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Resumen

Seleccién de aislado fungicos con actividad antagonista
para el control del fitopatégeno Botrytis cinerea

Palabras clave: Control biolégico, Botrytis cinerea, antibiosis, compuestos
organicos volatiles y metabolitos secundarios.

El patdogeno B. cinerea infecta a 200 especies vegetales y genera pérdidas
importantes para la agricultura, ocupa el segundo lugar en generar pudricion en
pre y pos cosecha. El uso fungicidas quimicos son la principal medida para el
control de B. cinerea, pero causan efectos negativos para el ambiente y el
consumo humano, por lo cual es necesario buscar alternativas como el control
biologico, por ejemplo, la secrecion de compuestos organicos de los hongos con
actividad antagonista. El objetivo de este trabajo fue seleccionar aislados fungicos
con actividad antagonista. El estudio se realizé con 35 hongos que se aislaron de
cultivos vegetales enfermos y se enfrentaron a B. cinerea in vitro. En este
escrutinio se seleccionaron cuatro aislados fungicos; Fusarium spp. Pestalotia sp.,
Diaporthe Phaseolorum 5446 y Phomopsis viticola 5120 porque inhibieron a B.
cinerea. Dos experimentos se realizaron para determinar el tipo de antagonismo,
uno de confrontacién directa y en otro por compuestos volatiles. Los aislados
fungicos Fusarium sp., Pestalotia spp., Diaporthe Phaseolorum y Phomopsis
viticola 5120 presentaron actividad antagonista por metabolitos secundarios en
medio difusible al inhibir el crecimiento colonial del hongo. Los aislados Fusarium
spp. Y Pestalotia sp., tienen actividad al secretar compuestos volatiles que inhiben

el crecimiento de B. cinerea.
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Abstract

Selection of fungal isolates with antagonistic activity for

the control of phytopathogen Botrytis cinerea

Key words: Biological control, Botrytis cinerea, antibiosis, volatile organic

compounds and secondary metabolites.

The pathogen B. cinerea infects 200 plant species and generates important losses
for agriculture, occupies the second place in generating rottenness in pre- and
post-harvest. The use of chemical fungicides is the main measure for the control of
B. cinerea, but they cause negative effects for the environment and human
consumption, so it is necessary to look for alternatives such as biological control,
for example, the secretion of organic compounds from fungi with antagonistic
activity. The objective of this work was to select fungal isolates with antagonistic
activity. The study was conducted with 35 fungi that were isolated from diseased
vegetable crops and faced B. cinerea in vitro. In this scrutiny four fungal isolates
were selected; Fusarium spp. Pestalotia sp., Diaporthe Phaseolorum 5446 and
Phomopsis viticola 5120 because they inhibited B. cinerea. Two experiments were
carried out to determine the type of antagonism, one of direct confrontation and the
other by volatile compounds. The fungal isolates Fusarium spp., Pestalotia sp.,
Diaporthe Phaseolorum 5446 and Phomopsis viticola 5120 presented antagonistic
activity via secondary metabolites diffusible in medium by inhibiting the colonial
growth of the fungus. The isolates Fusarium spp. and Pestalotia sp., have activity

by secreting volatile compounds that inhibit the growth of B. cinerea.
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CAPITULO |

1.0 Introduccion

La agricultura se define como la base para el establecimiento de las sociedades y
cambié de ser un medio de supervivencia humana a una industria comercial
(Gomiero, 2017), Desde la década de 1950, la produccion de granos aumento
significativamente en paises desarrollados, (Hen y Zhang, 2015). La relacion entre
la agricultura y la industria es vital para el desarrollo de un pais y se convierte en
una cuestion de interés en el contexto del crecimiento industrial es un factor
importante en el crecimiento econémico y la salud (Benito et al., 1999). La
agricultura es la clave para alcanzar los objetivos del desarrollo sostenible por la
Organizacion de las Naciones Unidas (ONU) para erradicar el hambre y asegurar
alimentos para una creciente poblacion de 9 — 10 mil millones de personas que se
calcula para el 2050. Lo que requeriria un aumento de la produccion mundial de
alimentos entre un 60 — 110 % (Rockstrom, et al., 2017). Las perdidas poscosecha
de granos y hortalizas pueden alcanzar el 25 % de la produccién total de los
paises desarrollados y un 50 % en los paises en desarrollo, sin las condiciones de
manejo y almacenamiento poscosecha que no sean las Optimas, genera mermas
en las cosechas por las enfermedades que causan los hongos fitopatégenos esto
se debe a la cantidad de nutrientes y contenido de agua (Nunes, 2011). Las
enfermedades de las plantas por las infecciones del hongo Botrytis cinerea (moho
o podredumbre gris) que infecta a mas de 200 especies vegetales, causas
pérdidas importantes al afectar los cultivos, antes y después de las cosechas para
lo cual, el principal método para el control de la enfermedad es el uso de
fungicidas quimicos como los bencimidazoles (tiabendazol, benomi vy
carbendazim) e inhibidores de la sintesis del esterol (imazailil, prochloraz y

propiconazol) dan excelente resultado para el control del moho gris. El uso
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continuo genera como resultado una serie de cepas resistentes al aumentar el
nimero de aplicacion y el uso de fungicidas poscosecha. En algunos paises se
limitan o prohiben el uso de fungicidas por los riesgos ambientales y toxicoldégicos
en los seres vivos (Eckert,1990; Steffen, 2018). Las practicas de agricultura
organica estan reguladas internacionalmente por las Directrices del Codex
Alimentario de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la organizacion de las
Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion (FAO) y la Federacion
Internacional de Movimiento de Agricultura Organica (IFOAM). La busqueda para
la reduccién del uso de fungicidas genera la inquietud de nuevas alternativas
ecoldgicas, por lo cual, el uso del control biolégico que es la reducciéon de la
densidad de inéculo o de las actividades inductoras de enfermedad de un
patdbgeno o un parasito, en estado activo o durmiente, por la acciéon antagonista de
uno 0 MAs organismo es una opcidon ecoldgica que no ponen en riesgo a la salud

de los seres humanos y al ecosistema (Bakery Cook etal., 1983).
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CAPITULO 1

2.0 Antecedentes

Los hongos patdgenos causan enfermedades severas en pre y postcosecha en
frutas, vegetales, flores y plantas de ornamentacién, que con lleva a enormes
pérdidas econdmicas alrededor del mundo (Ji et al., 2018). Las epidemias que se
ocasionan por el género de Botrytis son comunes en campos abiertos, huertos e
invernaderos. Estas infecciones se favorecen por la humedad y la presencia de
una pelicula de agua en los 6rganos de las plantas y periodos mas largos de
humedad. El infecta a través de heridas en la superficie de huésped (Aladdin et al.,
2018). Los informes de la Organizacion de las Naciones Unidas para la
Agricultura y la Alimentacion (FAO, 2011) indicaron que la pérdida media de
cultivos en Europa, América del Norte y Oceania es de aproximadamente de 29 %
de la produccién en comparacion con un promedio de aproximadamente al 38 %
de pérdida en Asia, sudeste de Asia, Africa y América Latina (Spadaro y Droby;,
2016).

Las diferentes practicas culturales para el control de Botrytis cinerea (moho gris)
que permitan la aireacion de los cultivos a través de la ventilacion y evitar la
cosecha en dias lluviosos. El control quimico es una forma facil de manejar las
enfermedades de los cultivos econdmicamente importantes que causa Botrytis
(Filinger et al., 2017). El uso los bencimidazoles y las dicarboximidas son
ampliamente aplicados para el control de moho gris. El uso persistente de
fungicidas quimicos ha resultado en la generacion de cepas resistentes (Ji et al.,
2018). En las Ultimas décadas, la restriccién en la aplicacion de los funguicidas
para reducir el impacto sobre el medio ambiente y la creciente conciencia social y

ecoldgica sobre el impacto negativo del uso extensivo de productos quimicos en el
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medio ambiente, la salud humana y la salud animal y limitar los residuos de los
funguicidas en las cosechas ha mantenido el interés en encontrar una solucion
alternativa al uso de productos quimicos, invitan a la busqueda de alternativas
como el uso del control bioldgico para la supresion de las enfermedades, con el
objetivo de retrasar la evolucion de la resistencia en la poblacion de patégenos
(Fillinger et al,. 2017) se emplea un 90 % por bacterias y 10 % por hongos se
sustentan en diversas interacciones, como la competencia por nutrientes y
espacio, la antibiosis, el parasitismo y la resistencia sistémica inducida. (Aladdin et
al., 2018).

Factores importantes a tener en cuenta para el uso del control biolégico son: La
optimizacion del tiempo aplicacion, la eleccion de moléculas o agentes biologicos y
promover practicas agroecoldgicas que combinen medidas de profilaxis y
regulacion natural. El término “bioplaguicida” es la aplicacion de formulaciones que
se basan en extractos de organismos, microorganismos, minerales y compuestos
organicos que ayudan a la supresion de la infeccion fangica, en los dltimos afios
se impulsé el desarrollo de los funguicidas organicos. ElI género de Trichoderma
agrupa hongos saprofitos que son excelentes modelos para el control de
fitopatdbgenos, e.g. el agente de biocontrol Trichoderma harzianum T39, que
controla el moho gris en vegetales de invernadero. En el biocontrol de B. cinerea
en cultivos y plantas de vid se utilizé6 en su formulacién comercial TRICHODEX 25
mediante aplicacién foliar (Elad et al., 1993; O'Neill et al., 1996).
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CAPITULO Il

3.0 Marco tedrico

3.1.1 Botrytis cinerea

El moho o podredumbre gris es una enfermedad que infecta a mas de 200
especies vegetales, ocasiona serias pérdidas econdmicas antes y después de la
cosecha, se describioé por primera vez por Plino, en el siglo XVI se describié como
el agente causal de la enfermedad del moho gris por el género Botrytis, su
principal representante es Botrytis cinerea (Benito et al., 1999). En tejidos maduros
o0 senescentes de huéspedes dicotiledoneos es destructivo. Generalmente, su
ingreso al huésped es por invasion a los tejidos durante el desarrollo temprano y
permanecen inactivo durante un periodo considerable. Cuando las condiciones
abioticas son propicias Y la fisiologia de huésped cambian, el hongo se reactiva y
produce la pudricion del huésped (Williamson et al., 2007). El control biolégico de
Botrytis cinerea se limita por la variedad de fuentes de inéculo, puede sobrevivir
como micelio y/o conidios o periodos prolongado en forma de esclerocios en los
restos de los cultivos. Su latencia produce limitantes para el desarrollo de
estrategias de control basadas en los genotipos resistentes en la especie de
infeccion. Por lo que es necesario profundizar en los mecanismos de
patogenicidad del hongo y el mecanismo de defensa de la planta para la
caracterizacion de los factores de interaccion de planta-patdgeno dando
herramientas para una adecuada estrategia experimental (Benito et al., 1999). EL

patdbgeno Botrytis cinerea es hongo necrotrofo que produce moléculas toxicas y
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enzimas liticas que usa para degradar la pared celular de la planta huésped de la

gue va alimentarse (Benito 2010).

3.1.2 Taxonomia de Botrytis cinerea

Segun Williamson et al. 2007, Botrytis cinerea se clasifica taxondmicamente de la

siguiente manera

% Reino: Hongos

% Filo: Ascomycota

% Subphylum: Pezizomycotina
s Clase: Leotiomycetes

¢ Orden: Helotiales

s Familia: Sclerotiniaceae

% Geénero: Botrytis cinerea

3.1.3 Caracteristicas morfoléogicas de Botrytis cinerea

El patdgeno B. cinerea es un hongo filamentoso, que produce colonias blancas
gue torna a un color gris olivo, formada por micelio hialino, ramificado y septado.
Los conidiéforos se presentan en forma libre de color gris por la presencia de
melanina los cuales se ramifican en sus extremos. Los conidios hialinos,
unicelulares ovoides a elipsoidales (10 — 12x 8 — 10 um). Los esclerocios se

constituyen por filamentos de micelio que se entrelazan y poseen una superficie
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irregular. La consistencia dura y de color negro, son estructuras de resistencia
para proteger el patégeno de condiciones climaticas extremas- (Agrios, 1996;
Latorre, 2007).

3.1.4 Dispersion de Botrytis cinerea

La infeccion y la putrefaccion del tejido vegetal permite la formacion de
conidioforos sobre la superficie del tejido vegetal y da lugar a la coloracion gris,
caracteristica de la enfermedad y una vez que el fitopatdgeno B. cinerea esporula
la dispersién de los conidios inicia (Espinosa, 2006). EI método comun es
mediante la transmisién de conidios en las corrientes de aire. Las distancias que
recorren las esporas que se transportan en los invernaderos viajan
aproximadamente 1.8 m. Las gotas de lluvia también pueden ser vehiculo para la
fuente de indéculo y por los insectos al quedar atrapados entre los segmentos, la
cuticula y las alas (Blanco et al., 2006). La dispersion se divide en tres fases: 1) La
liberacion que tiene lugar por la una torsion del conidiéforo inducida por el viento o
por salpicaduras del agua de lluvia. 2) El viento es el vehiculo de transporte y a
mayor velocidad del viento la dispersion de conidios aumenta. 3) La deposicion
depende de la velocidad del viento y de la posicion de la fuente del in6culo. 4) la
lluvia interviene en la liberacion y dispersion de los conidios cuando las gotas de
lluvia golpean el tejido vegetal desprendiendo los conidios. por los insectos al

quedar atrapados entre los segmentos, la cuticula y alas (Holz etal., 2004).

3.1.5 Reproduccion sexual

La mayoria de los hongos del género de Botrytis produce numerosos conidios que
son asexuales y que nacen en los extremos de conidi6éforos ramificados. El
tamafo de los conidios esta relacionado con las especies. En general, los conidios
tienen una vida corta, depende de la temperatura, la humedad, la actividad

microbiana y la exposicion a la luz solar. Los esclerocios son estructuras de
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resistencia. La cepa asexual se conoce como Botrytis cinerea y el teleomorfo es la

cepa de reproduccion sexual Botryotinia funkeliana (Williamson et al. 2007).

3.1.6 Ciclo de infeccidén de Botrytis cinerea

Las esporas de B. cinerea infectan cualquier material vegetal al ser transportadas

grandes distancias por la corriente de aire, gotas de lluvia que intervienen para la

promocion de las estructuras de infeccion. Las diferentes fases de la interaccion

fitopatdbgeno- huésped para facilitar el estudio del ciclo de vida del hongo son las

siguientes:

1.

Adhesion y germinacion de los conidios sobre la superficie del tejido
vegetal tiene lugar dos fases (Benito 1999). La primera fase es la
hidratacion del conidio y se establece interacciones hidrofébicas entre el
huésped y la superficie del conidio. La segunda fase él tubo germinal
produce una matriz extra celular que sirve como adhesivo de los conidios y
es dificil su eliminacién, esta compuesta por lipidos, polisacaridos y
polipéptidos (Doss et al., 2003; Gil ad et al., 2001).

. Germinacion. La germinacion de los conidios esta inducida por diferentes

factores 1) la disponibilidad de agua en la superficie, asi como una
humedad relativa alta de > 93 % (Blakman, 1980); 2) la dureza de la
superficie; 3) la fuente de carbono orgéanico (Doehlmann et al., 2006) 4) la
presencia de nutrientes, fosfato y glucosa (Benito et al., 1998) y 5) la
produccion de etileno por parte de los tejidos senescentes del hospedero o
durante la maduracién (Prins et al.,, 2006). La germinacién comienza con la
hinchazon de los conidios y posterior emision del tubo germinativo, cuando

han transcurre de 1 a 3 h de la inoculacién (Tenberge 2004).

Penetracion. El hongo penetra al tejido vegetal, a través de dafio

mecanico, aberturas naturales, la participacion directa de las actividades
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enzimaticas ocurre por el tubo germinal y se producen estructuras
ramificadas que se compactan y forman un pseudotejido (Verhoeff, 1980).
El hongo Botrytis cinerea segrega sustancias que le ayudan a invadir el
tejido. Por ejemplo, la cuticula es la primera barrera en contacto con B.
cinerea. Durante la penetracion, la cutina es el componente estructural de la
cuticula, por lo cual, se secretan enzimas que degradan la barrera fisica
(Vlugt-Bergmans et al., 1997).

El establecimiento del patdgeno en la zona de penetracion, determina la
muerte de las células adyacentes al punto de penetracion y da lugar a la
formacion de una lesidn primaria como consecuencia de la expresion de los
mecanismos de defensa de la planta (Govrin y Levine, 2000). La secrecién
de metabolitos secundarios como el botrydial que se acumula en la
superficie del huésped e induce las machas necroticas, el dihdirobotrydial
posee caracter fitotbxico. El fitopatbgeno produce acido oxdlico (Gentile,
1954) y forma cristales de oxalato calcico dentro del tejido del huésped, la
concentracién en las hojas esta relacionada con las lesiones en el tejido
vegetal (Kars y van Kan, 2004). La penetracion de la cuticula y la formacién
de lesiones primarias B. cinerea es por estallido oxidativo que se induce por
las especies reactivas de oxigeno (AOS) que crea un estrés oxidativo que
engloba al anién superoxido, el radical y el peréxido de hidrogeno (Rolke et
al., 2004)

Fase de latencia Los mecanismos de defensa de la planta parecen
controlar al patégeno que permanece localizado en la zona de necrosis
(Jhohnston et al 1994). Este es capaz de vencer esta barrera de defensa e
inicia su diseminacion en el tejido vegetal colonizandolo y macerandolo en
un breve periodo de tiempo y produce una nueva generacion de esporas

gue puede iniciar un nuevo ciclo de infeccion
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Figura 1 Ciclo de vida de B. cinerea

modificado (Agrios, 2005)
3.1.7 Estructuras de infeccion de Botrytis cinerea

El patdgeno B. cinerea presenta diferentes estructuras de infeccion. Los conidios
como principal forma de inéculo que se adhieren y germinan en la superficie del
hospedero. EI micelio secreta enzimas extracelulares que le facilitan la
penetracion de las barreras fisicas del huésped. Su presencia causa un estallido
oxidativo, clorosis y la muerte celular vegetal debido a la produccién de
metabolitos fangicos como fitotoxinas inespecificas de amplio espectro para el
huésped, el mas conocido es el botrydial que es producido durante la infeccion de
la planta e induce la clorosis y colapso celular lo que permite la penetracion y

colonizacion del huésped. Los esclerocios son estructuras de micelio ramificado
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3.1.8 Modo de infeccion de Botrytis cinerea

El B. cinerea es un patdgeno que causa necrosis y esta especialmente equipado
con enzimas de degradacion de los polimeros de la pared celular que le permiten
la colonizacion del tejido vegetal y la liberacién de carbohidratos para su consumo.
La pectina, es el principal componente de la pared celular de huésped que se
degrada por un conjunto de pectinasas fungicas.

3.1.9 Metabolitos secundarios de B. cinerea

La secuenciacion del genoma completo de B. cinerea contiene mas de 40 grupos
de compuestos quimicos dedicados a la sintesis de policétidos, terpenos, péptidos

y alcaloides, que le ayudan en la competencia con otros organismos o tiene efecto

Figura 2. Infeccion de B. cinerea a Arabitpsis thaliana

de virulencia en el hospedero. La melanina que da el color tipico al moho gris es la
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molécula que protege las estructuras de supervivencia (conidios y esclerocios) de
los rayos UV. El fitopatdogeno produce terpenos que incluyen el acido abscisico
(ABA), botrydial y los policétidos que incluyen el acido botinico y botrylactone. Los
compuestos botrydial y é&cido botinico mostraron actividades fitotoxicas
inespecificas que se determinaron como armas quimicas que permiten a B.
cinerea el aniquilamiento de las células de una gran variedad de especies
vegetales para alimentarse de sus tejidos muertos. La formacién de los diversos
metabolitos depende del crecimiento y las condiciones de cultivo. El botrydial se
mostrd como fitotéxico por Rebordinos 1966 al inocular el compuesto en hojas de

tabaco vy frijol se observd sintomas cloroticos tipicos de moho gris. La toxicidad del

botrydial y sus derivados no es especifico para
10 45 i

plantas ya cho Jue la ></ . actividad

. L. : , . Rt .,

citotoxica Lo #ga observd _ r I también en

: ().’/Jj‘a‘__-//’ — COOH
lineas celulares ” humanas
(Reino et al., 2003) Acido Abscisico

Botrydial (1}

Figura 3. Metabolitos secundarios del fitopatdégeno B. cinerea

que interviene en el proceso de infeccién a) Botrydial b) Acido abscisico

3.1.10 Descomposicion de las paredes celulares vegetales por B.
cinerea
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La mayoria de estos compuestos secretados por B. cinerea son (49 %) hidrolasas
de glucosidos y es la mas abundante que incluye a las poligalacturonasas que se
dirigen a las pectinas de la pared celular de las plantas, proteinas con unién a
carbohidratos (23 %), esterasas (17 %), las glicosiltranferasas y (8 %) los
polisacaridos liasas. Estas proteinas son la principal maquinaria enzimatica que
utiliza el hongo para penetrar e invadir los tejidos del huésped. La descomposicion
de la pectina durante la infeccion por B. cinerea aumenta la porosidad de la pared
celular y facilita la degradacion de otra clase de polisacaridos de la pared celular y
facilitar el acceso de otras enzimas. Las pectinas son el objetivo de la pared
celular durante la infeccion, las enzimas se dirigen a las cadenas principales de la
pectina ramnogalactanurasas (RGAES) pectato liasas (PL), metilesterasas (PME)
y las ramnogalacturonano esterasas (CE12) degradan las cadenas de principales

de la pectina.

3.2 Control Quimico

El auge del control quimico en las décadas del 60 a 70 del siglo XX, debido al bajo
costo con la relacion a los beneficios obtenidos, la disponibilidad de los productos,
la facilidad de aplicacién y la efectividad alcanzada, se bas6 por afios, el uso de
quimicos como el control de las enfermedades sobre la produccion agricola para
la prevencion y/o erradicacion de enfermedades comuUnmente denominas
plaguicidas o agroquimicos aplicados en forma efectiva para el control de
patégenos(Vero y Mondino, 2002). La aplicacion de fungicidas EI uso
indiscriminado del control quimico trajo numerosos problemas, entre ellos los
peligros a la salud de aplicadores y consumidores, contaminacion ambiental y la
resistencia de los patégenos a las sustancias quimicas (Vero y Mondino, 1999). El
uso de plaguicidas afecta al medio ambiente, con la contaminacion del aire, suelo
y agua potable e inclusive los mantos acuiferos que causa efectos nocivos en
flora, fauna y alimentos para el consumo del hombre. Una vez en el suelo los

plaguicidas se inmovilizan y migran desde la superficie del suelo hacia capas
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inferiores como mantos acuiferos y contaminacion del agua. La vida media de los
fungicidas del grupo de los bencimidazoles varia de seis meses para el benomyl y
hasta nueve meses para el tiabendazol, estos dos productos son téxicos para las

lombrices. El benomyl presenta toxicidad para peces (Nufies et al., 1998).

3.2.1 Resistencia de los fitopatdgenos al control Quimico

Los fungicidas inhiben o reducen el desarrollo a través de la actividad directa
biolégica que bloquea el desarrollo de funciones esenciales sobre del patégeno in
vitro con actividad fungicida o fungistatica y se aplican para prevenir la infeccion,
solo una cantidad reducida de los funguicidas tiene actividad curativa y se dirigen
especificamente a uno o mdltiples sitios de acciéon. Los fungicidas modernos son
especificos en su modo de accion y blanco celular, por ejemplo; 1) El
citoesqueleto que afecta sobre la division celular, la mitosis y la secrecion de
proteinas (Temperli et al., 1991). 2) Respiracion mitocondrial y sintesis de ATP,
inhibe al complejo II succinato deshidrogenasa, complejo Il Q-citocromo c
reductasa y los desacoplantes de la fosforilacion oxidativa 3) Biosintesis de
ergosterol inhiben la 3-cetorreductasa del complejo C4-desmetilacion 4)
Biosintesis de proteinas o aminoacidos 5) transduccién de sefial. La generacion
de cepas resistentes desde la década de los 90 a varios fungicidas como
aniliopirimidinas, fludioxinil; inhibidores de la respiracion, pero también de la

biosintesis de esterol (Mamiev et al., 2013)

3.3 Control Bioldgico

En el control bioldgico siempre interviene un tercer elemento vivo (junto con el

huésped y el patégeno), que es el antagonista.
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El control biolégico estd compuesto por, el patégeno, el antagonista, el ambiente y
huésped. El patdogeno puede ser un virus, hongo, bacteria, en conjunto con
factores biodticos o abidticos son capaces de alterar el normal funcionamiento y
resultar en enfermedad (De Andrés et al., 1998). El control del patégeno se puede
aplicar en cualquiera parte de su ciclo de vida; existen diversas estrategias de
control, que van dirigidas a la eliminacion o reduccién de indculo o la disminucién
de la enfermedad (Fry, 1982).

En el control de los patdégenos vegetales se consideran aspectos de su naturaleza
biétrofa o necrétrofa, su accesibilidad al antagonista, asi como el conocimiento de

la biologia y epidemiologia del patégeno al que va dirigido el control biolégico.

El antagonista bioldgico es un agente bioldgico con potencial para interferir en
cualquier proceso vital de los patégenos directa o indirectamente que resulta en la
reduccion de la expresidon de enfermedad. Los organismos pueden ser de todo
tipo: hongos, bacterias, nematodos, protozoos, virus, viroides y plantas. Un
microrganismo antagonista puede presentar cuatro modos de accién ante un
patdbgeno: competencia por espacio o nutrientes, antibiosis, resistencia inducida en

el huésped vy lisis enzimética, bien de forma individual o asociada.

El antagonismo es toda accion directa o indirecta ejercida por un microorganismo
que resulta en la reduccion de la expresion de la enfermedad. El antagonismo
biolégico es la explotacion modificacion cuidadosa del equilibrio del ecosistema

para el beneficio de la planta.
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Figura 4. Interaccién de los agentes que conforman el control biolégico

(jacas et al., 2005)

3.3.1 Modos de accion del Antagonista

Los antagonistas muestran una amplia gama de modos de accion, en diferentes
etapas de actividad y en relacion con los diferentes huéspedes y patégenos. Los
diferentes modos que actian simultaneamente son dificiles establecer el
mecanismo de accién, por lo que es crucial conocer las interacciones entre el
medio ambiente, agentes patdgenos y agentes de control biolégico (Gotor-Vila et
al., 2007). Por lo cual, es esencial para mejorar la viabilidad y aumentar su
potencial para el control de las enfermedades poscosecha. El comprender el modo
de accidn puede facilitar el uso comercial y optimizar la formulacion, mecanismo
de accion, el periodo de aplicacion para determinar si tiene un efecto preventivo o

curativo (Parafati et al., 2015).
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El primer paso para el desarrollo de agentes bioldgicos es el proceso de
asilamiento y seleccion para las mejores fuentes de microorganismos antagonicos
son de sus entornos naturales con los que compiten con los patégenos de las
plantas. El segundo paso es aclarar el mecanismo de accion, asi como la
comprension de los sistemas de control biolégico representa un punto crucial para

conocer las interacciones patdégeno-huésped

Un agente de control biologico exitoso generalmente esta equipado con varios
atributos que trabajan en conjunto y son cruciales para controlar el desarrollo de la
enfermedad. Por ejemplo, la colonizacidén y la competencia de nutrientes pueden
estar relacionada con la capacidad de los agentes de control biolégico para

adherirse a sitios especificos, incluidos los tejidos del huésped y del patdgeno.

Dos tipos de interacciones existen entre los antagonistas y los patdégenos: El
mecanismo indirecto (competencia por espacio 0 nutrientes y antibiosis) y el

mecanismo directo (parasitosis e induccion a la resistencia) (Droby et al., 2009).

3.3.2 Control biolégico indirecto

<> Competencia por espacio o nutrientes: Es la lucha de dos o mas
organismos por conseguir un sustrato que no es suficiente para todos
ellos (Baker y Cook, 1983). La competencia es por espacio oly
nutrientes, principalmente por carbohidratos de poder energético y en
ocasiones por nitrégeno, agua y oxigeno. La competencia por espacio
sucede cuando el organismo cubre la superficie vegetal y no deja que
otro se desarrolle. En este caso es importante la relacién de la
velocidad de crecimiento del patégeno y del antagonista. Las
caracteristicas del control biologico como plasticidad ecoldgica,
velocidad de crecimiento y desarrollo y otros factores externos como el

pH, temperatura y humedad (Vero y Mondino, 1999).
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Antibiosis: La inhibicibn del crecimiento o de las actividades
metabdlicas de un organismo por la accion de una sustancia producida
por otro organismo (Gottlieb y Shaw, 1970). La produccién de
antibioticos depende de la disponibilidad de nutrientes que posea el
medio. Una de las ventajas de la antibiosis es que no es preciso que el
patdbgeno y el antagonista entren en contacto, el antibidtico puede
permanecer en el medio incluso tras la muerte del antagonista (Cook y
Baker, 1983)

3.3.3 Interaccion directa con el patdgeno

L)

Parasitismo y lisis enziméatica de un microorganismo a otro y se
define como la simbiosis antagonista entre organismos implica un
contacto intimo entre el huésped y el parasito (Vero y Mondino, 2002;
Cook y Baker, 1983). El parasitismo es una relacion nutricional en la
gue un organismo (el parasito) obteniendo todo o parte de lo que
necesita para vivir de las partes funcionales vivas de otro organismo,
el huésped (Dubos, 1978; Jacas et al., 2005) y se implican las enzimas
extracelulares quitinasas, celulasas (-1-3- glucanasas y proteasas que
lisan y digieren las paredes de los hongos (Melgarejo, 1989; Ulhoa,
1996). El antagonista se alimenta de materia orgénica entre la cual
ocasionalmente se encuentra el patégeno parte del cuerpo del hongo

(hifas) y otras fuentes de alimento (Veroy Mondino, 1999).

Induccibn a la resistencia Las plantas desarrollan diferentes
mecanismos de defensa ante el ataque de patdégenos. Después del
reconocimiento del patégeno se activan respuestas que incluyen la
expresion de genes asociados a defensa, una de ellas es la
Resistencia Sistémica Inducida. Diversos estudios demostraron que
esta resistencia es independiente de &cido salicilico (AS), pero

requiere la sefializacion de acido jasménico (AJ) y etileno (ET). El
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acido jasmonico y el etileno transducen los estimulos extracelulares
reconocidos por receptores de la célua a un gran ndmero de
moléculas blanco que, en completa coordinacion, integran respuestas
intracelulares  altamente especificas al estimulo externo. Este
mecanismo, dentro de la planta, puede ser inducido a través
de Bacillus spp. Existe evidencia de la induccion de mecanismos de
resistencia a través de Bacillus spp. contra hongos, bacterias y
nematodos fitopatdgenos y Pseudomonas aeruginosa (Audenaert et
al. 2001) y Trichoderma spp. (De Meyer et al., 1998) (Samaniego et
al., 2017).

3.3.4 Caracteristicas para el desarrollo de antagonistas

En 2009 Droby y colaboradores establecieron caracteristicas para el desarrollo de
agentes de control biolégico

Genética estable

Eficaz a bajas concentraciones

No exigente en sus requerimientos de nutrimentales

Capacidad de sobrevivir a condiciones ambientales adversas
Econdémico en la produccion en medios de crecimiento econémicos
Formulacion estable para una larga vida Util

Facil aplicacion

Resistente a los productos quimicos que se utilizan en el ambiente de
cosecha

Compatible con procedimientos de procesos comerciales
No es perjudicial para la salud humana
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3.3.5 Ventajas del control biolégico

*

K/
*

Poco o ningun efecto colateral

Casos raros de resistencia

Eliminar por completo o sustancialmente el uso de quimicos
Relacion beneficio/costo muy favorable

Evita plagas secundarias

Se puede usar como el manejo integrado de plagas

3.3.6 Desventajas del control biolégico

Ignorancia sobre los principios del método

Reducido apoyo econémico

Escaso personal especializado

Poca disponibilidad

Problemas de uso con umbrales econémicos bajos

Dificultada para aplicarlo en complejos de plagas

Los agentes de control biolégico son susceptibles a los plaguicidas

Los enemigos naturales se incrementan con retraso en
comparacion a las plagas que atacan, por lo cual, no provee la

supresion inmediata que se obtiene con los insecticidas
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“ Los resultados del control biolégico no son tan eficaces en el corto
plazo como los insecticidas y pueden causan mermas (Summy y
French, 1988; Tejada, 1982).

3.3.9 Control biolégico con bacterias

Las bacterias se usan con éxito como antagonistas biolégicos y tiene efectos
positivos en las plantas como promotoras de crecimiento. Desde 1990, los
antagonistas bacterianos de Bacillus y Pseudomonas spp. se han aislado de
numerosos lugares incluyendo plantas, suelo, y complemento de suelo, tales como
abonos y composta (Kurniawan et al 2005). Los miembros de la familia Bacillus
spp. producen una amplia variedad de compuestos antimicrobianos que se ubican
los nichos biolégicos. El género de Bacillus spp demostr6 ser prometedores del
control biolégico por los mecanismos induccion a la resistencia mediada por el
acido jasmonico, las vias de sefalizacion del etileno, el acido salicilico, la
secrecicon de compuestos organicos como lipopéptidos ciclicos (surfacinas,
fergicinas e iturinas) que tiene actividad antifingica a través de internaciones con

las membranas celulares (Kurniawan et al 2005, Falardeau et al 2013)

3.3.10 Control biolégico con Hongos

El desarrollo de hongos para el control biolégico de patégenos en el sueleo ha
recibido interés en los dltimos afios, por ejemplo, Trichoderma spp. e€s un agente
de control biologico efectivo para enfermedades de las plantas, especialmente por
patégenos transmitidos por el suelo. Es un hongo que es comun en la rizosfera
que es interactivos con el suelo, la raiz y ambientes foliares. Reduce el
crecimiento o las infecciones causadas por diferentes patdogenos por los
mecanismos de competencia, antibiosis, micoparasitismo, interacciones de hifas y
secrecion de enzimas liticas. El hongo Trichoderma spp produce antibiéticos y
toxinas como triteceno y sesquiterpeno, trichodermina, que tiene un efecto directo

a lo largo de la hifa del huésped o se enrolla y secreta diferentes enzimas liticas

26



QFB

como quitinasa, glucanasa y pectinasa que actian en el

Jared Maya Alavez

micoparasitismo (Pérez et al 2016).

IQB-UMICH

proceso de

Tabla 1 Los hongos que se reportaron como agentes de control biolégico de
patdbgenos

Enfermedades de las frutas de pepita

Muchas enfermedades de plantas

Heterobasidium annosus

descomposicion de la madera

Rhizoctonia
rolfsii, Pythium

Gran variedad de

fingicas

Pythium, Rhizoctonia, Fusarium, Scler

otina

Nexy

Primastop

Mycoparéasites

Rotstop

Hongos que causan la marchitez y la BinaT

solani, Sclerotium Trichoderma

2000

enfermedades Trichopel

T-22 y T22HB
BioTrek,
RootShield

BioNext sprl,
EE.UU.

Kemira,
AgroOy,
Finlandia

Kemira
AgroOy,

Finlandia

Bioinnovacion,

Suecia

Mycontrol
(EfAL) Ltd.,

Israel

Agrimm
Technoogies
Ltd., Nueva

Zelana
BioWorks (TGT

Inc) Ginebra,
EE. UU.
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Chondrostereum purpureum y suelo y Trichodowels,  Agrimm

patégenos foliares Trichoject, Technlogies
Trichoseal y Ltd., Nueva
otros Zelanda
Botrytis cinereay otras enfermedades Trichodex Makhteshim-
fingicas Agan,varias
empreas
europes, por
ejemplo,
DeCeuster,
Bélgica
Especie de Sclerotinia Contans WG Prophyta,
Alemania
Mildews Powdery AQ10 Ecogen Inc.,

biofungicida EE. UU.

Penicillium spp. y Botrytis spp. Rendimiento Anchor Yeast,
plus S. Africa
Penicillium spp. y Botrytis spp. Aspirar Ecogen Inc.

Estados Unidos
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4.0 Hipotesis

Los aislados fungicos tienen actividad antagonista sobre el fitopatdgeno Botrytis

cinerea

5.0 Objetivo general

Determinar la actividad antagonista de aislados fangicos para Botrytis cinerea

como posibles agentes del biocontrol

5.1 Objetivos particulares

1) Seleccionar los aislados fungicos con mayor actividad antagonista para

biocontrol de Botrytis cinerea
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2) Determinar el mecanismo de antagonismo biolégico de los aislados

fungicos

6.0 Justificacion

El hongo Botrytis cinerea ocupa el segundo lugar en causar pérdidas en pre
y postcosecha de frutas, hortalizas y plantas de ornamentacion. El control
guimico es el principal método para la prevencion de la enfermedad, pero
tiene un efecto negativo en el ambiente y en el consumo humano. Ademas,
el patdgeno B. cinerea desarrolla resistencia a los fungicidas quimicos, por
lo cual, una alternativa para el control de plaga del moho gris es el uso de
microorganismos antagénicos que reducen la incidencia de la enfermedad

por secrecién de compuestos antifingicos
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CAPITULO IV

7.0 Materiales y métodos

7.1 Preparacion del medio con avena para el crecimiento de B.
cinerea

El hongo B. cinerea se sembrd en agar avena, se agregaron 6 gr de avena a 300
mL de agua destilada y se dejé hervir por 5 min, la avena se filtr6 con un embudo
y con papel filtro. Se agreg6 el agar bacteriolégico 4.05 gr y se esteriliz6 en la
autoclave por 15 min a 121 °C. El medio de avena se vaci6 en cajas de Petri 100

mm X 15 mm y se dejaron solidificar en campana de flujo laminar.

Las cajas de Petri se inocularon con un propagulo de 5 mm X 5 mm por caja y se
incubaron a 20 + 3 °C por 10 d con un periodo de 8 h luz y 16 h oscuridad. Las
cajas Petri de 10 d de incubacion y se envolvieron con papel aluminio hasta la

maduracion de esporas.
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7.2 Identificacion del hongo B. cinerea por microscopia

El patdgeno se identificO por el método preparacion en fresco simple. En un
portaobjetos se coloc6 una gota del reactivo Shears y una gota de lactofenol. Una
porcién de micelio del patégeno B. cinerea 20 d de crecimiento y con la presencia
de color gris verde olivo como se menciona en la literatura y se cubrio con un
cubreobjetos. se utiliz6 un microscopio se ajustd al campo a 40 X para determinar

la morfologia.

El patbgeno B. cinerea se tifi6 con una gota de safranina y se observo en el

microscopio

Se observd y comparé la morfologia del patégeno con la base de datos
MICOBANK Las fotos representativas se tomaron con un celular de la marca
SAMSUNG Prime

7.3 Lavado de esporas de B. cinerea

La maduracion de esporas se determina por el cambio de color en el micelio aéreo

presentando un color gris o verde olivo y se observo en un estereoscopio.

Las esporas se lavaron con 10 yL de una solucion de Tween 1 % (v/v) en 1 mL
agua destilada y se agregé 10 mL de agua destilada a la caja de Petri y con un
asa bacteriologica se frotd la caja de Petri para separar las esporas y el
sobrenadante se recolectdé con micropipeta. El liquido que se recuper6 del lavado

se deposito en los viales eppendorf y se centrifugd a 7 000 rmp por 15 min.

7.4 Cuantificacion de las esporas del fitopatdgeno B. cinerea
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La concentracion de espora se determind mediante el método de cuantificacion de
células con la camara de Neubauer y se utilizaron 5 cuadrantes representativos
para sacar un promedio de la parte inferior y superior de la cAmara. Se colocaron
5 uL  de una suspension de

esporas

Figura 5 Camara de Newbaouer

Las esporas se recolectaron en un vial Eppendorf y se re suspendieron en agua

estéril desionizada y se ajustaron las concentraciones 1 X108 esporas/mililitro,

7.5 Crecimiento de los aislados fungicos

El ensayo de un grupo de 35 aislados fungicos que proporcioné el Laboratorio de
Fisiologia celular de Instituto de Investigaciones Quimico Biol6gicas de la
universidad Michoacan de San Nicolas de Hidalgo. Los aislados fungicos se
sembraron en agar papa dextrosa (PDA), se peso 39 g de PDA y se disolvieron en
1 L de agua desionizada, se esteriliz6 a 121 °C por 15 min y se vacio en cajas de
Petri (medidas) se dejaron solidificar en campana. Los aislados fungicos se
inocularon a 25 °C y cada 24 h se registrd el crecimiento del halo de los aislados
fungicos con ayuda de un vernier hasta que cubrieron la superficie de la caja de

Petri. Los aislados se agruparon de acuerdo al crecimiento de la colonia.
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9.6 Escrutinio deaislado fungicos con actividad antagonistapara
el control de B. cinerea

Los aislados fungicos se sembraron en agar papa dextrosa, 36 g de agar papa
dextrosa se disolvié en 1 L de agua tridestilada y se esterilizaron en la autoclave a
121 °C por 15 min a 1.5 atm y se vaciaron en cajas Petri, se dejaron solidificar en
campana y posteriormente se inocularon 5 mm de propagulo de 5 diferentes
aislados fungicos en el extremo de la caja de Petri y en el centro al fitopatdgeno B.
cinerea. Las cajas se incubaron en una camara de incubacion con las siguientes
condiciones de crecimiento, 20 = 3 °C con una humedad relativa de 90 % y un
fotoperiodo 8 h luz y 16 h oscuridad. El antagonismo se reporté cada 24 h por 7 d
y se seleccionaron los aislados con actividad antagonista y asignaron tres grupos
de acuerdo con el comportamiento de; a) los aislados sin actividad antagonista y
se usaron como sustrato por el patdégeno, b) los aislados fungicos por competencia
de nutrientes y espacio por el mecanismo directo y c) los aislados fangicos con
actividad antagonista por el mecanismo

indirecto de antibiosis

Figura 6 ensayo del escrutinio para a seleccion de aislados fungicos con
actividad antagonista para B. cinerea

Tabla 2 Aislados que se utilizaron en el sayo antagonista

Grupo 2 Grupo 3 Grupo Grupo México Grupo 4

acutatum
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1.-Curvilaria 9-HH. P |17.- 22.-C. 26.- Fusarium | 34.-Rhizopus
sp superior Diaporthe | acutatum | (FUSAC0901)
p. 5185 5446

2.-Fusarium 10.- 18.- 23.-C. 27.-Fusarium | 35.-Colletotrichum sp
sp Marcelino | Diaporthe | acutatum | (FUSAC0902)

Cortez p. 5446 10
3.- 11.-Roia 19.- 24.-C. 28.- 36.- Fusarium sp
Trichoderma | de Oligoporus | Acutatum | Rhizoctonia
sp Aguacate spp. 21 (RIZOCO0901)
4.-Pestalotia | 12.-Rofa 20.- 25.-C. 29.-Fusarium | 37.-
sp de Phomopsis | Acutatum | oxysporum Epicocumstomaticum

aguacate v. 5120 25 nigrum
5.-Alternaria 13.-RB- 21.- 30.-Fusarium
sp 739736- Phomopsis solani

Azul v. 5480
6.- 14.- 31.-
Colletotrichum | Fusarium Rhizoctonia
sp sp solani
7.-Phomasp | 15.-Raiz de 32.-

Macadamia Rhizoctonia

binucleada

8.-Fusarium
Sp
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7.7 Enfrentamiento in vitro de los aislados fungicos con actividad
antagonista contra B. cinerea

Los aislados se Fusarium spp, Pestalotia sp, Diaporthe phaseolorum 5446 y
Phomopsis viticola 5120 con actividad antagonista se enfrentaron al patégeno B.
cinerea en el medio agar papa dextrosa en cajas de Petri. En el extremo de la
cada caja se inoculo al patbgeno B. cinerea y del otro extremo a cada tratamiento.
Las cajas de Petri se incubaron a 20 £ 3 °C con una humedad relativa del 90 %
con fotoperiodo de 8 hluzy 16 h oscuridad, se determiné el crecimiento cada 24 h
por 10 d y se registr6 el crecimiento cada 24 h con ayuda de un vernier. Los
experimentos se realizaron por triplicado y como control negativo el patégeno B.
cinerea y el control positivo B. cinerea con el hongo Trichoderma sp reportado en
la literatura como agente antagonista para la pudricion de moho gris. Los

experimentos se ensayaron dos veces por triplicado.

7.8 Sinergia de los aislados fungicos contra B. cinerea

El patégeno B. cinerea se sembrd en centro de la caja de Petri que contenia PDA
y los aislados fungicos Fusarium spp., Pestalotia spp., Diaporthe phaseolorum
5446 y Phomopsis viticola 5120 se sembraron alrededor del patégeno y se incubd
a20 + 3 °C con una humedad relativa del 90 % con fotoperiodo de 8 h luzy 16 h
oscuridad por 3 d. El crecimiento se determin6 con el programa Image —J Acceso

directo.

7.9 Medio acondicionadoconlos aislados fungicos con actividad
antagonista sobre B. cinerea

El acondicionamiento del medio PDA se utiliz6 Fusarium spp, Pestalotia spp,
Diaporthe phaseolorum 5446 y Phomopsis viticola 5120 en cajas Petri. El papel
celofan se recorté en circulos del tamafio de las cajas de Petri y se esterilizaron en

la autoclave a 121 °C por 15 min a 1.5 atm. El papel celofan se coloc6 sobre PDA

36



QFB Jared Maya Alavez IIQB-UMICH

y se inocularon con 5 mm de cada aislados fungicos por caja de Petri y se
incubaron a 20 + 3 °C con una humedad relativa del 90 % con fotoperiodo de 8 h
luz y 16 h oscuridad, después de 10 d se retird el papel celofan con los aislados
fungicos: Los medios que se acondicionaron se inocularon propagulos de 5 mm
del patégeno B. cinerea. También, se realiz6 un experimento con una suspension
de esporas de 1 X10°, se inocularon 10 pL en los tratamientos y se determiné el
crecimiento al medir el halo de del (mm) con ayuda de un vernier cada 24 h por 5

d. Los experimentos se realizaron por triplicado.

7.10 Efecto aditivo de los aislados fungicos con actividad
antagonista sobre Botrytis cinerea

Para la preparacion del medio se preparo 11,70 g de APD y se disolvié en 300 mL
de agua desionizada y se vacié en cajas Petri. Los circulos se recortaron de papel
celofan del tamafo de las cajas de Petri y se esterilizaron en la autoclave a 121 °C
por 15 min a 1.5 atm. Los circulos de papel celofan se colocaron sobre el agar
PDA, después se inocularon las cuatro cepas seleccionadas con actividad
antagonista y se incubaron por 7 d a 20 £ 3 °C con una humedad relativa del 90
%. El papel celofan con los aislados fungicos se retir0 y se inoculdé un propagulo
de 5 mm del patdégeno B. cinerea se incubd a 20 + 3 °C con una humedad relativa
del 90 % y se determin6 el crecimiento cada 24 h por 5 d y se reporto el
crecimiento. El control negativo es el patbgeno B. cinera y el control positivo es el

medio acondicionado con Trichoderma Spp.

7.11 Efecto antagonista de los compuestos organicos volatiles
(CO’s) de los aislados fungicos

Los compuestos organicos volatiles (COV’s) se evaluaron. Se prepar6 PDA y se

vacié en cajas divididas, se dej6 solidificar. Los aislados se inocularon en un lado
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de caja y de la otra parte el patdgeno B. cinerea, se incubaron las cajas de Petri a
20 = 3 °C con una humedad relativa del 90 % por 5 d con un periodo de 8 h de luz
y 16 de oscuridad. El crecimiento se determind del patégeno cada 24 h por 5 d.
Los controles fueron B. cinerea y B. cinerea con Trichoderma se realizaron los

experimentos dos veces por triplicado.

También, se realizd un experimento con una suspension de esporas de 1X10°, se

inocularon 10 pL en los tratamientos

8.0 Discusioén

El fitopatbgeno Botrytis cinerea se observd que las condiciones 6ptimas de
incubacion para el crecimiento del hongo y la produccién de esporas se ensayaron
diferentes temperaturas reportadas en la literatura de 4, 8, 17, 22 a 25 °C con una
humedad de 90 % y en los medios agar papa dextrosa y agar avena. Las
condiciones del crecimiento viables para el cultivo del fitopatdgeno son a 22 °C

con una humedad de 90 % y en medio agar avena es el medio nutritivo que aporta
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el sustrato para un rendimiento de la produccion de esporas y en el medio agar
papa dextrosa en el hongo para la produccion de estructuras de reproduccion

sexual no fue mas viable.

La morfologia del hongo B. cinerea se determin6 cada 24 h al observar la forma
del crecimiento colonial como, la presencia de color, micelio aéreo y si existia
secrecion de exudado. Colonias circulares con presencia de micelio aéreo blanco
gue se observaron en el agar avena a diferencia del agar APD donde observamos
una disminucion del micelio aéreo. El color gris caracteristico de la maduracion de
espora después de 10 d incubacion en oscuridad al compararlo con cultivos que
se mantuvieron en condiciones ambientales. La morfologia celular microscopica se
observo al realizar una preparacion en fresco y una tincion con safranina. La
estructura morfolégica del hongo se observd hifas septadas y ramificadas con
presencia de melanina en las paredes y los conidios en sus apices con las
esporas en forma ovoide de color gris y se comparé con la descrita en la literatura
(Williamson et al., 2007; MYCONBANK).

Los estudios para generar un ACB con estos aislados abren la posibilidad del
estudio de otros hongos con actividad antagonista y que se reportan como
agentes patdgenos para algunos cultivos y pueden tener actividad antagonista
para el control de otros fitopatégenos que causan pérdidas. Los aislados de los de
diferentes especies como; (1) Alternaria sp., (1) Curvilaria sp., (6) Colletrotrichum
spp., (2) Diaporthe Phaseolorum spp., (1) Epicoccum nigrum, (7) Fusarium spp.,
(1) Oligoporus sp., (1) Pestalotia sp., (1) Phoma sp., (2) Phomopsis viticola spp.,
(1) Trichoderma spp., (3) Rhizoctonia spp. y (1) Rhizopus sp. por la secreciéon de
compuestos organicos aislados fungicos por lo cual se realizO un ensayo de
acuerdo a la funcion relacion tiempo-crecimiento en la cual se crecieron agar papa
dextrosa y que la condicion de temperatura de crecimiento de 22 °C y se
determind el crecimiento como en el caso de Trichoderma sp. y Rhizopus sp. se
clasificaron en crecimiento rapido que cubrieron la superficie de la caja en menos
de 72 h. Los aislados con crecimiento intermedio H.H.P Superior y Fusarium

(fusac0991) presentaron un crecimiento de micelio vegetativo en los primeros dias
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y posterior a micelio aéreo lo cual da lugar a formaciéon de estructuras sexuales.
Los aislados con un crecimiento lento son aquellos hongos con una morfologia
que presentaron micelio vegetativo y un cambio de color. La poblacion de 35
aislados fangicos conformé el 6 % de crecimiento rapido a diferencia de los
aislados con un crecimiento lento que lo integra el 50 % y los aislados fungicos
con un 44 %. Factores como temperatura, humedad relativa y luz tienen un efecto
sobre la degradacién de sustrato, asi como, la produccion de compuestos
secundarios que pueden tener utilidad para el control de enfermedades pre y

poscosecha.

La selecciéon de los aislados fungicos antagénicos se determiné al enfrentarlos
contra el fitopatdgeno B. cinerea en agar PD, por lo cual se dividié en tres grupos
que describen la interaccion aislado fangico-patdgeno a) Los aislados que no
presentaron actividad inhibitoria contra el patdgeno B. cinerea, se observd que el
fitopatdgeno después de algunos dias, uso de sustrato a estos aislados al cubrir y
degradarlos esto se debe a la secrecion de enzimas liticas que degradan la pared
de los posibles aislados fangicos que secreta B. cinerea como cutinas, B3-
glucosidasas, la R3-1,3-glucanosiltransferasa que degradan las paredes celular.
(23. El grupo b) Los aislados que compartieron el nicho biolégico con el hongo se
observd que tenian una interaccion con B. cinerea, pero a diferencia del grupo
“A” los aislados fungicos no disminuyeron el diametro colonial, por lo cual,
determinamos que el mecanismo de accién de este grupo es por competencia de
espacio y nutrientes. El grupo C) se observd que el patégeno B. cinerea detenia
su crecimiento y evitaba el contacto con los aislados fangicos; Fusarium spp.,
Pestalotia sp., Diaporthe phaseolorum 5446 y Phomopsis viticola 5120 a diferencia
del control negativo que consta solo del patdgeno B. cinerea que cubri6 la caja de
Petri y se determind la actividad para el control de B. cinerea con el control B.
cinerea y Trichoderma sp. previamente reportado como un Agente de Control
Biologico (ACB) (Vinale etal., 2009). Por lo cual, los aislados seleccionados con
actividad antagonista se enfrentaron in vitro al patogeno en agar PD. En el 7° dia
se observd que el patdgeno detuvo su crecimiento y al compararlo con el control

negativo donde los ensayos de antagonismo se observd que el crecimiento del
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hongo era mas lento respecto al control negativo que cubrid la superficie del agar
PD vy el control positivo Trichoderma sp. y B. cinerea; se observd que Trichoderma
y la interaccién con B. cinerea en los primeras 72 h se form6 un halo de B. cinerea
a Trichoderma esto se puede deberse a la secrecion de metabolitos secundarios
como 6-pentil-a-pirona (6PAP) que tiene actividad antibiética por lo cual creemos
que los ; Fusarium spp., Pestalotia sp., Diaporthe phaseolorum 5446 y Phomopsis
viticola 5120 secretan compuestos que inhiben a B. cinera. Los aislados que
seleccionamos y que se enfrentaron con B. cinerea. Los asilados Diaporthe
phaseolorum y Phomopsis viticola presentan una inhibicion del crecimiento
micelial de B. cinerea y se observo que el patégeno detenia el crecimiento y formoé
un halo respecto a los aislados Diaporthe phaseolorum 4461 y Phomopsis viticola.
Los aislados Fusarium spp. y Pestalotia sp. cuando se enfrentaron a B. cinerea, el
fitopatdbgeno disminuyd su crecimiento drasticamente y cre6 un halo de resistencia
por lo cual determinemos que estos cuatro aislados tiene una actividad
antagonista por metabolitos secundarios difusibles en medio sélido, la presencia
de micelio aéreo se vio reducido con respecto al control negativo que es Botrytis
cinerea por lo cual podemos comparar nuestros resultados con el experimento que
se ensayd con el control negativo y el control positivo donde Trichoderma secreta
una gran cantidad de metabolitos secundarios que ayuda al control de la infeccion
(Reino etal., 2008).

El fitopatbgeno B. cinerea se enfrentd a los cuatro aislados con actividad
antagonista; Fusarium spp., Pestalotia sp., Diaporthe y Phomopsis viticola 5120
por la produccion de compuesto antibioticos limitd el nicho biolégico de B. cinerea
su crecimiento se redujo drasticamente para evitar el contacto con los aislados
fungicos. El control negativo B. cinerea que cubrié la superficie de la caja de Petri
y con un crecimiento del 65.2 mm sobre la caja a diferencia del tratamiento con los
asilados donde su crecimiento 5.7 mm se observa que el hongo B: cinerea inhibe

su crecimiento en la presencia de los 4 aislados fungicos.

En el medio que se acondiciond con los cuatro aislados fungicos para determinar

la actividad sinergia de B. cinerea se inocularon 5 propagulos de 5 mm se observa
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gue el patdbgeno B. cinerea no creci6 sobre el medio al comprar los resultados con
el control que cubrié la superficie de la caja se observa que el patdgeno crecio
sobre el tratamiento con los cuatro aislados fungicos lo cual corrobora que los
aislados fungicos secretan compuestos organicos en medio difusible que
antagonizan a B. cinerea se reportan diferentes microrganismos con actividad
antagonista en medio sélido Bacillus spp. y Pseudomonas spp (Kurniawan et al.,
2018).

En el ensayo de la suspensién de B. cinera para determinar la inhibicién del tubo
germinal de las esporas del patdgeno, los aislados no presentaron actividad
antagonista para inhibir la germinacion. Los aislados fangicos Fusarium spp. y

Pestalotia sp. redujeron la presencia del micelio aéreo en el patégeno

Los hongos producen una gran cantidad de compuesto organicos volatiles
(Miyazawa et al, 2008), por lo cual se evaluaron las cepas Fusarium spp.
Pestalotia sp., Diaporthe phaseolorum 5446 y Phomopsis viticola 5120 se
enfrentaron a B. cinera. Los aislados con una actividad inhibitoria por la
produccién de compuestos organicos volatiles con actividad antagonista son
Fusarium spp. y Pestalotia sp. que se enfrentaron en cajas divididas y se observa
que B. cinerea se disminuy0d su crecimiento colonial y la presencia de micelio
aéreo asi como la formacion de esporas y con una menor tamafio radial de la
colonia comprado respecto al control negativo que presentd un mayor crecimiento
sobre el nicho bioldgico, asi como la formacion de micelio aéreo y observamos
gue ejerce una actividad similar a Trichoderma atroviride (Howell, 2003) al
compararlo resultados, estudios anteriores se reporta como ACB por medio de
CQOV’'s Candida intermedia (Huang et al., 2011), Sporidiobolus pararoseus (Huang
et al., 2012) y Aureobasidium pullulans (Di Francesco et al., 2015) que interviene
en la formacién de . Los aislados Diaporthe phaseolorum 5446 y Phomopsis
viticola 5120 al enfrentarse al hongo para determinar COV’s no se observo ningun
cambio en la morfologia de B. cinera en presencia de los aislados con respecto al

control negativo, es igual lo que esto sugiere que los aislados Diaporthe
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phaseolorum 5446 y Phomopsis viticola 5120 solo tiene actividad antagdnica por

compuestos organicos en medio difusible.

La variacion entre la especie que se usaron en el ensayo para el escrutinio
demuestra que alguno de estos hongos patdégenos con actividad antagonista
puede controlar a B. cinerea por lo que creemos que el estudio de estos hongos
abre una posibilidad para la blusqueda de compuestos organicos de los aislados
fungicos fitopatdgeno con una actividad antagonista de los siete aislados fangicos
de gener Fusarium spp., (2) Diaporthe phaseolorum y Phomopsis viticola solo una
cepa con los nombres de control Fusarium café y Diaporthe phaseolorum 5446 y
Phomopsis viticola 5121 los aislados flngicos con la secrecion de compuesto
organicos se pueden contralar a B. cinerea deber a condiciones bidticas (luz,
temperatura, humedad, pH y fuentes de carbono) que pueden favorecer a la
produccién de compuestos quimicos o pueden afectar y reducir la variabilidad
enzimatica de los aislados, la busqueda de la condiciones Optimas para cada

organismo son eséncialas para nuevas alternativas

9.0 Conclusioén

Los aislados fangicos Fusarium spp, Pestalotia spp, dos hongos no tipificados

Diaporthe phaseolorum 5446 y Phomopsis viticola 5180 antagonizaron al
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fitopatdbgeno B. cinerea al secretar compuestos organicos en medio sélido por el
mecanismo de antibiosis, los aislados Fusarium spp. y Pestalotia spp. tuvieron
actividad inhibitoria al reducir la formacién de micelio aéreo por lo cual reduce la

formacion de conidioforos y la esporulacion

El fitopatbgeno B. cinerea se enfrentd a los cuatro aislados con actividad
antagonista; Fusarium spp., Pestalotia sp., Diaporthe phaseolorum 5446 vy

Phompsis viticola 5120
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Dedicatoria

A mis padres:
Miguel Angel Maya Cruz
Ma. Martha Alavez Quintero

“La esperanza te da la fuerza para seguir adelante cuando sientes que ya na

importa.

Nunca dejes de creer en ti... Mientras creas que puedes lograrlo, tendras un
motivo para intentarlo. No dejes que nadie retenga tu felicidad en sus manos;

sujétala en la tuyas, para que siempre este cerca de ti.

No midas el éxito ni el fracaso por los bienes materiales sino cémo te sientes;
nuestros sentimientos determinan la rigueza de nuestras vidas, no dejes que los
malos momentos te agobien; ten paciencia y todos pasaran. Nunca dudes en
buscar ayuda; todos la necesitamos de vez en cuando. No huyas del amor sino ve

hacia el amor, porque es nuestra méas profunda alegria.

No esperes que lo que deseas venga asi a ti; buscalo con toda tl alama. Sabiendo
que la vida te encontrara a la mitad del camino. No sientas que has perdido
cuando tus planes y suefios no alcanzan a cumplir tus anhelos. Cada vez que
aprendes algo nuevo sobre ti o sobre la vida, has avanzado. No hagas que
disminuya tu propio respeto. El estar satisfecho con uno mismo esencial para estar
satisfecho con la vida. Nunca olvides de reir ni dejes que el orgullo te impida llorar.

Cuando reimos y lloramos es cuando vivimos en plenitud”.

Nancye sims

Dejar de luchar es comenzar a morir
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