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RESUMEN

Especies del género Fusarium infectan a mas de 100 especies de plantas, entre ellas Allium cepa
(cebolla). Fusarium es un género que ocasiona en plantas de cebolla, una coloracién que va de marrén a
rosada, asi como una pudricién del sistema radicular. A pesar de los dafios que ocasiona al ambiente, esta
enfermedad es controlada con fungicidas quimicos. Actualmente existe una continua busqueda de
alternativas de control; por ejemplo, el uso de antagonistas naturales contra Fusarium, como Clonostachys
rosea y Trichoderma harzianum. Estas especies de hongos se caracterizan por ser hiperparasitos, saprofitos,
nematéfagos y entomopatégenos. Por lo tanto, es necesario evaluarlas para obtener informacion sobre la
interaccion que existe con estas dos especies de hongos antagbnicos en contra de F. oxysporum. Ademas, es
relevante contar con técnicas eficientes de inoculacion que garanticen la presencia de una infeccion bajo
condiciones controladas y permitan desarrollar protocolos para evaluar tratamientos que la contrarresten. El
objetivo de este estudio fue evaluar in vitro a) el efecto de la interaccion de las especies antagonicas C. rosea
y T. harzianum contra F. oxysporumy b) evaluar técnicas de infeccion en plantulas de cebolla. Se confrontaron
los hongos antagoénicos vs F. oxysporum y se evaluaron diferentes técnicas de infecciéon que variaban en el
tiempo y manera de inoculacion. El criterio para determinar si C. rosea y T. harzianum disminuyen el halo de
crecimiento de F. oxysporum, se determiné mediante la observacion al microscopio de las muestras.
Posteriormente, en semilleros y en condiciones controladas, se evaluaron las técnicas de infeccion en
plantulas de cebolla. Las técnicas evaluadas consideraron la inoculacion del sustrato directamente con
esporas de F. oxysporum antes y después de la siembra de semilla de cebolla, inoculacion del sustrato con
cilindros de agar micelio de F. oxysporum antes y después de la siembra de semillas. Se tomaron muestras
de cada una de las plantulas de todos los tratamientos a los 10 dias de iniciado el experimento, todos los
dias se midi6 el crecimiento de la parte aérea y se evalu6 el color de raiz y bulbo. Empleando la técnica de
cultivo dual, los resultados demostraron que los mayores valores de inhibicion para F. oxysporum fueron
presentados por la interaccion de C. rosea y T. harzianum con 48.42% de inhibicién del crecimiento radial del
patdgeno, la interaccion individual de T. harzianum contra F. oxysporum present6 la menor tasa de inhibicion
de crecimiento radial. Al evaluar distintos sistemas de inoculacion sobre plantulas, el presente estudio
muestra que la mejor técnica para infectar plantulas de cebolla es la inoculacion de esporas en suspension

antes de la siembra de semilla.



INTRODUCCION

El manejo integrado de plagas, engloba técnicas de control eficaces desde el punto de
vista ecolégico, biolégico y econémico. Resalta el uso de poblaciones naturales para regular
poblaciones de plagas o patégenos (Eljounaidi et al., 2016). Una de las herramientas mas
utilizadas en el manejo integrado de plagas, es el control biol6gico, el cual se define como el uso
de organismos vivos para reducir los efectos nocivos causados por patégenos o plagas. Muchos
productos agricolas no son completamente destruidos por enfermedades, debido a la presencia
natural de estos agentes de biocontrol, los cuales son capaces de antagonizar plagas o

patdégenos reduciendo su efecto nocivo (Weaver et al., 2016).

El antagonismo en sentido amplio y en términos de control biolégico de plagas agricolas,
es un mecanismo por medio del cual algunos organismos actlian como enemigos naturales
sobre individuos de otra poblacion, pudiendo interferir en cualquiera de los procesos vitales de
los patégenos vegetales. Estos antagonistas o enemigos naturales pueden ser: bacterias,
hongos, nematodos, protozoarios, virus y plantas (Wisniewski et al., 2016). El antagonismo se
refiere a toda accidon que ejercen estos organismos de manera directa o indirecta, sobre
organismos patdgenos de plantas y que da como resultado la reduccion de la sintomatologia
vegetal y la recuperacion de la salud de las plantas. La efectividad antagbnica dependera de la
capacidad del agente de control biolégico para controlar el proceso de enfermedad y si este
organismo antagoénico posee varios modos de accion, reduciendo asi el riesgo de resistencia en

el patégeno (Orietta y Larrea, 2001).

Un agente de control biolégico eficaz cuenta, generalmente, con varios mecanismos
antagonistas que actlan de manera conjunta para controlar la enfermedad. Estos
microorganismos pueden presentar cinco modos de accion: Competencia o colonizacién rapida
del habitat (competencia por nutrientes o espacio) (Droby et al., 2016), antibiosis o produccién
de antibiéticos solubles en agua o volatiles (Sharifazizi et al., 2017), lisis o produccion de
enzimas que degradan y destruyen al patégeno (Ferraz et al., 2016), resistencia inducida o
estimulacion del mecanismo de resistencia de la planta en contra del patégeno (Punja et al.,

2016) e hiperparasitismo.

Entre los microorganismos antagonistas estan los hongos C. rosea y T. harzianum.
Especies de estos géneros tienen uso como agentes de control biologico contra fitopatdgenos
ya sea de forma indirecta absorbiendo nutrientes, modificando condiciones del medio ambiente,

promocionando el crecimiento de la planta, produciendo metabolitos secundarios o0 enzimas



hidroliticas o de forma directa con la formacién de estructuras especializadas que intervienen
en el micoparasitismo (Rey et al., 2000; Benitez et al., 2004; Harman et al., 2004; Hoitink et al.,
2006).

El manejo integrado de plagas, que incluye el uso de microorganismos antagonistas
como los hongos, es actualmente implementado en México para el manejo de enfermedades en
distintos cultivos entre ellos la cebolla, cultivo que aporta aproximadamente 4 % (PIB) al sector
primario (Banco Mundial 2016). El aporte por variedad le corresponde 90 % a la cebolla blanca,
7 % cebolla morada y 3 % cebolla amarilla. A nivel nacional se obtiene una produccion del 70 %
entre los estados de Tamaulipas, Guanajuato, Chihuahua, Zacatecas, Baja California y
Michoacan (SIAP-SAGARPA, 2015). Esta hortaliza es uno de los productos que mayormente se
exporta al mundo con 318 toneladas de cebolla, con una remuneracion equivalente a 363.721

millones de délares estadounidenses (Valencia y Zetina, 2017).

Para lograr el desarrollo de protocolos de mejoramiento y regularizacion en el control de
plagasy poder entender la relacion entre los antagonistas T. harzianum, C. rosea, el fitopatégeno
F. oxysporum y la cebolla, es necesario realizar estudios que permitan conocer aspectos
biolégicos, bioquimicos y ecolégicos de las interacciones, dado que son componentes
fundamentales para optimizar la supresion, y para esto es Util contar con técnicas de inoculacién

eficientes bajo condiciones de laboratorio o de invernadero.
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ANTECEDENTES

Produccion nacional y estatal de cebolla

La cebolla (Allium cepa L.) se produce en 139 paises (FAO, 2013). India y China cultivan casi
la mitad de la cebolla a nivel mundial, y es una de las principales hortalizas que se cultiva en

México, ocupando el 4° lugar respecto a rendimiento.

Desde los afos 90°s el Estado de Morelos contribuye de manera importante en la
produccién de esta hortaliza, cabe destacar que ocupa el 8° lugar en superficie sembrada
alcanzando las 70 mil 945 ton y es un producto que va a la alza (SAGARPA, 2014), siendo
Axochiapan, Ayala, Tepalcingo, Cuautla, Jonacatepec, Xochitepec, Temoac, Tlalquitenango,
Zacualpan de Amilpas, Jantetelco, Yecapixtla, Emiliano Zapata, Tlaltizapan, Temixco,

Atlatlahucan, Tetecala y Mazatepec los municipios principales (Mejia, 2015).
Enfermedades comunes de la cebolla

Existen diversas enfermedades importantes que afectan el cultivo de la cebolla y causan
pérdidas severas en la agricultura, ya que reducen la calidad y rendimiento de la cosecha
obtenida. Entre estas enfermedades destacan las causadas por hongos fitopatogenos que
causan pudriciones radicales y estan asociadas a la presencia de hongos del género Fusarium,
Sclerotium, Pyrenochaeta, Pythium, Phytophtora, Rizhoctonia, Rhizopus, Botrytis, Cladosporium,
Alternaria, Peronospora y Penicillium (Flores et al., 2015; Montes et al., 2003; Pulido et al.,
2008).

El género Fusarium es el mas importante, produce tres estructuras de resistencia:
macroconidios, microconidios y clamidosporas, las cuales le permiten sobrevivir como saproéfito
de vida libre en ausencia de un hospedero. Es una enfermedad que afecta el desarrollo de la
planta, asi como su almacenamiento. La forma en que se establece este tipo de patdégeno es
por medio de penetracion directa o por aberturas ya sea natural o mecéanica, heridas en las
hortalizas, semillas, agua y suelos contaminados (Klokocar, 2008). Los sintomas de esta
enfermedad incluyen: amarillamiento en el follaje, raquitismo, decoloracion del bulbo y raiz,

pudricién de la planta, marchitez y muerte de la misma (Montes et al., 2003; Lager, 2011).

Las plantas infectadas pueden arrancarse facilmente porque las raices afectadas
muestran menor desarrollo, ademas de tener lesiones de color rojo o café; los bulbos presentan

una pudricién seca y en ocasiones se puede observar un moho blanco en la parte basal. Esta
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enfermedad puede presentar danos por damping-off o reduccion en la germinacion de la semilla
(Dissanayake et al., 2009).

En México, en el estado de Baja California, F. oxysporum y F. subglutinans se asocian
con la pudricién radical en el cultivo de cebolla, lo que causa que los productores tengan que
cambiar de parcelas cada 2 anos. La falta de sanidad en el control de enfermedades
relacionadas a la hortaliza y la prolongada repeticion del cultivo ha provocado que el problema
se presente continuamente ocasionando pérdidas en el rendimiento de alrededor de 15 t hat
(Pulido et al., 2012). En el Estado de Morelos se ha detectado la presencia de F. culmorum que
al igual que varias especies de Fusarium son caracteristicas por ocasionar coloracién marrén,
café, rosadas y una pudricion del sistema radical de la cebolla (Du Toit et al., 2003; Montes,
2003).

Caracteristicas de Fusarium y especies relacionadas a pudriciones radicales en cebolla

La caracteristica morfologica principal del género Fusarium es la presencia de conidios
que se forman sobre fidlides simples o ramificadas. Estas especies presentan esporas asexuales
de tres tipos 1) Macroconidios: espora principal en la caracterizacion, presentan forma de media
luna; 2) Microconidios: son de menor tamano que los macroconidios y presentan formas
globosas, fusiformes, ovales, de nabo o de rindn; 3) Clamidosporas: esporas de resistencia,

doble pared gruesa, lisa o rugosa.

Para observar este tipo de estructuras suelen usarse medios naturales como el agar
hojas de clavel (CLA) o agar nutriente sintético (SNA)). En cuanto a la caracterizacion
macroscopica se pueden realizar observaciones culturales como tasa de crecimiento,
pigmentacion y aspecto del micelio el cual puede ser aéreo algodonoso con coloraciéon salmén,

morado, rosa, café claro, amarillo o gris (Leslie y Summerell, 2006).

El ciclo de vida de Fusarium comienza con el in6culo en suelo, agua o herramientas
contaminadas presentandose en forma de clamidosporas. La enfermedad se desarrolla de
manera idénea en una temperatura que oscila entre 25-28°C, y dependiendo de la especie de
Fusarium este puede invadir directamente el bulbo, la placa basal o la raiz. Fusarium oxysporum
invade la raiz y ocasiona necrosis, posteriormente invade tallo y bulbo hasta infectar la planta
completamente causandole la muerte, permaneciendo asi en el suelo y/o material contaminado

para iniciar el ciclo nuevamente (Koike et al., 2007; Crammer, 2000).
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Esta especie es la que se encuentra con mayor incidencia en los campos de cebolla
(Galvan et al., 2008), y puede estar asociada con otras especies de hongos que afecten a la
hortaliza, ocasionando heridas en la raiz y favoreciendo que el hongo Pyrenochaeta terrestris
penetre y dane la planta. Se han reportado en diferentes partes de mundo otras especies
asociadas a tal enfermedad como: F. solani, F. acuminatum, F. redolens, F. proliferatum
(Bayaktar y Délar, 2011).

Medidas de manejo de las fungosis

La principal herramienta de control de enfermedades es la rotacion de cultivos de 3-4
anos sin presencia de plantas del género Allium como lo son puerros, ajos o cebollin. La limpieza
de las plantas que puedan ser un foco de alerta al tener indculo del patégeno, asi como el control
de insectos causantes de heridas en la raiz, ya que estos pueden permitir el ingreso del patégeno

con mayor facilidad (Pfender y Alderman, 2003)

Control quimico

El control quimico, continla siendo necesario para el control de enfermedades y plagas
en diversos cultivos, con la finalidad de tener un alto rendimiento en las cosechas. Como ya se
sabe las enfermedades con mayor indice de pérdidas econdmicas en la agricultura, son aquellas
producidas por hongos de diversos géneros y la proteccion de cultivos se ha centrado
principalmente en el desarrollo de plaguicidas sintéticos; Sin embargo, actualmente existen
riesgos elevados debido al uso indiscriminado de estos productos, su eficacia puede ser de corta
duracion y existen plagas y patdégenos resistentes. Asimismo, estos productos se pueden
acumular en los alimentos, suelo y agua con efecto negativo para el ambiente y la calidad de

vida del consumidor (Hernandez et al., 2018).

Esta enfermedad se controla con productos quimicos, por ejemplo 2-(tiocianometiltio)
benzotiazol TCMTB y (RS)-1-p-clorofenil-4,4-dimetil-3- (1H-1, 2, 4-triazol)-1-ilmetil-pentan-3-ol
tebuconazole. El uso de agroquimicos ha permitido obtener incrementos substanciales en la
produccién; no obstante, tienen efectos toxicos sobre el ambiente causando inestabilidad de los
agroecosistemas, la cual se manifiesta en una mayor incidencia de plagas y enfermedades en

los cultivos (Nygren et al., 2018).

La aplicacion de plaguicidas también ocasiona riesgos para el ser humano, ya sea como
consumidor de vegetales, frutas o productos tratados. El uso de estos productos quimicos se

hace conforme a normas de inocuidad las cuales establecen limites maximos permisibles de
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estos residuos, para que el riesgo a corto y mediano plazo en los consumidores sea minimo. Sin
embargo, en algunas ocasiones estos limites se rebasan o bien existe la presencia de varios
residuos en un mismo producto y este efecto aditivo causa potencializacion del riesgo (Pérez et
al., 2009).

Control biolégico

La contaminacién ambiental con pesticidas quimicos es un problema que ha motivado
la blisqueda de alternativas inocuas para usarse en agricultura. El término de control biol6gico
se ha usado frecuentemente en el area agricola y este se define como la reduccién de densidad
de una poblacién que afecta a plantas, animales o el hombre, mediante el uso de un organismo
antagonista y se basa en el control natural (Eljounaidi et al., 2016; Weaver et al., 2016). Entre
ellos se encuentran bacterias, compuestos quimicos volatiles producidos por plantas, levaduras

y hongos filamentosos (Wisniewski et al., 2016).

El manejo agroecoldgico de plagas ha sido desarrollado, para obtener rendimientos
econOmicamente redituables para el agricultor, aun teniendo presencia del patdégeno y para

entender la naturaleza de la enfermedad y la fisiologia del organismo afectado (Zaldda, 2012).

Fitoquimicos

Existe una gran variedad de plantas productoras de metabolitos secundarios que son
toxicos, y esta caracteristica les permite actuar como antagonistas de patégenos y plagas. La
forma de explotar este potencial es asociandolas con los cultivos al incorporar sus residuos al
suelo. Tal es el caso de Tagetes erecta o flor de muerto, que al incorporar residuos de esta planta
y asociarlos a cultivos de chile se tiene una reduccién significativa en el agallamiento radical
ocasionado por los nematodos Nacobbus aberrans y Meloidogyne incognita. Esta especie es
conocida como poseedora de propiedades fungicidas, nematicidas e insecticidas (Espejo et al.,
2010) sus propiedades antagonistas se deben a la presencia de compuestos tiertienilos en sus
tejidos (Zavaleta et al., 1992).

Otro ejemplo son las Brassicaceae, como la col o el brécoli, que destacan por la alta
eficacia de los isotiocianatos volatiles que liberan (Zurera et al., 2007) y tienen propiedades
nematicidas y presentan actividad sobre incidencia y severidad de la pudricién blanca causada
por el hongo Sclerotium cepivorum (Zavaleta, 2000) o el aceite esencial de albahaca (Ocimum
basilicum), a una concentracion de 10,000 ppm detiene el crecimiento flingico del patégeno

Colletotricum gloeosporioides en un 100%, se ha elucidado también de forma analitica el tipo
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de compuesto al que se le atribuye la propiedad antifliingica, siendo este aceite rico en eugenol
(Pérez et al., 2009). Con base en este tipo de estudios se tiene una idea del gran potencial que

tienen las plantas como antagonistas.

Hongos

Entre la variedad de hongos importantes para la agricultura esta la especie Trichoderma
hongo anaerobio facultativo y sapréfito ya que puede estar presente en materia organica de
suelos o en residuos de cultivos usando como principal fuente de carbono la celulosa, es
entomopatdgeno, anamorfo y de reproduccion asexual, es decir, forma tres tipos de estructuras:
hifas, clamidosporas y conidios (Harman, 2006). La morfologia corresponde a hifas hialinas
septadas, conidiéforos hialinos y ramificados, fialides hialinas en forma de botella, se pueden
encontrar en racimos o de forma individual y finalmente conidios de pigmentacion verdosa,
unicelulares y forma redonda globosa o elipsoidal (Cupull et al., 2003) en la Figura 1 se muestra

las estructuras correspondientes.

En condiciones promedio de 25°C, humedad relativa de 70%, pH de 6-6.5 el género
Trichoderma tiene un crecimiento 6ptimo, sin embargo, puede sobrevivir a un pH mayor ya que
tiene la capacidad de acidificar el medio en el que se encuentra, mediante secrecion de acidos
grasos (Harman et al., 2004). En la industria es utilizado debido a las enzimas hidroliticas que
secreta, celulasas y xilanasas que ayudan a degradar hemicelulosa, celulosa y algunos

polisacaridos complejos.

Diversas especies de Trichoderma son bien conocidas por ser eficientes en controlar
enfermedades de plantas induciendo la respuesta de defensa en la planta, o mediante
mecanismos directos como el micoparasitismo (Harman et al., 2004). Estas especies se han
utilizado en contra de diversos patégenos de plantas como Alternaria alternata, F. verticillioides,
F. oxysporum, Rhizoctonia solani y S. sclerotium (Lopes et al., 2012). Una de las caracteristicas
de las especies de Trichoderma, es la produccién de enzimas liticas como quitinasas, B-1,3-
glucanasas, proteasas que destruyen la pared celular penetrando asi en el patégeno (Geraldine
et al.,, 2013). Existen varios metabolitos secundarios activos, estos incluyen una variedad de
pequenas moléculas volatiles y no volatiles que han sido descritas con actividad insecticida y
fungicida, por ejemplo, 6-pentil-2H-piran-2-ona, tricotecenos (Jélen et al., 2014) y antibidticos

oligopéptidos llamados peptabioles (Degenkolb et al., 2015).

15



Figura 1. Microfotografia de Trichoderma. d) Conidiéforo de T. viridescens, las flechas muestran proliferacion de la
fialide. f) Conidiéforos. m) Conidios elipsoidales. i) conidios subglobosos (tomada de Jaklitsch et al., 2006).

Otro hongo conocido a nivel mundial es Clonostachys rosea o Gliocladium roseum
(Schroers, H.-J), perteneciente al filo Ascomycota caracteristico por colonizar de manera endéfita
raices, tallos, hojas, frutos y semillas de plantas, sapréfito, entomopatégeno y parasito de otros
hongos y nematodos (Toledo et al., 2006). Produce compuestos organicos volatiles como
hidrocarburos, acidos grasos, fenoles, esteroides y derivados del furano (Zaldua, 2012) que son

toxicos para organismos patégenos como hongos, bacterias e insectos (Flores et al., 2015).

Esta especie es comlnmente usada en control biolégico, al igual que especies de
Trichoderma, en contra de hongos fiopatégenos como Pythium ultimum, Alternaria spp. y R.
solani. Estudios fitoquimicos han elucidado algunos compuestos como dicetopiperazinas,
terpenoides, péptidos y policétidos (Shiomi et al., 2000). Diversos mecanismos de biocontrol se
le adjuntan a esta especie, entre ellos el micoparasitismo (Li et al., 2002), antibiosis (Rodriguez
et al., 2011), produccion de enzimas degradadoras de la pared celular (Chatterton y Punja,
2009), induccién de mecanismos de defensa en la planta (Lahlali y Peng, 2014) y promocion

del crecimiento (Roberti et al., 2008), asi como también se ha reportado como rasgo en esta
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especie, la capacidad para eliminar la actividad téxica de metabolitos producidos por los

fitopatégenos (Dubey et al., 2014; Kosawang et al., 2014).

Mecanismos antagonicos

Competencia por nutrientes y espacio

La competencia por recursos es una interaccion donde hay repercusiones negativas para
los interactuantes (-/-). La competencia por espacio sucede cuando un microorganismo cubre la
superficie vegetal sin dejar que otro se desarrolle. Suele ser importante en patégenos que
penetran por heridas o que necesitan una concentracion inicial de in6culo para penetrar. En
este caso es importante la relacion entre la velocidad de crecimiento del patégeno y la del
antagonista (Madriz, 2002). Ejemplo de ello, son diversas especies de Trichoderma, las cuales
tienen habilidad para competir por nutrientes, esto lo hacen mediante la produccion de
compuestos llamados sideréforos que captan el hierro del medio limitando de esta manera el
desarrollo y crecimiento de patégenos, reduciendo asi la severidad de la enfermedad
ocasionada en las plantas (Saha et al., 2013). Se ha sugerido también en estudios anteriores,
que especies de Trichoderma en ambientes pobres en Fe, Mn*, Ni2* y Pb2+ mejoran la absorcién
en la planta mediante agentes quelantes (Zhao et al., 2014) y tienen la capacidad de reduccién

de Fe3+*insoluble a Fe2 mediante acidos grasos o por enzimas reductoras.

La disponibilidad de los nutrientes en suelos influye también en la capacidad para
ejercer control biologico de las distintas especies de Trichoderma y Clonostachys. De hecho, el
uso eficiente de nutrientes por Trichoderma spp. depende de la capacidad que tenga la cepa
para obtener energia de varios azucares como celulosa, glucanos o quitina y de la eficiencia de
su sistema de transporte de glucosa para obtener ATP, es por eso que todo este sistema juega

un papel clave en la competencia por nutrientes y espacio (Benitez et al., 2004).
Antibiosis

La antibiosis es un mecanismo de inhibicion de las actividades metabdlicas de un
organismo por la accion de una sustancia (a bajas concentraciones) producida por otro
organismo (Benitez et al. 2004). La produccién de antibiéticos depende de la disponibilidad de
nutrientes que posea el medio y se vea favorecida por aportes suplementarios de compuestos
organicos. Una ventaja de este mecanismo, es que no es necesario que el patogeno y el
antagonista entren en contacto y, ademas, el antibiético puede permanecer en el medio incluso

tras la muerte del antagonista (Marques et al., 2018).
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Ambos géneros de hongos son capaces de producir antibiéticos altamente téxicos para
otros microorganismos. Estos compuestos son estimulados de forma directa por la presencia de
un microorganismo patégeno (Harman et al., 2004; Druzhinina et al., 2005). Dentro de los
metabolitos mas importantes generados por Trichoderma spp. estan: gliotoxina y gliovirina, los
cuales tienen como caracteristica ser biocidas, con un pronunciado aroma a coco (Howell et al.,
1993).

Se ha comprobado también que distintas especies de Clonostachys son capaces de
producir metabolitos téxicos y antibiéticos (Okuda et al., 2000; Rodriguez et al., 2011). Entre los
metabolitos de importancia de C. rosea destacan cuatro tipos de glisopreninas y una mezcla de
péptidos pertenecientes a la familia de peptabidticos los cuales estan relacionados con

sistemas de defensa de plantas contra patégenos (Viterbo et al., 2007).

Micoparasitismo

El micoparasitismo es un tipo de interaccién directa entre el antagonista y el patégeno,
donde el antagonista usa al patégeno como alimento, logrando una actividad de simbiosis
antagoénica entre organismos. Generalmente, estan implicadas enzimas extracelulares tales
como quitinasa, celulasa, 31, 3-glucanasa y proteasa, que rompen las estructuras de los hongos

parasitos. Estudios demuestran que C. rosea produce endoquitinasas (Mamarabadi et al.,
2008), N-acetil- 3 -D-glucosaminidasa, 1,4- 3 -quitobiosidasa (Roberti et al., 2002) y proteasas,

siendo algunas capaces de degradar la cuticula de nematodos (Li et al., 2006).

Las fases del micoparasitismo seglin Benhamou y Chet 1997:

1. El microorganismo patégeno secreta exudados que atraen, por quimiotropismo, al
antagonista.

2. El hongo antagonista se adhiere al patégeno mediante haustorios o apresorios (Figura 2),
la degradacién de la pared celular es mediante enzimas hidroliticas (quitinasas, B-
glucanasas, proteasas, lipasas, xilanasas, pectinasas, amilasas, fosfolipasas, RNAsas y
ADNsas).

3. Ocurre una penetracion en las hifas del patégeno, engrosandolas y produciendo haustorios,
para absorber los nutrientes.

4. Finalmente se produce lisis de la pared celular.
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Figura 2. Parasitismo de Trichoderma spp. en Phytium capsici. Las flechas indican enrollamiento y formacion de
apresorios de las hifas de Trichoderma spp. sobre la hifa de P. capsici (tomado de Benhamou y Chet, 1997).

Relacion planta parasito antagonista

Las plantas constantemente se encuentran expuestas a distintos tipos de estrés, ya sea
biético o abibtico. Por lo tanto, el contacto con un patégeno puede resultar en una interaccion
compatible dandose una infeccién, o incompatible donde la planta resiste la invasion por el
patdgeno, esto es resultado de diversas estrategias de defensa de la planta. Cuando las plantas
han tenido un ataque inicial de patégenos, ya sea virus, hongos o bacterias, estas pueden
protegerse contra ataques posteriores (Petrocelli et al., 2018). Se ha observado que el primer
patoégeno infectante o alglin dano mecanico, de cierta manera fortalece a la planta contra
infecciones posteriores por patégenos homdlogos, activando la expresion de reacciones de
resistencia contra subsecuentes infecciones de patégenos, independientemente si son virus,

bacterias u hongos. Esta respuesta puede ser especifica para cada especie de patégeno que
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ataque la planta y puede ocurrir de manera sistémica con larga duracion y en partes aéreas o

subterraneas (Rodriguez, 2012).

Durante el proceso de invasion de un patégeno, se producen barreras quimicas y fisicas
en la planta que restringen la penetracion y desarrollo de una infeccién, asi mismo se generan
distintos mecanismos de defensa que son desencadenados debido al reconocimiento de esta
interaccioén induciendo la formacion de moléculas que hacen funcionar al sistema inmune (Sentil
et al., 2013) y ocurren cambios en los niveles de varias fitohormonas, las cuales regulan
aspectos como el desarrollo y crecimiento de la planta o la respuesta de defensa (Adie et al.,
2007; Verma et al., 2016).

Asimismo, se desencadena una respuesta por parte de la planta llamada resistencia
sistémica adquirida, y un requerimiento primario para que ocurra ese proceso es que la primera
infeccion por un patégeno cause una lesion necroética. Esta necrosis es el resultado de la muerte
celular programada después del reconocimiento del patégeno. La activacién de una cascada de
senales para la respuesta sistémica, comienza de manera local; es decir, en las células que se
encuentran mas cercanas a la respuesta hipersensitiva. Se observa engrosamiento en
estructuras como las paredes celulares por la incorporacion de proteinas o lignina, deposicion
de calosa y la induccién de sintesis de fitoalexinas. En las partes mas alejadas a la zona
infectada de la planta, la reaccién de defensa es la sintesis de proteinas relacionadas a las
patogénesis llamadas proteinas PR, las enzimas (3-1,3 glucanasas, endohidrolasas, quitinasas,

inhibidores de amilasa y proteinasas (Madriz, 2002).

Especies de Trichoderma han sido estudiadas sobre el concepto de interaccion entre
planta-patégeno-antagonista, demostrando la gran cantidad de vias y mecanismos de defensa
que desencadena en Allium cepa. Encontrando carbohidratos como Xilosa, arabinosa, fructosa,
rafinosa y fructanos (Peshev et al., 2013). Estos altos niveles de azucares y la gran cantidad de
arabinosa y xilosa en los tejidos de la cebolla actian como osmo protectores y refuerzan la pared
celular (De Lima et al, 2014). Los monosacaridos de fructosa, y los oligosacaridos como
fructano y rafinosa actlan como compuestos antioxidantes y estimulan el sistema inmune del
bulbo (Shoresh et al., 2008).

Las cebollas al ser tratadas con diferentes especies de Trichoderma activan y se
desencadenan la cascada de senalizacion de fenilalanina amonio liasa que esta relacionada en
la produccion de flavonoides. Estos metabolitos secundarios, especialmente quercetina y
kaempferol, cumplen un rol importante en la defensa de la cebolla ante patégenos y tensiones

(Sudisha et al., 2013). Estos son conocidos como potentes antioxidantes, los cuales protegen
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ante el dano oxidativo que generan muchos patégenos, asi como también restringen la

penetracion de estos a los haces vasculares y al cortex (Nakabayashi et al., 2015).

El incremento de algunos aminoacidos también es notorio en la actividad de defensa de
la cebolla. Entre los mas importantes se encuentra la arginina, precursor de la biosintesis de
poliaminas, que son conocidas por su papel en el desarrollo, crecimiento, senescencia y
respuesta a estrés (Walters et al., 2003). Se incluye también la produccion de aminoacidos
aromaticos como la fenilalanina que es el aminoacido base para la via fenilpropanoide para
compuestos organicos (La Camera et al., 2004). De la misma manera los niveles de metionina
y triptéfano aumentan, y estos estan relacionados a la via de S-adenosil metionina para la
produccién de etileno (Liang et al., 2013) y produccién de serotonina y glucosinolatos indélicos
(Winterberg et al., 2014).

Dos tipos de protectores ante el estrés fotooxidativo como los carotenoides y la clorofila
también se incrementan; esto posiblemente por la interaccién entre Trichoderma y la cebolla, lo
cual incrementa el nivel de auxinas y otras hormonas que contribuyen al contenido de clorofila

interviniendo de manera positiva en el crecimiento de la planta (Babu et al., 2014).

Técnicas de infeccion

Para lograr obtener informacién sobre las interacciones que existen entre planta-
patdégeno-antagonista, es necesario realizar pruebas confiables y protocolos de inoculacion
simples y eficientes, que sean consistentes para lograr una infeccion de manera artificial a modo
de que se puedan mantener condiciones controladas y tener un procedimiento estandar que
permita evaluar de forma cuantitativa y cualitativa la enfermedad que ocasiona F. oxysporum.
El éxito para identificar y mantener artificialmente positiva una infeccion, signos y sintomas de
marchitamiento en plantas causado por Fusarium, depende en gran medida del procedimiento
utilizado (Engle et al., 2003).

Existen reportes donde se utilizan distintas técnicas de inoculacién para identificar a
variedades de cultivos resistentes a patdgenos transmitidos por el suelo. Estas técnicas van
desde inmersion de raices en indculo, cultivo de semillas o plantulas en suelo infestado (Jun et
al., 2010), remojo de semillas en soluciéon de esporas (Martinez et al., 2012) e inyeccién de
in6culo en las plantas (Engle et al., 2003). La efectividad de estas técnicas depende de varios
factores como la concentracion de esporas, la edad de la planta en la inoculacién, el vehiculo
utilizado para inocular y las condiciones ambientales como la temperatura y la humedad (Figas
etal., 2016).
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Algunos autores han hecho uso de este tipo de métodos y técnicas para sus respectivos ensayos utilizando diferentes tipos de cultivos

y distintas especies de Fusarium como patégeno principal. El siguiente cuadro (1) muestra el porcentaje de efectividad de las técnicas

respectivas.

Cuadro 1. Evaluacién de técnicas de inoculacion en distintas plantas y porcentaje de infeccion

. Especie de Concentracion <. Organo % de
Especie de planta . Técnica implementada blanco de la . P Autor
Fusarium usada (esporas/ml) planta infeccion
Pino (Pinus 5 ; . . Vivas et al.,
pinaster) F. oxysporum 105, 10 Inoculacidon de esporas Semilla 20 2012.
Inoculacion en sélido (uso
de semillas de arroz con Semilla, raiz 30
mice”O) Campos_’
Arroz (Oryza sativa) | F. proliferatum N/A . | 2013.
Inoculacion en sélido (Uso
de semillas de arroz con Semilla 21.4
micelio)
. F. verticilloides . - Clements et
6
Maiz (zea mays) F. proliferatum 10 Inyeccion de conidios Grano 80 al,, 2003.
Romero
(Rosmarinus . In6culo con agary gasa p Constanza, et
officinalis) F. acuminatum N/A hdmeda Raiz 52 al.,, 2011
Jitomate (Solanum Inoculacion en sélido p
lycopersicum) Fusarium s N/A (granos de arroz con Raiz 15 de Chavez et al.,
ycop P- g de @ incidencia 2012.
micelio)
Pepino (Cucumis Jun et
sativus) F. oxysporum 107 Inoculacion de esporas Raiz 28 al.2010
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https://mx.downloadsearch.cnet.com/wr_clk?surl=https%3A%2F%2Fes.wikipedia.org%2Fwiki%2FSolanum_lycopersicum&pingUrl=https%3A%2F%2Fwww.bingapis.com%2Fapi%2Fping%3FIG%3D6E4E88269151461C817D94173635AA4A%26CID%3D21D89434068A64DF0ED098BA07C6656C%26ID%3D&urlPingSuffix=DevEx,5104.1&lpurl=http%3A%2F%2Fmx.downloadsearch.cnet.com%2Fs%3Fq%3Dnombre%2Bcientifico%2Bdel%2Bjitomate%26qo%3DserpSearchBox&lp_ref_url=https%3A%2F%2Fmx.downloadsearch.cnet.com%2F&evtlbl=Solanum%20lycopersicum%20-%20Wikipedia%2C%20la%20enciclopedia%20libre&eventCategory=center&ev=WebResultClicks&keyword=nombre%20cientifico%20del%20jitomate&qsrc=1&q=nombre%20cientifico%20del%20jitomate&src=jo&clickid=be81f3612aec112f10cfa8ab8aabad82&udv=&ude=&udvo=&kwid=&agid=&gch=AdNetB_CNET_119&tc=563&qm=&au=11652605&tt=T0000119&ts=b&utm_campaign=MEX_ES_00_P_BusinessIndustrial_LTSG00_oo_oo_S_E%23117&n=&mkt=MEX&dev=
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JUSTIFICACION

Los pesticidas quimicos son importantes en el control de plagas en cultivos de
hortalizas y diferentes especies de plantas econémicamente importantes a nivel mundial; sin
embargo, existe una gran preocupacion por la contaminacién ambiental que se ha generado al
utilizarlos de manera indiscriminada. En este contexto, surge la necesidad de contar con
estrategias diferentes como el control biolégico que no presenta las desventajas de los
compuestos quimicos utilizados cominmente para el control de plagas agricolas. Conocer la
actividad antagoénica in vitro de los hongos C. rosea y T. harzianum contra F. oxysporum, asi
como estandarizar técnicas de infeccion de plantulas de cebolla por F. oxysporum, servira para
establecer futuros trabajos para determinar el potencial de estos hongos antagénicos a F.
oxysporum, considerado como un patdégeno de gran importancia en la produccién de cebolla a

nivel nacional y mundial.

23



HIPOTESIS

1. Los hongos Clonostachys rosea y Trichoderma harzianum poseen un efecto in vitro en
contra de F. oxysporum, inhibiendo su crecimiento radial.
2. Las plantulas de cebolla sembradas en sustrato e inoculadas con esporas de F.

oxysporum presentaran pudricién basal, menor crecimiento y coloraciéon amarilla del

follaje.

24



OBJETIVO GENERAL

Evaluar in vitro, la capacidad antagénica de C. rosea y T. harzianum contra F. oxysporum

y evaluar diversas técnicas de infeccion en plantulas de cebolla.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Evaluar el efecto antagonico, in vitro, de C. rosea y T. harzianum en F. oxysporum.
2. Determinar si la infeccion inducida en plantulas de cebolla por F. oxysporum varia
dependiendo del momento de la infeccion (antes y después de la siembra de semilla) o

de la formulacién (cilindros de medio PDA o solucion salina con esporas).
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MATERIAL Y METODOS

Localizacion

La presente investigacion se llevé a cabo en las instalaciones del Centro de Investigacion en
Biotecnologia CEIB de la Universidad Autonoma del Estado de Morelos, UAEM; asi como en
instalaciones del Centro Nacional de Investigacion Disciplinaria en Parasitologia Veterinaria,
(CENID PAVET) del Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias

(INIFAP) ubicado en Jiutepec, Morelos, México.

Este estudio se realizd en dos etapas, en la primera se realizé una confrontacién in vitro
de C. rosea y T. harzianum en contra de F. oxysporum. En una segunda etapa se hizo una
evaluacién de técnicas de infeccidén con F. oxysporum en plantulas de cebolla. En el diagrama

se muestra la descripcion de la metodologia (Figura 3).
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'e@
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Et 1 ~ Evaluacion de velocidad de Produccion de antagonistas Confrontacion en cajas de W
apa crecimiento de cada hongo y fitopatogeno Petri Evalu’aqon de
parametros
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°® @
g -
@ w
~ Inoculacion de fitopatdgeno
Inoculacion de fitopatogeno siembra de semilla patog Evalliacionde
Etapa 2 ensustrato Tratamientos 1y en sustrato Trztamlentos 2y o

3

Figura 3. Diagrama de flujo mostrando los eventos correspondientes a la metodologia de ambas etapas.
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ETAPA 1. Evaluacién de la actividad antagoénica in vitro de C. rosea y T. harzianum en
contra F. oxysporum

Aislamiento de Fusarium

A partir de un bulbo de cebolla con sintomas de enfermedad (pudricién y tono rosado),
se cortaron las raices bajo condiciones asépticas para posteriormente ser lavadas con agua
corriente para retirar el exceso de tierra. Las raices fueron desinfectadas superficialmente con
hipoclorito de sodio al 0.5% seguido de tres lavados con agua destilada estéril y se secaron con
papel secante. Las raices se cortaron en fragmentos pequenos y se sembraron en cajas Petri
(100X15 mm) con medio de cultivo agua agar (AA) al 2% y de papa dextrosa agar (PDA)
acidificado con acido lactico al 25% para obtener un pH de 5. Las cajas sembradas se incubaron
a 27°C bajo condiciones de obscuridad, a los 7 dias se observaron bajo microscopio
estereoscopico (Figura 4). Se realizaron cultivos extras en cajas Petri con medio PDA a partir de

este aislamiento para su posterior uso en confrontaciones e identificacion morfologica.

Aislamiento de 7
dias

Siembra de raiz en
caja Petri

Desinfeccion de
raices con agua e

hipoclorito Ao

Figura 4. Proceo de aislamiento de Fusarium a partir de cebollas infectadas.

La identificacion molecular se llevé a cabo basada en la amplificacién de secuencias de
rDNA de ITS1, ITS2 mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) usando los
oligonucleétidos ITS1 e ITS4 (Cuadro 2). Cada reaccién de PCR contenia 10uL de GoTaq, 1uL de
cada oligonucleétido, 4uL de ADN gendmico y 4uL agua libre de nucleasas para un volumen final
de 20uL. La técnica de PCR se realiz6 en un termociclador (c1000 BIO-RAD) iniciando con una
desnaturalizacion a 94 °C por 2 min, 35 ciclos a 94°C por 30 s, 55°C por 30 s, 72°C por 1 min
y una extension final de 72°C por 10 min. La Tm para ITS1 e ITS4 fue 55°C.
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Los productos obtenidos se verificaron en gel de agarosa al 3% con buffer de corrida TBE
1X usando 10uL del producto de PCR, para llevar a electroforesis a 100 volts. El gel se observé

en un fotodocumentador (UVP GelDoc-It).

Las bandas obtenidas se cortaron del gel de agarosa y fueron purificadas con el kit de
Quiangen (QlAquick PCR Purification), cuantificando el producto obtenido en un nanofotdémetro
(IMPLEN np80). La secuenciacion de los productos se realizé en el instituto de Biotecnologia de
la UNAM; posteriormente las secuencias fueron comparadas con las secuencias de hongos
reportados en la base de datos del National Center Bioctechnology Information (NCBI) para

determinar su identidad, empleando la herramienta BLAST (Figura 5).

Cuadro 2. Oligonucleétidos utilizados para amplificar secuencias promotoras

Nombre del oligonucledtido Secuencia Bibliografia

ITS1 5°-TCC GTA GGT GAA CCT GCG G-3~
White, et al., 1990
ITS4 5°-TCC TCC GCT TATTGATATGC -3~
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Figura 5. Extraccion del ADN a partir de micelio de Fusarium, hasta la determinacién del % de la identidad de la especie utilizando Blast.
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Reactivacion de T. harzianum y C. rosea

Se utilizaron los hongos T. harzianum, y C. rosea (T3H-91) originarios de Campeche
Yucatan. Las cepas de estos hongos se han mantenido suspendidos en glicerol bajo condiciones
de criopreservacion en nitrégeno liquido. Una vez que se sacaron del nitrégeno, se dejaron a
temperatura ambiente para su lento descongelamiento. Una vez que las cepas estuvieron
descongeladas, se extrajeron porciones de 1cm2 de agar suspendido en el glicerol y se
sembraron en cajas Petri con medio AA y PDA. Estas fueron incubadas en condiciones de
oscuridad a una temperatura promedio de 27 °C. A los siete dias se realizaron observaciones de
las cepas con un microscopio estereoscOpico y se registré su crecimiento. Estas cepas se

mantienen como reserva para su posterior uso y resiembra.
Cultivos por dilucién

Esta técnica sirve para obtener de cada una de las cepas, un cultivo mas puro evitando
contaminacién con hongos que no son de nuestro interés. Una vez que las cepas han crecido
durante 7 dias, en la misma caja Petri se vierten 5mL de agua destilada estéril (ADE) y con ayuda
de una espatula de drigalsky, cuidadosamente se realiza un raspado y se recolecta todo el
micelio dentro de la caja, a partir de la solucién que se forma, se homogeniza con ayuda de una
micropipeta y se toma 1mL de la solucién que contiene las esporas y se pasa a un tubo de
ensayo previamente esterilizado con 9mL de ADE. Se realizaron diluciones hasta llegar a la
dilucion 1X107. A partir de las tres Gltimas diluciones se homogenizan en vértex y se toman
alicuotas de 250 L colocandolas en una caja Petri con medio PDA y AA, se expande el liquido
con espatula de drigalsky, teniendo cuidado de llegar bien a los bordes de la caja y cubriendo

toda la superficie (Figura 6). Se incuban a 27 °C bajo condiciones de obscuridad.
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Solucién stock de A 1mL 1075,10°¢ . 1077 o
esporas

9 mL agua
destilada

D)

Figura 6. Protocolo para realizar cultivos monospoéricos. A)Cepas de las tres especies de hongo; B) Clecta de micelio;
C) Diluciones; D) Siembra en caja Petri con medio PDA.

Caracterizacion morfologica

A partir de los cultivos por diluciéon bajo condiciones asépticas y en campana de flujo
laminar, se realizaron cortes finos de agar con micelio, se colocaron en un portaobjetos con una
gota de ADE y se cubrieron con cubreobjetos. Se observaron al microscopio compuesto con un
lente de 10X y 40X (Leica) y se tomaron fotografias con un microscopio compuesto con lente
40X (Leica).

Por medio de la técnica de la cinta adhesiva se realizaron las observaciones pertinentes,
como el tipo de micelio, conidiéforos, presencia o ausencia de conidios, asi como su tamano y
disposicién. Dicha técnica consiste en poner una gota de azul de lactofenol o azul de algodén
sobre el portaobjetos, y con ayuda de un pedazo de cinta adhesiva transparente se toma con
cuidado una muestra del micelio aéreo de la cepa a estudiar, posteriormente se coloca sobre el
portaobjetos conteniendo el azul de lactofenol. Se observa al microscopio en los aumentos 10X
y 40X. Posteriormente las observaciones se compararon con reportes ya establecidos y con los
manuales de identificacion morfolégica de Leslie y Summerell (2006) y de Barnett y Hunter
(1998).

Posterior a la identificacion del patdgeno y reactivacion de antagonistas, se procedi6 a
realizar la confrontacion in vitro. Dichos experimentos fueron conformados por siete
tratamientos con 5 cajas de Petri cada uno (repeticiones), como se describen a continuacion

(cuadro 3).
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Cuadro 3. Confrontaciones duales. Disefio experimental
Tratamientos Combinaciones

1 C. rosea - F. oxysporum
T. harzianum - F. oxysporum

C. rosea - T. harzianum - F. oxysporum

F. Oxysporum (Control)

2

3

4 C. rosea - T. harzianum
5

6 C. rosea (Control)
7

T. harzianum (Control)

Evaluacion de velocidad de crecimiento

Las cepas se mantuvieron en crecimiento durante 15 dias en medio PDA, posteriormente
se sembraron en cajas de Petri siguiendo el mismo diseno experimental (Cuadro 3). Pasados
nueve dias el crecimiento fungal fue medido utilizando un escaner convencional y el software
Assess 2.0 con el cual se obtiene la medida del halo de crecimiento, en base a la resolucion
obtenida con el escaner, obteniendo el promedio de crecimiento en cm, esto con la finalidad de
tener un estimado de la velocidad de crecimiento de cada cepa para evaluarlas en

confrontacion.

Confrontaciones

De acuerdo con la velocidad de crecimiento estimada, los hongos fueron sembrados en
distintos tiempos; de manera que la primera especie de hongo sembrada fue aquella con la
velocidad de crecimiento mas lenta y al final aquella cuya velocidad fue mas rapida. Para los
tratamientos control; se depositaron en el centro de la placa, cilindros de agar inoculados con
la especie de hongo correspondiente siguiendo la misma dinamica. Cada cilindro tuvo 1.4 cm
de diametro y se colocd a una distancia de 1 cm de la pared de la caja de Petriy cada tratamiento

conté con cinco repeticiones.

En el tratamiento 1 y 2 (Cuadro 3) se colocaron de manera individual C. rosea y T.
harzianum, esto para determinar su crecimiento y posible invasién en contra de F. oxysporum.

En el tratamiento 3) se colocd un cilindro de cada de uno de los 3 hongos de manera
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equidistante entre ellos para determinar si existia antagonismo entre C. rosea y T. harzianum o
un sinergismo entre ambas especies, y finalmente en el tratamiento 4) se colocaron de la misma
manera, cilindros de los hongos antagonistas con la finalidad de observar si existia competencia
entre esas cepas. Una vez realizada la siembra las cajas son selladas con parafiim y se
envolvieron en film plastico para evitar contaminaciones de otros hongos o acaros de polvo, se
incubaron a 25°C con fotoperiodo 12/12 luz/obscuridad, durante 15 dias. El criterio para
determinar si los hongos antagonistas lograron infectar o no a las hifas de F. oxysporum fue
determinado mediante la toma de imagenes escaneadas de cada una de las placas Petri que
conformaron los tratamientos, durante los dias 3, 6, 9 y 15. De las imagenes obtenidas el
crecimiento radial del halo de cada cepa, se midi6 con ayuda del programa Assess 2.0 de la
APS, el cual permite obtener una medida en cm2 basados a la resolucion de cada imagen
escaneada. Los resultados de las mediciones del crecimiento micelial de las 5 placas, fueron
promediados y se utilizaron para realizar el analisis de varianza (ANOVA) y observar diferencias
significativas entre tratamientos, para ello se utilizd el paquete estadistico STATISTICA 7; en
virtud de que se observaron diferencias significativas, se realizé la prueba de Tukey, al 5% de

probabilidad, para definir los mejores tratamientos analizados.

ETAPA 2. Evaluacion in vitro de técnicas de infeccion sobre plantulas de cebolla

Para la siembra de las semillas de cebolla blanca (Vita) se emplearon tres semilleros por
cada uno de los ocho tratamientos (Cuadro 4). Cada semillero tenia un total de 6 pozos y en
cada pozo se sembrd una semilla de cebolla blanca. La infeccién por micelio de Fusarium

o L. [1x10°]
oxysporum se realizd en forma de suspension ( o )

ya sea antes o después de la siembra
de las semillas de cebolla (Cuadro 4). Se consideraron 4 tratamientos y dos controles por
tratamiento. En el caso del control de suspension sélo se agregaron 5mL de agua destilada y en

el caso del control de agar, sélo se agregd 1cm2 de medio PDA sin micelio de F. oxysporum.
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Cuadro 4. Formas y momento de la infeccién, antes y después de la siembra de F.

oxysporum

Momento de Infeccion

Forma de infeccion

Antes de la siembra

Después de la siembra

Suspension de esporas

Agar con micelio

Ctrl. Suspension de esporas

Ctrl. Agar con micelio

3 semilleros

3 semilleros

3 semilleros

3 semilleros

3 semilleros

3 semilleros

3 semilleros

3 semilleros

A continuacion, se describe el protocolo de desinfeccion de las semillas previo a su

siembra. En un tubo falcon de 50mL se anadieron 10mL de hipoclorito de sodio a diferentes

concentraciones: 3%, 1% y 0.05%; posteriormente se agitaron durante 1 minuto con ayuda de

un vortex, luego se decantaron y se desechd la solucién de cloro. Posterior a cada lavado con

hipoclorito de sodio, estas se lavaron tres veces con agua destilada estéril y se secaron con

papel toalla estéril. Finalmente, durante 30 segundos, las semillas se lavaron con etanol al 50%.

Después se realizaron tres lavados con agua destilada estéril y se secaron con papel. Las

semillas desinfectadas se almacenaron en un tubo falcon estéril (Figura 7).

Figura 7. Desinfeccion de semillas de cebolla con hipoclorito de sodio. >

Desinfeccion de semillas

Lavado final
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Cuantificacion de esporas para inoculacion en semilleros

Respecto a la colecta del material fingico, el hongo patégeno fue sembrado en
medio PDA durante 15 dias en condiciones controladas, 25°C y 12/12 luz/obscuridad, para
luego colectar su micelio y colocarlo en un tubo falcén de 50mL con solucién salina al 0.09%.

Finalmente se cuantificaron las esporas con una camara de Neubauer (Figura 8).

Para realizar el conteo, se tomaron 10uL de la suspensién de esporas recolectadas
previamente en el tubo falcén, se colocd un cubreobjetos sobre la camara de Neubauer y
posicionando la punta de la micropipeta en el borde del cubreobjetos sobre el extremo de la
camara de Neubauer, se colocd la suspension de esporas. Este paso se llevd a cabo con la
finalidad de dejar que el liquido penetrara por capilaridad entre la camara y el cubreobjetos
desde la parte lateral, teniendo cuidado de no expulsar aire con la micropipeta, ya que
dificultaria la lectura. Posteriormente la camara fue colocada bajo el lente del microscopio (40X)
enfocando hasta ver nitidas las esporas y los campos de la cdmara. El conteo de esporas se
comenz6 a partir del cuadro superior izquierdo como se muestra en la Figura 8B, repitiendo el

proceso para todos los 5 cuadrantes Figura 8A y obteniendo el promedio general de los

cuadrantes leidos.

A B

Figura 8. A) Esquema de campos de conteo de cdmara de Neubauer; B) Forma correcta de conteo de esporas dentro
de un cuadrante; las flechas indican el sentido de la lectura conforme se avanza en el conteo dentro de cuadrante.
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El calculo de la concentracion de esporas se realizd con la formula 1:
Concentracién = X de esporas X 10,000 (Factor de cdmara) X Vol.de la suspencién stock [1]

El factor de la camara esta dado por el volumen representado en cada cuadrante, es decir:

e Area= 1mm X 1mm= 1mm?2

e Volumen= 1mm2 X 0.1mm (profundidad)= 1x10-3mL

Una vez conocido el nimero de conidios existentes en el volumen inicial, se calculd el volumen

a tomar para obtener la concentracion deseada (Formula 2).

Numero de esporas deseadasxVolumen del stock

Volumen requerido = - -
Numero de esporas contenidas en stock

Una vez obtenido el in6culo y la concentracion deseada se almacené a 4°C en un contenedor

de vidrio sellado con parafilm hasta su posterior uso.

Posterior a la cuenta de esporas, el sustrato [peatmoss 60% y 40% de tierra negra
(Nutrigarden)] se esterilizd (121° C, 40 minutos) dos veces seguidas. En campana de flujo
laminar, los semilleros correspondientes al tratamiento de infeccién antes de la siembra con
suspension de esporas, se llenaron con 50 g de sustrato por pozo y a cada pozo se les adiciond
5mL de suspension de esporas, a los dos dias de la infeccion del sustrato se sembraron las

semillas.

Para el tratamiento correspondiente a la infeccion del sustrato antes de la siembra con
agar, se realizé el mismo procedimiento; excepto que el micelio estaba en el agar. Para esto se
cortaron cilindros de agar de 1.4 cm con ayuda de un tubo de ensayo estéril. Los cilindros con
esporas se depositaron en cada pozo con sustrato humedecido previamente solo con agua
estéril y se cubrieron con mas sustrato. Dos dias después de la infeccion del sustrato se

sembraron las semillas.

La infeccidon después de la siembra ocurri6é a la inversa. Las semillas se sembraron al
mismo tiempo que los tratamientos antes descritos. El protocolo de infeccion se hizo siguiendo
el mismo procedimiento que el anterior, excepto que la inoculacion con el fitopatégeno se coloco

después de 5 dias de que la semilla fue sembrada.
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Después de la siembra y cada siete dias se registro el nimero de plantulas emergidas
por tratamiento, asi como su crecimiento (cm). Estas mediciones se realizaron 6 veces. Se
realiz6 un analisis de varianza de dos factores para comparar el nimero de plantulas emergidas
entre tratamientos. Un factor se consider6 al momento de la infeccion (antes y después) y el otro
factor fue la forma de infeccion (suspension y agar). Se realiz6 un analisis de varianza para
detectar diferencias significativas entre tratamientos y la prueba de Tukey, al 5% de
probabilidad, para definir el mejor tratamiento. Respecto al crecimiento de las plantulas, se
realiz6 un analisis de sobrevivencia considerando el crecimiento en cm como variable de

respuesta. Los factores fueron los ya mencionados.
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RESULTADOS

ETAPA 1

Caracterizacion molecular

La amplificacion para los oligonucleétidos utilizados fue la esperada, las bandas
obtenidas amplificaron a 600pb. El analisis con la herramienta BLASTn de la secuencia ITS
obtenida (Figura 9), mostré 99% de identidad con las secuencias de F. oxysporum depositada

en el GenBank con el nimero de acceso KUO97320.

CTCKACGCGGAGGGATCATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCCCTGTGAACATACCAATTGTTG
CCTCGGCGGATCAGCCCGCTCCCGGTAAAACGGGACGGCCCGCCAGAGGACCCCTAAACTC

TGTTTCTATATGTAACTTCTGAGTAAAACCATAAATAAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGT
TCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCAAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATC

ATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCA
TTTCAACCCTCAAGCCCTCGGGTTTGGTGTTGGGGATCGGCGAGCCCTTGCGGCAAGCCGGC
CCCGAAATCTAGTGGCGGTCTCGCTGCAGCTTCCATTGCGTAGTAGTAAAACCCTCGCAACTGG
TACGCGGCGCGGCCAAGCCGTTAAACCCCCAACTTCTGAATGTTGACCTCGGATCAGGTAGGA

ATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAAARGCGGRRGGAAAGA

Figura 9. Secuencia obtenida a partir del producto de PCR de la cepa de Fusarium.

Caracterizacion morfoldgica de las cepas de hongos

En la Figura 10 se presenta una descripcion de las caracteristicas macro y microscopicas
observadas en el desarrollo individual de A) F. oxysporum, B) C. rosea y C) T. harzianum en cajas
Petri conteniendo medio PDA e incubadas a una temperatura promedio de 25°C durante 15

dias.
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Macroscopicas

La colonia en medio PDA presenta un color morado intenso, micelio
filamentoso, aéreo y abundante de color blanco, superficie elevada, textura
algodonosa.

Microscopicas

Hifas hialinas septadas, microconidios abundantes en forma de media luna,
conidioforos con fialides ramificadas.
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Macroscopicas

Micelio filamentoso aéreo color salmén palido.

Microscopicas

Cepas hialinas, cenociticas en forma de raqueta y lineales.
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Y)

Macroscopicas

Micelio abundante color verde. Aspecto granuloso.

Microscopicas

Hifas cenociticas con presencia de células internas, microconidios
abundantes, forma globosa, fidlides ramificadas en forma de
botella

Figura 10. Descripcion de caracteristicas macro y microscopicas. A) F. oxysporum; B) C. rosea; C) T. harzianum.
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Velocidad de crecimiento de F. oxysporum, T. harzianum y C. rosea

Se observa un desarrollo gradual del crecimiento radial en cada cepa, el promedio en
cm fue para C. rosea 1.08, F. oxysporum 1.46 y 4.89 para T. harzianum (Figura 11), durante un
ensayo de 9 dias. Asimismo, se nota que la cepa de T. harzianum tiene una velocidad mayor a
los dos restantes, seguido de F. oxysporum y finamente C. rosea. De esta manera las

disposiciones de los cilindros de agar se cumplieron de acuerdo al protocolo establecido.
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Figura 11. Velocidad de crecimiento de A) C. rosea; B) F. oxysporum; C) T. harzianum.
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Crecimiento radial de F. oxysporum en confrontacion con C. rosea y T. harzianum

En promedio el crecimiento radial del halo de F. oxysporum fue afectado por la
interaccion individual de los antagonistas C. rosea (Figura 12) F (1.16) = 17.35, P<0.05y por T.
harzianum F (1.16) = 7.36, P<0.05 (Figura 13), mostrando una disminucién en el crecimiento
cuando el antagonista se encontraba presente. Por otro lado, el tiempo afecté de manera
positiva el crecimiento radial de F. oxysporum (Figura 14) F (2.72) = 27.54 P<0.05 observandose
crecimiento progresivo, obteniéndose el mayor punto de crecimiento a los nueve dias de

interaccion.
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Presencia Ausencia
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Figura 12. Confrontacion de F. oxysporum contra C. rosea, crecimiento promedio (cm) a los 15 dias de
interaccion.
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Figura 13. Confrontacion de F oxysporum contra T. harzianum, crecimiento promedio
(cm) a los 15 dias de interaccion.
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Los resultados correspondientes al promedio de las mediciones del crecimiento micelial de los hongos bajo distintas interacciones, asi como

el porcentaje de inhibicién de los hongos antagonistas sobre F. oxysporum se muestran en el cuadro 5.

El enfrentamiento de T. harzianum contra F. oxysporum presentd los indices mas bajos de inhibicidon de crecimiento micelial a los
quince dias de confrontacion con un porcentaje de 33.06%. Sin embargo, se puede notar que el porcentaje de inhibicion mayor se alcanza
cuando F. oxysporum interactla con C. rosea y T. harzianum de forma conjunta obteniéndose una inhibicion de 48.41% del patoégeno,

demostrando asi que ese fue el mejor tratamiento obtenido seguido de la interaccién entre C. rosea con una inhibicion de 43.27%.

Cuadro 5. Crecimiento radial en cm de F. oxysporum, T. harzianum y C. rosea y respectivo control, asi como el porcentaje de inhibicién de
F. oxysporum.

Interaccion F. oxg;s rir)1 ;Jrum T. ha;gzr;a)num C'(Zr):;a a % Inhibicién

C. rosea- F. oxysporum 8.70 - 20.21 43.27

T. harzianum- F. oxysporum 10.27 19.38 - 33.06

C. rosea -T. harzianum- F. oxysporum 7.91 13.79 17.75 48.41
C. rosea-T. harzianum - 21.06 19.60 -
Control F. oxysporum 15.34 - - -
Control T. harzianum - 42.95 - -
Control C. rosea - - 23.79 -
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En la figura 15, se muestra el aspecto del crecimiento de cada cepa del hongo
antagonista al ser confrontada con el fitopatégeno. A simple vista se nota una mayor
disminucion del crecimiento radial de F. oxysporum cuando este es confrontado con ambas
cepas al mismo tiempo, en segundo lugar, queda la confrontacion con C. rosea y por ultimo T.
harzianum. Esto confirma los porcentajes obtenidos en las mediciones realizadas en los

tratamientos.

Figura 15. Aspecto de cofrontaciones en caja Petri, las lineas punteadas sefalan el crecimiento radial de cada hongo.
A) Confrontacion triple con C. rosea T.harzianum y F. oxysporum; B) C. rosea/ F. oxysporum; C) T.
harzianum/F.oxysporum; D) Control f. oxysporum
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Crecimiento radial de C. rosea en confrontacion con F. oxysporum y T. harzianum

Similar a los resultados obtenidos para los efectos vistos sobre el crecimiento del
fitopatégeno, C. rosea se vio afectado al tener interaccion con F. oxysporum (Figura 16) F (1.16)
= 34.33 P<0.05 disminuyendo el crecimiento radial 2.71 cm cuando el fitopatégeno se
encontraba presente y una disminuciéon de 3.33 cm con la presencia del antagonista T.
harzianum (Figura 17) F (1.16) = 51.36 P<0.05.

Asi mismo el crecimiento radial tuvo una influencia positiva y progresiva a través del
tiempo hasta el final del experimento (Figura 18) F (4.64) = 678.94 P<0.05 con un promedio de
12.55, 13.00, 21.05, 2 5.80 y 29.28 cm durante los dias 3, 6, 9, 12 y 15 respectivamente.
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Figura 16. Confrontacion de C. rosea contra F. oxysporum, crecimiento promedio (cm) a los
15 dias de interaccion.

47



Crecimiento radial de C. rosea (cm)

34

32t

30

28 |

26

24 |

22 1

20 1

18 1

16

14 |

12 ¢

10

Figura 18. Crecimiento promedio (cm) durante distintos momentos.

d

3

d

2

235

230

0
- o
—— o

Crecimiento radial de C. rosea (cm)

185

18.0

17.5

Dia 3

Dia 6

Dia 9 Dia 12 Dia 156
Tiempo

225 t

220 1

215 |

210

205

200

195

19.0 |

Ausencia Presencia

T. harzianum

Figura 17. Confrontacién de C. rosea contra T. harzianum, crecimiento promedio

(cm) a los 15 dias de interaccion.
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Crecimiento radial de T. harzianum en confrontacion con F. oxysporum y C. rosea

De manera simultanea el analisis se realizé6 también para el antagonista T. harzianum,
observandose una disminucion de 17.81 cm en su crecimiento causado por F. oxysporum
(Figura 19) F (1.16) = 578.10 P<0.05 y de manera similar el agente antagénico C. rosea caus6
diferencia de 13.74 cm cuando este se encuentra en interaccion F (1.16) = 456.85 P<0.05
(Figura 20).

La interaccion entre el fitopatégeno y el antagonista C. rosea afectaron también el
crecimiento de T. harzianum (Figura 21) F (1.16) = 163.88 P<0.05, cuando estos dos hongos
estan presentes, el crecimiento se reduce a 13.0 cm en quince dias, comparado con el control
donde se observa un crecimiento de 24.29 cm en promedio en el mismo tiempo. El tiempo de
interaccion influy6 positivamente (Figura 22) F (4.64) = 224.52 P<0.05 con un crecimiento de
12.76, 21.62, 23.8, 29.79 y 33.49 cm durante los dias 3, 6, 9, 12 y 15 respectivamente.

36
34t >
32t I
30
28 |
26 |
24 |
2|

20 ¢

o 1

14 |

Crecimiento radial de T. harzianum (cm)

12

Presencia Ausencia

F. oxysporum

Figura 19. Confrontacion de T. harzianum contra F.oxysporum, crecimiento
promedio (cm) durante 15 dias de interaccion.
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Figura 20. Confrontacén de C. rosea contra T. harzianum, crecimiento
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50



40 [

35

|

25 t

o

- o

20 r

15

Crecimiento radial de T. harzianum (cm)
[¢]
— o

10

HH o

Dia 3 Dia 6 Dia 9 Dia 12
Tiempo

Figura 22. Crecimiento promedio (cm) durante distintos momentos.

Dia 15

51



ETAPA 2

Técnicas de inoculacion

Los resultados muestran que el tratamiento con mejor respuesta de infeccion de
plantulas, es inoculando soluciéon con esporas antes de la siembra de semilla de cebolla, (F
(3,100) = 9.1588, P < 0.05). En la figura 23, se muestra el comportamiento de las plantulas
emergidas, notandose un menor desarrollo de estas con un promedio de 7.9 cm de crecimiento
maximo en comparacion con 9.8 cm de crecimiento en el tratamiento control. Los tratamientos

restantes demuestran un comportamiento muy similar entre ellos, no habiendo diferencia

alguna.
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Figura 23. Crecimiento maximo de plantulas en cada tratamiento en distintos momentos, asi como respectivos
controles.
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Se realizd6 también un analisis de supervivencia, Figura 24, el cual demuestra la
proporcion de semillas germinadas durante determinado tiempo y bajo ciertos tratamientos. Los
resultados arrojan que ciertamente la proporcion en el tratamiento 1, inoculacién de esporas
antes de la siembra de semillas, es en la que se tiene menor cantidad de semillas emergidas en

el tiempo en comparacion con los demas tratamientos los cuales su comportamiento es similar.

En las figuras 25 y 26 se muestran fotografias del aspecto de las plantulas en el
tratamiento 1 asi como sin control, dentro del cual se obtuvieron menor cantidad de semillas sin

germinar.
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Figura 24. Proporcién acumulada de plantulas emergidas en todos los tratamientos, asi como respectivos controles.
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Figura 25. Aspecto de plantulas en tratamiento 1.

Figura 26. Aspecto de plantulas en tratamiento control 1.
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DISCUSION

El presente estudio fue disenado para determinar la presencia de antagonismo de forma
individual y combinada de dos hongos antagonicos C. rosea y T. harzianum frente a uno de los
agentes fungales mas relevantes por su patogenicidad y su amplio rango de hospederos en la
naturaleza, Fusarium oxysporum. De acuerdo a las pruebas experimentales in vitro y a la
comparacion de medias de los promedios de crecimiento radial, se pudo comprobar que la
interaccion con Clonostachys rosea y Trichoderma harzianum presenta de 48.41% de inhibicion

en el desarrollo radial de Fusarium oxysporum.

A pesar de que T. harzianum coloniza mas de la mitad del medio de cultivo en las placas
Petri en confrontacién con F. oxysporum y presenta en todos los tratamientos los indices mas
altos de velocidad de crecimiento micelial a los 9 dias de interaccion, sobrepasando los
promedios de C. rosea y F. oxysporum, el porcentaje de inhibicion de F. oxysporum es menor al

que se obtiene en confrontacién con C. rosea.

Estos resultados son consistentes con estudios previos donde se informa que cepas de
Trichoderma, inhiben el crecimiento de patdégenos como un mecanismo de control biolégico
(Benitez et al., 2004) y que su velocidad de crecimiento es rapida en comparacion con otros
hongos antagoénicos o fitopatégenos (Vinale et al., 2008) y por lo tanto es mayor su capacidad
de colonizacién del substrato (Elias et al., 1993). Se ha demostrado que Trichoderma es un buen
organismo controlador, ya que derivado de su metabolismo se producen moléculas toxicas
volatiles y enzimas liticas capaces de danar polimeros mayoritarios como quitina y B-1-3-
glucanos que son parte estructural de la pared celular de hongos fitopatégenos (Michel et al.,
2005). Existen reportes sobre cepas de Trichoderma que muestran valores del 22.5 al 86.44%
de inhibicién contra la cepa de Fusarium (Paez y Sanabria, 2007; Chakraborty y Chatterjee,
2008); la cepa utilizada en estos trabajos presentd valores inhibitorios estimados similares a los

registrados en el presente estudio en contra de F. oxysporum.

Clonostachys rosea presentd valores de crecimiento mayores a los de F. oxysporum. Por
lo tanto, obtiene el segundo lugar en inhibicién del crecimiento del fitopatdgeno con un
porcentaje del 43.27%. Existen reportes donde se comprueba la capacidad de esta cepa para
crecer de manera rapida y de producir conidios en poco tiempo (Anwar et al., 2018), y al igual
que T. harzianum es capaz de absorber y metabolizar los compuestos del medio y de esta

manera crecer mas rapido en comparacion con F. oxysporum.
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Salomé en 2012, informa que dos cepas de C. rosea UDC-A10 y ADC-A11 reducen en
54% y 71% respectivamente al fitopatdogeno Botrytis cinerea en estacas de Eucalyptus globulus
pudiéndose observar el mecanismo micoparasito en estructuras de germinacion; sin embargo,
en ninguno de los dos aislamientos probados mostraron mecanismo micoparasito, ya que no se
observo interaccion hifal entre los hongos, ambas cepas antagénicas utilizadas en este ensayo
no presentan tendencia a dominar al fitopatdégeno sin un crecimiento visible sobre el micelio de
F. oxysporum; sino mas bien a través de la formacién de un halo de inhibicién del crecimiento
frente a la cepa patégena la cual pareciera tener un efecto fungistatico o antibiético. En el
presente estudio en todas las interacciones se logra observar que el crecimiento de C. rosea y
T. harzianum se detiene en cuanto entran en contacto con F. oxysporum sin invadir al micelio
del patégeno. Esta capacidad de rapida colonizacion del medio y alta tasa de crecimiento
micelial que presentan ambos géneros es caracteristica de los mecanismos de biocontrol que
estan ejerciendo en la interaccidén como, competencia por sustrato y espacio (Madriz, 2002) y
por la produccién de metabolitos secundarios como tricodermina, tricotoxina, alameticina,
glisoprenina y enzimas liticas, las cuales pudieran estar involucradas en el halo de inhibicién

que se nota en cada confrontacion.

Por otro lado, se consideré también la velocidad de crecimiento de las tres cepas
tratadas sobre el medio PDA, por lo tanto, en los ensayos duales se decidid inocular la cepa de
F. oxysporum inicialmente, dos dias después C. rosea y finalmente cuatro dias después de la
inoculacion del fitopatégeno T. harzianum, para evitar valores de inhibicién elevados por el

efecto de la velocidad de crecimiento de los hongos utilizados.

Un criterio importante para determinar la capacidad antagonica es la accion rapida de
T. harzianum y C. rosea para contrarrestar a F. oxysporum y poder ejercer mecanismos de
control. El ensayo dual es un método rapido y directo que permite estimar el antagonismo de
hongos contra fitopatégenos; sin embargo, el porcentaje de inhibicion depende del parametro a
medir. En este caso de acuerdo a la velocidad de crecimiento T. harzianum presenta los valores
mayores, pero de acuerdo al porcentaje de inhibicion del crecimiento radial de F. oxysporum, C.
rosea predomina sobre T. harzianum ejerciendo un mayor control del fitopatégeno tratado; sin
embargo, al ser puestos en interaccion triple, el valor de inhibicién del crecimiento radial del
fitopatégeno aumenta un 5.41% mas que la interacciéon con C. rosea y un 15.35% mas que

cuando se encuentra en interaccion con T. harzianum.

Existe una amplia gama de interacciones entre especies que son moduladas por factores

bidticos y abidticos, entre algunas por mencionar se encuentra la relacién sinérgica, antagonica,
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asi como competencia tanto fisica como bioquimica. Generalmente en la rizosfera es donde se
encuentran principalmente microorganismos con capacidad de fijar nitrégeno, solubilizar
fosfatos, biocontroladores y especies patogenas, quienes cominmente compiten por espacio y
nutrientes. Microorganismos del género Clonostachys y Trichoderma son catalogados como
agentes de biocontrol que en conjunto pueden presentar efectos sinérgicos contra agentes
patégenos y potencializan los beneficios de proteccion producidos en las plantas. Esto se puede
extrapolar al sistema que en este proyecto se ha realizado, al elaborar un microambiente de
forma in vitro en cajas de Petri, proporcionando los elementos necesarios y funcionales para el
desarrollo de sus actividades como antagonistas de fitopatégenos como F. oxysporum. Estos
dos hongos antagdnicos presentan actividad sinérgica en contra de F. oxysporum como lo

denota el porcentaje de inhibicion del crecimiento radial del patdégeno.

Fusarium oxysporum muestra evidencia de muerte por inanicién que es lo mas comun
en microorganismos que compiten por nutrientes limitantes. Esta evidencia se ejemplifica con
la actividad de competencia por nutrientes que ambos géneros antagbnicos Clonostachys y
Trichoderma presentan, ya que ambos son hongos filamentosos que necesitan de una fuente
de hierro para cubrir sus necesidades. Cuando en el ambiente se presentan deficiencias de
hierro, estos hongos antagénicos excretan agentes quelantes llamados sideréforos, que le

permiten tomar el hierro en forma reducida (Eisendle et al., 2004).

De manera simultanea las evidencias en los resultados muestran que otra actividad
sinérgica de control ejercida por los antagonistas fue antibiosis, al excretar al medio compuestos
difusibles de bajo peso molecular o antibiéticos que inhiben el crecimiento de F. oxysporum.
Algunos de estos compuestos que pudieran tener interferencia en el halo de inhibicion formado
en las cajas de Petri son acido harzianico, alameticinas, tricholinas, peptabioles, antibidticos, 6-
penthyl o pirona, viridina, gliovirina o glisopreninas, dentro de las cuales algunas ya han sido

reportadas y otras estan siendo descritas (Vinale et al., 2008).

Esta interaccion sinérgica observada con F. oxysporum, es comparable con los
resultados obtenidos por Carreno et al., (2006), contra el fitopatdgeno Phytophtora cactorum en
cultivo de manzano suprimiendo la enfermedad en 68% con cepas de Clonostachys y
Trichoderma seleccionadas bajo criterios solo de comportamiento en variaciones de
temperatura. Ambos géneros demostraron su alta capacidad biocontroladora de P. cactorum,

bajo condiciones de invernadero.

57



En cuanto a la segunda etapa de este trabajo, en lo referente a la evaluacion de técnicas
de infeccidn, los resultados demuestran que la mejor técnica implementada es inocular esporas

[1x10°]
mL

en solucién a una concentracién de previo a la siembra de las semillas. De acuerdo a

trabajos anteriores, la Fusariosis en cebolla es una enfermedad que afecta principalmente en la
etapa de almacigo, ya que la semilla y el suelo son los principales factores de in6culo para esta
enfermedad (Ozer y Kdycii, 2004). Es por esto que el sustrato, al ser tratado previamente con
una cantidad de esporas, afectaron directamente en la capacidad de germinacion de las
semillas modificando el medio en el que se encontraban y facilitando la accion de enzimas liticas
que produce F. oxysporum, las cuales utiliza como estrategia para infectar la semilla.
Posiblemente la semilla al entrar en etapa de germinacion produzca exudados que estimulan el
crecimiento de propagulos de F. oxysporum para infectar la semilla inhibiendo su desarrollo

normal.

Por otra parte, no se observaron sintomas como coloracion rojiza en raiz o pudricién
basal en las plantulas que lograron emerger; sin embargo, la variable de comparacion entre los
tratamientos, fue el crecimiento aéreo de cada una de las plantulas y decoloracion aérea. Donde
hay una disminucién notable entre el tratamiento 1 y su respectivo control, asi como los
tratamientos restantes. Al momento de inocular una cantidad de esporas en suspension del
fitopatégeno, la semilla logré6 emerger; sin embargo, no se desarrolld6 normalmente ya que F.
oxysporum tiene como estrategia invadir las raices penetrando la epidermis con ayuda de
movimientos mecanicos y quimicos con enzimas liticas y dado que las raices comienzan su
desarrollo, le facilita al fitopatégeno penetrar de una manera mas sencilla (Klokocar, 2008), una
vez dentro, este comenzd a afectar el sistema vascular de la raiz impidiendo la llegada de
nutrientes y agua a toda la planta. Esta puede ser una posible explicacion al hecho de su
diferencia de tamano, ademas de que se presenta amarillamiento y apariencia débil en la parte
aérea. Estas observaciones realizadas concuerdan con un ensayo elaborado en esquejes de
clavel invadidos con R. solani que presenta una estrategia similar para atacar a la planta y
causar enfermedad. Los resultados obtenidos en este ensayo son semejantes, respecto a la
longitud de la parte aérea, donde la accion patogénica de R. solaniy F. oxysporum se manifiesta
en el menor crecimiento de esquejes y plantulas respectivamente, asi como un marchitamiento

de la planta (Tovar, 2008).
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CONCLUSION

Los resultados de la primera etapa experimental muestran que el desarrollo in vitro del
hongo fitopatégeno Fusarium oxysporum en presencia de los hongos C. rosea y T. harzianum en
placas de agar se ve inhibido hasta en 40.1%. Este efecto inhibitorio puede estar asociado a los
mecanismos de biocontrol como competencia por sustrato y espacio y antibiosis presentado por

ambas cepas antagdnicas del hongo fitopatogeno.

En la segunda etapa de la presente investigacion se observa que la mejor metodologia
para implementar una infeccién de plantulas de cebolla por F. oxysporum es la inoculacion de

sustrato con esporas del fitopatégeno antes de la siembra de la semilla de cebolla.
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PERSPECTIVAS

Para trabajos futuros evaluar la infeccion inducida de plantulas de cebolla con el hongo
fitopatégeno F. oxysporum deberan considerar las condiciones experimentales de la presente
investigacion, inoculando previamente el sustrato donde seran sembradas las semillas o bien
donde seran trasplantadas las cebollas para obtener los mejores resultados. De esta manera se
podra lograr el establecimiento de las infecciones inducidas para realizar evaluaciones de

antagonismo.
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ANEXOS

ANEXO 1. Purificacion de ADN

Bajo condiciones de esterilidad, con una espatula estéril, y a los 15 dias de su siembra,
se colect6 micelio del fitopatdégeno, dicho micelio fue colocado en tubos eppendorf, los cuales
fueron almacenados a una temperatura de -80°C durante 24 horas. Posterior a ello, la
extraccion de ADN gendmico se efectud con el Kit Qiagen QlAamp DSP DNA Blood mini. Al micelio
obtenido en cada tubo, se le agregaron 180uL de buffer de lisis ATL en dos partes, agregando
inicialmente 90uL y macerandolo con un pistilo manteniéndolo en hielo para evitar
sobrecalentar el tubo, una vez obtenido el micelio homogéneo se agregb el volumen restante
del buffer, anadiendo 20uL de proteinasa K agitando en vértex e incubando durante 40min a
56°C llevandolo a agitacién cada 5 min para optimizar la lisis de las células. Una vez incubado
se anadieron 200uL de buffer AL y 200uL de etanol al 96-100%. Se llevd a centrifugacion
durante 3min a 3000 rpm colectando el sobrenadante en una columna de limpieza, se
centrifugé a 8000rpm por 1 min, descartando la elusion y se agregé 500uL de buffer de lavado
AW1 llevandolo a centrifugacion 8000rpm 1min descartando elusion, se anadieron 500uL de
buffer de lavado AW2, centrifugando 14,000 rpm por 3 min, se transfirid la columna a un tubo
eppendorf nuevo y se colocaron 50uL de buffer de recuperacion AE teniendo precaucion de
mojar completamente la membrana de la columna con el volumen depositado, se incubd a
temperatura ambiente durante 1 min y centrifugd a 8000rpm por 1 min, el producto obtenido

era ADN gendmico puro, el cual fue almacenado en refrigeracion a 4 °C hasta su posterior uso.
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