y sobre los mismos se colocd un portaobjetos, para posteriormente llevarlo a
esterilizacion en autoclave (Tuttnaver) a una temperatura de 121°C durante 15
minutos. Después con ayuda del cutter se colocd el bloque de PDA en la superficie
de los extremos del portaobjeto, con una aguja estéril se removid porciones
pequenas del aislamiento de los hongos y se inoculo en el bloque de PDA. Luego de
la inoculacion, se coloca un cubreobjetos estéril sobre la superficie del agar, y se
dejé durante 3 dias resguardados para esperar su crecimiento. Una vez que hubo
crecimiento por debajo de la superficie del cubreobjetos, se retird cuidadosamente
este con unas pinzas estériles colocandolo sobre un portaobjetos con azul de

metileno, el cual se observo en un microscopio digital (Quasar Qm10 Starter).

Figura 11. Técnica de microcultivo
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Capitulo IV
Resultados
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4.1 Resultados y discusion

De acuerdo al nimero de aislados obtenidos por cada medio de cultivo podemos
determinar que el medio PDA (Agar papa dextrosa) y MCF (McFadden) presentaron
el nimero de aislamientos mas alto de los 3, obteniendo un total de 21
aislamientos de hongos filamentosos correspondientes, mientras que del medio

EMA (Extracto de malta) no hubo proliferacién alguna.

Figura 12 . Aislamientos obtenidos.

Aislamientos

m PDA
uEMA
= MCF

Fuente propia

Como resultado de la purificacion se selecciond un total de 12 aislamientos, esto
debido a la semejanza de manera macroscopica que presentaba un aislamiento

con otro, dejando asi 9 aislamientos fuera de observacion.

En las siguientes tablas se muestra el crecimiento circunferencial y el antagonismo
tomando 3 aislamientos de hongos filamentosos, los cuales fueron en las que mejor
se pudo presenciar dicho antagonismo contra Rhizoctonia solani, las mediciones se

registraron durante 5 dias después de la siembra en placas de ambos hongos.
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Tabla 5. Prueba de antagonismo en placa de agar (Dia 1)

Placa Circunferencia Circunferencia  Antagonismo
radial de hongo radial de
filamentoso Rhizoctonia
P360 1.47cm 1.05cm lcm*
1750 0.85cm 1.32cm lcm*
D800 1.6cm 0.77cm 1.1cm*

Fuente propia
Tabla 6 Prueba de antagonismo en placa de agar (Dia 2)

Placa Circunferencia Circunferencia  Antagonismo
radial de hongo radial de
filamentoso Rhizoctonia
P360 2.4cm 1.35cm 2.4cm*
1750 2.45cm 1.47cm 2.45cm*
D800 2cm 1.57cm 2cm*

Fuente propia
Tabla 7. Prueba de antagonismo en placa de agar (Dia 3)

Placa Circunferencia Circunferencia  Antagonismo
radial de hongo radial de
filamentoso Rhizoctonia
P360 2.7cm 1.62cm 2.7cm*
1750 2.67cm 1.52cm 2.67cm*
D800 2.63cm 1.9cm 2.63cm*

Fuente propia

Tabla 8. Prueba de antagonismo en placa de agar (Dia 4)

Placa Circunferencia Circunferencia Antagonismo
radial de hongo radial de
filamentoso Rhizoctonia
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P360 3.15cm 1.65cm 3.15cm*
1750 2.77cm 1.62cm 2.77cm*
D800 2.72cm 2.1cm 2.72cm*

Fuente propia

Tabla 9. Prueba de antagonismo en placa de agar (Dia 5)

Placa Circunferencia Circunferencia  Antagonismo
radial de hongo radial de
filamentoso Rhizoctonia
P360 3.45cm 1.65cm 3.45cm*
1750 2.77cm 1.62cm 2.77cm*
D800 3.3cm 2.1cm 3.3cm*

Fuente propia
*Aislamientos que pasaron por encima sin dejar crecer al patdgeno (Rhizoctonia solani)
Mostrando un rapido crecimiento por parte de los aislamientos P360 de 1.47cm en
el primer dia alcanzo a medir 3.45cm al quinto dia, por otro lado 1750 el primer dia
fuede 0.85cm concluyendo en el quinto dia con un radio de 2.77cm, mientras que
Rhizoctonia solani crecia a un ritmo un poco menos apresurado, permitiendo asi la
confirmacion del antagonismo de los 3 aislamientos contra Rhizoctonia solani, esto

se puede observar mediante la formacion de halos de inhibicion generados por los

aislamientos (Figura 13A -C).

Figura 13. A- C. Antagonismo contra Rhizoctonia Solani reverso de la placa.
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En la Figura 14: A- C se presenta el antagonismo de aislamiento de los hongos
filamentosos contra Rhizoctonia solani, evidentemente se aprecia como cada

aislamiento no deja proliferar al patégeno y pasa sobre este, creando asi un

antagonismo de manera exitosa y deseada.

Figura 14. A- C. Antagonismo contra Rhizoctonia Solani anverso de la placa.

En la tabla 10 se presentan algunas imagenes y la descripcion de aislamientos,

dondese tuvo en cuenta las caracteristicas macroscépicas. (Guzman, 1997).

Tabla 10. Descripcion macroscopica de aislamientos.

Aislamiento Descripcion
M300 Aislamiento  de  crecimiento

moderado, de forma irregular,
con superficie apenas elevada, de
margen entero. Presenta una
textura aterciopelada
algodonosa. De color crema

suave.
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1750 Aislamiento  de  crecimiento
rapido, de superficie plana y
margen entero. Presentando una
textura aterciopelada, y un

crecimiento invasivo.
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A150 Aislamiento  de  crecimiento
rapido, de forma circular,
presenta una textura algodonosa,
apenas elevada con un margen

entero.

P360 Aislamiento de crecimiento rapido
y forma circular, presenta una
textura aterciopelada apenas
algodonosa y elevada, con un
margen entero y un crecimiento
invasivo. Con tonalidad blanca en
los primeros dias para
posteriormente tornarse verde.

D800 Aislamiento de crecimiento rapido
e invasivo, de forma circular, con
textura granulosa apenas
elevada, con margen entero, y
una coloracion que va de blanco

a verde.

En la tabla 11 se presentan algunas imagenes y microfotografias observadas en un
microscopio digital (Quasar Qm10 Starter) con aumento de 40X de aislamientos de

hongos. Teniendo en cuenta las caracteristicas macroscdpicas y microscopicas.
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Aislamiento: 1750
Temperatura ambiente
Posible Penicillium sp.

Aislamiento: D800
Temperatura ambiente

Posible Trichoderma sp.

Aislamiento: A150
Temperatura ambiente
Otro

Aislamiento: P360
Temperatura ambiente
Otro

Tabla 11. Ejemplos de los diversos hongos filamentosos aislados.

De acuerdo a sus caracteristicas morfoldgicas macro y microscépicas la clasificacion

se llevd a cabo por las estructuras y el color de las colonias para el género de
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Trichoderma spp, el aislamiento D800 por las caracteristicas observadas durante
su fase de crecimiento y siendo observadas al microscopio puede ser un posible
Trichoderma harzianum, por la presencia de una mezcla de coloracién blanquecina
y verdosa, y microscopicamente se observa una estructura muy similar a la de una
cepa de Trichoderma ya identificada, pero para la identificacion de estas cepas se
necesitan técnicas mas afondo como lo son claves taxondmicas, secuenciacion de
DNA para la determinacion de especie. Por lo que solo se reportan como algun tipo
de Trichoderma.
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Capitulo V
Conclusiones
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5.1 Conclusiones del proyecto
El presente estudio permitié la seleccion de aislamiento de hongos filamentosos

utilizando diferentes medios selectivos, donde se obtuvo un total de 21 aislamientos
los cuales después de un proceso de purificacion fueron seleccionados 12, esto
debido a la semejanza de manera macroscépica que presentaban algunos
aislamientos entre ellos, para finalmente a partir de la prueba de antagonismo en
placa de agar, llevando a cabo durante 5 dias un registro de crecimiento de
circunferencia radial del hongo filamentoso, la circunferencia radial de Rhizoctonia
solani al igual que el antagonismo presentado, se obtuvo 5 aislamientos los cuales
mostraron ser capaces se servir como antagonistas contra el hongo patdgeno
Rhizoctonia Solani, en caso del aislamiento D800 presentd caracteristicas macro y
microscopicas semejantes a la especie de genero Trichoderma spp, el cual ha sido
muy estudiado dejando varios antecedentes de proyectos realizados vy
comprobados, pero para poder una identificacion de este aislamiento y saber en
qué especie entra se necesitan técnicas mas afondo para su determinacion,
mientras que por otro lado el aislamiento 1750 muestra ser un posible Penicillium
spp, esto debido a las caracteristicas macro y microscopicas observadas. Para el
resto de los aislamientos no se consiguié una posible relacién con cepas de hongos
filamentosos ya identificados, pero mostraron como resultado un antagonismo
contra el hongo patdgeno de interés, permitiendo que este proyecto sirva para dar
paso a su continuidad para ser estudiado, al igual, llevandolo a cabo a
experimentacién en plantas de jitomate las cuales estan infestadas por dicho

patdgeno.

5.2 Aportaciones originales

El aislamiento y seleccién de hongos filamentosos los cuales sean benéficos para el
control bioldgico contra el hongo patégeno Rhizoctonia solani sirven de alternativa
para evitar el uso indiscriminado de fertilizantes en los cultivos de jitomate, los cuales
dejan repercusiones no solo al medio ambiente, sino también a la salud del
consumidor final.
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5.3 Limitaciones del modelo planteado

Las limitaciones que se presentaron durante la realizacién de este proyecto fueron
la falta de material de laboratorio, asi como reactivos indispensables para la

preparacion de medios sdlidos selectivos.

5.4 Recomendaciones

Se recomienda dar continuidad a este proyecto, tomandolo como base y asi llevar a
cabo su aplicacién en campo, es decir, ponerlo a prueba en plantas de jitomate para
asi verificar que los hongos filamentosos benéficos aislados y seleccionados tienen

aplicacién en campo con efecto antagdnico para Rhizoctonia solani.
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6.1 Competencias desarrolladas y/o aplicadas

Las competencias que se desarrollaron a lo largo de la elaboracién del trabajo
presentado fueron las siguientes:

Responsabilidad.

Organizacion.

Trabajar en tiempo y forma.

Aprender a establecer tiempos para la realizacion de la metodologia.
Manejo de material y equipo de laboratorio.

Preparacion de medios selectivos.

Habilidad de adaptabilidad al entorno en donde se trabajé y a horarios.

Fortalecimiento de conocimientos adquiridos en las asignaturas de la carrera
en el laboratorio de microbiologia.

Implementacién de estrategias para la busqueda de informacién en diversas
fuentes confiables.

Aprender técnicas para el aislamiento de hongos filamentosos en medios de
cultivos selectivos y técnica de microcultivo.

Mantener un ambiente inocuo en el laboratorio para la realizaciéon de
metodologia.
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