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1 Introduccioén

Cepas aisladas de hongos entomopatdgenos fueron usadas para determinar su
actividad antagonica contra Fusarium verticillioides empleando el método de
confrontacion dual in vitro. Se procedi6 a realizar la extraccion de discos miceliales (5
mm @) de cada una de las cepas antagonistas y patégenas utilizando un sacabocado;
posteriormente, los discos se depositaron en otra caja Petri conteniendo 15 mL del
medio soélido, en extremos opuestos y equidistante a 80 mm de separacion entre cada
uno de los discos. La habilidad de los hongos antagonistas para reducir la expansion
de las colonias de Fusarium verticillioides fue medida para determinar el porcentaje de
inhibicion de Fusarium verticillioides. Todas las cepas inhibieron el crecimiento de
Fusarium verticillioides. Para la produccion de enzimas hidroliticas se utilizO medio de
cultivo Czapeck adicionando dos sustratos; Laminarina y quitina. Es importante
mencionar que cada dos dias se realizara el filtrado y obtencion de la solucion
enzimatica hasta finalizar los ocho dias de duracion del experimento. Transcurrido el
periodo de incubacidn, se efectuara la separacién de la biomasa por filtracién con papel
filtro Whatman No.1; se toman 10 mL para las siguientes determinaciones: pH, nimero
de esporas.



2 Justificacioén

El control de los patégenos que causan enfermedades en plantas hasta la fecha se
realiza con productos quimicos, los cuales se aplican al follaje, a las semillas y al suelo
(Ho, 2000); sin embargo, esta dependencia al empleo de productos quimicos genera
efectos nocivos sobre el ambiente debido a su residualidad (O"Keeffe y Farrell 2000),
lo que provoca acumulacion en cuerpos de agua, suelo, plantas y animales; ademas
de que generan resistencia por parte de los fitopatdégenos (Elad, 2000a), sin olvidar el
detrimento que causa en la salud humana. Actualmente con el proposito de promover
la produccién sustentable y sana de alimentos, se ha propuesto el desarrollo de
estrategias de control alternativas, menos toxicas y seguras, que no atenten contra

la ecologia y la salud humana y de los animales.

Con lo antes mencionado, la basqueda de alternativas al uso de los plaguicidas es de
gran valor, razon por la que con mayor frecuencia los investigadores dirigen la mirada
hacia los microorganismos, que pueden ser usados como agentes biocontroladores de
microorganismos fitopatégenos. El desarrollo de hongos entomopatégenos para el
control de plagas de insectos ha experimentado en los Ultimos afios un considerable
progreso. El empleo de estos agentes de control biolégico presenta numerosas
ventajas, seguridad para la salud humanay para la fauna util, reduccion de la presencia
de residuos insecticidas en los alimentos e incremento de la biodiversidad del medio.
Los hongos son unicos y sobresalientes entre los microorganismos entomopatdgenos
porque infectan a los hospedantes a través del tegumento, accion por contacto, lo que
les confiere ventaja para el control de varios grupos de insectos fit6fagos de gran
relevancia en la agricultura.

El interés en los agentes de control bioldgico, esta creciendo, porque ellos son seguros,
(tienen un blanco especifico), no contaminan y algunas veces son mas efectivos que
los quimicos. Algunos de los productos quimicos mas letales conocidos han sido
desarrollados y esparcidos a través de todo el ambiente. Aunque ellos son efectivos
en un periodo de tiempo corto, los plaguicidas quimicos son caros y dan solamente un
remedio temporal, ya que las capacidades reproductoras y evolutivas de los insectos
les permiten desarrollar mecanismos de resistencia a estas y otras estrategias de

control.



Debido a que las hidrolasas como quitinasas y glucanasas se han identificado como
las responsables de la degradacion de la pared celular de los hongos (Adam, 2004),
las enzimas de los hongos entomopatégenos que hidrolizan estas estructuras pueden

ser empleadas con fines de control biolégico.



3 Objetivos

Objetivos Generales.

Evaluar la capacidad antago6nica in vitro de diferentes aislados de hongos

entomopatdgenos para el control de Fusarium verticillioides.

Objetivos Especificos.

Determinar el grado de antagonismo de los aislados de hongos entomopatégenos para
controlar el crecimiento de Fusarium verticillioides.
Evaluar las condiciones de crecimiento de los aislados de hongos entomopatdégenos

en medios enriquecidos con quitina y laminarina.



4 Descripcion del area de trabajo

Este proyecto se realizé en Carretera Panamericana Km 1080, Teran 29050, Tuxtla
Gutiérrez, Chis. En el laboratorio de biotecnologia vegetal, en el instituto tecnolégico

de Tuxtla.



5 Marco teérico.

5.1 Hongos fitopatégenos

La patogenicidad esta definida como la capacidad en este caso de un microorganismo
para causar dafio en un hospedero. Por lo anterior, un microorganismo patdégeno causa
enfermedad s6lo cuando el dafio incurrido en su hospedero es tal que afecta su estado
de equilibrio. El dafio causado al hospedero puede ocurrir como consecuencia de la
accion microbiana directa sobre los tejidos o como consecuencia de la respuesta de
defensa del microorganismo o ambos (Casadevall y Pirofski, 1999).

Los hongos son organismos eucariotas, generalmente microscopicos, que carecen de
clorofila y de tejidos conductores. Mas de 8,000 especies de hongos
producen enfermedades en las plantas. Todas las plantas son atacadas por algun tipo
de hongo, y cada uno de los hongos ataca a uno o mas tipos de plantas. Algunos
hongos crecen y se reproducen solo cuando establecen una cierta asociacion con las
plantas que le sirven de hospedero durante todo su ciclo de vida, otros requieren de
una planta hospedera durante una cierta etapa de su ciclo de vida, el cual lo pueden
concluir desarrollandose en medios artificiales, y mas aun, otros se desarrollan y

reproducen tanto en plantas vivas como en materia organica muerta (Agrios, 1991).



5.2 Generalidades del género Fusarium.

5.2.1 Patogénesis en animales, humanos y plantas.

La patogenicidad esta definida como la capacidad en este caso de un microorganismo
para causar dafio en un hospedero. Por lo anterior un microorganismo patégeno causa
enfermedad solo cuando el dafio incurrido en su hospedero es tal que afecta su estado
de equilibrio (Casadevall y pirofski, 1999).

Sin embargo una diferencia importante entre la patogénesis de vegetales y animales
es que estos ultimos tienen sistemas inmunolégicos adaptables que pueden responder
ante antigenos fangicos en caso de infecciones. Aunque el sistema inmunolégico
puede mediar la proteccion también puede producir respuestas que aporten al aumento
de la enfermedad (MacDonald et at; 2002)

Los hongos fitopatdgenos aunque no tienen que competir con un sistema inmunologico
tan desmedido como el de los animales o humanos, debe poseer, en cambio,
poderosos mecanismos fisicos y enzimaticos para perforar la pared celular de la planta
(Casadevall, 2007).

Aunque los hongos son los principales patégenos tanto en vertebrados como de
invertebrados (Ratallick et al; 2004). De modo interesante Casadevall (2005) report6
que especialmente los mamiferos incluyendo al hombre son relativamente mas
resistentes a enfermedades fungicas en contaste con enfermedades bacterianas o
parasitas. La asociacion entre una alta temperatura y una sensibilidad relativamente
baja a enfermedades fungicas puede ser una respuesta a la cual los mamiferos
incluyendo el hombre son un poco mas resistentes a las patologias fungicas. Lo
anterior parte del hecho que la mayoria de los hongos tienen como temperatura 6ptima
de crecimiento aproximadamente entre 22°C — 28°C; ademas si se compara su tasa
de crecimiento con las de las bacterias la de los hongos es mucho mas bajas (Carlile,
1994), lo que sugiere que la elevada temperatura de los animales proporciona una
barrera de proteccién térmica que excluye la posibilidad que la mayor parte de las

especies fungicas sean patégenas para esta clase de hospederos (Casadevall, 2005).
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El género de Fusarium es el agente casual del marchitamiento vascular, enfermedad
que afecta una gran variedad de cultivos (ajo, algoddn, arveja, banano, brocoli,
calabacita, cebolla, chile, fresa, linaza, meldn, ornamentales- clavel, crisantemos,
gladiolos, tulipanes, repollo, maiz, tomate, etc.) econOmicamente importantes
alrededor de todo el mundo (Ortoneda, et al; 2004; Groenewald, 2006).

Fusarium crece rapidamente en agar papa dextrosa a 25 °C, produciendo un micelio
algodonoso e incoloro al principio, pero conforme madura adquiere un color crema o
amarillo palido y bajo ciertas condiciones adquiere una tonalidad rosa palido, rojo o
parpura (Diaz de Castro et al; 2007).

Este patégeno produce un micelio septado hialino que produce tres tipos diferentes de
esporas asexuales. Los microconidios son producidos en el micelio aéreo solo 0 en
cadenas, tiene de una a dos células y son las esporas que el hongo produce con mayor
frecuencia y abundancia en todas las condiciones. Estas esporas son las que el hongo
forma con méas frecuencia en el interior de los vasos sanguineos de las plantas
infectadas, o en el torrente sanguineo en el caso de animales y humanos (Diaz de
Castro et al; 2007). Las macroconidias son esporas tipicas de Fusarium, estan
constituidas por 3 0 5 células, que se adelgazan gradualmente y se encorvan hacia
ambos extremos. Aparecen con gran frecuencia sobre la superficie de plantas que han
sido destruidas por el patdégeno, estas macroconidias son producidas en una estructura
especializada, el esporodoquio, una masa de monofialides cortas que sostienen las
macroconidias. Ademas pueden producirse en el micelio aéreo ya sea en el
monofialides o polifialides. El ultimo tipo de espora son las clamidosporas, que estan
constituidas por una o dos células, son esporas redondas de pared gruesa lisa o rugosa
y contiene un material lipidico que le permite al hongo sobrevivir en situaciones
adversas. Pueden estar solas, en pares, cadenas o0 grupos. Estos tres tipos de esporas
se forman en el cultivo del hongo y quiza también en el suelo, aunque cabe decir que
solo las clamidosporas sobreviven en este Ultimo sustrato durante mas tiempo (Diaz
de Castro et al, 2007).

Fusarium oxysporum junto con Fusarium solani y Fusarium veticillioides, son los
responsables practicamente de todos los casos de infeccidn invasivas en animales y

humanos asi como se producen lesiones diseminadas como queratomocosis, ulceras
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y onicomicosis, ademas de ser los principales patdgenos de plantas (Ponton et al,
2000; Chade et al, 2003; Ortoneda et al, 2004).

5.2.2 Principales sintomas y signos de enfermedades causadas por hongos

Las enfermedades causadas por hongos producen en sus hospederos una amplia
variedad de tipos diferentes de sintomas. Los hongos fitopatégenos pueden producir
manchas clordticas y necréticas, cribados, cancros, tizones, podredumbres humedas
0 secas, momias, agallas, abolladuras, costras, ahogamientos, marchitamientos y

pustulas (Agrios, 1991).

5.2.3 Desarrollo de la enfermedad.
La infeccion es el proceso mediante el cual los patdgenos entran en contacto con las

cuales o tejidos susceptibles de un hospedero y en el que se producen nutrientes
suficientes para ambos. Durante la infeccion, los patdégenos se desarrollan o
reproducen dentro de los tejidos de las plantas, animales 0 humanos e invaden a estos
en forma variable. De esta manera, la invasion del patégeno sobre los tejidos, el
crecimiento y reproduccion (colonizacion) en los tejidos infectados constituyen dos
fases concurrentes en el desarrollo de una enfermedad dentro del proceso infectivo
(LI&cer et al; 2000).

Durante la infeccién en plantas, el fitopatogeno obtiene sus nutrientes a partir de
células vivas que con frecuencia no son destruidas, otros destruyen a las células y
utiizan sus contenidos conforme las invaden, y otros matan a las células y
desorganizan a los tejidos que se encuentran alrededor de ellos.

Durante la infeccién; los patdégenos liberan en el hospedero ciertas sustancias
biol6gicamente activas (por ejemplo, enzimas, toxinas y reguladores de crecimiento)
gue afectan la integridad estructural de las células del hospedero o bien su s procesos
fisiologicos. En respuesta a los patdgenos, las plantas reaccionan con una gran
variedad de mecanismos de defensa que dan como resultado diferentes grados de
proteccion de la planta ante el patogeno (Agrios, 2005; Llacer et al; 2000). Aunque las
infecciones efectivas dan como resultado la formacién de zonas necroéticas o de zonas

decoloradas y malformadas (Ortoneda et al; 2004).
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5.2.4 Colonizacion de los tejidos del huésped.

Se cree que los hongos patdgenos perjudican las células de su hospedero causando
enfermedad mediante la accion individual o combinada de cuatro mecanismos
fundamentales de patogénesis (LIacer et al., 2000, Rehman et al., 2013)

1. La produccion y liberacién de enzimas para la degradacion de la pared celular y
la cuticula.

2. La produccion y liberacion de substancias (toxinas) que interfieren con
el metabolismo o que afectan la estructura normal del citoplasma (animal y humano) y
protoplasma (plantas).

3. La produccién y liberacion de substancias que interfieren con el control normal del
crecimiento y desarrollo (compuestos hormonales, antihormonales, u otros), causando
la interrupcion no solo del crecimiento, sino de la diferenciacién de las células y los
tejidos.

4La interferencia con los movimientos normales del agua, nutrientes vy
metabolitos.

Durante la infeccion en plantas, el fitopatbgeno obtiene sus nutrientes a partir de
células vivas que con frecuencia no son destruidas, otros destruyen a las células y
utilizan sus contenidos conforme las invaden, y otros matan a las células y
desorganizan a los tejidos que se encuentran alrededor de ellos. Durante la infeccién,
los patdgenos liberan en el hospedero ciertas sustancias biolégicamente activas (por
ejemplo, enzimas, toxinas y reguladores del crecimiento) que afectan la integridad
estructural de las células del hospedero o bien sus procesos fisiolégicos (Rehman et
al., 2013).
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5.3 Fusarium verticillioides.

Las colonias son de crecimiento moderadamente rapido, de 8 cm a los ocho dias,
de color blanco a durazno. Las microconidias son abundantes, generalmente de
una célula, de ovala a ovoide, en largas cadenas o en falsas cabezas. Los
conidiéforos son largos, no ramificados y ramificados, monofiliades y polifiliades.
Las macroconidias estan presentes pero son escasas, y varian levemente de su
forma curva a casi rectas, de paredes delgadas. Las clamidosporas estan

ausentes (Sanabria et al., 2002; agrios, 2005).

Fusarium verticillioides es un hongo cosmopolita, pero con cierto predominio en
zonas tropicales y subtropicales. Puede causar queratitis, endoftalmitis,
infecciones cutaneas y en ocasiones infecciones diseminadas. El crecimiento en
APD es rapido, unos 40 mm en una semana con abundante micelio aéreo
algodonoso, de color blanco a melocoton o rosa salmén que se tifie de color
azulado o purpura en pocos dias. El color del reverso varia de crema a lila, vino

tinto o parpura.
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5.3.1 Clasificacion taxon6dmica

Reino Fungi

Phylum Ascomycota

Clase Deuteromycete

Orden Hypocreales

Familia Hypocreaceae

Género Fusarium

Especie  Fusarium verticillioides

Clasificacién taxondmica de fusarium segun Groenewald (2006) y Diaz de

castro et al; (2007).
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5.4 Fusarium verticillioides en la agricultura

La especie F. verticillioides se distribuye por todo el mundo, y con alta frecuencia
es aislada del maiz, practicamente de cualquier érgano de la planta. Es el
principal patégeno del cultivo y limitante de la productividad porque ocasiona
pérdidas cuantiosas que varian afio con afio. Se le conoce como un patégeno
necrétrofo por la capacidad que tiene de causar la muerte del tejido hospedero
y, luego, sobrevive como saprofito en el rastrojo. Sin embargo, durante los
periodos tempranos de la infeccion el hongo adquiere una fase biotrofa, al grado
de que puede sobrevivir como enddfito en la semilla y en el tallo de las plantas
sin causar dafios visibles. Cuando las condiciones ambientales son favorables,
infecta los tejidos de la planta y es capaz de provocar pudricion en érganos como
la raiz, el tallo y la mazorca. Tal circunstancia resulta de la compleja interaccion
entre varios factores como son la virulencia de la cepa, el genotipo y la etapa del
desarrollo del maiz, asi como las condiciones ambientales. El clima caliente y
humedo favorece la pudricion de la mazorca durante el periodo de llenado de

grano.

5.4.1 Mecanismo de infeccion del patégeno

Uno de los aspectos que favorece la infeccién y la alta incidencia de F.
verticillioides en el maiz es que el hongo utiliza mdltiples rutas de entrada a la
planta para colonizar distintos tejidos y, de esa manera, causa diversas
enfermedades a lo largo de su desarrollo incluyendo el suelo, el aire y la
transmision vectorial, cada uno afecta diferentes partes de la planta, incluyendo
las semillas, las sedas, las raices, las hojas y las orejas, de esa manera, causa
diversas enfermedades a lo largo de su desarrollo (Figura 2.1). Las semilla en
germinacion son el objetivo mas comudn, a esta via se le denomina infeccion
sistémica (Foley, 1962). Esta infeccion puede comenzar a partir de conidios de
hongos o micelios ya sea dentro de las semillas o en la superficie de la semilla
y ocurre hasta el establecimiento de las plantulas, como el hongo sobrevive

—-ya sea en la semilla o en el suelo—, se encuentra estratégicamente
16



posicionado para infectar a la planta (Lanubile et al., 2010). En el suelo, F.
verticillioides puede penetrar en la planta a través de las raices y del mesocatilo,
las hifas colonizan las células del parénquima del escutelo y llegan hasta el
cortex. Entre 25 y 30 dias, las raices y el mesocatilo ya se hallan colonizados
y pueden mostrar sintomas de pudricion, dependiendo de la cantidad de indculo
y de factores ambientales. En el tallo no hay muchas hifas, de ahi que la infeccion
puede cursar de manera asintomatica hasta ciertos tejidos (Oren et al., 2003).
Aunque el hongo es capaz de translocarse por el tallo y llegar a la nueva
mazorca en desarrollo; el Unico sitio que parece limitar su paso es el tejido de

transicion entre la corona de la plantula y el tallo (Munkvold et al., 1997a).

La via mas comun para que F. verticillioides infecte a la mazorca es a través
del estigma. Lo anterior sucede cuando el inéculo aéreo y las conidias
transportadas por el agua de lluvia se depositan en el estigma. De esa forma,
se facilita el acceso a las células del pericarpio y la hifa del hongo crece en la
superficie de la cuticula para poder acceder al grano, a través de la parte inferior
del canal estilar, incluso en ausencia de lesiones mecanicas. Se cree que esta
estrategia sea la via principal para la infeccion del nucleo (Munkvold et al.,
1997a).

17



Figura 5. 1. Rutas de entrada de Fusarium verticillioides a la planta de maiz. 1. Infeccién
sistémica de plantulas. El hongo sobrevive en la semilla o en el suelo de donde accede a
la plantula e infecta las raices. 2. Infeccion a través del estigma. Las conidias del hongo
son depositadas en el estigma (E) y penetran a través de la parte inferior del canal estilar
(CE). C: carpelo, SE: saco embrionario. 3. Infeccién a través de heridas. El hongo accede
al tallo y/o a la mazorca a través de lesiones mecanicas causadas por insectos al
alimentarse.
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La Infeccidn del tallo y la mazorca también se producen a través de las heridas
causadas por insectos, es decir por dafio mecéanico. Al alimentarse, varios
insectos —plagas del maiz— horadan las mazorcas vy los tallos de la planta. Este
dafio mecanico funciona como ruta de entrada para las conidias de F.
verticillioides. Ademas, hay insectos que actian como vectores del hongo, ya
sea dispersandolo a lo largo de la superficie de la planta hacia los granos —
como el gusano barrenador Ostrinia spp., (Munkvold et al., 1997b) o, bien,
transportandolo a través de grandes distancias —como el gusano de la raiz
(Diabrotica sp.)—. Otros vectores descritos son el gusano elotero —en sus fases
de larva y de adulto—, los trips y los gorgojos. Evidentemente las rutas de
infeccion mencionadas no son excluyentes y en el campo las plantas son
atacadas a través de una o mas de estas vias y por distintas cepas del
patdgeno.

Los sintomas de la infeccibn son excepcionalmente variables, desde
asintomética, sin signos de infeccién a una enfermedad severa que resulta en
descomposicion completa o marchitamiento. Debido a que la planta puede
permanecer asintomatica durante todo el ciclo de la enfermedad, la infeccion
puede pasar desapercibida (Brown et al., 2007). F. verticillioides es un hongo
endofitico que crece sistémicamente dentro de la planta (Bacon y Hinton, 1996).
Anteriormente, se desconocian las ventajas de la relacion enddfita planta- hongo
sin sintomas. Yates et al., (1997) encontraron que en las infecciones
asintomaticas, las hifas crecen intercelularmente en las raices y los brotes de
las plantas infectadas, pero el crecimiento tiene una distribucion limitada en las
hojas, lo cual se manifiesta en un incremento en el peso seco de raiz de las
plantulas de maiz inoculadas con F. verticillioides en comparacion al de las
plantas de semillero no infectadas. Williams et al., (2007) demostraron que el
crecimiento de la raiz se estimula con dosis bajas de fumonisinas 1 (FB1

principalmente).
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El siguiente paso en el establecimiento de la infeccién supone la penetracion de
los hongos patdgenos en sus hospedadores. La penetracion puede tener
lugar mediante tres mecanismos:

Mecanica: existen algunas especies de hongos que penetran en la planta
hospedadora a través de heridas causadas por procesos naturales (caida de
hojas, formacion de raices secundarias, etc.) Practicas agricolas (poda,
recoleccién, etc.) O ataques por insectos (Agrios, 1991). Las heridas naturales
o artificiales pueden dar lugar a la exudacion de nutrientes y a la exposicion
directa del xilema, hacia el cual son absorbidos los propagulos fungicos (Llacer
et al 2000).

Digestion enzimatica: La penetracion también puede producirse por digestion
enzimatica de la cuticula y la pared celular. La produccién de cutinasas por parte
de determinados hongos es determinante en la invasion de las plantas, lo que
ha quedado demostrado mediante la inhibicion de esta enzima con anticuerpos
o inhibidores quimicos, que ocasionan una reduccion de la virulencia del hongo.
En general, las enzimas que degradan las barreras celulares son consideradas
porque juegan un papel importante en la patogénesis animal, humana y vegetal
causada por hongos, debido a que estas enzimas facilitan la penetracion y
colonizacion tisular, para dar paso a continuacion a los determinantes de
virulencia los cuales van a ser responsables del desarrollo de los sintomas una

vez inicie el crecimiento del hongo dentro del hospedero (Agrios, 2005).

Aberturas naturales como las lenticelas en tallos y frutos, por los estomas en las
hojas, siendo esta Ultima la ruta mas comun (Alexopoulus, 1985).

Otros hongos fitopatdgenos penetran directamente a través de la superficie
intacta de la planta por medio de los tubos germinativos, por medio de
apresorios o0 agregados hifales mas complejos que reciben el nombre de cojines
de infeccion. La penetracién de la cuticula es seguida por un crecimiento
subcuticular o intramural, que puede en ocasiones verse interrumpido dando

lugar a infecciones latentes (Alexopoulus, 1985; Agrios, 1991).
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5.5 Maiz.

5.5.1 Descripcién botanica.

La especie botanica maiz (Zea mays) es una graminea que pertenece a la tribu
Maideas y a la familia Poaceae (Rzedowski y Rzedowski, 2001).

El maiz es una planta de porte robusto y de habito anual; el tallo es simple,
erecto, de elevada longitud alcanzando alturas de 1 a 5 m, con pocos macollos
o ramificaciones, su aspecto recuerda al de una cafia de azucar por la presencia
de nudos y entrenudos y su médula esponjosa. Las hojas nacen en los nudos
de manera alterna a lo largo del tallo; se encuentran abrazadas al tallo mediante
la vaina que envuelve el entrenudo y cubre la yema floral, de tamafio y ancho
variable. Las raices primarias son fibrosas presentando ademas raices
adventicias, que nacen en los primeros nudos por encima de la superficie del
suelo, ambas tienen la misiébn de mantener a la planta erecta (Jugenheimer,
1988).

El maiz es una planta monoica de flores unisexuales, que presenta flores
masculinas y femeninas bien diferenciadas en la misma planta: la inflorescencia
masculina es terminal, se conoce como panicula (0 espiga) consta de un eje
central o raquis y ramas laterales; las inflorescencias femeninas (mazorcas) se
localizan en las yemas axilares de las hojas, son espigas de forma cilindrica que
consisten de un raquis central u olote donde se insertan las espiguillas por pares,
cada espiguilla con dos flores pistiladas una fértil y otra abortiva; estas flores
pistiladas tienen un ovario Unico con un pedicelo unido al raquis, un estilo muy
largo donde germina el polen. EI maiz es una planta de polinizacion abierta

(anemdfila) propensa al cruzamiento. La polinizacion ocurre con la
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transferencia del polen, por el viento, desde la espiga a los estigmas (cabellos)
de la mazorca. Cerca del 95% de los évulos son fecundados con polen de otra
planta y un 5% con el mismo polen, aunque las plantas son completamente
autocompatibles. Enla mazorca cada grano o semilla es un fruto independiente
llamado cariépside que estd insertado en el raquis cilindrico u olote
(Jugenheimer, 1988).

5.5.2 Importancia del cultivo de maiz.

El maiz es el cultivo de mayor relevancia a nivel mundial por el volumen de su
produccion, la gran diversidad de su uso y por producirse en paises de
todos los continentes en condiciones extremadamente diferentes. En México,
la produccion de maiz se destina predominantemente al consumo humano v,
en menor medida para el consumo pecuario e industrial, lo que permite la
generacion de productos elaborados desde la tortilla hasta los cereales de mesa,
aceites comestibles, frituras, almidones y fructosa; también es utilizado como
alimento para el ganado en forma directa 0 es canalizado a la industria de

alimentos balanceados, principalmente para aves y cerdos (UACH, 2001).

La importancia del maiz en el sector agricola se aprecia a través de su alta
participacion en la dieta nacional, en la superficie sembrada y su peso relativo
en el valor de la produccion. México es el principal productor mundial de maiz
blanco, en virtud de su alto contenido nutricional se produce exclusivamente para
el consumo humano; en tanto que el maiz amarillo se destina al procesamiento

industrial y a la alimentacién animal (UACH, 2001).

Desde el punto de vista alimentario, econémico y social el maiz es el cultivo de
mayor importancia en México, teniendo una produccion de 23.3 millones de

toneladas de maiz blanco para el presente afo, lo que representaria un aumento
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estimado de 4.7 por ciento y se fortalecera la autosuficiencia en la produccién de
este grano basico para la alimentacion de los mexicanos. De acuerdo con un
informe de la dependencia federal, este incremento durante el afio comercial
(octubre 2016-septiembre 2017) representaria un volumen adicional de cerca de
un millén de toneladas con respecto al periodo anterior. Sinaloa es el principal
estado productor seguido de Jalisco, Estado de Meéxico, Michoacéan,
Guanajuato, Chihuahua, Guerrero, Veracruz y Chiapas, que en conjunto
generan un volumen de produccién de 17, 528, 281 toneladas de maiz grano a
nivel nacional. En México existe una gran diversidad de variedades de maiz, sin
embargo se produce y cultiva el maiz blanco en la mayor parte de la superficie
sembrada del pais (SAGARPA, 2017).

5.6 Generalidades de los hongos entomopatégenos.

En los ultimos 50 afios, la investigacion en la proteccion de los cultivos contra los
insectos plaga ha estado enfocada al uso de agentes de biocontrol (BCA)
(Whipps y Lumsden, 2001). La creciente inquietud por los efectos nocivos sobre
la salud causados por las practicas de la agricultura tradicional intensiva que
involucra el uso de insecticidas sintéticos; la aparicion de resistencia a los
insecticidas quimicos en algunos insectos de importancia econémica hacen que
haya un interés cada vez mayor en el uso de insecticidas de origen biolégico
(Glare et al. 2012). En consecuencia, desde mediados del siglo XX ha habido
gran expansiéon del mercado en base a hongos patégenos con actividad selectiva
contra las plagas de insectos (Lépez-Pérez et al. 2014). El uso de estos métodos
de control se deriva de una disciplina denominada control biolégico, que se basa
en el principio natural en que muchas especies de organismos se alimentan,
viven y se reproducen sobre otras, cuyas poblaciones son reguladas por las

primeras en los diferentes ecosistemas, indirectamente esto logra que las

23



cantidades alcanzadas por los grupos poblacionales no sean nocivas al sistema

11}

(Madrigal, 2001). Ernest y Brown (2001) definen la homeostasis como “las
interacciones compensatorias entre especies, que producen estabilidad en un
ecosistema”, en consecuencia los hongos entomopatdégenos y las enfermedades
que de forma natural causan en los insectos son un ejemplo claro de esta
relacion y el control biolégico es el aprovechamiento de estas interacciones

regulatorias para disminuir las poblaciones de una plaga.

Entre los microorganismos entomopatdégenos, los hongos son considerados
controladores promisorios, ya que pueden infectar a los insectos directamente a
través de la penetracion de la cuticula y poseen multiples mecanismos de accion
gue les confieren una alta capacidad para evitar que el hospedero despliegue
mecanismos de resistencia (Hayek y Leger, 1994). Sin embargo, su crecimiento
y desarrollo esta limitado por las condiciones Caracterizacion de hongos
entomopatdégenos asociados a insectos plaga de palma de aceite (Elaeis
guinnensis Jaqc) 18 ambientales externas, en particular por la humedad, la
radiacion solar y la temperatura, que determinan la adecuada esporulacion y

germinacion de las conidias (Tanada y Kaya, 1993).

5.6.1 Mecanismos de accion de hongos para control de enfermedades
fitopatdgenas.

Las enfermedades presentes en las plantas son las responsables de una pérdida
total anual del cultivo valorado en mas de 200 billones de euros (Agrios, 2005).
La mayoria de estas enfermedades son causadas por hongos como Fusarium
oxysporum, Gaeumannomyces graminis var. tritici, Rhizoctonia solani y
Thielaviopsis, algunas bacterias tales como Erwinia amylovora, Ralstonia
solanacearum y Streptomyces scabies y nematodos como Melaidogyne
incognita. La habilidad de los hongos empleados como antagonista de
fitopatogenos para lograr la reduccion de las enfermedades provocadas en los

cultivos son bien conocidas, entre ellos, competencia por nutrimentos que es
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indispensable para la germinacion de esporas o sitios de infeccién (Goldman et
al., 1994). El micoparasitismo, que hace referencia al papel de diferentes
sustancias y la antibiosis con la produccion de enzimas asi como los metabolitos
secundarios, siendo estos ultimos clave para muchas interaccion que causan la
destruccion del patégeno (Jensen y Wolffhechel, 1995).

Se tiene registro de un nimero de agentes de control biolégico y que ademas
estan disponibles como productos comerciales, donde también se incluyen
cepas pertenecientes al género Bacteria como Agrobacterium, Pseudomonas,
Streptomyces y Bacillus; mientras que del género Fungi encontramos a
Gliocladium, Trichoderma, Ampelomyces, Candida y Coniothyrium. Siendo
Trichoderma el hongo que de manera frecuente se ha aislado del suelo y esta
presente en el ecosistema de las raices de plantas (Harman et al., 2004). De lo
anterior, se tiene conocimiento que Trichoderma es un hongo oportunista, no
virulento para las plantas y tiene una funcion parasitaria y antagonista de
muchos hongos fitopatdgenos, permitiendo la proteccion de las plantas hacia las
enfermedades. Ademas, es de los agentes de control biolégico mas estudiados
y comercialmente empleado como biopesticida, biofertilizante y reparador del
suelo (Harman et al., 2004, Lorito et al., 2004).

5.6.2 Proceso infectivo de los hongos entomopatdégenos en los insectos.

La mayoria de estos hongos son patdgenos obligados o facultativos que causan
en el insecto enfermedades denominadas micosis (Tanada y Kaya, 1993). El
proceso infectivo comienza con la Adhesién de la conidia a la cuticula del insecto
este proceso esta directamente relacionado con el tipo de conidias y la
hidrofobobicidad de la cuticula del insecto, cuando las conidias crecen
aéreamente se unen bien a superficies hidrofobicas pero la adhesion a
superficies hidrofilicas es débil; las conidias que crecen sumergidas se unen bien
a ambos tipos de superficies y las blastosporas (In vitro) se unen de una manera
fuerte a superficies hidrofilicas y débilmente a superficies hidrofébicas (Holder y

Keyhani, 2005). La adhesion de las conidias también puede estar influenciada
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por la topografia cuticular, la presencia de setas o espinas puede facilitar este
proceso (SosaGomez et al. 1997). Una vez la conidia se ha adherido comienza
el proceso de germinacion que es el retorno de la actividad o metabolismo
vegetativo, morfolégicamente es la emergencia de la célula vegetativa en forma
de un tubo germinativo que crece sobre la superficie cuticular formandose un
apresorio que penetra la cuticula (Vargas, 2003), factores como la humedad
ambiental, la temperatura y estado de desarrollo, parte del cuerpo y balance
nutricional del insecto pueden influenciar la germinacion de la conidia de un
hongo entomopatégeno (Volcy y Pardo, 1994; Tanada y Kaya, 1993). La rapida
germinacion de las conidias puede ser una ventaja ya que evita la exposicion a
ambientes que pueden ser adversos para el hongo y reduce la posibilidad de que
el insecto tenga una respuesta al ataque del mismo (Vega et al. 2012). Una vez
la conidia ha germinado comienza la penetracion en la cuticula del hospedero
gue ocurre como resultado de una Caracterizacion de hongos entomopatdégenos
asociados a insectos plaga de palma de aceite (Elaeis guinnensis Jaqc) 24
combinacion entre la degradacién enzimatica de la cuticula y la presion mecénica
ejercida por el extremo de una hifa invasiva que forma un boton de penetraciéon
donde la capa cuticular es deformada por presién (Tanada y Kaya, 1993;
Humber, 2009).

El mecanismo quimico de penetracion de la cuticula involucra una serie de
enzimas como proteasas, aminopeptidasas, esterasas, lipasas y quitinasas, las
cuales causan degradacion del tejido en la zona de penetracién (Vega et al.
2012). Durante este proceso de penetracion en algunos casos se produce una
respuesta no celular, llamada melanizacién cuticular que puede retardar o
detener el proceso de germinacion mediante el endurecimiento de la cuticula que
forma una barrera contra la penetracion del hongo (Humber, 2009; Schrank y
Vainstein, 2010). Una vez que el hongo atraviesa la cuticula debe vencer el
sistema inmunolégico del hospedero antes de entrar a la hemolinfa vy
desarrollarse dentro del insecto (Madrigal, 2001). Después de llegar al hemocele,

la mayoria de los hongos pasan a una fase levaduriforme o de crecimiento por
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gemacion. Las infecciones causadas por hongos en su gran mayoria tardan mas

de dos dias en causar la muerte del hospedero.

Se producen toxinas y enzimas, aunque algunos hongos aparentemente no
poseen toxinas, matan el insecto al consumir todos los nutrientes o por
destruccion fisica de sus tejidos (Bustillo, 2001). En la medida que avanza el
proceso de infeccién el hongo crece y comienza a absorber una proporcién cada
vez mayor de nutrientes del hospedero, se da una creciente competencia por el
oxigeno disuelto disponible y por el crecimiento de las estructuras del hongo se
produce una invasion del espacio que impide la circulacion de la sangre a través
del hemocele (Humber, 2009). La colonizacion del hemocele por el hongo
produce una alteracion del estado fisioldgico del insecto y de sus funciones de
excrecion y respiracion provocando la muerte del insecto (Humber, 2009).
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5.7 Beauveria bassiana.

La primera especie de hongo entomopatogeno utilizada para el control biolégico
de plagas fue B. bassiana, siendo un género factible para la reproduccion masiva
(Hernandez- Velazquez et al.,, 1996) y se han aislado numerosas cepas con
actividad insecticida contra una gran variedad de insectos plaga. Es la especie
mas distribuida del género, asi mismo se encuentra en un amplio rango de
ambientes tanto de manera endofita como mutualista (suelo, rizésfera, superficie
e interior de plantas) y se ha adaptado a una gran cantidad de hospederos
(Zimmerman, 2007), razon por la que es ampliamente estudiada y empleada

como un agente de control bioldgico.

El género Beauveria es un hongo entomopatdgeno con hifas septadas, contiene
estructuras reproductivas llamadas conidiéforos, sobre las cuales se desarrollan
las conidias. El micelio de Beauveria se ramifica para formar los conidiéforos,
gue son simples e irregulares y terminan en vértice formando racimos, la base
de la célula conididgena es globosa presentando un adelgazamiento en el area
donde se insertan los conidios, estos conidios también son globosos de 2-3 x 2.0
pm (Humber, 1998, Gallegos, 2004).

El desarrollo completo lo alcanza a los 21 dias a 27°C en medio sdlido; se
caracteriza por presentar una apariencia polvosa de color blanco algodonoso o

amarillento cremoso (Hernandez-Velazquez et al., 1996).
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5.7.1 Clasificaciéon taxondmica.

Con la actualidad de las técnicas moleculares se presentan variaciones en la
clasificacion taxonomica de los hongos permitiendo que algunos hongos
anteriormente clasificados como Deuteromycetes se relacionaran con sus
correspondientes estadios sexuales y de esta forma se integraron dentro del
phylum Ascomycota y Basidiomycota. Estos andlisis moleculares filogenéticos
muestran una organizacion de linajes divergentes relacionados a la especie
sexual Cordyceps bassiana (Rehner y Buckley, 2005). De acuerdo a The
National Center for Biotechnology Information (NCBI, 2009)

Divisién eukarya

Reino Fungi

Phylum Ascomycota
Subphylum Pezizomycotina
Clase Sordariomycetes
Subclase Hypocreomycetidae
Orden Hypocreales

Familia Cordycipitaceae
Genero Beauveria

Especie Beauveria bassiana
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5.7.2 Ciclo biol6gico de Beauveria bassiana.

Presenta un ciclo dimorfico del crecimiento, cuando hay ausencia de hospedero
especifico, pasa a través de un ciclo vegetativo asexual que incluye germinacion,
crecimiento micelial y formacién de conidias. Cuando se presenta un hospedero
se cambia a un ciclo patdgenico donde las conidiosporas germinan en la
superficie de la cuticula y los tubos germinativos penetran el integumento del

hospedero directamente. (Culebro Ricaldi, 2017)
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Figurab5.2. Ciclo biolégico de Beauveria bassiana.

Una vez habiendo penetrado la cuticula, el hongo altera su morfologia de
crecimiento y produce cuerpos hifales que proliferan por gemacion. En seguida
de la muerte del hospedero, el crecimiento del hongo regresa a su etapa saprofita
(Gillespie y Claydon, 1989). En condiciones controladas de laboratorio, Posada
(2005) reporta que la fase patogénica dura 4 dias en promedio mientras que la
fase saprofita es de 6.2 dias. Algunos otros autores reportan tiempos entre 3 y

14 dias de la fase patogénica (campo); esta variacién es dependiente de la cepa

30



de hongo, ubicacion geografica, dosis de conidios, temperatura, humedad,

especie y estadio del insecto (Monzon, 2001).

5.8 Capacidad de produccion enzimatica.

La accion enzimatica de los hongos entomopatdégenos aunque es muy compleja,
fue posible relacionarla con la capacidad infectiva y la patogenicidad sobre los
insectos (Smith et al.,, 1981). La cuticula de los insectos es una estructura
consistente en nanofibras de quitina cristalina integrada a una matriz de
proteinas, polifenoles, agua y pequefas cantidades de lipidos (Vincent y Wegst,
2004), que puede ser degradada por proteasas y quitinasas. Por su parte, la
pared celular de los hongos es una estructura compleja compuesta de quitina,
glucanos y otros polimeros, formandose un entrecruzamiento entre estos
componentes, creando una estructura reticular compleja (Adam, 2004). Debido
a que las hidrolasas como quitinasas y glucanasas se han identificado como las
responsables de la degradacion de la pared celular de los hongos (Adam, 2004),
las enzimas de los hongos entomopatdégenos que hidrolizan estas estructuras

pueden ser empleadas con fines de control biolégico.

Las proteasas son enzimas que hidrolizan las proteinas por sus enlaces
peptidicos y son empleados para destruir las proteinas antimicoticas del
hospedero, causar protedlisis en la hemolinfa y la desnutricion del hospedero
(Tartar y Boucias, 2004), facilita la activacién proteolitica para la produccion de
precursores de diversas toxinas y la liberacion consecuente de aminoacidos

dando lugar a la produccién de aminas, elevando el pH del medio.

De acuerdo al mecanismo de accion, se dividen en exopeptidasas y
endopeptidasas. A su vez las endopeptidasas se clasifican en cuatro clases:

serin proteasa (EC 3.4.21), cistein proteasa (EC 3.4.22), aspartil proteasa (EC
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3.4.23) y metaloproteasa (EC 3.4.24) (Rao et al., 1998); de estas las mas
comunes en hongos entomopatdégenos son las serin-proteasas del tipo
subtilisina (St Leger, 1995), aunque también producen proteasas del tipo tripsina
denominada Pr2 (Cole et al, 1993). Ambas proteasas son enzimas
extracelulares secretadas para la degradaciéon de la cuticula, proporcionando
nutrimentos para el hongo (Tiago et al., 2002). De la misma manera como los
hongos patdégenos utilizan la sintesis de proteasas durante el proceso de
infeccion, los hongos entomopatégenos pueden emplear la misma estrategia en
el control de insectos, hongos fitopatdgenos, bacterias y nematodos (Khan et al.,
2003).

Se han sugerido varias estrategias, una de las cuales es utilizar inductores para
permitir el crecimiento de los hongos y asi producir eficientemente estas enzimas
en medios sélidos o liquidos (Pereira et al.,, 2007) y ademas permite que la

virulencia de los hongos entomopatdégenos se mantenga.

5.9 Capacidad antifungica de hongos entomopatégenos.

Los hongos antagonistas resultan importantes para el control biolégico de los
fitopatdgenos. En este sentido, las especies del género Trichoderma se
destacan entre las mas utilizadas para el biocontrol de patdgenos fungicos del
suelo. Estas especies presentan diferentes modos 0 mecanismos de accion que
le permiten el control de los fitopatdgenos. Entre estos mecanismos se
encuentran: competencia por el sustrato, micoparasitismo, antibiosis,
desactivacion de enzimas del patdgeno, resistencia inducida, entre otros.
Mientras mayor sea la probabilidad de que un aislamiento de Trichoderma,
manifieste varios modos de accién; mas eficiente y duradero sera el control sobre

el patégeno, aspectos que no poseen los plaguicidas quimicos.

Desde los primeros estudios en esta tematica y hasta el presente, entre las

especies mas ampliamente estudiadas y aplicadas como control biolégico, se
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encuentran las del género Trichoderma, debido a su eficaz control, capacidad
reproductiva, plasticidad ecologica, efecto estimulante sobre los cultivos y
recientemente se detectd su accidbn como inductor de resistencia sistémica en la

planta a diferentes patdégenos.

Trichoderma Rifai como un controlador biolégico y antagonista natural de
fitopatégenos muestra una amplia gama de hospedantes y dentro de ellos estan
los hongos fitopatbgenos de importancia, tales como: Fusarium oxysporumf.
sp. cubense (E.F. Smith) Snyd.y Hans, Fusarium roseum Link, Botrytis
cinerea Pers, Rhizoctoniasolani Kiihn, Sclerotium,rolfsii Sacc. Sclerotinia spp.,

Pythium spp. Phytophthora spp., Alternaria spp., entre otros.
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6 Procedimientos y descripcion de las actividades realizadas.

6.1 Actividad antagdnica
La actividad de las nueve cepas de hongos entomopatdgenos contra Fusarium
verticillioides sera evaluada usando el método de confrontacion dual, produccién
de compuestos volatiles y la produccién de HCN. En la confrontacién dual, un
disco de micelio de 5 mm de diametro de cada una de las cepas antagdnicas
(entomopatdgenos) con un crecimiento activo de 7 dias, se inoculara en el
margen de la caja Petri con medio PDA y en el margen equidistante con una
separacion de aproximadamente 5 cm, se transferira un disco con crecimiento
micelial del hongo fitopatogeno (Fusarium verticillioides). Las cajas se
mantendran a 28 +2°C hasta el momento en que las hifas de ambos hongos
entren en contacto. Los experimentos se realizaran con cinco réplicas
empleando un disefio experimental completamente aleatorizado. Los controles
seran cajas Petri solo con Fusarium verticillioides. El efecto supresor o inhibidor
serd evaluado empleando el Porcentaje de Inhibicién en el Crecimiento Radial
(PICR) de Fusarium verticillioides acorde a las mediciones que se efectuaran
cada dos dias (Gaigole et al. 2011). La habilidad del hongo antagonista para
reducir la expansion de las colonias de Fusarium verticillioides fue medida para
determinar el momento del primer contacto entre los hongos y la zona de
inhibicion que se logré observar. La evaluacion del antagonismo (Tabla 1) se

efectud de acuerdo a la clasificacién propuesta por Mbarga et al., (2012).
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6.2 produccion de enzimas hidroliticas.

Con el propésito de cuantificar la produccion especifica de quitinasas y
glucanasas de las cepas de entomopatégenas, se utilizard la metodologia
propuesta por Rajeswari, (2015). Matraces Erlenmeyer de 250 mL, se colocaran
50 mL de medio de cultivo. EI medio empleado estara conformado por
MgSO04-7H20, 0.5 g/l; KCI, 0.5g/l; NaNOs, 3g/l; K2HPOa4, 1 g/l; FeS0s4, 0.01 g/l;
jugo V8, 200 ml y agua destilada, 1000 mL. Como inductores enzimaticos, el
medio se suplementara con quitina en polvo, 1% (p/v) 6 laminarina, 0.1% (p/v)
para la produccion especifica de quitinasas y glucanasas, respectivamente.
Posteriormente, se inocularan con 5 discos miceliales (5 mm @) y se incubara a
28°C, 12 h luz/oscuridad en un agitador rotatorio a 180 rpm durante 8 dias
(Ahmed Idris et al. 2007). Es importante mencionar que cada dos dias se
realizara el filtrado y obtencioén de la solucion enzimatica hasta finalizar los ocho
dias de duracion del experimento. Transcurrido el periodo de incubacion, se
efectuard la separacion de la biomasa por filtracion con papel filtro Whatman
No.l; se toman 10 mL para las siguientes determinaciones: pH, niamero de

esporas.
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Tabla 1 Clasificacidon de antagonismo con la técnica de confrontacion dual.

Antagonismo Caracteristicas

1 Antagonista crece sobre el patéogeno y ocupa la totalidad de la superficie
del medio

1.5 Antagonista ocupa el 87.5% de la superficie del medio

2 Antagonista ocupa el 66.6% de la superficie del medio

2.5 Antagonista ocupa el 62.5% de la superficie del medio

3 Antagonista ocupa el 50% de la superficie del medio

3.5 Antagonista ocupa el 37.5% de la superficie del medio

4 Antagonista ocupa el 33.3% de la superficie del medio

5 Antagonista no crece y el patogeno ocupa la totalidad de

La superficie del medio
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7 Resultados
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Grafica 1 cuantificacién de pH con medio de cultivo Czapeck con jugo V8.

A lo largo del experimento para la produccion de enzimas hidroliticas en un
medio Czapeck con jugo V8, se realizé la cuantificacion de pH producida en los
diferentes tiempos de incubacién para determinar si habia una relacién con la
concentracion de enzimas. Todas las cepas tuvieron un incremento de pH al
finalizar el experimento. Oscilando entre 7.33X10%a 8.68X10°. Excepto la cepa

BB 12-11A1 en el cual tuvo un pH menor en la Ultima muestra.
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Grafica 2 cuantificacion de pH con medio de cultivo Czapeck adicionada con

Laminarina.

En la grafica 2 se observé diferentes tipos de pH en todas las cepas, pero todas
tuvieron el mismo comportamiento ya que todas las cepas tuvieron un
crecimiento exponencial conforme al tiempo, excepto en la cepa BB 32.1. Se
not6 que en el dia 6 hubo una disminucién de pH llegando a los 4.98 pero en el

dia 8 incremento llegando a los 8.17
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Grafica 3 cuantificacion de pH con medio de cultivo Czapeck adicionada con
quitina.

En la tabla 3 se observé que la cepaS BB 32.1 y BB XOO11 tuvieron un mismo
comportamiento ya que en el sexto dia de incubacion las cepas empezaron a
tener un pH menor, la cepa BB 33D presento un crecimiento diferente a las
demas cepas ya que su pH inicial fue de 6.24X10° y al segundo dia de incubacién
bajo hasta los 4.57X10°, para el sexto dia de incubacién subié el pH
manteniéndose entre los 5.47X10° y 5.58X10°
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Grafica 4 cuantificacion de esporas con medio de cultivo Czapeck con jugo V8

A lo largo del experimento para la produccion de enzimas hidroliticas en un
medio Czapeck con jugo V8, se realiz6 la cuantificacién de esporas producida en
los diferentes tiempos de incubacion para determinar si habia una relacién con
la concentracion de enzimas. La cepa BB 12- 11A2 fue la que presento un mayor
namero de esporas mientras que la cepa BB 37 presento un menor niumero de
espora (grafica 4). Las cepas presentaron un mayor numero de esporas en
diferentes tiempos; BB 32.1 (39.5X10°), BB12-11A2 (151.75X10°), se observo en
el cuarto dia de incubacién, BB 37 (23X10°), BB 33D (15.75X10°), su mayor
numero de esporas se observd en el sexto dia de incubacion, BBXO101
(23.25X10%), Ma 122M (14.25X10°), BB 12- 11A1 (19X10°), PSP 128A

(23.25X10°) se observé en el octavo dia de incubacion.
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Grafica 5 cuantificacién de esporas con medio de cultivo Czapeck con jugo V8

Adicionada con Laminarina.

A lo largo del experimento para la produccion de enzimas hidroliticas en un
medio adicionado con laminaria como fuente de carbono, se realizo la
cuantificacién de esporas producida en los diferentes tiempos de incubacion para
determinar si habia una relaciéon con la concentracion de enzimas. La cepa W
fue la que presento un mayor niumero de esporas, mientras que la cepa V
presento un menor niumero de esporas (grafica 5). Las cepas presentaron un
mayor nimero de esporas en diferentes tiempos; BB 33 D (148.75X10°), Ma
122M (38.25X10°) se observé en el segundo dia de incubacién, BB 37
(124.05X10°), se observé en el cuarto dia de incubacion, BB 32.1 (59X10°), su
mayor numero de esporas se observo en el sexto dia de incubacion, UBBXO101
(110.25X10°), BB 12- 11A2 (167.25X10°), BB 129 A (90.5X10°), BB 12-Al
(174.25X10°), PSP 128A (30.5X10°) su mayor concentracion se observo en el

octavo dia de incubacion.
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Grafica 6 cuantificacion de esporas con medio de cultivo Czapeck con jugo V8

adicionada con quitina.

A lo largo del experimento para la produccion de enzimas hidroliticas en un
medio adicionado con quitina como fuente de carbono, se realizé la cuantificacion
de esporas producida en los diferentes tiempos de incubacion para determinar si
habia una relacion con la concentracién de enzimas. La cepa BB 37 fue la que
presento un mayor numero de esporas, mientras que la cepa Ma 122 M fue la
gue presento un menor numero de esporas (grafica 6). Las cepas presentaron
un mayor nimero de esporas en diferentes tiempos; BB37 (2006.2X10°) se
observd en el segundo dia de incubacién, se observé en el cuarto dia de
incubacién, BB 12- 11A2 (1563X10°), BB129A (547.5X10°), BB 12-11A1
(1030X10°), PSP 128A (1645X10°) su mayor nimero de esporas se observo en
el sexto dia de incubacién, BB 32.1 (675X10°), BB 33D (765X10°), BBXO101
(625X10°), V (272.5X10°) su mayor concentracion se observo en el octavo dia

de incubacién
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Grafica 7 Produccién de biomasa fresca de hongos entomopatégenos con
medio de cultivo Czapeck con jugo V8.

Produccion de biomasa fresca de hongos entomopatogenos.

A lo largo del experimento para la produccion de enzimas hidroliticas en un
medio Czapeck con jugo V8, se realiz6 el pesado de la biomasa fresca producida
en los diferentes tiempos de incubacién para determinar si habia una relacién con
la concentracion de enzimas. La cepa BB 37 es la que presenté una mayor
biomasa mientras que la cepa BB 129A fue la que tuvo una menor biomasa
(grafica 7) Las cepas presentaron una mayor biomasa en diferentes tiempos; con
la cepa BB XO101 (1.4413 g), BB 129A (1.7129 g) se observo en al segundo dia
de incubacion, BB 33D (1.5443 g) se observé al cuarto dia de incubacion, Ma
122M (1.5093 g), BB 12-11A1 (1.1563 g) su mayor biomasa se observo en el
sexto dia de incubacion, BB 37 (2.0274 g), BB 12- 11A2 (1.9833 g) su mayor

concentracion se observo en el octavo dia de incubacion.
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Grafica 8 Produccion de biomasa fresca con medio de cultivo Czapeck con jugo

V8 adicionada con laminarina

A lo largo del experimento para la produccion de enzimas hidroliticas en un
medio adicionado con laminarina como fuente de carbono, se realiz6 el pesado
de la biomasa producida en los diferentes tiempos de incubacion para determinar
si habia una relacion con la concentracion de enzimas. La cepa Ma 122M es la
gue presento una mayor biomasa mientras que la cepa BB 12- 11A2 presento
una menor biomasa (grafica 8). Las cepas presentaron una mayor biomasa en
diferentes tiempos; con la cepa BB 12-11 A2 (1.2368 g) se observo al segundo
dia de incubacion, PSP 128A (1.9654 g) se observo al cuarto dia de incubacion,
BB 37 (2.586 g), BB XO101 (2.2677 g), Ma 122M (3.7896 g), BB 12-11A1
(1.8722 g), BB 32.1 (2.2211 g),su mayor biomasa se observo al sexto dia de
incubacion, BB 33D (2.6947 g), BB 129A (0.8913 g), se observo al octavo dia.
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Grafica 9 Produccion de biomasa fresca con medio de cultivo Czapeck con jugo
V8 adicionada con Quitina.

A lo largo del experimento para la produccion de enzimas hidroliticas en un
medio adicionado con quitina como fuente de carbono, se realiz6 el pesado de
la biomasa producida en los diferentes tiempos de incubacion para determinar si
habia una relacién con la concentracién de enzimas. La cepa Ma 122M es la que
presento una mayor biomasa, mientras que la cepa BB 12- 11A2 presento una
menor biomasa (grafica 9). Las cepas presentaron una mayor biomasa en
diferentes tiempos; la cepa Ma 122M (6.092 g), BB 12- 11A2 (2.5568 @), se
observo al segundo dia de incubacion, BB 33D (4.446 g), BB XO101 (4.8861 g),
PSP 128A (3.9618 g) su mayor biomasa se observo al cuarto dia de incubacion,
BB 37 (4.5214 g), BB 12- 11A1 (2.6144 g) su mayor concentracion se observo al
sexto dia de incubacién, BB 32.1 (3.5969 g), PSP 128A (2.3993 g) su mayor

biomasa se observo al octavo dia.
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Grafica 10 Produccién de biomasa seca con medio de cultivo Czapeck con jugo
V8.

A lo largo del experimento para la produccion de enzimas hidroliticas en un
medio Czapeck con jugo V8, se realizo el pesado de la biomasa seca producida
en los diferentes tiempos de incubacion para determinar si habia una relacion
con la concentracién de enzimas. La cepa Ma 122M presento una mayor
biomasa, mientras que la cepa BB 129 A presento una menor biomasa (grafica
10). Las cepas presentaron una mayor biomasa en diferentes tiempos; la cepa
BB 129 A (0.1209 g) se observo al segundo dia de incubacion, BB 33D (0.1083
g), Ma 122M (0.6916 g) se observo al cuarto dia de incubacién, BB 37 (0.1377
g), BB 32.1 (0.1413 g) BB X0O101 (0.0853 g), BB 12-11A1 (0.1473 g), PSP 128A
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(0.1139 g), su mayor biomasa se observo al sexto dia, BB 12-11A2 (0.1473 g)

se observo al octavo dia.
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Grafica 11Produccion de biomasa seca con medio de cultivo Czapeck con jugo

V8 adicionada con laminarina

A lo largo del experimento para la produccion de enzimas hidroliticas en un
medio adicionado con laminaria, se realiz6 el pesado de la biomasa seca
producida en los diferentes tiempos de incubacion para determinar si habia una
relacion con la concentracion de enzimas. La cepa Ma 122M presento una mayor
biomasa mientras que la cepa BB 129A presento una menor biomasa. Las cepas
presentaron una mayor biomasa en diferentes tiempos; BB 12-A2 (0.0919 g) se
observo al segundo dia de incubacion, BB 33 D (0.1938 g), BB XO101 (0.1903
g), BB 12- 11A1 (0.1339 g), PSP 128A (0.153 g) su mayor biomasa se observé
al cuarto dia, BB37 (0.1843 g), X (0.0708 g) su mayor concentracién se observo
al sexto dia, BB 32.1 (0.1902 g), MA 122M (0.2737 g) se observé su mayor

biomasa al octavo dia.
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Grafica 12 Produccién de biomasa seca con medio de cultivo Czapeck con jugo

V8 adicionada con quitina.

A lo largo del experimento para la produccion de enzimas hidroliticas en un
medio adicionado con laminaria, se realiz6 el pesado de la biomasa seca
producida en los diferentes tiempos de incubacion para determinar si habia una
relacion con la concentracion de enzimas. La cepa BB XO101 presento una
mayor biomasa, mientras que la cepa BB 12- 11A2 presento una menor biomasa
(grafica 12). Las cepas presentaron una mayor biomasa en diferentes tiempos;
BB 37 (0.763 g), BB 32.1 (0.67 g), BB XO101 (0.8201 g), Ma 122M (0.6848 g)
su mayor biomasa se observo6 al segundo dia de incubacion, BB 33D (0.545 g),
BB 12- 11A2 (0.2777 g), BB 12- 11A1 (0.33 g), PSP 128A (0.5325 g) su mayor
concentracién se observo al sexto dia de incubacion, BB 129A (0.3127 g) se

observo al octavo dia de incubacion.
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Hongos Dia 7 (cm) Area de PICR
crecimiento

F.V 8.5 (TR 2T T O —
FV+BB 37 4.9166 18.9854393 42.1576471
FV+BB 32.1 6.6166 34.3843373 22.1576471
FV+BB 33D 6.3666 31.835086 25.0988235
FV+BB X0101 6.8333 36.6734589 19.6082353
FV+Ma 122M 5.5166 23.9019805 35.0988235
FV+BB 12-11A2 5.6333 24.9239377 33.7258824
FV+BB 1292 5.3 22.061886 37.6470588
FV+BB 12-11A1 6.4 32.169984 24.7058824
FV+PSP 128A 3.4333 9.2579409 59.6082353

Tabla 2 area de crecimiento y porcentaje de inhibiciéon por confrontacion

dual in vitro.

En la tabla 1 se puede observar al area de crecimiento del hongo patégeno y el

porcentaje de inhibicion con cada hongo antagonista. De las 9 cepas

antagonistas, 6 se ubicaron en la clase 4 de antagonismo; y otras 2 en la clase

3.5y unaenlaclase 3.
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Resultados

7.1 pH de hongos entomopatdégenos in vitro.

Los hongos entomopatdgenos tienden a tener un crecimiento de pH exponencial
conforme al tiempo esto se debe a que mayor produccién de biomasa mas alto
es el numero de pH. Ya que los hongos modificaron el pH inicial del medio dado
gue los hongos tienden a crecer en pH de 6 a 9. Es por esto que los hongos
modificaron el pH para un crecimiento 6ptimo. En el caso del tratamiento con
quitina se observaron pH mas acidos en comparaciéon a los demas tratamientos

esto se debe por el tipo de sustrato que se le afiadié al medio.

7.1.1 cuantificacién de esporas.

En la cuantificacion de esporas en hongos entomopatdégenos se notd que el
crecimiento de esporas tiende a tener relacion con la biomasa ya que se observé
mayor numero de esporas en los primeros dias de incubacion esto se debe a
gue si tiende a subir el nUmero de biomasa baja el nimero de esporas presentes

en el medio.

7.1.2 Produccion de biomasa fresca y seca de hongos entomopatdgenos.

Con la biomasa producida de los hongos entomopatégenos se obtuvieron datos
con mucha diferencia entre cepas esto se debe a la capacidad que tiene el hongo
para adaptase al medio, al tipo de sustratos, entre otras condiciones. En el
tratamiento con quitina se notd un mayor numero de crecimiento de las cepas en
comparacién a los demas tratamientos esto se debe a que los hongos
biosintetizan mas facil mente este sustrato ya que las paredes celulares del

hongo estan formadas por este carbohidrato.
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7.1.3 Antagonismo in vitro.

Las interacciones entre hifas de especies de Beauveria y hongos fitopatdgenos
han sido escasamente estudiadas. En el presente estudio, los resultados en los
cultivos duales o apareados indican que el principal mecanismo de accién de las
cepas es la competencia por espacio y nutrimentos; el micoparasitismo, uno de
los principales mecanismos de las cepas del género Trichoderma (Benhamou y
Chet, 1993), no se presentd en alguna de las cepas estudiadas. Se presentaron
diferente antagonismo en las confrontaciones, en la tabla 1 se observa que

redujeron significativamente la poblacién.
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8 Conclusiones.

Los hongo entomopatégenos posee un lento crecimiento y para incrementar
su potencial para controlar a Fusarium verticillioides se requiere que las
condiciones de espacio y nutrimento estén disponibles al menos durante
24 horas en ausencia de un microorganismo competidor que tiene una

mayor rapidez de crecimiento.

El mecanismo de accion de las cepas de hongos entomopatégenos sobre el
hongo fitopatdogeno reside en su capacidad para competir por espacio y
nutrimentos, ademas de producir complejos enzimaticos Y liberar antibiéticos

y/o toxinas.
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9 Recomendaciones y limitaciones.

El equipamiento aparatos de trabajo de laboratorio como centrifugas con control
de temperatura, medidores de pH, congelador para guardar muestras, micro

pipetas.
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