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Resumen

Rhizopus stolonifer es un hongo fitopatdégeno que se encuentra ampliamente distribuido
en la naturaleza. Es un hongo de rapido crecimiento y alta capacidad de desarrollo en
humedades y temperaturas variables. Este fitopatégeno invade a una gran variedad de
productos hortofruticolas en la postcosecha generando pérdidas considerables en el
sector alimenticio; por lo cual, se han buscado alternativas para su combate, como es la
implementacion de temperaturas altas o bajas, atmosferas controladas, radiaciones
gamma y luz UV o el uso de fungicidas quimicos que, con la adicién de antagonistas
microbianos, su eficiencia se ha visto incrementada. Sin embargo, la implementacion de
fungicidas quimicos en los cultivos llega a generar cambios negativos en el medio
ambiente, a un nivel fisico, quimico y/o bioldgico, provocando en el fitopatégeno un
desarrollo en la resistencia a los componentes del fungicida. El objetivo de este trabajo
fue evaluar la capacidad antagoénica del hongo Humphreya coffeata sobre R. stolonifer,
sometiendo a estos en confrontaciéon dual en placas, donde H. coffeata produjo un
porcentaje en la reduccion del crecimiento micelial (PRCM) del 45.24%. Se determind
la capacidad antagoénica de H. cgffeata mediante la escala propuesta por Bell, se pudo
observar que el antagonista present6é grado 1, determinando que el antagonista logrd
sobrecrecer en toda la placa a los 10 dias posteriores de la confrontacién, eliminando
por completo al fitopatégeno. Al observar la confrontaciéon dual en microscopio (10x,
40x y 100x) se pudo notar un micoparasitismo por parte de H. coffeata hacia R. stolonifer
como mecanismo de accion, lo cual el antagonista enrollé al fitopatégeno cubriendo
totalmente sus hifas, degradando su micelio y provocandole la muerte. Con el objetivo
de extraer los metabolitos producidos por el antagonista, los cuales utiliza para el
control de R. swlonifer, se procedi6 a la formulacién de tres caldos de cultivo,
consistiendo en caldo de cultivo inoculado con H. effeata (CH), caldo de cultivo
inoculado con H. coffeata y R. stolonifer (HR) y caldo de cultivo con biomasa de R
stolonifer al 1% inoculado con H. coffeata (HB); evaluando la actividad antifungica de
estos caldos hacia R. stolonifer en placas con PDA suplementados en diferentes

concentraciones (5%, 10% y 20%) cada 120 h durante cuatro ocasiones. Los caldos de



cultivo con mayores PRCM fueron HB con un 28.61% (15 dias con el 10%), HR con
un 39.49% (5 y 10 dias con el 20%) y HR con un 47.81% (10 dias con el 20%).
Observando la esporulacion de R. swlonifer en los ensayos mencionados, se pudo notar
un retardo de un dia para HB (15 dias con el 10%), tres y dos dias para HR (5 y 10 dias
con el 20%) y de un dia para HB (10 dias con el 20%). Estos resultados indican que el
hongo H. coffeata puede ser utilizado como una opcién de control biolégico contra R.

Stolonifer.

Abstract

Rbizopus stolonifer is a phytopathogenic fungus that is widely distributed in nature. It is a
fast-growing fungus with a high capacity for development in variable humidities and
temperatures. This phytopathogen invades a great variety of fruit and vegetable
products in the post-harvest period, generating considerable losses in the food sector;
therefore, alternatives have been sought to combat it, such as the implementation of
high or low temperatures, controlled atmospheres, gamma radiation and UV light or
the use of chemical fungicides that, with the addition of microbial antagonists, their
efficiency has been seen increased. However, the implementation of chemical
fungicides in crops generates negative changes in the environment, at a physical,
chemical and/or biological level, causing the phytopathogen to develop resistance to
the components of the fungicide. The objective of this work was to evaluate the
antagonistic capacity of the fungus Humphreya coffeata on R. stolonifer, subjecting them in
dual confrontation in plates, where H. coffeata produced a percentage in the reduction of
mycelial growth (PRCM) of 45.24%. The antagonistic capacity of H. coffeata was
determined using the scale proposed by Bell, it could be observed that the antagonist
presented grade 1, determining that the antagonist managed to overgrow in the entire
plaque 10 days after the confrontation, eliminating the phytopathogen. When observing
the dual confrontation under the microscope (10x, 40x and 100x) it was possible to

notice a mycoparasitism on the part of H. coffeata towards R. stolonifer as a mechanism of



action, which the antagonist rolled up the phytopathogen completely covering its
hyphae, degrading its mycelium, and causing death. In order to extract the metabolites
produced by the antagonist, which it uses to control R. stolonifer, we proceeded to the
formulation of three culture broths, consisting of culture broth inoculated with H.
coffeata (CH), broth of culture inoculated with H. coffeata and R. stolonifer (HR) and
culture broth with biomass of R. stolonifer at 1% inoculated with H. coffeata (HB);
evaluating the antifungal activity of these broths towards R. stolonifer in plates with PDA
supplemented in different concentrations (5%, 10% and 20%) every 120 h for four
occasions. The culture broths with the highest PRCM were HB with 28.61% (15 days
with 10%), HR with 39.49% (5 and 10 days with 20%) and HR with 47.81% (10 days
with 20%). Observing the sporulation of R. stolonifer in the tests, a delay of one day was
observed for HB (15 days with 10%), three and two days for HR (5 and 10 days with
20%) and a day for HB (10 days with 20%). These results indicate that the fungus H.

coffeata can be used as a biological control option against R. stolonifer.



CAPITULO 1. INTRODUCCION

Los productos hortofruticolas son susceptibles al ataque microbiano, encontrandose
entre ellos los hongos fitopatogenos. Estos organismos provocan distintas
enfermedades en las frutas y verduras; las enfermedades que llegan provocar son la
marchites, antracnosis y pudriciones. Las enfermedades provocadas por los hongos
fitopatégenos generan reacciones quimicas en los alimentos, dando lugar a que en ellos
se modifiquen sus caracteristicas organolépticas como lo es color, textura y sabor
principalmente. Todo esto provoca que el alimento quede inservible para el consumo
humano en un periodo de tiempo muy corto (Reglero, 2011). Los hongos
fitopatégenos mas invasivos son los géneros _Alternaria, Penicillinm, Aspergillus, Fusarium,
Botrytis y Rhizopus (Cuevas, 2016). Entre los hongos fitopatégenos mencionados, el
hongo Rbizopus stolonifer es considerado uno de los principales invasores de frutas y
verduras en la etapa de la postcosecha. Este hongo se encuentra ampliamente
distribuido en la naturaleza, sobrevive tanto en el suelo, el polvo como en los residuos
organicos hasta llegar a invadir a los tejidos vegetales. Debido a que este hongo se
caracteriza por ser un fitopatégeno de diversas frutas y verduras, ademas de poseer un
amplio rango de resistencia ambiental, la industria agricola busca constantemente
métodos que ayuden a disminuir su invasiéon. Esto es porque, las frutas y verduras se
caracterizan por ser altamente perecederas y susceptibles al ataque microbiano, debido a
su alto contenido de agua y la alta actividad metabolica que presentan atn después de
ser cosechadas (Hernandez-Lauzardo et al., 2006; Vazquez & Guerrero 2013).

En el sector agricola, los fungicidas quimicos sintéticos como el Dicloran (2,6-dicloran-
4-nitroanilina) son un método cominmente usado para el control de R. solonifer. Este
fungicida es una mezcla de sustancias quimicas que se utilizan de manera constante con
el objetivo de controlar las enfermedades agricolas provocadas por este fitopatogeno
(Wilson Charles et al., 1986). Cuando el Dicloran y otros fungicidas son aplicados en
los cultivos, llegan a generar cambios en el medio ambiente, ya sea a un nivel fisico,
quimico y/o biolégico, debido a que son sustancias quimicamente complejas y por lo

tanto estos cambios producidos pueden conducir a la degradacion parcial en el



medioambiente que en sus diversas formas pueden afectar el ecosistema (Galvez-
Gamboa et al.,, 2018). La constante aplicacion de los fungicidas también llega a generar
que los hongos fitopatégenos como R. swlonifer desarrollen resistencia a sus
componentes, por lo que, en ocasiones es necesario el uso de un fungicida mas potente
(Bautista-Bafios, 2006). Debido a estos factores sobre el uso de fungicidas quimicos, es
que el consumidor evidencia un descontento sobre su uso. Por otro lado, el consumir
frutas y verduras otorga grandes beneficios a la salud, debido a los nutrientes que
contienen. La introduccién de frutas y verduras al mercado 100% saludables y libres de
fungicidas quimicos es una buena opcién para incrementar su consumo (Molina-
Mercader et al., 20006).

Una opcioén viable como alternativa, es el uso de control fisico, radiacion gamma,
aplicacion de luz ultravioleta, atmosferas controladas y control biologico (Solorio, 2000
Velazquez et al,, 2008). El control biolégico es basado en el uso de organismos
antagonistas, los cuales, son eficaces para el combate de patégenos, como es en el caso
de los hongos fitopatégenos. La implementacion de organismos antagonistas para el
control de hongos fitopatégenos puede ayudar a evitar la invasiéon de estos y, por lo
tanto, las enfermedades que provocan en las frutas y verduras (Bautista-Bafios, 2000).
Entre el grupo de antagonistas, se encuentran los hongos del género Garnoderma, siendo
de los hongos mas estudiados, debido a sus propiedades medicinales como
antitumorales y antioxidantes (Rusell & Paterson, 20006). Los metabolitos secundarios
que produce mayormente este hongo son los triterpenos y polisacaridos (Berovic et al.,
2003). A los triterpenos se les han atribuido actividades antifungicas, siendo utilizados
contra Mycosphaerella fijiensis (Nifio et al., 2007). Algunos polisacaridos producidos por
Ganoderma spp. han sido utilizados para el control de hongos fitopatégenos como
Phytophthora nicotianae y Curvularia clavata, obteniendo una considerable inhibicién en su
crecimiento (Atencio et al., 2011). Por otro lado, Humphreya coffeata es un hongo que
tiene una similitud taxonémica con este género, sobre todo con Ganoderma lucidum. El
hongo H. coffeata cuenta con la capacidad de produccion de agentes activos similares a

los de G. lucidum (Porras-Arboleda et al., 2009). Sin embargo, el hongo H. coffeata no ha



sido investigado para el control de hongos fitopatogenos como R. swlonifer, y por ser
una potencial alternativa debido a que produce metabolitos secundarios similares a los

de G. licidum, puede contar con las caracteristicas adecuadas para el control de R

Stolonifer.



CAPITULO 2. ANTECEDENTES

2.1 Hongos fitopatégenos en la postcosecha

Uno de los grandes problemas fitosanitarios que en los cultivos agricolas se manifiesta
constantemente, es la presencia de plagas y enfermedades ocasionadas en su mayoria
por la presencia de hongos fitopatégenos (Moo-koh et al., 2014). Se ha reportado que
los hongos fitopatégenos pueden comenzar a producir enfermedades de dos formas
distintas, durante la precosecha y la postcosecha (Solorio, 2000). Debido a la invasion
de hongos fitopatégenos en frutas y verduras, en paises industrializados se estiman
pérdidas de hasta el 25%; mientras que, en paises en desarrollo, se han estimado que
pueden exceder el 50% del total de la producciéon (Spadaro & Lodovica, 2004; Tripathi
& Dubey, 2004). Los géneros de hongos fitopatégenos reportados como principales
agentes causales de enfermedades postcosecha son Talaromyces, Alternaria, Botrytis y
Rbizopus (Alfaro-Gutiérrez, 2011). El hongo Talaromyces miniolutens ha sido reportado
como un invasor de una variedad de frutas y verduras, como el tomate, cebolla, naranja
y membrillo, causando dafios en estos como pudricion y licuefaccion total del fruto en
poscosecha (Gryganskyi et al., 2018). El hongo fitopatégeno Alternaria alternata provoca
la “pudricién negra”, ataca generalmente a tomates en la postcosecha, generandoles
manchas superficiales negras o cafés secas hundidas y posteriormente formando una
capa densa del hongo sobre las heridas del producto (Wang et al., 2008). Otro hongo
titopatogeno es Bofrytis cinerea, causa una enfermedad conocida como “moho gris”. Esta
enfermedad se caracteriza por manchas en el fruto y posteriores lesiones e invade a una
amplia variedad de frutas y verduras. Uno de los hongos fitopatbgenos de mayor
invasién y gran namero de hospederos es R. stolonifer, este hongo causa la enfermedad

conocida como “pudricién blanda” en frutas y verduras (Garcia-Nieto, 2020).

2.2 Pérdidas postcosecha por Rhizopus stolonifer
En México, las pérdidas en la postcosecha han sido cuantificadas de manera parcial,
reportando pérdidas en cultivos de tomate de mas del 25%, debido a la podredumbre

por hongos fitopatégenos sobresaliendo R. stolonifer (Sparado & Lodovica, 2004).



Estudios realizados por Abdel-Mallek et al. (1995) demuestran estos datos, ya que
aislaron hongos fitopatégenos de distintos puntos del mercado; tomando 11 especies
recuperadas de 156 tomates enfermos, en donde R. stolonifer fue de los hongos
titopatégenos con mayor frecuencia de invasion (35.9%). Bautista-Bafios et al. (2008)
aislaron hongos fitopatégenos tomados de tomates que fueron recolectados de 15
mercados en distintos locales, en el estado de Morelos, México. R. stwolonifer tue el
fitopatégeno mas predominante, con una frecuencia de casi el 50% de invasion.

Uno de los productos donde México destaca, es en la producciéon de fresa; siendo el
tercer productor a nivel mundial, con una produccién anual de 658, 436 ton, en donde
Morelos participa con una producciéon de 95.9 ton; Estados Unidos es el segundo
productor mundial con 1,449,280 ton y China se encuentra en el primer lugar
produciendo 3,717,283 ton (Plascencia et al., 2012; SIAP, 2017). Sin embargo, la fresa
también es susceptible al ataque de R. stwolonifer. Fraire-Cordero et al. (2003) realizaron
estudios tomando muestras de parcelas de fresas comerciales de Zamora, Michoacan,
México y de fresas importadas de California, Estados Unidos; con el objetivo de
identificar la frecuencia de la invasiéon de hongos fitopatdégenos postcosecha, en los que
predominé Rhizopus sp. con una frecuencia de hasta el 95% en la regién de Zamora,
Michoacan, México y con 22% de las que se importaron de California, Estados Unidos.
Plascencia-Tenorio (2011), menciona en estudios realizados en los mercados de New
York y Chicago en Estados Unidos sobre las pérdidas postcosecha ocasionadas en
fresas por dafios mecanicos e invasion de hongos fitopatégenos las cuales ascienden del
28.8% al 41.2% destacando las pérdidas por moho gris (Botritis cinérea) y pudricion
blanda (R. stolonifer). Mulkay et al. (2010) diagnosticaron a las enfermedades con mayor
incidencia ocasionadas por hongos fitopatégenos durante la postcosecha en papaya; en
tres localidades fruticolas de Cuba. Reportaron que la pudricién blanda provocada por
R. stolonifer fue la que ocasioné los mayores dafios (56.4%), siendo superior a la
antracnosis. Teixeira da Silva et al. (2007) mencionaron que la pudricién blanda causada
por Rhizopus spp. es una de las enfermedades con mayor frecuencia durante el

almacenamiento y transporte de este fruto.



2.2.1 Caracteristicas morfologicas de Rhizopus stolonifer

El sin6nimo mas actualizado de este hongo es Rbizopus stolonifer (Ehrenb.) Vuill.,
Toulouse (1902). Este hongo cuenta con esporangioforos carentes de septos, sin
ramificar, son aéreos y miden de entre los 6-15 pm de diametro y hasta 2 mm de alto
(Medeiros-Nobrega, 2013). Los esporangiéforos nacen de unas estructuras llamadas
estolones, de los cuales, también crecen los rizoides que se desarrollan en todas
direcciones (De la Garza, 1996; Martinez-Hernandez, 2017). En la punta de los
esporangiéforos se encuentran los esporangios midiendo hasta 275 um de diametro
(Figura 1), aqui se encuentra la columela que es donde se desarrollan las
esporangiosporas y miden de entre 8-15 um, siendo de forma elipsoidal (Pontén et al.,

2002). En la Tabla 1 se muestra su clasificaciéon taxonémica (Index fungorum, 2021).

Figura 1. Caracteristicas de R. stolonifer. (a) Esporangio, (b) Rizoides, (c) Esporangiéforo y d) Estolones.
Fuente: Propiedad del autor del presente estudio.



Tabla 1. Clasificacidon taxondmica de R. stolonifer.

Reino Fungi

Filo Mucoromycota
Clase Mucoromycetes
Orden Mucorales
Familia Mucoraceae
Género Rhizopus
Especie stolonifer

2.2.2 Distribuciéon en la naturaleza

Las esporas de este hongo se diseminan facilmente por el aire, esto le permite
distribuirse ampliamente en la naturaleza, pudiendo encontrarse en diversos lugares
como el polvo, estiércol, la madera, en algunas semillas y en los nidos de las aves. Este
fitopatégeno se caracteriza por ser de crecimiento rapido y micelio aéreo, con la
capacidad de desarrollarse en humedades relativas variables (75-84%), ademas, a
temperaturas de entre 3-34°C con una de 6ptima de 15.5-25°C (De la Garza, 1996;
Pontén et al., 2002; Plascencia et al., 2012;).

2.2.3 Mecanismo de infeccion en frutas y verduras

La infeccion efectuada por de R. stwlonifer se lleva a cabo durante la postcosecha. Esto es
debido a que el fitopatégeno necesita que el hospedero se encuentre maduro y con
heridas, estas cortaduras o golpes se pueden dar durante su manejo como la cosecha, el
transporte, en la maquinaria empleada para el empaquetado y en el almacenamiento;
cuando esto ocurre, las esporangiosporas se depositan en las heridas del fruto (Zamora-

Magdaleno et al., 1999; Bautista-Banos et al., 2008)
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2.2.4 Mecanismo de degradacion en frutas y verduras

Las esporangiosporas cuando se encuentran depositadas en el fruto comenzaran a
producir hifas, las cuales, a su vez secretaran enzimas pectinoliticas que degradan y
disuelven las células de los tejidos, dando como resultado la pérdida de la cohesion
entre ellas, produciendo una sustancia liquida y dando como resultado una pudriciéon
blanda. Las enzimas pectinoliticas secretadas por el fitopatégeno avanzan por delante
del micelio y siguen separando a las células antes de que el micelio se fije en ellas. El
hongo también secreta enzimas celuliticas sobre los tejidos macerados, degradando asi
la celulosa del hospedero. El micelio del hongo crece intercelularmente y al parecer no
invade a las células; solo lo hace cuando han muerto y han comenzado a desintegrarse.
Esto parece indicar que el micelio nunca entra en contacto con las células vivas del
hospedante. El hongo contintia desarrollandose en el interior de los tejidos, ablandando
la epidermis del hospedero, rompiéndola con facilidad, con ello, el hongo emerge a
través de las heridas preexistentes en el fruto, produciendo estolones, rizoides
esporangios y esporangioforos, siendo los rizoides los que perforan la epidermis
ablandada del fruto (Figura 2 y 3). La mayoria de las infecciones efectuadas por este
titopatogeno, durante el almacenamiento de los frutos se deben a las esporangiosporas
asexuales. La reproduccion sexual también puede ocurrir, solo que requiere la presencia
de dos micelios fisiolégicamente distintos y compatibles; cuando dos cepas opuestas se
ponen en contacto (Agrios, 1985; Alexopoulos et al., 1996; Solorio, 2000; Alvarado-
Hernandez, 2011).

Figura 2. Invasion de R. stolonifer en fresas. a) Sintoma inicial b) Sintoma avanzado. Fuente: Solorio,

(2000).
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Figura 3. Modo de infeccion de R. swlonifer. Fuente: Garcia-Nieto, 2020.

Se ha observado que R. stwlonifer tarda unas 96 h en descomponer completamente al
hospedero, de esta manera es que genera pérdidas considerables en el sector alimenticio
(Velazquez-del Valle et al., 2007). Entre los productos hortofruticolas que este
fitopatégeno invade son: tomate (Physalis philadelphica), jitomate (Solanum lycopersicum),
camote (Ipomoea batatas), durazno (Prunus pérsica), melon (Cucumis melo), papaya (Carica
papaya), cacahuate (Arachis hypogaea), betabel (Beta vulgaris), coliflor (Brassica oleracea),
zanahoria (Daucus carota), sandia (Citrullus lanatus), frijol (Phaseolus vulgaris), chicharo
(Pisum  sativum), cebolla (Allium cepa), berenjena (Solanum melongena), chile piquin

(Capsicum annuum), todos los frutos rojos y las cucurbitaceas (Alfaro-Gutiérrez, 2011).

2.3 Medidas de control
Control preventivo: Al momento de la cosecha, transporte y el almacenamiento se
requiere de un cuidadoso manejo para evitar ocasionar heridas en el producto y con ello

la entrada del fitopatogeno.
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Atmosferas controladas: Este tipo de métodos han sido utilizados para extender la
vida de los productos en el almacén a través del control de pudriciones. Algunos
estudios demostraron que diferentes tratamientos hipobaricos para controlar la
pudricion blanda provocada por R. stolonifer se redujeron con valores de 0.5 atm a una

exposicion de 4 h (Velazquez et al., 2008).

Radiaciones gamma y luz UV: Se ha empleado esta tecnologia para inhibir el
desarrollo de R. stolonifer en jitomate. En este método se valord el tratamiento
combinado de la radiacién gamma y agua caliente, obteniendo un 90% de inhibicién
sobre el fitopatégeno. En adicién, Pan et al. (2004) analizaron el efecto de la
combinacién de luz UV vy aire a 45°C durante una exposicion de tres horas aplicado en
fresas, obteniendo un control positivo en el control de las pudriciones ocasionadas por

R. stolonifer y el mantenimiento de la calidad del producto.

Fungicidas: El principal método de control que utilizan los agricultores para el
combate de R. stlonifer ha sido en el uso de fungicidas quimicos. Los fungicidas mas
utilizados han sido el Dicloran, Fludioxonil, Iprodione y Tebuconazole. Estudios
realizados 7z situ sobre frutos de durazno, el Dicloran redujo la pudricién entre el 87 a
100%. En otros estudios utilizando Iprodione, se observé una reduccion del 59% en la
pudriciéon del jitomate. Sin embargo, en el ano de 1996 los fabricantes cancelaron de
manera voluntaria su produccion (Velazquez-del Valle, 2007). El fungicida Fludioxonil
(Figura 4) redujo la incidencia de R. stolonifer entre un 75-90% aplicandolo en duraznos
y ciruelas; respectivamente, el Tebuconazol controlé la pudriciéon en estos frutos entre
un 69-81% (Alfaro-Gutiérrez, 2011). Diversos estudios han demostrado que los
componentes de los fungicidas mencionados llegan a provocar cepas resistentes en un
periodo largo de uso y, ademas, estos representan un riesgo potencial para la seguridad
ambiental y la salud humana (Tripahi & Dubey, 2004). El uso indiscriminado de
fungicidas quimicos sintéticos tiene efectos adversos los cuales estan impactando de

manera significativa. Entre los efectos que se presentan se encuentran la reducciéon de la
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biodiversidad en los agroecosistemas, generacion de poblaciones con resistencia a
fungicidas debido a los mecanismos naturales de mutacién que en los hongos
fitopatégenos se presentan y a los problemas de salud publica debido a los residuos

quimicos que se generan (Yafiez et al., 2013).

Figura 4. Fungicida Fludioxonil para cultivos de papa. Fuente: Huisell, (2018).

Control biolégico: Actualmente se han realizado diversas investigaciones sobre el
control biologico con el fin de encontrar alternativas naturales para el control de las
enfermedades postcosecha provocadas por la invasion de hongos fitopatdgenos;
valorando opciones como el empleo de antagonistas microbianos y/o metabolitos
secundarios empleado por estos. Se ha sefialado la necesidad de profundizar sobre este
tema, investigando sobre el mecanismo de acciéon implicado y su potencial microbiano
para el control de los organismos fitopatogenos. Esto contribuira a potenciar el empleo
de mejores estrategias de control sin poner en riesgo el medio ambiente y la salud
humana al utilizar fungicidas quimicos, ademas, se ha demostrado que los antagonistas

microbianos pueden entrar en combinacién con otros métodos de control para reforzar

su funcionalidad (Velazquez-del Valle, 2007).

2.4 Microorganismos antagonistas
En la naturaleza, existe un grupo importante de microorganismos que cuentan con la

caracteristica de tener efectos antagénicos hacia otros microorganismos. Las acciones
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que efectian los antagonistas pueden ser aprovechadas como una manera de control
biolégico de algunos patégenos como son los hongos fitopatogenos (Fernandez-Larrea,
2001). Segun Spadaro & Lodovica (2004) las caracteristicas que debe tener un buen

antagonista son los siguientes:

e Genéticamente estable, es decir, que no se produzcan variaciones celulares que

lo lleguen a afectar.
e [FEfectivo a bajas concentraciones.
e No exigente en cuanto a requerimientos nutricionales.
e Efectivo para controlar un gran nimero de organismos patdégenos.
e De facil reproduccion
e TFiacil de manipular.
e Compatible con procedimientos comerciales.
e No patégeno del hospedero a proteger

e No productor de metabolitos secundarios que sean dafiinos a la salud humana.

2.4.1 Mecanismos de accién antagoénica

Antes de utilizar algin organismo antagonista para control biolégico es necesario
entender los distintos mecanismos de accion que se llevan a cabo para el control de
fitopatogenos. Estos mecanismos de accién no se conocen en su totalidad, sin
embargo, en el caso de los hongos, son fundamentalmente tres tipos: competencia
directa por el espacio o por los nutrientes (competencia), producciéon de metabolitos
secundarios como antibiéticos (antibiosis) y enrollamiento micelial, penetracion, lisis y
vacuolizacién, conocido como micoparasitismo (Howell, 2003). Janisiewicz & Korsten
(2002) mencionan que mas de un mecanismo de acciéon puede estar implicado por un

antagonista.
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Antibiosis: El antagonista secteta compuestos antimicrobiales para suprimir y/o matar
al fitopatégeno (Verma et al., 2007). Ejemplo de esto, se encuentra en algunas de las
especies de Trichoderma sp. que producen metabolitos volatiles como poliquétidos,
sesquiterpenos, esteroides e isonitrilos. Este mecanismo tiene grandes efectos
significativos, inhibiendo el desarrollo y crecimiento de hongos fitopatdgenos
(Fernandez et al., 2013; Michel-Aceves et al., 2019). Esto se puede notar por la
inhibicién en el desarrollo del fitopatégeno y que no se establece un contacto fisico con

el antagonista, estas sustancias son consideradas como antibiéticas (Benitez et al., 2004).

Competencia: En este comportamiento los organismos confrontados solo competiran
por los mismos nutrientes en el mismo sitio. Para notarlo a grandes rasgos, la
utilizacién de estos nutrientes por parte del antagonista reducira la cantidad o espacio
disponible para el fitopatégeno. Este tipo de antagonismo se ve favorecido por las
caracteristicas del antagonista, como una rapida velocidad de crecimiento, también,
pueden afectar factores externos como tipo de suelo, pH, temperatura, humedad entre

otros (Gamboa-Villa, 2017).

Micoparasitismo: Este proceso incluye que las hifas del antagonista se coloquen
alrededor de las hifas del fitopatégeno; controlando asi su desatrollo y/o provocandole
la muerte. Este mecanismo de accién implica una serie de eventos secuenciales que
incluye el reconocimiento, ataque y subsecuentemente la penetracién de las hifas del
antagonista hacia el fitopatégeno. Dependiendo del antagonista, en este
comportamiento se puede generar la formacion de estructuras llamadas “apresorios”
que sirven para penetrar en el huésped o simplemente lo envuelven. La interacciéon que
se genera con esto necesita estar acompafiada con la produccién de metabolitos
secundarios tales como enzimas degradadoras de pared celular del fitopatéogeno como

quitinasas, celulasas y 3-1,3-glucanasa (Howell, 2003).
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2.4.2 Uso de hongos antagonistas

Investigaciones enfocadas en la busqueda de hongos antagonistas de hongos
fitopatégenos, han arrojado resultados favorables. Mutlag et al. (2018) pudieron
determinar que el hongo Pleurotus ostreatus es antagonista de Rhizopus sp. Sometieron a
estos hongos en confrontaciéon dual en placas; observaron que P. ostreatus detuvo el
crecimiento de Rhizopus sp. cubtiendo 2/3 partes de la placa y el fitopatégeno solo 1/3.
Cruz-Mufos, (2012) realiz6 extractos obtenidos de medio de cultivo liquido (caldo de
papa y dextrosa) con el hongo Pycnoporus sanguinens. De este medio liquido, extrajeron
un pigmento naranja con acetato de etilo. Se evalio el efecto del pigmento para el
control 7z vitro de hongos fitopatégenos postcosecha (Botrytis cinérea, Colletotrichum
fragariae y C. gloeosporioides) por medio del método de difusion en agar; observando un
efecto en el control de los hongos fitopatégenos mencionados, obteniendo una
reduccion en el crecimiento micelial del 60-70 % para B. cnerea, para C. fragarie la
reduccion fue aproximadamente del 50% y un 40% para C. gloeosporioides con la adicion
de 10, y 20 mg/mL del extracto. Wan-Mohtar et al. (2017) mencionan que el micelio de
Ganoderma lucidum ha sido una fuente importante de sulfatos de glucano. Los sulfatos de
glucano producidos por G. lucidum tueron evaluados para determinar su actividad
antifungica contra Aspergillus niger, encontrando en ellos una concentracién inhibitoria
minima de 60 mg / mL y una concentracién minima fungicida de 100 mg / mL. Shaid
et al. (20106) realizaron tres extractos (de acetona, metalonico y acuoso) obtenidos de
cuerpos fructiferos del hongo G. /ucidum y fueron evaluados contra dos hongos
titopatogenos (Fusarium oxysporum y Alternaria alternata) aislados de Calendula officinalis.
Realizaron el método de difusion de pozos en agar colocando los extractos a distintas
concentraciones (5%, 10%, 15% y 20%). El extracto metandlico mostré una reducciéon
en el crecimiento micelial del 64% contra F. oxysporum; y contra A. alternata tuvo una
reduccion del 47% a una concentracion del 20% para ambos casos; el extracto de
acetona mostré una reduccion del 57% contra F. oxysporum y 50% contra A. alternata al
20% de concentracion; el extracto acuoso mostré una reduccion del 47% contra F.

oxcyspornm y del 43% contra A. alternata con el 20% de concentracion. Sun et al. (2014)
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utilizaron a los hongos Ganoderma applanatum y Lentinula edodes, los cuales, fueron
sometidos a fermentacion liquida obteniendo tres tipos de polisacaridos (llamados La,
Eu y Yb). Analizaron el efecto antifingico de estos polisacaridos contra los hongos
titopatogenos Fusarium oxysporum, Gaenmannonmyces graminis, Colletotrichum gloeosporioides y
Alternaria  brassicae, por medio del método de difusion en agar en diferentes
concentraciones (0.46, 0.84, 1.72, 3.39, y 6.25 mg/mlL), obteniendo las mas altas
reducciones en el crecimiento micelial del 85% para F. oxysporum, 85% en G. graminis,
90% en C. gloesporioides y 80% en A. brassicae, correspondientes a una concentracion de
6.25 mg/ml. con los polisacaridos Yb obtenidos del hongos G. applanatum. En cuanto a
L. edodes, las reducciones mas altas en el crecimiento micelial fueron del 55% en F.
oxysporum, 062% en G. graminis, 62% en C. glesporivides y T% en A. brassicae,
correspondientes a una concentracion de 6.25 mg/ml. con los polisacaridos Yb.
Rodriguez (2010) evaludé la actividad antifingica de extractos a partir del micelio
liofilizado y del cuerpo fructifero de G. lucidum frente a cepas de Aspergillus spp. De este
estudio se encontré que el cuerpo fructifero presenté un 21.91% de reduccién en el
crecimiento micelial y el micelio liofilizado un 23%. Otros estudios realizados por
Arias-Londofio et al. (2019) analizaron la actividad antifingica de G. /Zucidum hacia el
hongo fitopatogeno Mycosphaerella fyiensis causante de la enfermedad llamada “Sigatoka
negra”. Se encontré que G. Jucidum es una gran fuente de extractos proteicos con gran
potencial con capacidad para degradar diferentes compuestos como polisacaridos,
lipidos, péptidos y acidos nucleicos, los cuales constituyen partes esenciales de una
célula viva del fitopatégeno. Estos extractos fueron caracterizados en términos de sus
actividades enzimaticas como deoxyribonucleasa, ribonucleasa, proteasa, glucanasa y
quitinasa lo cuales presentaron un 79% de inhibicion frente a M. fijiensis. Mehmood et
al. (2019) mencionan que algunas especies de hongos antagonistas cuentan con la
capacidad de generar inhibidores para la deteccion del cuérum (quorum sensing como
comunmente se le conoce) en hongos patdgenos, interrumpiendo asf la comunicacion
célula-célula; por ejemplo, Zhu et al. (2011) demostraron que Awricularia anricular,

contiene  compuestos  “anti-quorum  sensing”  heterociclicos  (cisteinildopas,
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leucodopacromo y dopaquinona) e inhibi6 la producciéon de N-acilhomoserina lactona
(AHL) que son una clase de moléculas de sefializacién involucradas en la deteccion de
quérum. Del mismo modo, Phellinus igniarins, F. graminearnm, Lasiodiplodia, Pobporus
squamosusy, Armillaria mellea y Ganoderma Incidum tienen potencial para descargar

compuestos anti-quorum sensing en patogenos.

2.5 Humphreya coffeata

El sinébnimo mas actualizado de este hongo es Humphreya coffeata (Berk.) Steyaert,
Persoonia (1972). Es un hongo basidiomiceto, los cuales son organicamente activos.
Los metabolitos que producen pueden contener distintas actividades como la
antitumoral, antioxidante, antidiabética y antimicrobiana encontrandose la nematicida y
antifungica, esta dltima se ha logrado gracias a compuestos como las estrobilurinas,
azoxistrobina y onfalotina encontradas en hongos de este tipo (Sandargo et al., 2019).
Los hongos basidiomicetos se han utilizado para combatir diversas enfermedades como
el hipertensiéon, Alzheimer, tuberculosis, diabetes, colesterol, cancer, VIH e higado
graso (Brizuela et al., 1998; De Silva et al., 2013). El hongo H. coffeata pertenece a la
tamilia Ganodermateceae, en donde se encuentran los hongos del género Ganoderma, los
cuales, han sido muy utilizados y estudiados durante las ultimas décadas, debido a su
eficacia demostrada como remedio popular para tratar la hepatopatia cronica, hepatitis,
nefritis, hipertensioén, hiperlipemia entre otras enfermedades (Hincapie et al., 2005;

Santafé & Zuluaga, 2007; Sandargo et al., 2019).

Los triterpenoides han sido especialmente encontrados en el género Ganoderma aislando
principalmente acidos ganodéricos, acidos lucidémicos, y ganodéroiles (Berovic¢ et al.,
2003). Los polisacaridos también han sido encontrados en este género y mayormente
pertenecen al grupo de los B-glucanos, que poseen enlaces 3-(1,3) en la cadena principal
(Tang et al., 2007). Tanto los triterpenoides como los polisacaridos obtenidos de este

género han sido reportados con actividades antifingicas (Gallego & Garcia, 2009).
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Las sustancias fisiolégicamente activas tienen una distinta calidad que varfa
dependiendo de la cepa, al igual que la ubicacién, condiciones de cultivo y del
crecimiento del hongo (Berovic et al.,, 2003). Dentro del género Ganoderma, se encuentra
Ganoderma Iucidum, que es también conocido como Reishi o Ling-Zhi. Este hongo es
uno de los organismos con mayor uso en Asia. El interés sobre el uso de este hongo es
debido al potencial de los metabolitos secundarios que produce (Rusell & Paterson,
20006). El hongo G. /ucidum cuenta con multiples investigaciones en donde gran parte
han sido enfocados para la produccion de biomasa y de polisacaridos tanto intra como
extracelular, ademas, la capacidad antifungica de este hongo es otro de los factores que
lo caracteriza (Hung-Chan et al., 2009). Sin embargo, el hongo H. coffeata tiene similitud
taxonoémica con G. /lucidum, lo que sugiere que tendria también una capacidad de
produccion de agentes activos similares, abriendo la posibilidad de descubrir nuevas
actividades antimicrobianas (Jong & Birmingham, 1993; Yuen & Gohel, 2005; Rhee et
al., 2008; Agapito-Ocampo, 2019). El hongo H. coffeata podria ser una opcioén para la
obtenciéon de bioproductos de caracter antifingico. Estudios realizados por Agapito-
Ocampo, (2019) acerca de este hongo, han sido una base primordial para el
seguimiento de nuevas investigaciones y el aprovechamiento de este, hongo para la

busqueda de metabolitos de interés.

En el Estado de Morelos, en el municipio de Tlaquiltenango, se aisl6 la cepa e H.
coffeata, la cual esta depositada en el Herbario Micolégico de Morelos bajo el registro
HEMIM-140. En la Tabla 2 se presenta su clasificaciéon taxonémica (Indexfungorum,

2017).
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Tabla 2. Clasificacion taxonémica de H. coffeata

Reino Fungi

Filo Basidiomycota
Clase Agaricomycetes
Orden Polyporales
Familia Ganodermataceae
Género Humphreya
Especie coffeata

2.5.1 Caracteristicas morfolégicas de Humphreya coffeata

Este hongo es saproéfito; cuenta con un pileo 1.5-10.5 cm de diametro, plano convexo a
depreso; su superficie es rugosa, finalmente velutinosa a lisa, con zonaciones
concéntricas pardo amarillento, pardo negruzco y pardo anaranjado (Figura 5).
Contexto: 0.2-0.5 cm de grosor, blanco amarillento a pardo claro.

Olor a papa y sabor amargo.

Himenoforo: tubos 0.1-0.5 cm de largo blanco grisaceo a beige pardusco; poros 4-5 por
mm, blancos amarillo verdoso.

Estipite: 2.5- 15.5 ¢cm de largo, 0.5-2 cm de ancho, uniforme, central, algunas veces
lateral; superficie finalmente velutinosa a lisa, pardo anaranjado a pardo oscuro.

Habito: solitario a gregario

Habitat: sobre raices y madera enterrada o en el suelo

Estacionalidad: de julio a noviembre

Distribucion: América central, América del sur e islas del caribe.

Observaciones: esta especie se caracteriza por las zonaciones de la superficie del pileo,
de tonos pardo claro y pardo oscuro a pardo anaranjado, ademas por el blanco

amarillento de los poros (Agapito-Ocampo, 2019).
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Figura 5. H. cgffeata. Fuente: Valenzuela-Garza, 2010.

2.5.2 Sistema hifal de Humphreya coffeata
Hifas generativas con fibulas, de paredes delgadas no ramificadas. Las hifas miden de
entre los 2.5-4 um de diametro (Figura 6). Las hifas esqueléticas son de color

amarillentas en hidréxido de potasio.

Figura 6. Hifas de H. cffeata bajo microscopio a 100x. Fuente: Propiedad del autor del presente
estudio.

22



CAPITULO 3. JUSTIFICACION

La conservacion de alimentos frescos es de suma importancia debido a la creciente
demanda, pero, sobre todo, a las pérdidas en la produccién generadas por la presencia
de hongos fitopatogenos. Por lo que, la implementacion de alternativas naturales como
el uso de antagonistas microbianos para el control de hongos fitopatégenos como R.
stolonifer, causante de la pudriciéon blanda, puede ser aprovechada como una forma de
control biolégico y debido a que a los hongos basidiomicetos se les han reportado
actividades antimicrobianas, antifungicas, antivirales y nematicidas, ademas, de las
propiedades medicinales y nutricionales, pueden ser candidatos ideales para ser
aprovechados para este método, sin ocasionar dafio al ser humano y el medio ambiente
y disminuir las pérdidas ocasionadas por este hongo fitopatégeno. El hongo H. coffeata
es un hongo basidiomiceto, ademas, cuenta con similitud taxonémica con G. /ucidum, 1o
que sugiere que también cuente con la capacidad de produccién de agentes activos
similares, entre los que se encuentran los antifungicos. Por lo que, en este trabajo se
evalto la capacidad antagénica del hongo H. coffeata para controlar el crecimiento de R.

stolonifer.
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CAPITULO 4. OBJETIVOS
General:

Evaluar el efecto de H. coffeata sobre el crecimiento de R. stolonifer

Especificos:

1. Realizar pruebas de antagonismo entre H. coffeata y R. stolonier.
2. Determinar el mecanismo de accién antagénico de H. coffeata hacia R. stolonifer.
3. Evaluar el efecto antifungico z vitro de caldos de cultivo de H. coffeata hacia R

stolonzer.

4.1 Hipotesis

El hongo H. coffeata sera antagonista y presentara actividad antifungica hacia R. stwolonifer.
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CAPITULO 5. MATERIALES Y METODOS

En la Figura 7 se muestra el diagrama general del proyecto de investigacion.

Humpbhrella coffeata Rhizopus stolonifer

y

Antagonismo

¥ 3 v

Antibiosis Micoparasitismo Competencia

A
Prueba de Ridell

Cultivo liquido

¢ \ 4 *
| Cultivo CH | | Cultivo HR I | Cultivo HB I

Pruebas de actividad antifingica <

Figura 7. Diagrama general del proyecto de investigacion.

5.1 Organismos de estudio

La cepa fitopatdégena R. stolonifer (Rs) fue obtenida solicitandola a la Coleccién Nacional
de Cepas Microbianas y Cultivos Celulares afiliada a la WFCC (Word Federation for
Culture Collection) bajo el acrénimo 500, entregada por el Centro de Investigacion y de
Estudios Avanzados del LP.N. Esta cepa se encuentra bajo la Coleccion del

Departamento de Biotecnologia y Bioingenieria (CDBB) 1384.

La cepa H. coffeata (HEMIM-140) se obtuvo del laboratorio de Micologia del Centro de
Investigaciones Biolégicas (CIB) de la Universidad Auténoma del Estado de Morelos

(UAEM) depositada en el herbario micolégico.
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5.2 Preparacion del organismo antagonista
El hongo H. coffeata fue previamente activado mediante resiembra en medio PDA, en
placas de 50x15 mm incubandolos a 25°C hasta crecer en toda el area de la placa que

fue de 4 dias aproximadamente.

5.3 Pruebas de antagonismo

Se realizaron confrontaciones duales para evaluar el efecto antagénico de H. coffeata
(Hc) hacia R. stolonifer; se establecié un ensayo de antagonista-fitopatégeno (AF), testigo
antagonista (Tan) y testigo fitopatogeno (Tf). Se inocularon en placas de PDA de 90 x
15 mm con el antagonista (Hc), colocando un inéculo de 4 mm de diametro a 1 cm en
la periferia de la placa con cuatro dias de crecimiento; se incub6 a 25°C en completa
obscuridad. A los cuatro dias posteriores se colocé de forma equidistante en cada una
de las placas un inoculo del hongo fitopatégeno (Rs) a 1 cm de la otra periferia de la
placa, con un dfa de crecimiento; se incubaron a 25°C en completa obscuridad. Este
procedimiento se realiz6 con tres réplicas junto con un testigo tanto para el antagonista
como para el fitopatégeno. Los tratamientos testigo consistieron en placas con medio
de cultivo PDA solo con un disco de micelio de 4 mm de diametro para cada uno,
colocandolo a 1 cm de la periferia de la placa (Guigén & Gonzales, 2004; Arguelles et
al. 2017).

5.3.1 Variables evaluadas

Se midi6 en mm cada 24 h el crecimiento micelial de cada organismo en todos los
ensayos; en cuanto entraron en contacto las hifas de ambos organismos confrontados,
se procedi6 a calcular el porcentaje en la reduccién del crecimiento micelial (PRCM) del
antagonista hacia el fitopatégeno. Posteriormente se dejaron pasar 240 h de la
confrontacién para observar el comportamiento presentado, calculandolo con base a la
escala propuesta por Bell (Gamboa, 2017). Para el calculo del porcentaje en la

reduccion del crecimiento micelial (PRCM) se utilizé la siguiente férmula:

26



A—B
PRCM = x 100

Doénde:

A: Es el crecimiento radial del fitopatégeno testigo

B: Es el crecimiento radial del fitopatégeno junto con el antagonista.

5.3.2 Determinacion de la capacidad antagoénica
A las 240 h después de haberse llevado a cabo la confrontaciéon dual entre antagonista-
titopatogeno, se evalué la capacidad antagoénica de los ensayos utilizando la escala

propuesta por Bell et al. (1982) de los 5 grados, como se muestra en la Tabla 3.

Tabla 3. Escala para evaluar la capacidad antagonica.

Valor Descripcién

1 El antagonista sobrecrece al fitopatégeno ocupando el 100% de la placa

2 El antagonista sobrecrece al fitopatégeno inhibiéndolo y ocupando el 75% de
la placa

3 Fitopatdgeno y antagonista crecen 50% deteniendo ambos su crecimiento

4 El fitopatbgeno crece mas de 75% entremezclandose con el antagonista e
inhibiéndolo

5 El fitopatdgeno crece en toda la placa deteniendo al antagonista

5.4 Pruebas de micoparasitismo

Para observar el comportamiento de la confrontaciéon del antagonista sobre el
fitopatégeno se llevéd a cabo la evaluacion zz vitro siguiendo como referencia la técnica
de microcultivos de Ridell (Gamboa, 2017). Esta técnica consistié en colocar dentro de
una placa papel filtro, una varilla de vidrio y sobre ella un portaobjetos (todo el material
estéril) sobre el cual se colocaron dos fragmentos de 10 mm? de PDA a una distancia
entre ellos de 10 mm. Sobre uno de los fragmentos de agar se inoculo por picadura una
porcién de micelio del antagonista y sobre el otro fragmento de agar una porcion de

micelio del fitopatégeno. Para mantener la humedad se adicionaron 5 mL de agua
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estéril sobre el papel filtro. Las placas se incubaron a 25°C realizando tres replicas

(Figura 8).

Figura 8. Microcultivo de Ridell a) Fragmento de R. stolonifer y b) Fragmento de H. cyffeata. Fuente:

Propiedad del autor del presente estudio

Posteriormente se realizaron observaciones en el microscopio estereoscopico cada 24 h,
hasta observar la interacciéon de las hifas de ambos microorganismos. Cuando se
observé la interaccién de las hifas de ambos (Figura 9), el portaobjetos fue retirado de
las placas, los fragmentos de PDA fueron cuidadosamente retirados y se adicion6 una
gota de acido lactico, para posteriormente ser observados al microscopio 6ptico a 10x,
40x y 100x. La evaluacién microscopica consistié en observar e identificar deformacion,
enrollamiento, penetraciéon o lisis del micelio del fitopatégeno provocado por el

antagonista (Howell, 2003).
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Figura 9. Hifas sobresaliendo de los fragmentos de PDA a) H. coffeata y b) R. stolonifer. Fuente:

Propiedad del autor del presente estudio.

5.5 Caldo antifingico

Se llev6 a cabo el método de cultivo y otro de co-cultivo descrito por Maldonado-
Zuiiga et al. (2014) con algunas modificaciones; las cuales consistieron en la realizacién
de un cultivo en medio liquido con (g/L): 0.5 de MgSO4; 1 de KH2PO4H20; 0.01 de
FeSO4; 0.73 de urea; 5 de puré de papa comercial en polvo y 10 de sacarosa. Todo se
coloc6 en matraces con capacidad de 125 mL con 75 mL del medio de cultivo
preparado, se llevo a esterilizar a 120°C durante 20 min. De este preparado se
realizaron tres distintos tipos de ensayos llamados CH, HR y HB (Figura 10); los cuales,

consistieron en lo siguiente:

CH: Medio de cultivo basal mas la adicién de dos inéculos de 9 mm de diametro de

PDA con el hongo H. coffeata con siete dias de crecimiento.

HR: Medio de cultivo basal mas la adicion de dos inéculos de 9 mm de diametro de
PDA con el hongo H. coffeata con siete dias de crecimiento, todo se colocd en una
incubadora orbital a una agitaciéon de 100 rpm a 25°C en completa obscuridad.
Posteriormente a los tres dias de crecimiento, se adicionaron a cada uno de los matraces
dos in6culos de 9 mm de didmetro de PDA con el hongo R. swlonifer con un dia de

crecimiento.
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HB: Para la preparacion de este medio de cultivo se necesitd primero producir biomasa
fangica de R. stolonifer, para ello, se preparé un medio de cultivo basal en matraces con
capacidad de 125 mL, con 75 mL del medio de cultivo esterilizado a 120°C durante 20
min. Cada matraz fue adicionado con tres indculos de 9 mm de diametro con el hongo
R. stolonifer, con un dia de crecimiento, realizando 10 réplicas. Se dejo crecer durante
tres dias hasta observar un notable crecimiento y se extrajo la biomasa producida con la
ayuda de papel filtro para después ser almacenado en una camara de secado a 30°C
durante dos dfas hasta notar que la biomasa habia perdido total humedad, realizado
esto, se procedi6 al preparado del medio liquido HB en donde se utilizé6 un medio de
cultivo basal mas la adicion de dos inéculos de 9 mm de diametro de PDA con el
hongo H. coffeata con siete dias de crecimiento, mas biomasa fangica de R. stolonifer al

1%.

Figura 10. Caldos de cultivo a) CH, b) HR, ¢) HB, d) H. cofféatay ¢) R. solonifer. Fuente: Propiedad del

autor del presente estudio.

Se realizaron 12 réplicas de los tres distintos medios de cultivo preparados (CH, HR y
HB) y se colocaron en incubadora orbital en agitaciéon de 100 rpm a 25°C en completa

obscuridad.
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La extracciéon se llevo a cabo cada 120 h por cuatro ocasiones, tomando tres matraces
de cada caldo de cultivo y extrayendo la parte liquida con la ayuda de papel Whatman

grado 2. Posteriormente el liquido se centrifugd a 14,000 rpm durante 30 min.

5.5.1 Evaluacion antifangica de los caldos de cultivo

Se evalu6 la actividad antifungica de los caldos de cultivo producidos (CH, HR y HB)
contra el organismo fitopatégeno (Rs), para ello, se realizé el método de difusién en
agar, tomando muestras de los caldos y diferentes concentraciones (5%, 10% y 20%)
fueron incorporadas en 10 ml en placas de 50x15 mm con PDA, mas un testigo de solo
PDA (Ochoa et al., 2012). A cada placa se le coloco en el centro un fragmento de PDA
con R. stolonifer de 4 mm diametro con un dia de crecimiento. Las placas fueron
incubadas a 25°C en completa oscuridad y revisando cada 24 h el crecimiento micelial
hasta que el crecimiento del micelio del fitopatégeno en la placa testigo invadid

completamente esta, midiendo diariamente con un vernier en mm.

El porcentaje en la reduccion del crecimiento micelial (PRCM) se determiné usando la

siguiente formula (Ochoa et al., 2012):

%Reduccién = (crecimiento micelial del testigo - crecimiento micelial del tratamiento /

crecimiento micelial del testigo) x 100

5.6 Disefo estadistico
Todos los experimentos se realizaron por triplicado. Los datos fueron sometidos a un
analisis de varianza al azar (ANOVA) y la prueba de diferenciacién de medias por el

método de Tukey.
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CAPITULO 6. RESULTADOS

6.1 Pruebas de antagonismo

Este método permitié corroborar que Hc tiene un efecto sobre el crecimiento del
fitopatégeno (Rs). Evaluando el porcentaje en la reduccién del crecimiento micelial
(PRCM) se obtuvo un valor de 45.24%, a pesar de que R. stolonifer es 40 veces mas veloz
que H. coffeata (velocidad de crecimiento de los testigos; Tabla 4; Figura 11).

Tabla 4. Resultados obtenidos en el antagonismo.

Humphreya Rhizopus

Cepa )
coffeata stolonifer
*\VC cm/h 0.0224 0.9722
TPRCM % 45.24 0

*VC: Velocidad de crecimiento de los testigos
+PICR: Porcentaje en la reduccion micelial.

Figura 11. Antagonismo después de 72 h de la confrontaciéon. a) H. coffeata y R. stolonifer, b) Rbizopus
stonolifer (Testigo).
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6.1.1 Determinacion de la capacidad antagénica

El método de los 5 grados propuesta por Bell et al. (1982) nos permitié observar la
capacidad antagonica de las confrontaciones duales, donde, H. coffeata present6 el grado
1; esto menciona que el antagonista (Hc) logré invadir toda la placa, creciendo sobre el

fitopatégeno (Rs) y eliminandolo (Figura 12).

Figura 12. Antagonismo después de las 240 h de haber entrado en contacto ambos organismos. a) H.

coffeata’y R. stolonifer, b) H. coffeata y R. stolonifer (parte trasera) y ¢) R. stolonifer (Testigo).

6.2 Observaciones en el microscopio

Después de observar el comportamiento del antagonismo, los resultados obtenidos
indicaron que el mecanismo de accién del antagonista (Hc) fue micoparasitismo, ya que
no presentd un halo de inhibicién entre el antagonista y fitopatégeno (antibiosis) y
tampoco se detuvieron al momento de encontrarse (competencia), unicamente se
observo la formacion de una franja por parte del antagonista (Hs) y la invasion total

hacia el fitopatégeno en toda la placa como lo indica el grado 1 de la escala de Bell.
Mediante la prueba de Ridell se corrobord este mecanismo de accidén ya que las hifas

del antagonista miden entre 2.5-4 um de diametro, mientras que las del fitopatégeno

miden de entre 6-15 um de diametro (Valenzuela & Chacén-Jiménez, 1991; Medeiros-
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Nobrega, 2013). Como se puede observar en la Figura 16, el antagonista (Hc) enroll6 al

fitopatégeno (Rs) cubriendo totalmente las hifas de este.

Figura 13. Micoparasitismo de Hc. a) H. coffeata b) R. stolonifer.

Este tipo de analisis ayud6é a determinar que existe el mecanismo de accion del
micoparasitismo, por lo que en los métodos realizados para la obtencién de CH, HR y
HB ayudé a producir en los caldos de cultivo los metabolitos secundarios que produce
el antagonista (Hc) para controlar al hongo fitopatégeno (Rs); ya que, en el
micoparasitismo el antagonista debe secretar algin componente como quitinasas o
inhibidores de la sintesis de glucanos como triterpenoides que inhiben el crecimiento o
buen desarrollo del fitopatégeno. Esto es debido a que la pared celular de la mayorifa de
los hongos fitopatégenos estd compuesta principalmente por glucanos y quitina,
ademas, los triterpenoides son especialmente encontrados en el género Ganoderma en

donde H. coffeata comparte gran similitud (Gallego & Garcia, 2009).
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6.3 Efecto antifangico de los caldos de cultivo

Los resultados obtenidos en este método ayudaron a identificar la actividad antifingica
de los caldos de cultivo producidos (CH, HR y HB) en las distintas concentraciones
(5%, 10% y 20%) después de 48 h de incubacién los cuales fueron suficientes para que

el testigo invadiera y esporulara en toda la placa.

El caldo de cultivo del medio CH (Tabla 5 y Figura 14) mostré una reducciéon en el
crecimiento micelial hacia el fitopatégeno (Rs) del 4.43 al 28.61%; siendo los de mayor
porcentaje los ensayos correspondientes al 5%, 10% (15 dias) y el de 20% (5 dias) con
un 28.25%, 28.61% y 26.08% respectivamente. Por otro lado, los ensayos
correspondientes al 5%, 10% y 20% (10 dias) no redujeron el crecimiento del
fitopatogeno (Rs) al igual que los ensayos con el 5%, 10% y 20% (20 dias).

Respecto a la esporulacion, en comparacion con el testigo se obtuvieron resultados que
van de 1-3 dfas de retardo. El caldo del 20% (20 dias) retardé 3 dias la esporulacion, los
caldos con el 5%, 10% y 20% (10 dias) retardaron 1, 2 y 2 dias, seguido con el 10% (15
dias) y 10% (20 dias) con 1 y 2 dias respectivamente. Los ensayos 5%, 10%, 20% (5
dias), 5% (15 dias), 20% (15 dias) y 5% (20 dias) no lograron retardar la esporulacion.

Tabla 5. Efecto del caldo de cultivo CH sobre el crecimiento en Rs a las 48h.
ﬂDias TConcentraciones TTVC *Crecimiento PRCM Retardo en

% la
esporulacién
(dias)

5 5 0.453 21.74 5.43 0
10 0.423 20.34 4.43 0

20 0.354 17 26.08 0

10 5 0.479 23 0 1
10 0.479 23 0 2

20 0.479 23 0 2

15 5 0.342 16.41 28.25 0
10 0.342 16.41 28.61 1

20 0.368 17.70 23.18 0

20 5 0.479 23 0 0
10 0.479 23 0 2

20 0.479 23 0 3

Testigo - 0.479 23 - 0

[Dias transcurridos de los caldos en incubadora. tConcentraciéon del caldo
adicionado a la placa 11Ve: Velocidad de crecimiento de Rs en mm/h. *Crecimiento
de Rs a las 48h en mm (radio). **Porcentaje en la reduccién del crecimiento micelial.
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Figura 14. Crecimiento de Rs sobre el medio de cultivo

CH a las 48h. a) 5%, 10%, 20% v testigo (5 dias), b) 5%,

10%, 20% vy testigo (10 dias), c) 5%, 10%, 20% vy testigo

(15 dias) y d) 5%, 10%, 20% y testigo (20 dias).
En cuanto a los resultados correspondientes al caldo de cultivo HR (Tabla 6 y Figura
15) los resultaron obtenidos determinaron que se presentaron porcentajes en la
reducciéon crecimiento micelial que van desde 1.81-39.49%, siendo los mas altos los
ensayos con las concentraciones del 20% (5 dias) y 20% (10 dias) con un 39.49%,

estando entre los mas bajos las concentraciones con el 10% (15 dias) con un 1.81%,

seguido del 5% y 20% (15 dfas) con un 3.62% y 6.52%.

En cuanto al retardo en la esporulaciéon presentada en comparaciéon con el testigo se
obtuvieron resultados que van de 1-3 dias, estando entre los de mayor retardo las
concentraciones del 10% y 20% (5 dfas) con 3 dias, seguido de 20% (10 dias), 10% (15
dias) y 20% (15 dias) con 2 dias de retardo, 10% y 20% (20 dias) solo con 1 dia de

retardo, los ensayos restantes no lograron retardar la esporularon.
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Tabla 6. Efecto del caldo de cultivo HR sobre el crecimiento en Rs a las 48h.

{Dias TConcentracioneS '}"}'Vc *Crecimiento PRCM Retardo en
en % la
esporulacion
(dias)
5 5 0.357 17.13 25.35 0
10 0.321 15.40 32.96 3
20 0.282 13.53 39.49 3
10 5 0.393 18.86 24.63 0
10 0.310 14.91 34.05 0
20 0.282 13.53 39.49 2
15 5 0.461 22.12 3.62 0
10 0.478 22.97 181 2
20 0.447 21.50 6.52 2
20 5 0.300 14.42 37.31 0
10 0.315 15.16 34.05 1
20 0.350 16.80 26.81 1
Testigo - 0.479 23 - 0

{Dias transcurridos de los caldos en incubadora. +Concentracion de caldo adicionado a la
placa t$Ve: Velocidad de crecimiento de Rs en mm/h. *Crecimiento de Rs a las 48h en mm
(radio). ** Porcentaje en la reduccion del crecimiento micelial de Rs.

Figura 15. Crecimiento de Rs sobre el medio de cultivo
HR a las 48h. a) 5%, 10%, 20% y testigo (5 dias), b) 5%,
10%, 20% vy testigo (10 dias), c) 5%, 10%, 20% y testigo
(15 dias) y d) 5%, 10%, 20% y testigo (20 dias).
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Los resultados obtenidos del caldo HB (Tabla 7 Figura 16) los porcentajes en la
reduccion del crecimiento micelial van desde el 4.70-47.81%, siendo el mas alto el
porcentaje correspondiente al 20% (10 dias) con un 47.81%, seguido del 5% y 10% (10
dias) con 30.79% y 35.14%, estando entre los mas bajos el correspondiente al 20% (5

dias) con un 4.70% de reduccién en el crecimiento.

En cuanto al retardo en la esporulacién se obtuvieron resultados que van desde 1 a 3
dias, siendo el mas alto el porcentaje correspondiente al 20% (5 dias) con 3 dias de
retardo, seguido con los ensayos de 10% (5 dias) y 20% (15 dias) con 2 dfas de retardo,
posteriormente los ensayos con el 10%, 20% (10 dias), 10% (15 dfas) y 10%, 20% (20
dias) solo con 1 dia de retardo, los ensayos restantes no lograron retardar la

esporularon.

Tabla 7. Efecto del caldo de cultivo HB sobre el crecimiento en Rs a las 48h.

{Dias TConcentraciones ’H‘VC *Crecimiento PRCM Retardo en

en % la
esporulacion
(dias)

5 5 0.420 20.43 12.31 0
10 0.457 21.93 5.42 2
20 0.466 22.37 4.70 3
10 5 0.321 1541 32.97 0
10 0.311 14.95 35.14 1
20 0.241 11.61 47.81 1
15 5 0.479 23 0 0
10 0.427 21.66 5.79 1
20 0.446 21.42 6.88 2
20 5 0.479 23 0 0
10 0.479 23 0 1
20 0.479 23 0 1
Testigo - 0.479 23 - 0

Dias transcurridos de los caldos en incubadora. TConcentracion de caldo adicionado a la
placa. 1Ve: Velocidad de crecimiento de Rs en mm/h. *Crecimiento de Rs a las 48h en
mm (radio). ** Porcentaje en la reduccién del crecimiento micelial de Rs.
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4). ' 7b .. ]

Figura 16. Crecimiento de Rs obre el medio de cultivo HB a las 48h.
a) 5%, 10%, 20% y testigo (5 dias), b) 5%, 10%, 20% y testigo (10
dias), ¢) 5%, 10%, 20% vy testigo (15 dias) y d) 5%, 10%, 20% vy
testigo (20 dias).

Posteriormente se realiz6 un ANOVA completamente al azar de todos los ensayos de
los caldos de cultivo sobre el porcentaje en la reduccion del crecimiento micelial hacia
el fitopatégeno (Rs; Tabla 8). Por lo que se puede observar, los porcentajes mas altos
de reduccion corresponden al caldo HB 20% (10 dfas) con un 47.81%, con un dia en el
retardo de la esporulacién, seguido del caldo HR 20% (10 dias) y 20% (5 dias) con un
39.49% para ambos; sin embargo, el ensayo 20% (5 dfas) fue el tratamiento que

present6 mas dias en el retardo de la esporulacion (tres dias de retardo).
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Tabla 8. Comparacion del PRCM de los tres caldos de cultivo (CH, HR y HB).

Dias-

Caldo Concentracioén "PRCM HDEX
HB 10-20% 47.810002 5.0482
HR 5-20% 39.49270b 1.6603
HR 10-20% 39.4927(Qb 1.6603
HR 20-5% 37.36260° 2.5861
HB 10-10% 35.14490¢¢ 0.6275
HR 20-10% 34.06590pcd 4.4066
HR 10-10% 34.05793bcd 0.6275
HB 10-5% 32.97093bcde 0.6275
HR 5-10% 32.970930cde  4,3928
CH 15-10% 28.62310¢def 5.1367
CH 15-5% 28.26083¢cdef 3.919
HR 20-20% 26.811570%f 0.3818
CH 5-20% 26.08693¢f 2.8758
HR 5-5% 25.36227¢f 4,981
HR 10-5% 24.63763f 1.2551
CH 15-20% 23.18837f 2.5102
HB 5-5% 12.31877¢ 1.2551
HB 15-20% 6.884009" 0.6275
HR 15-20% 6.521709" 2.1739
HB 15-10% 5.797039" 3.1377
CH 5-5% 5.434779" 4981
HB 5-10% 5.434739" 1.8826
HB 5-20% 4.710079h 1.2551
CH 5-10% 4.43000" 0.4764
HR 15-5% 3.62313" 3.8172
HR 15-10% 1.81157" 1.6603
CH 10-5% 0.00000" 0
CH 10-10% 0.00000" 0
CH 10-20% 0.00000" 0
CH 20-10% 0.00000" 0
HB 20-20% 0.00000" 0
HB 20-10% 0.00000" 0
CH 20-5% 0.00000" 0

*Porcentaje en la reduccion del crecimiento micelial de Rs. #Desviasion
estandar. Analisis de varianza y pruebas de comparacién de medias (Tukey,

P=0.05), medias con letras iguales no son estadisticamente diferentes.



CAPITULO 7. DISCUSION

Los métodos desarrollados para determinar el aislamiento e identificacion de productos
naturales con diferentes propiedades como antifungicas, antibacterianas o nematicidas;
impulsan a las industrias y hacen que el uso de los productos naturales crezca cada dia
mas. Se han aislado miles de productos naturales obtenidos de distintas fuentes, de las
cuales, los hongos siguen ofreciendo grandes oportunidades para su obtencion,
otorgando asi grandes posibilidades para la produccion de nuevas estructuras con
actividades biolégicas. L.os hongos basidiomicetos presentan una gran capacidad para la
producciéon de metabolitos con actividad biolégica. Los metabolitos producidos por
estos hongos abarcan desde enzimas, reguladores de crecimiento hasta agentes
antimicrobianos, antifingicos, antivirales y nematicidas (Brizuela et al., 1998). Los
compuestos que los basidiomicetos producen se han encontrado en el micelio, cuerpo
fructifero y en el caldo de cultivo. El cultivo liquido de basidiomicetos son una buena
fuente para la obtencién de sustancias con actividades antifungicas. Esta cualidad puede

definir la funcién de un hongo como antagonista de hongos fitopatégenos (Gross &

Asther, 1989).

Dentro de los hongos basidiomicetos con un gran potencial para la producciéon de
metabolitos con distintas propiedades se encuentra Ganoderma lucidum. A este organismo
se le ha caracterizado por contar con una amplia gama de metabolitos con propiedades
medicinales, de las cuales, también se encuentran las antifingicas (Arias & Camilo,
2010). H. coffeata ha sido descrito como un hongo con gran similitud taxonémica con G.
Iucidum, ademas, estudios realizados por Agapito-Ocampo, (2019) demostré que, con el
uso de recubrimientos comestibles a partir de polisacaridos extraidos de este hongo, es
posible extender la vida util de fresas tanto a temperatura ambiente como en
refrigeracion. Estas caracteristicas sugieren que H. coffeata tendria también la capacidad
de producir metabolitos con actividad biol6gica como la antifungica, logrando con ello,
la capacidad de descubrir nuevos componentes en condiciones controladas (Yuen &

Gohel, 2005).
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La confrontacién dual ha sido utilizada ampliamente para determinar que organismo
juega el papel de antagonista. Este método permite observar distintos comportamientos
entre los organismos confrontados; en el caso de los hongos se puede observar la
secrecion de compuestos antimicrobiales (antibiosis), lucha por los nutrientes y espacio
(competencia), la utilizaciéon de un hongo patégeno como alimento por su antagonista

(micoparasitismo) o también la combinacién de estos (Fernandez-Larrea, 2001).

Guédez et al. (2009) utilizaron al hongo Trichoderma harzianum como antagonista contra
el mismo fitopatéogeno estudiado en este trabajo (R. stolonifer); estos organismos
entraron en contacto a la 96 h de haberse cultivado y obtuvieron un porcentaje en la
reduccion del crecimiento micelial del 62% sobre R. stlonifer; esto indica que el hongo
utilizado en este trabajo como antagonista tiene menor capacidad en la reduccion del
crecimiento micelial hacia R. stolonifer, sin embargo, se debe considerar que 1. hargianum
se le conoce como un hongo antagonista de diversos hongos fitopatégenos ya que
cuenta con caracteristicas favorables como rapido crecimiento y es adaptable al medio

ambiente.

Sin embargo, Morales-Mora et al. (2020) reportaron un 28% de reduccién en el
crecimiento micelial, hacia R. sto/onifer utilizando al mismo organismo antagonista (7.
harzianum), lo cual resulta ser menor a lo reportado por Guédez et al. (2009) al igual que
lo reportado en este trabajo. Esto puede ser debido a que las cepas son distintas o no se
controlaron las condiciones de humedad lo cual no se reporta en ambos casos. Aun con
esto, es importante considerar a H. coffeata como un antagonista de este fitopatégeno
debido a que no existen casos de trabajos reportados sobre este hongo con dicho

potencial.
La escala propuesta por Bell et al. (1982), ayuda a determinar la capacidad antagénica
que tiene un organismo hacia otro; este método es usado comunmente después de

haber observado la reduccién en el crecimiento micelial; posterior a esto, los
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organismos confrontados siguen manteniéndose durante 10 dias mas en incubacién

bajo las mismas condiciones (temperatura y completa obscuridad) en el mismo sitio.

Mutlag et al. (2018) utilizaron al hongo Pleunrotus ostreatus como antagonista hacia
aislados de hongos fitopatdégenos en los que se encontraba de Rhizopus sp. Estos
investigadores realizaron el método de confrontaciéon dual en PDA colocando en el
centro al antagonista y alrededor de este a Rhizopus sp. incubandolos a 25°C durante 72
h. No analizaron el porcentaje de reducciéon micelial, solo observaron la capacidad
antifungica de P. ostreatus hacia el fitopatégeno (Rhizopus sp.), notando que el
antagonista cubrié 2/3 partes de la placa y el fitopatégeno solo 1/3. En este trabajo los
organismos confrontados se colocaron separados uno del otro a 10 mm de la periferia
de la placa con PDA en incubacién a 25°C y se logréd observar que H. coffeata al
momento de entrar en contacto con R. stolonifer género una barrera micelial y a los 10
dias posteriores cubrié totalmente la placa, sobrecreciendo en el fitopatégeno (Rs). Este
comportamiento determiné que se obtuvo un grado 1 en la escala propuesta por Bell et
al. (1982). En este trabajo, se obtuvo el mayor grado de capacidad antagénica que a lo
reportados por Morales-Mora et al. (2020) donde utilizaron como antagonista a T.
harzianum una cepa aislada de la raiz de Persea americana; realizaron la confrontacion dual
por triplicado en PDA, evaluando la capacidad antagénica basada en la escala propuesta
por Bell et al. (1982), incubandolos por un periodo de siete a 10 dfas; obteniendo un
grado 4 y lo describen mencionando que el hongo fitopatégeno crecié al menos 2/3
partes del medio, resistiendo asi, la invasion de T. hargianum. Esto evidencia la
capacidad antagonica con la que cuenta H. coffeata hacia R. stolonifer ya que el numero de

dias en incubacion fue similar a la evaluada en este trabajo.

En las cepas de género Trichoderma, se han presentado variaciones relacionadas con su
habilidad de realizar micoparasitismo como mecanismo de accion. El micoparasitismo
es el proceso mediante el cual, las hifas del antagonista enrollan y/o penetran en el

micelio del hospedero produciendo la degradaciéon de su pared celular (Saba et al,

43



2012). Dicho mecanismo ha sido reportado por Guédez et al. (2009) donde a las 96 h
de la confrontacion dual entre T. harzianum y diversos fitopatégenos, tomaron una
porcién de los hongos con parte de medio de cultivo en la franja de la confrontacion;
esta se coloco en un portaobjetos, se colocd una gota de azul de algodén y se observo
al microscopio el mecanismo de accién del antagonista. Ellos observaron que las hifas
de T. hargianum cubrieron a las hifas del hongo fitopatégeno, alimentandose de él y

degradando su micelio.

Arjona (2015) realiz6 otro método distinto para determinar la presencia de
micoparasitismo utilizando a Trichoderma sp. hacia Rosellina necatrix. Para este estudio,
realizé un marcaje diferencial de los dos hongos a estudiar, transformando los micelios
fangicos implicados con genes que expresaron proteinas con distinto espectro de
emisiéon de fluorescencia (R. necatrix marcado con emision de fluorescencia verde y
Trichoderma spp. marcado con emision de fluorescencia roja); observando bajo
microscopio de fluorescencia determinaron que Trichoderma sp. realizé6 un
micoparasitismo incipiente, mencionando esto porque no se observo enrollamiento de
hifas de Trichoderma sp. sobre R. necatrix, ni formaciéon de papilas de penetracion
(apresorios), solo se observé crecimiento quimiostatico de las hifas de Trichoderma spp.
paralelo a las hifas de R. necatrix. Este comportamiento podria ser debido al exudado de
enzimas por parte del antagonista para degradar los componentes de la pared celular del

patogeno y puedan ser usados por el antagonista como nutrientes.

En el presente trabajo se logré observar micoparastismo de la cepa H. coffeata sobre el
fitopatogeno R. stolonifer, debido a que el antagonista, aunque no generd estructuras
penetrantes como apresorios, si enrollé el micelio del fitopatégeno degradandolo y
generando su muerte. Uno de los factores a considerar para lograr observar el
micoparasitismo, es el de conocer el tamafo de las hifas de ambos organismos. El
diametro de las hifas de H. coffeata es de 2.5-4um, mientras que las del R. szolonifer miden

de entre 6-15um; esto facilit6 la identificaciéon de ambos organismos en el microscopio
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y la determinaciéon del mecanismo de accién (Valenzuela & Chacon-Jiménez, 1991;
Medeiros-Noébrega, 2013) Existen diversos métodos para determinar si el mecanismo
de accién de un antagonista es el micoparasitismo, pero debido a que es un proceso
complejo el cual incluye una serie de eventos tales como el reconocimiento del
antagonista hacia el fitopatégeno, ataque, penetracion y muerte celular; este
comportamiento tiene que ir acompafnado de secreciones enzimaticas extracelulares
como celulasas, pectinasas, f-1-3-glucanasas y amilasas. La funcion de estas enzimas es

el degradar los polisacaridos, quitinas y glucanos presentes en la pared celular de los

hongos (Verma et al., 2007; Naglot et al., 2015).

La extracciéon de metabolitos producidos por un organismo es algo que despierta el
interés de muchos investigadores debido a la capacidad en la actividad biolégica que
estos puedan presentar, en donde la preparaciéon de medio de cultivo y el método de
co-cultivo son muy usados para la extracciéon de metabolitos secundarios producidos

por organismos antagonistas.

Maldonado Zuniga et al. (2019) evaluaron el efecto antifungico de T7ichoderma spp. y
Bacillus subtilis, sobre el crecimiento de C. gloeosporivides; para ello, realizaron dos tipos de
cultivos. Al primer cultivo le llamaron cultivo individual el cual solo cultivaron en
medio PD (papa dextrosa) a los antagonistas (17ichoderma sp. y B. subtilis) afiadiendo 2 g
del micelio desactivado del organismo a confrontar (C. gloeosporioides); se incubaron por
72 h con agitacién constante a 180 rpm a una temperatura de 32 °C. En el segundo
método (co-cultivo), el procedimiento se repitié solo que adicionalmente se agregaron
108 UFC de B. subtilis y en un embudo de separacién afiadieron el sobrenadante de los
cultivos con el solvente acetato de etilo en una relacion de volumen 1:1. Para la
evaluacion antifungica utilizaron medio PDA suplementado con los caldos obtenidos a
distintas concentraciones, arrojando porcentajes de reduccion en el crecimiento micelial
del 52% empleando los metabolitos producidos por B. subtilis a 150 pg/ml., mientras

que la cepa Trichoderma sp. alcanzé un 31 % de reduccion del crecimiento de C.
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gloeosporioides en el cultivo individual. El analisis de los metabolitos obtenidos del co-
cultivo sobre el crecimiento de C. gloeosporioides, obtuvieron un maximo de 80%, a

concentracion de 450 pg/mlL.

En el presente trabajo el método realizado fue similar ya que se realizaron tres distintos
medios de cultivo, el primero inoculado con solo el antagonista H. cgffeata (llamado
CH), el segundo con inéculos del fitopatogeno vivo R. stolonifer y antagonista H. coffeata
(lamado CR) y el tercero con micelio desactivado del fitopatégeno R. stolonifer y micelio
vivo del antagonista H. coffeata. 'Todo se incubo a 25°C a una agitacion de 100 rpm

durante un total de 480 h analizando el efecto de estos medios cada 120 h.

Barrera-Necha & Bautista-Bafios (2008) analizaron el efecto de extractos y polvos
obtenidos de Cestrum nocturnum 1. sobre el crecimiento micelial de R. szolonifer; donde no
tuvieron algun efecto en extractos etanolicos y acuosos, pero si en el extracto
metanoélico con un 46-94% de reduccion en el crecimiento micelial. Esto puede deberse
a que los metabolitos que C. nocturnum produce fueron tomados por el metanol debido
a la polaridad de este elemento. Estos porcentajes fueron mayores a lo reportado ya que
el mayor porcentaje de reducciéon por parte del medio HB fue de 47.81%; sin embargo,
en comparacion a los extractos acuosos y etandlicos si se presentaron reducciones en el
crecimiento micelial en los distintos medios de cultivo. Por otro lado, en los medios de
cultivo (CH, HR y HB) se observé que el mayor PRCM se encuentra entre los 5 y 10
dias, por lo que pudo deberse a que, en estos dias, se encuentra la fase estacionaria de

H. coffeata que es donde los metabolitos secundarios se producen.

En otras investigaciones utilizando aceites esenciales de dos tipos clonales de Thymus
vufgaris (lamados Laval-1 y Laval-2), Bhaskara et al. (1998) determinaron el efecto
antifungico hacia R. stolonifer al cual lograron inhibir un 5,5-50,5% respectivamente por
aceite de Laval-1, utilizando concentraciones de 50 a 200 ppm, mientras que para Laval-

2 los valores de reduccion en el crecimiento fueron de 11,5-65,8 %. Estos valores son
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cercanos a los obtenidos en los tres medios de cultivo en donde se obtuvieron valores
de 2.17-47.81% por lo que H. coffeata si genera metabolitos en cultivo liquido y co-
cultivo para controlan a R. stolonifer.

Este es el primer trabajo en el que se emplean medios de cultivo de H. coffeata para el
control biolégico del fitopatégeno R. stolonifer resaltando asi la importancia que tienen

los hongos basidiomicetos en la biotecnologfa.
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CAPITULO 8. CONCLUSION

Se realiz6 la confrontacién dual para determinar la capacidad antagénica de H. coffeata
sobre R. stlonifer; para posteriormente elaborar los diferentes caldos de cultivo y
someterlos a evaluacion antifungica contra R. stolonifer. E1 hongo H. coffeata resultd ser
un antagonista efectivo contra R. stolonifer, realizando un micoparasitismo como
mecanismo de acciéon. Los caldos de cultivo HB 20% (10 dias), HR 20% (10 dias) y
20% (5 dias), presentaron los mas altos porcentajes en la reduccién del crecimiento
micelial hacia R. swlonifer. Se puede considerar a H. coffeata como agente de control
biolégico contra R. solonifer protegiendo a los productos hortofruticolas, permitiendo
sustituir el uso de fungicidas quimicos, los cuales, son perjudiciales para el ambiente y la

salud, mejorando asf la calidad de los productos.
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CAPITULO 9. PERSPECTIVAS

e LEvaluar el micoparasitismo de H. coffeata sobre R. stolonifer utilizando un
microscopio electrénico de barrido para observar mas a detalle las hifas de
ambos organismos.

e Evaluar la activad antifingica de los caldos (HC, HR y HB) iz vivo aplicado a
cultivos contra R. swlonifer, mediante el uso de recubrimientos comestibles
suplementados con los caldos.

e Determinar qué moléculas estan implicadas por H. cgffeata en el control de R.

stolonifer.
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el grado de MAESTRO EN MANEJO DE RECURSOS NATURALES; lo encuentro satisfactorio
por lo que emito mi VOTO DE APROBACION para que el alumno contintie con los tramites
necesarios para presentar el examen de grado correspondiente.

Sin mas por el momento, quedo de usted.

Atentamente
Por una humanidad culta
Una universidad de excelencia

Dr. Guadalupe Peiia Chora
Profesor Investigador UAEM

C.c.p. archivo

Av. Universidad 1001 Col. Chamilpa, Cuernavaca Morelos, México, 62209,
Tel. (777) 329 70 29, Ext. 3511 / coord.posgradocib@uaem.mx
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