SEP

SECRETARIA DE
EDUCACION PUBLICA

TECNOLOGICO NACIONAL DE MEXICO

INSTITUTO TECNOLOGICO DE COMITANCILLO

TESIS PROFESIONAL
“OPTIMIZACION DE LA PRODUCCION EN BIORREACTOR DE
CEPAS DE Trichoderma spp., PARA SER UTILIZADAS

COMO INSUMO BIOFUNGICIDA.”
QUE PRESENTA:
JOEL CELESTINO LAURO

COMO REQUISITO PARCIAL PARA OBTENER EL TITULO DE:
INGENIERO AGRONOMO
CON ESPECIALIDAD EN FITOTECNIA

SAN PEDRO COMITANCILLO, OAX. NOVIEMBRE DEL 2015

E. =y @
REGC 247

Secy
Terni
Alcon

’véz



AGRADECIMIENTOS.

A DIOS: Por permitirme disfrutow de estow growv vida y oportunidad
de lograr unaw metow mds enw miv vido.

AL INSTITUTO TECNOLOGICO DE COMITANCILLO: Por aceptawrme y
abrirme las puertas paras poder culminawr wmis estudios de
licenciatwrav y poder formowme como-profesional.

AL INSTITUTO TECNOLOGICO DE TLAJOMULCO JALISCO: Por
aceptarme y permitirme desawvollar wiv proyecto- de tesis
profesional.

AL Dr. Martin Eduardo Avilaw Miranda: Por la paciencia
dedicacion, apoyo, confianga, consejos, motivaciones y asesorvicw
para Uevaw acabo- mi proyecto-de tesis profesional.

AlIng. Leandro-Marcosy Ramos: Por loy consejos que me brindo-y los
animos paras no- decaer por cualquier problema que se me
presentoras y por recomendawrme al Ingtituto- Tecnoldgico de
Tlajomulco- Jalisco- paraw poder realigzow mi estanciov de residenciov
profesional y mi proyecto-de tesis profesional.

A miy revisores de lav tesis profesionals Pov el apoyo- brindado-y las
correcciones que me hicierow eww misproyecto-de inwestigaciow.

Amisy aumigos: Por apoyoarme y covwivir momento- buenosy malos en
el trayecto- de mi estudio- profesional. Al igual o mis amigos de
maestriov del Ivstituto- Tecnoldgico- de Tlajomulco- Jalisco- por
haberme brindado- sw amistad y apoyo- para poder Uevar av cabo-
mi tesis profesional.



DEDICATORIA.

A DIOS: Por protegerme; ayudoawrme siempre; y permitir disfrutowr
de estow growv vidaw y oportunidad de existiv. Por mi parte
tratowe de ser cada diaw mejor espiritualmente y

personalimente.

A MIS PADRES: Por haberme guiado; forjado loy valores necesawios
paraw ser lo- que soy, por haber creido enw mu, por
todos loy covnsejos y el apoyo que wme how
proporcionado-

Srav. Mawrcelinaw Laro-Bautisto. Sr. Tomay Celestino- Joaquir.

A MIS HERMANOS: Por ser mis mejores amigosy comportir buenos y
malos momentos.

Prisciliono-y Tomas.




INDICE GENERAL.

INDICE DE CUADROS.........
INDICE DE FIGURA.............
RESUMEN..........oooiiinn,

CAPITULO I INTRODUCCION........uiiiieei e,

CAPITULO Il OBJETIVOS.....

2.1 Objetivogeneral..........cooiiiiiii
2.2 Objetivos especCifiCoS.......cvviiiiii i

2.3 Hipdtesis.......

CAPITULO Il FUNDAMENTO TEORICO.. ..o i
3.1 BioINOCUIANTES. ...

3.2 Control biolégi
3.3 Trichoderma..

co: Definicion y generalidades.......................

3.3.1 Ubicacién taxonémica de Trichoderma...........oovveeeeee. ...

3.3.2 Morfologia
3.3.2.1 Cara

3.3.2.2 Cara
3.3.3 Factores q

cteristicas macroscopicas............ccoeviiieennnn.

cteristicas miCroscopiCas.........ccccvvveeeereennn..
ue afectan el crecimiento de Trichoderma........

3.3.4 Necesidades nutricionales de Trichoderma....................
3.3.5 Mecanismo de biocontrol de Trichoderma......................
3.3.5.1 Biocontrol por competencia...............c.ccoiviiiiiniennn.
3.3.5.2 Competencia por nutrientes..............ccooeveiiiiin.n.
3.3.5.3 AntibIOSIS. . .viiiii
3.3.5.4 MicoparasitiSmo..........ccoveiiiiiiiii i
3.3.5.5 SINergiSmoO. .......ouiiiiiiii

3.4 Produccion de Trichoderma..........c.ooeviviiiiiiiiiiie e,
B AITOZ. e
BA2Melaza.......oooiiiii
BA.3Levaduras.......ccouviiii
3.5 Proceso fermentativo..........cooiiiiiii e
3.5.1 Fermentacion liquida..............c.coooiiiiiiiiii e,
3.5.2 Fermentacion solida.........cccooiiiiiiii e
3.6 BiOrreacCtores. ..o
3.6.1 Biorreactor AIRLIFT de lazo interno.............ccocevvvvennnn..
3.6.2 Biorreactores con agitacion mecanica............................
3.6.3 Biorreactores con recirculacion interna...........................
3.6.4 Biorreactores sin recirculacion interna.............................
3.6.5 Biorreactores sin agitacion y aireacion no forzada............
3.6.6 Biorreactores sin agitacion y aireacion forzada................
3.7 Tomate (Solanum lycopersicon mill)............c.oooiiiiiiininns.
3.7.1 Importancia econdmica del tomate................................
3.7.2 Clasificacion taxonOmicCa............oceeeiiiiiieiiieiiiie e,
3.7.3 MOrfologia......cueeeii

3.7.3.1 Raiz

QOO ~NOOOGIOT,WWWER

NN NNNNNNNNNNNNRPRRRRPREPRRERRRERRR
OO ~N~NOOUILAAPPWNNRPODOONN~NOOGIO PP WE



3.7.3.2TallO ..
3.7.3. 83 HOJa. .
3.7 3 A FIOr.
3.7.3.5Baya. ...
3.7.4 Enfermedades deltomate.................coooiiii
3.7.4.1 Moho gris (Botrytis cinérea sp)...........cceeeveenennnn..
3.7.4.2 Podredumbre de raices y cuello (Rhizoctonia

3.7.4.5 Pudricién de la corona y raiz del tomate y
Marchitez vascular del tomate (Fusarium oxysporum
f. sp. radicis Lycopersici y Fusarium oxysporum f.
SP. IYCOPEISICH). .
3.8 Agave tequilana Weber, Var. Azul.......................ool.
3.8.1 Importancia econdmICa...........ccovviiiiieiiiiiieieieeaane
3.8.2 Clasificacion cientifica...........ccooooeiiiiii
3.8.3 Enfermedades del Agave Tequilana Weber, Var. Azul......
3.8.3.1 Mancha gris (Cercospora agavicola).....................
3.8.3.2 Pudriciéon de cogollo (Erwinia carotovora)...............
3.8.3.3 Marchitez del agave (Fusarium oxysporum)............
CAPITULO IV. MATERIALES Y METODOS.... ..o

4.1 Activacion y preparacion de inoculo de cepas.....................
4.1.1 Realizacién de cepario de trabajo de cepas de
Trichoderma  SPP....ceoiiii e
4.2 Determinacion del protocolo mas idoneo para generar
biomasa de Trichoderma en tubos tipo Falcén.....................
4.2.1 Pruebas de antagonismo de Trichoderma spp Bar321y
Bar331 contra los fitopatdogenos de Fusarium solaniy
Fusarium OXYSPOIUM.. ...t
4.2.2 Aislamientos de fitopatdgenos. ...
4.2.2.1 Purificacién de hongos obtenidos de las muestras
DeTomate.....c.oooiiiiii i
4.2.2.2 Ubicacion taxonémica de los aislados por
Morfologia.........cooeiiiii i
4.2.2.3 Pruebas de antagonismo de cepas de Trichoderma
Spp., contra los fitopatdgenos Fusarium oxysporum
f. sp. lycopersici, y Fusarium oxysporum f. sp.
radiCiS [YCOPEISICI...uveeiiiiiiiieieiiieiieiee e
4.2.3 Produccion de conidias..........ccoevvviiiiiiiiiiii i
4.2.4 Conteode conidias.........ccooeiiiiiiiii i
4.2.5 Elaboracion de medio sintético de Trichoderma spp., para
producir clamidosporas variando la concentracion de

28
29
29
29
30
30

30
30
31

31
32
32
33
33
33
34
35
37

37

38

39

39

41

42

43

43
44
45



CONIAIAS. ..t
4.2.5.1 Evaluacion del numero de clamidosporas...............
4.2.6 Preparacion de MST con variacion en la proporcion de
fuentes de carbono..........coooiii i
4.2.6.1 Concentracion de clamidosporas.................c.oo....
4.2.7 Preparacion de MST con méxima concentracion de
dextrosa/champifion. ..o
4.2.7.1 Concentracion de clamidosporas.........................
4.3 Protocolo para incrementar la produccion de conidias en
(L= 1o I 1o [ 1] o o S
4.3.1 Produccion de conidias de cepas de Trichoderma T1y C4
en medio liquido en sustrato de melaza/levadura.............
4.3.2 Fermentacion liquida en biorreactor, de las cepas de
Trichoderma T1y C4.. ..o,
4.3.3 Produccion de clamidosporas de las cepas T1y C4, en
pruebas pequefas en tubos Falcén..............................
4.4 Antagonismo de las cepas T1 y C4 de Trichoderma sobre
infecciones de las especies Fusarium oxysporum lycopersici,
f.sp.lycopersici y Fusarium oxysporum f. sp. radicis en plantas
08 TOMALE. ..
4.4.1 Aislamientos de las cepas T1y C4 y de los fitopatégenos
Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici y Fusarium
oxysporum f. sp. radicis lycopersiCi...............ccooeviiiinnnnn..
4.5 Analisis estadistiCo...........cooiiiiiii i
CAPITULO V. RESULTADOS Y DISCUSION. ......uiiiiiiiieiieeeeeeeeeee,
5.1 Activacion de cepas de Trichoderma spp.........ccccvvvvvinnenn...
5.2 Realizacion de ceparios de cepas de Trichoderma y de
fitopatdgenos de Fusarium solani y Fusarium oxysporum....
5.3 Pruebas de antagonismo de cepas de Trichoderma Bar321 y
Bar331 contra los fitopatdgenos de Fusarium solaniy
FUSArium OXYSPOIUM. ... ...t eee e e e e e e e e e e e e
5.3.1 Antagonismo de cepas de Trichoderma Bar321 y Bar331
Sobre los fitopatégenos de Fusarium solani y Fusarium
(0) V2S00 (1] 1 4 TR
5.3.2 Aislamiento de patdgenos de de las especies Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici, y F. oxysporum f. sp. Radicis
lycopersici de aislados de muestras de tomate...............
5.3.3 Andlisis estadistico de pruebas de antagonismo de cepas
deTrichoderma T1, T4, C4, Bar321, Bar331 y TOM contra
el fitopatégeno de la especie de Fusarium oxysporum f.
SPAYCOPEISICI.ccciiiiiiieiiii it
5.3.4 Antagonismo de las cepas de Trichoderma T1, T4, C4,
Bar321, Bar331 y TOM contra Fusarium oxysporum f. sp.

50
51

51

53

54

55

56

59

60

61

61

62

63

64

65

66



radiCiS - [YCOPEISICI...uvuieieiiei e 68
5.4 Produccion de conidias de las cepas de Trichoderma Bar321,
Bar33L, TLY Ca .o 71
5.4.1 Conteo de conidias de las cepas de Trichoderma Bar321,
Bar33L, TLY Ca. .o 71
5.5 Cantidad de clamidosporas producidas con variacion de
(070 ][0 ] = T 72
5.6 Cantidad de clamidosporas producidas con variacion en la
proporcion de fuentes de carbono.............ccooovieiiiiiiiiennn. 74

5.7 Cantidad de clamidosporas producidas bajo condiciones
variables en la concentracion de dextrosa — champifion como

fuente de Carbono..........coviiiiiii 76
5.8 Incremento en la produccion de conidias por las cepas de

Trichoderma T1 y C4 en medio liquido............cooviiiiiinini. 80
5.9 Fermentacion liquida en birreactor de las cepas de

TrichodermaTL Y Ca. ... 81

5.10 Aislamiento de cepas de Trichodermay fitopatégenos en
plantas de tomate, después de cumplir los quince dias de

haberse infectado..........cviiiiii 83

CAPITULO VI. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES...........ccevvnvnnne. 89
B.1 CONCIUSIONES. ...t e e 89

6.2 ReCOMENdACIONES. ... 91

CAPITULO VI BIBLIOGRAFIA. .. ..o, 92



Cuadro 1

Cuadro 2

Cuadro 3

Cuadro 4

Cuadro 5

Cuadro 6

Cuadro 7

Cuadro 8

Cuadro 9

Cuadrol0

Cuadro 11

Cuadro 12

INDICE DE CUADROS

Escala para la evaluacion in vitro de la actividad antagonista de
TrHCNOAErMa SPP. . e

Tratamientos con cepas de Trichoderma spp., confrontados
para evaluacion de la capacidad de antagonismo invitro de
estas cepas contra los fitopatégenos de tomate Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici y Fusarium oxysporum f. sp.
FAdICIS [YCOPEISICI. . vt e

Tratamientos con cepas de Trichoderma Bar321 y Bar331, para
producir  clamidosporas, variando la  proporcion de
(o] 1 o [ =T

Ingredientes para preparar Medio Sintético para Trichoderma en
diferentes coNCEeNtraCioNeS. .........covieiriiii i

Distribucién de tratamientos variando la proporcién de fuentes
de carbono, para producir clamidosporas, de cepas de
Trichoderma Bar321 y Bar331........ccooiiiiiiiee

Distribucién de tratamientos con cepas de Trichoderma Bar321
y Bar331, para producir clamidosporas, presentando maxima
concentracion de dextrosa/champifion..............ccocoeiiiiaie.
Tratamientos distribuidos para incrementar la produccion de

conidias de Trichoderma de la cepa T1, en tres diferentes
medios de Cultivo liquido..........coiii e

Tratamientos distribuidos de las cepas de Trichoderma T1 y C4
para determinar la influencia de la temperatura constante a 28 °©
C y la sacarosa como fuente de carbono..............................

Distribucién de los tratamientos para el antagonismo de las
cepas de Trichoderma sobre las infecciones de las especies de
Fusarium en plantas de tomate............ccoviiiiiiiiiiiie

Nivel de antagonismo de las cepas de Trichoderma. Bar321 y
Bar331 en confrontaciones in vitro contra las cepas de F.
oxysporum y F. solani después de cinco dias de iniciado el
EStUIO. ..

Analisis estadistico de confrontaciones in vitro después de diez
dias, entre las cepas de Trichoderma spp. Br321 y Br331 contra
las cepas de F. oxysporumy F. solani............cooevveiiiiiiinnnnn,

Andlisis estadistico de Antagonismo in vitro de diversas cepas

Péag.

41

44

47

48

50

51

53

56

59

65

65



Cuadro 13

Cuadro 14

de Trichoderma spp. Evaluadas a los cinco dias de haberse
iniciada la confrontacion contra el fitopatdgeno Fusarium
oxysporum f. Sp. [YCOPEISICI. ........ouvuiieiiiiii i

Antagonismo in vitro de diversas cepas de Trichoderma
evaluado a los diez dias de haberse iniciado la confrontacion
contra fitopatogeno de Fusarium oxysporum f. sp.
Y olo] 01T £ (o [ PP

Andlisis estadistico de cepas de Trichoderma evaluado a los
cinco dias de haberse iniciado, la confrontacibn contra
fitopatdogeno de F. oxysporum f.sp. radicis-lycopersici...............

Péag.

67

67

Vi



Figura 1
Figura 2

Figura 3

Figura 4

Figura 5

Figura 6

Figura 7

Figura 8

Figura 9

Figura 10

Figura 11

Figura 12

INDICE DE FIGURA

Caracteristicas macroscopicas y microscoépicas de Trichoderma......

Fermentador de agitacibn mecéanica con circulacion interna.
Tomado de Scriban, 1985. ...

Fermentador de agitacion mecanica sin circulacion interna. Tomado
de Scriban 1985, ...

Fragmentos de papel filtro en el que se conservan las cepas de
THCNOTEIMA. ...cciiiiiiiiee e

Fragmento de micelio de Trichoderma spp., sembrado en medio de
cultivo PDA, con papel filtro alrededor................ccoooiiiiiiiiiiinn. .

A) Muestras de tallo y corona de tomate de donde se obtuvieron los
fragmentos de tejido. B) Siembra en cajas Petri con medio PDA de
los fragmentos de tejidos obtenidos............cccooviiiiiiiiii

Céamara de Neubauer (izquierda) y esquema de la cuadricula
utilizada para el recuento de células (derecha)..............................

Cepas activadas para conformar un cepario de trabajo. 1- Cepa “Q”
de Fusarium solani, 2- Cepa “O” de Fusarium oxysporum, 3- Cepa
de Trichoderma Bar331, 4- Cepa de Trichoderma Bar321, 5-Cepa
T1de Trichoderma, 6- Cepa C4 de Trichoderma............................

Ceparios de Trichoderma spp., 1. Bar331, 2. Bar321 3. T4, 4. T1, 5.
C4,6.C13, 7. C17, 8. C30, 9. C44, 10. Trich-arandano, y cepas de:
11. Fusarium solani, 12. Fusarium oXySPOrum............ccceveeueuerennnne.

Confrontaciones de las cepas de Trichoderma spp., Bar321y
Bar331 contra cepas de Fusarium oxysporum y Fusarium solani: .1.-
Cepas confrontadas. 2.- Bar321 vs F. solani. 3. - Bar321 vs

Cepas purificadas de fitopatégenos y Trichoderma. 1.- Cepa de
Trichoderma TOM. 2.- Cepa de la especie Fusarium oxysporum f.
sp. Lycopersici. 3.- cepa de la especie F. oxysporum f. sp. Radicis
Y COPISICI. .ottt

1.- Cepa de Trihoderma C4 con mayor nivel de sobrecrecimiento
sobre la cepa patogénica de Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici.
2.- Cepa de Trichoderma T1, con mayor nivel de sobrecrecimiento
sobre la cepa patogénica de Fusarium oxysporum f.sp. radicis
[YCOPEISICI. ...

Pag.
11

25

26

38

38

42

46

62

63

64

66

Vii



Figura 13

Figura 14

Figura 15

Figura 16

Figura 17

Figura 18

Figura 19

Figura 20

Figura 21

Figura 22

Figura 23

Figura 24

Pag.

Enrollamiento de las hifas del hongo Trichoderma sobre las hifas de
hongos fitopatdgenos de agave del genero Fusarium, que es
evidencia de eventos de micoparasitismo de una cepa sobre la

70
Produccién de conidias de las cepas 1.- Bar321, 2.- Bar331, 3.-T1y
4.- C4 de Trichoderma en cajas de Petri con el fin de obtener el
INOCUIO de eStas CEPAS......ouiui i 71
Conidias de cepas de Trichoderma enfocada al microscopio con un
objetivo de 40 X. ... 72
Cantidad de clamidosporas contabilizadas por campo 6ptico en
medios liquidos, inoculados con las cepas Bar321 y Bar331 de
Trichoderma spp, después de 24 horas de incubacion.................... 73
Numero de clamidosporas contabilizadas por campo optico,
producidas por las cepas Bar321 yBar331. ........cccoviiiiiiiiiinennn 74
Clamidosporas por campo Optico contabilizadas después de 24
horas de incubacion de las cepas de Trichoderma, Bar32l1 y
Bar331, con variacion en él % de dextrosa, respecto a un
100 % de fuente de carbono complementado con champifion
(072 ) PP 75
Promedio de clamidosporas contabilizadas por campo Optico en
tratamientos con proporciones variables de fuente de carbono
dextrosa-champifion. ...........cooiiiiii i, 76
Clamidosporas producidas bajo condiciones variables en la
concentracion de dextrosa — champifion...............coovviiiiiiinn, 77
Numero de clamidosporas por campo O6ptico producidas en 48
horas, por las cepas de Trichoderma Bar321 y Bar331 bajo
condiciones variables en la concentracion de dextrosa —
ChamPIfION. ... 78
Apariencia de las clamidosporas formadas sobre el tejido de
champifién y el micelio de las cepas de Trichoderma..................... 78
Numero de clamidosporas por campo oOptico producidas en 24
horas, por las cepas de Trichoderma T1 y C4 crecidos en diferentes
fuentes de carboNO. ... ..o 83
Andlisis estadistico de colonizacion de Trichoderma spp, sobre la
raiz de las plantas de tomate.............cccooeiiiiiiiiiii i, 85

viii



Pag.

Figura 25 Andlisis estadistico de colonizacion de Trichoderma spp., sobre el
tallo bajo de las plantas de tomate..............cooooiiiiiiiiii e, 86

Figura 26 Analisis estadistico de colonizacion de Trichoderma spp., sobre el
tallo alto de las plantas de tomate...............cocooiii 86

Figura 27 1.- Raiz de planta de tomate inoculado con Trichoderma spp., 2.-
Raiznoinoculada............ccooiiii i 87



RESUMEN.

La investigacion de Optimizar la produccion en biorreactor de cepas de Trichoderma
spp., para ser utilizadas como insumo biofungicida se llevoé a cabo en el laboratorio
de Sanidad Vegetal del Instituto Tecnoldgico de Tlajomulco.

El objetivo de este trabajo fue evaluar condiciones de cultivo en liquido de
Trichoderma spp., primeramente a una escala baja de 25 ml en tubos tipo Falcon y
posteriormente en biorreactor para eficientar su produccion masiva.

Se evaluo el efecto antagonico de diferentes cepas de Trichoderma spp., identificado
con las claves Bar321, Bar331, C4, T1, T4 y TOM, contra cepas patogénicas de
agave tequilana weber var. Azul (Fusarium oxysporum, Fusarium solani), y cepas
patogénicas de tomate (Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici y Fusarium oxysporum
f.sp. radicis lycopersici). Se obtuvo la mejor cepa de Trichoderma con el mejor efecto
antagonico contra esos fitopatdgenos. Con el fin de obtener una alta produccion de
clamidosporas en medio liquido, se evalio en la cantidad de conidias y fuentes de
carbono, corroborado las cantidades optimas de producciéon de clamidosporas en
tubos Falcon, se evalu6 como complemento, las condiciones optimas para obtener
una mayor produccion de conidias de Trichoderma en medio liquido utilizando
diferentes sustratos (arroz, melaza, levadura y sacarosa. Concluyendo que la mayor
produccion de conidias de este hongo se reporta mezclando melaza y levadura.
Identificado el mejor sustrato para una mayor produccion de conidias, se inoculo al
biorreactor con capacidad de 15 litros, incluyendo fuentes de carbono para
produccién de clamidosporas.

Del mismo modo se realiz6 la inoculacidon en vivo de este inoculante en plantulas de
tomate, en confrontacion con los fitopatdgenos de tomate (Fusarium oxysporum f.sp.
lycopersici y Fusarium oxysporum f.sp. radicis lycopersici) ubicada en el invernadero
de fitopatologia del Instituto Tecnolégico de Tlajomulco, los resultados obtenidos
indicaron que Trichoderma colonizaban las raices de las plantulas de tomate,
inhibiendo la patogenicidad del patdégeno.

Palabras claves: Trichoderma, fitopatdégenos, conidias, clamidosporas, biorreactor,
biofungicida.



CAPITULO | INTRODUCCION.

El interés sobre el Control Biologico como una solucion alternativa, de bajo impacto
ambiental, para las enfermedades de las plantas, surge como consecuencia de la
concientizacion por parte de los gobiernos de los paises desarrollados (Comunidad
Europea y el Tratado de Libre Comercio de América del Norte (NAFTA), acerca de
los problemas derivados del empleo de diferentes agroquimicos en las tareas
agricolas y la conservacion de los alimentos. El alto nivel de contaminacion
alcanzado por los pesticidas quimicos en muchos paises, la aparicibn de cepas
patogénicas resistentes, los precios prohibitivos que dichos pesticidas alcanzan en
muchas economias agrarias subdesarrolladas y la ausencia de variedades de
cultivos resistentes a los patdgenos, estimulan la busqueda de técnicas que tienden
a satisfacer una agricultura sostenida sin alterar el equilibrio del agrosistema

(Menéndez, 1996).

Diversa especies de hongos del genero Trichoderma spp., son unos de los
inoculantes mas empleados en los ultimos afios, ya que posee buenas cualidades
como antagonista de fitopatogenos de suelo, actuando como hiperparasitos
competitivos, asi mismo debido a su ubicuidad, facilidad de aislamiento y cultivo. Del

mismo modo, este hongo deuteromycete ha demostrado poseer otras propiedades



ademas del antagonismo, ya que se ha indicado que es capaz de inducir un mayor
crecimiento en plantas tratadas; asi como respuestas de defensas sistémicas, lo que
hace de este, un inoculante recomendable gracias a su amplio rango de accién

(Chéavez, 2006).

La produccién de Trichoderma spp. se ha realizado mediante fermentacion soélida,
sumergida o bifasica y ha sido estudiada con diferentes sustratos como arroz, avena,
soya trigo, cebada, entre otros. Estos procesos representan una alternativa viable
para produccién tanto industrial como artesanal de este inoculante biolégico, ya que
el resultado es de alta calidad y consecuentemente el efecto del mismo en campo es
apreciable. Asi, al aplicar este hongo a las semillas, al sustrato en vivero, a las
plantas en vivero, recién trasplantadas o plantas establecidas, éste hongo coloniza
las raices formando una capa protectora sobre ellas por medio de diversos

mecanismos (Chéavez, 2006).

Diferentes especies del género Fusarium son responsables de causar enfermedades
en cultivos importantes, como por ejemplo Fusarium oxysporum y Fusarium solani en
cultivos de agave y formas especiales de la especie Fusarium oxysporum, como
Fusarium oxysporum f. sp lycopersici, y Fusarium oxysporum f. sp radicis-lycopersici
responsable del tipo marchitez vascular del tomate (Lycopersicon esculentum mill.).
Entre los métodos mas empleados para su control, estd la aplicacion de
agroquimicos con la obtencion de resultados desfavorables para el ambiente y la
poblacion, por lo cual surgen alternativas como el control biolégico dentro de un
manejo integrado de enfermedades, a través del uso de bacterias del género

Pseudomonas y hongos como Trichoderma (Paez y Sanabria, 2007).



CAPITULO Il OBJETIVOS.

2.1 Objetivo general.

Evaluar condiciones de cultivo en liquido de Trichoderma spp, en tubos tipo Falcén y

biorreactor para eficientar su produccién masiva.

2.2 Objetivos especificos.

Evaluar pruebas de confrontaciones de cepas de Trichoderma spp, contra
patdogenos de F. solani, F. oxysporum, F. oxysporum f.sp lycopersici, y F.
oxysporum f.sp radicis-lycopersici para corroborar estadisticamente su

capacidad antagonista in vitro.

Evaluar condiciones de crecimiento para eficientar la produccién masiva de
Trichoderma spp., utilizando medio liquido en tubos Falcén, como pruebas

piloto.

Corroborar la eficiencia de las condiciones determinadas en tubos tipo Falcon,
para la produccion maxima de conidias y clamidosporas bajo condiciones de

biorreactor.



e Inocular las cepa de Trichoderma spp., y patdégenos de Fusarium oxysporum
f. sp lycopersici, y Fusarium oxysporum f. sp radicis-lycopersici en plantas de

tomate bajo condiciones de invernadero.

2.3 Hipotesis.

Variando condiciones fisicas de crecimiento, nivel de inoculo, concentracién y tipo de
fuente de carbono, se puede obtener un cultivo de Trichoderma spp con la

combinacion optima de micelio y clamidosporas en biorreactor.



CAPITULO lIl. FUNDAMENTO TEORICO.

3.1 Bioinoculantes.

Un bioinoculante es un producto de uso agricola que contiene uno o varios
microorganismos del suelo y puede ser aplicado con el fin de incrementar su numero,
asociarse directa o indirectamente al sistema radical de las plantas, favorecer su
interaccidon e incrementar su desarrollo vegetal o reproductivo. Estos bioinoculantes

aplicados al suelo, tienen la capacidad de:

1. Solubilizar Nutrientes (biofertilizantes).

2. Estimular Rizogénesis y otras funciones fisioldgicas. (PGPR por su sigla en inglés
Plant Growth Promoting Rizhobacterias) Rizhobacterias, cuyos principales
mecanismos de accién son fijacidbn del nitrégeno atmosférico, produccion de

sustancias reguladoras de crecimiento e incremento en el volumen radical.

3. Control bioldgico de plagas y agentes causales de enfermedades.

4. Restaurar suelos o ecosistemas degradados o contaminados (biorremediacion).

5. Activar procesos de compostaje.



El uso de bioinoculantes ha mejorado la comprension de la relacion planta —
microrganismo en su contribucion a minimizar los riesgos de degradacion de los
suelos y a maximizar el regreso de energia a los sistemas de produccion (Valdés y

Lundstedt, 2012).

3.2 Control biolégico: Definicién y generalidades.

El control biolégico es una practica agricola en la cual se aprovecha las
caracteristicas alimenticias de un organismo, en contra de otro que le servira de
alimento y las condiciones naturales de control. El control puede darse intercepas
(individuos de un mismo género y especie con algunas modificaciones genéticas) o
interespecies (individuos de diferentes especies). Los organismos mas comunmente
utilizados en esta practica son hongos, bacterias, insectos, virus y parasitoides

(Martinez, 2001).

El control biol6gico puede definirse como la reduccién de la densidad del inéculo o de
las actividades de un patdgeno que produce una enfermedad, por uno o mas
organismos, en forma natural o a través de la manipulacién del medio ambiente,
hospedero o antagonista, o por la introduccion de una poblacibn de uno o mas

antagonistas.

El control biologico de plagas y patdgenos ha sido utilizado en la agricultura de
manera empirica desde sus inicios. La razon principal por la cual muchos productos
agricolas no son destruidos completamente por las plagas y las enfermedades es la
presencia natural de agentes de control bioldgico: organismos capaces de

antagonizar con las plagas o patdgenos, reduciendo sus efectos nocivos. El



desarrollo y aplicacion de este potencial de la naturaleza cobra cada vez mayor
importancia, y seguramente tendra un gran impacto en la agricultura en el futuro
cercano. Recientemente, la aplicacion de la ingenieria genética (la introduccion
artificial de genes de una especie en otra) para mejorar la resistencia de cultivos a
plagas o patdgenos ha abierto un sinfin de posibilidades para el control biolégico

(Serrano et al., 2003).

3.3 Trichoderma spp.

El género Trichoderma fue introducido por Persoon hace casi 200 afios y consiste
en hongos anamorficos aislado principalmente del suelo y de materia organica en

descomposicion (Grondona et al., 1997).

El género Trichoderma comprende un conjunto de especies sin fase sexual evidente,
la mayoria de cepas de Trichoderma no poseen etapa sexual por lo que producen
anicamente esporas asexuales, se reproducen asexualmente mediante conidios y es
el estado anamorfo. La etapa sexual cuando esta presente, corresponde al género

Hypocrea (estado teleomorfo), que es un hongo Ascomycotina (Rodriguez, 2002).

Trichoderma es un habitante natural del suelo, caracterizado por un comportamiento
saprofito o parasito, propiedades que benefician su actividad antagénica (Camargo,
2005). Es considerado un colonizador secundario dado su frecuente aislamiento a
partir de materia organica en descomposicion, también es aislado comunmente a
partir de la superficie de raices de varias plantas de madera y parasitando
estructuras de diferentes hongos patdgenos, debido a la competencia de nutrientes y

micoparasitismo (Camargo, 2005).



Trichoderma es capaz de degradar sustratos muy complejos tales como almidon,
pectina y celulosa entre otros, y emplearlos como fuente de carbono para su
crecimiento gracias a la diversidad de enzimas que posee (enzimas hidroliticas tales
como amilasas, pectinasas, celulasas y quitinasas, entre otras), aunque puede
emplear también acidos organicos y monosacaridos como fuente de carbono. Asi
mismo, Trichoderma asimila como fuente de nitrégeno compuestos tales como

aminoacidos, urea, nitritos, amoniaco y sulfato de amonio (Cholango, 2009).

Gran parte del potencial de este hongo radica en el hecho de que presenta un amplio
espectro de antagonismo con la capacidad de controlar muchos fitopatdgenos como
Rhizoctonia, Pythium, Sclerotium y Phytophthora entre otros, que afectan muchos
cultivos de interés comercial como maiz, cebolla, tomate, frijol, trigo, etc. (Chet et al.,

1998).

3.3.1 Ubicacién taxondmica de Trichoderma.

Trichoderma spp, se encuentra clasificado segun Alexopulus et al., 1996, como:

Division: Eumycota.
Subdivision: Deuteromycotina.
Clase: Hypomicetes.

Orden: Hyphales.

Familia: Monilaceae.

Género: Trichoderma.

Especie: Harzianum, hamatum, viride, longibranchiatum, entre otras.



3.3.2 Morfologia.

Trichoderma spp es un hongo filamentoso anamorfico, heterétrofo, aerobio, con una
pared celular compuesto por quitina, de rapido crecimiento que puede utilizar una
gran variedad de sustratos complejos como celulosa, quitina, pectina y almidén como
fuente de carbono. Muchas cepas crecen eficientemente en medios sélidos o liquidos
y en un amplio rango de temperaturas, ademas son relativamente tolerantes a

humedades bajas y tienden a crecer en suelos acidos. (Harman, 1998).

3.3.2.1 Caracteristicas macroscépicas.

Las colonias de Trichoderma son de crecimiento rapido y se puede observar en los
primeros 5 dias de incubacién, con micelios inicialmente sumergidos. Dependiendo
de la cepa y el medio de cultivo el micelio es aéreo, hialino, eventualmente flocoso o

lanoso.

El reverso de la colonia se presenta sin color, o de color amarillo, rojo opaco, &mbar
o verde amarillo. Algunas cepas pueden presentar un aroma pronunciado o débil a
coco o alcanfor. Su conidiacion es efusa, en manojo, o en pustulas tipicamente de
color verde, menos comun blancas, gris o pardas se logra apreciar al tercer o cuarto

dia de incubaciéon (Gams y Bissett, 1998).

3.3.2.2 Caracteristicas microscépicas.

Segun Gams y Bissett, (1998). Las caracteristicas microscopicas por las que se

identifica a Trichoderma ssp, son:



Fialides: pueden estar dispuestos regularmente en forma de verticilos, en parejas
alternadamente o en disposiciones irregulares. El cuerpo de los fialides es una
caracteristica de algunas divisiones, asi en la division Pachybasium los fialides son
caracteristicamente pequefios y verticales, mientras que en la division
Longibrachiatum son alargadas en forma de cilindro, en la mayoria de las cepas las

partes terminales de los fialides tienden a ser alargadas y estrechas.

Hifas: pueden ser anchas y rectas o relativamente angostas y flexibles. La punta de
los conidiéforos en especies de la division Pachybasium termina en una elongacion

la cual podria ser recta ondulada y espiralada.

Conidias: existen varias formas de conidias desde globosas, elipsoides, ovoidales y
de pequefios cilindros, la parte final en forma estrecha basal y truncada. En general
las variaciones de las dimensiones de las conidias en Trichoderma spp, no son
grandes; sin embargo, las especies que son parecidas pueden ser usualmente
diferenciadas en tamafo. La superficie de las conidias aparece lisas en la mayoria de
las especies en observaciones a través de la luz del microscopio, aunque algunas
especies tienen conidias aparentemente lisas y con estructuras adicionales. En
algunos grupos de Trichoderma viride las conidias suelen ser asperas y rugosas, y
las conidias pueden tener proyecciones laterales en forma de balas al exterior en dos
especies T. saturnisporum y T. ghanense, los pigmentos de las conidias también son
caracteristicas que varian de color desde cuerpos verdes o plomo o café pero estos
colores no son frecuentes; en algunas especies maduras las conidias suelen ser de

color verde obscuro y otras suelen ser mas palidas.
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Clamidosporas: son muy comunes en las especies de Trichoderma sp. Pero estas
tienden a ser en forma de globo o elipse, terminal o intercalada, con olores a moho o
humedad, de color amarillento o verdoso y de 6-15um de diametro en la mayoria de

especies.

(Image Courtesy of
www.doctorfungus.org @
2005).

Conidioforo y conidias de Trichoderma
spp. Microbiology. 2006 Sep;

Figura 1. Caracteristicas macroscopicas y microscopicas de Trichoderma.

3.3.3 Factores gque afectan el crecimiento de Trichoderma.

Dentro de los factores que afectan el crecimiento Trichoderma se encuentran los de

tipo fisico y de tipo nutricional como:

Fototrofia. La mayoria de especies del género Trichoderma son fotosensibles,
puesto que presentan una mayor esporulacion al ser expuestas a la luz. Sin
embargo, cuando se someten a periodos alternados de luz y oscuridad, se favorece

la colonizacion del hongo sobre diferentes sustratos solidos (Domsch et al., 1980).

Esporulacién. Trichoderma esporula facilmente sobre muchos sustratos naturales y
artificiales en un patron concéntrico circular en respuesta a la alternacion de luz

diurna y oscuridad, donde los conidios se producen durante el periodo de luz. La
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exposicion de los cultivos en agar durante 20 a 30 segundos a la luz es suficiente
para inducir la esporulacion. La mayor foto induccion de la conidiogénesis se obtiene
con la exposicion a la luz del dia por 3 minutos o cerca de la radiacion ultravioleta
tipo A (366 nm) de 10 a 30 segundos (Fonseca, 1998). Ademas, el niumero total de
conidias producidos es inversamente proporcional a la concentracion de la fuente de

carbono.

Cuando la concentracion de carbono es inferior a 50 g/l, la produccién de conidias se
eleva; por el contrario, cuando la concentracion de carbono supera este valor, la
esporulacion tiende a disminuir (Astudillo, 1999). De igual manera, las sales
minerales en general (NaCl, KCI, CaCl2) en una concentracion elevada (20-70 g/l)
inhiben la esporulacion. Los iones de sodio y potasio producen una disminucion de la
presion osmatica de las células inhibiendo la esporulacién. Una baja concentraciéon
de iones calcio (1-10 g/l), aumenta la presiébn osmotica dentro de las células fungicas

induciendo asi la esporulacion (Astudillo, 1999).

Germinacioén. La germinacion de las conidias de Trichoderma depende del tipo de
enlace que presenta la fuente de carbono, la cual puede ser un disacérido o un
polisacéarido. Para su aprovechamiento el hongo emplea enzimas como amilasas, a-
glucosidasas y endo y exocelulasas que realizan la hidrélisis de los azlcares simples
para dar inicio a la germinacion en los diferentes medios de cultivo; mientras que
para iniciar el proceso de infeccion, se debe tener en cuenta la composicion quimica
de la pared celular de los conidias (Astudillo, 1999).

Salinidad. Trichoderma se ve inhibido en su crecimiento con altas concentraciones
de cloruro de sodio (80 g/l aproximadamente), aunque tolera hasta una
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concentracion de 60 g/l de cloruro de sodio, éstas condiciones pueden ocasionar
mutaciones perjudicando el proceso de conidiogénesis, al disminuir notablemente la

produccion de esporas (Moore, 1996).

pH. El pH juega un papel importante en la regulacién de la produccion de enzimas
extracelulares. La mayoria de cepas de Trichoderma tienen la habilidad de crecer en
un amplio rango de pH de 2 a 6 con un ¢6ptimo de 4; y se ha reportado que la
produccién optima de biomasa ocurre en un rango de pH entre 4.6 y 6.8 (Kredics et

al., 2003).

Temperatura. El rango de temperatura para el crecimiento de Trichoderma se
encuentra entre los 10 °C a los 40 °C, considerandose una Optima de 25 °C
(Alexopulus, 1996). Segun otros estudios, se ha demostrado que el crecimiento
saprofito en suelo de Trichoderma koningii, se presenta a una temperatura que oscila

entre los 20 °C y los 30 °C, con una temperatura 6ptima de 25 °C.

Humedad. El contenido de humedad que favorece el crecimiento saprofito se

encuentra alrededor del 70 % y el 80 % (Wakelin et al., 1999).

3.3.4 Necesidades nutricionales de Trichoderma.

Los microelementos, sales y vitaminas en grandes cantidades no son indispensables
para el desarrollo de Trichoderma (Papavizas, 1985). Los elementos traza requeridos
para el crecimiento de hongos en general incluyen hierro, zinc, cobre, manganeso y
molibdeno en concentraciones muy pequefias cercanas a 10-9 M. Dentro de las

vitaminas necesarias se encuentran tiamina (B1), biotina (B7), piridoxina (B6), acido
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nicotinico (B3), acido pantoténico (B5), riboflavina (B2), cianocobalamina (B12) y

acido aminobenzoico (Moore, 1996).

3.3.5 Mecanismo de biocontrol de Trichoderma spp.

El entendimiento de la diversidad genética de cada cepa dentro de las especies de
Trichoderma y sus mecanismos de biocontrol ha permitido mejorar la aplicacion de
las diferentes cepas. Estos mecanismos son diversos, complejos y pueden actuar

sinérgicamente para lograr el control de enfermedades (Howell, 2003).

Las diferentes especies de Trichoderma ejercen el biocontrol de una manera
indirecta bien sea por competencia por nutrientes o espacio, antibiosis (produccién
de metabolitos), modificando las condiciones ambientales o mediante la produccion
de sustancias promotoras del crecimiento vegetal y de una forma directa por
micoparasitismo. Algunas especies del genero Trichoderma, son muy comunes en
diversos suelos, principalmente en suelos &cidos y ricos en materia organica, estas
especies son faciles de aislar, cultivar, y de propagar en diversos sustratos y la

mayoria presenta un buen micoparasitismo (Benitez et al., 2004).

3.3.5.1 Biocontrol por competencia.

Fungistasis: Un buen antagonista es capaz de superar el efecto fungistatico que
resulta de la presencia de diferentes metabolitos producidos por otras especies,
incluyendo plantas, y sobrevive bajo condiciones adversas o competitivas (Benitez et

al., 2004).
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Las cepas de Trichoderma crecen rapidamente cuando se inoculan en suelo ya que
son naturalmente resistentes a muchos compuestos toxicos incluyendo herbicidas,
fungicidas y pesticidas tales como el dicloro difenil tricloro etano (DDT) y compuestos
fendlicos (Chet, 1987), ademas recuperan muy rapidamente después de la adicion

de dosis subletales de algunos de estos compuestos.

3.3.5.2 Competencia por nutrientes.

La inaniciobn es la causa mas comun de muerte para microorganismos, la
competencia por nutrientes limitantes, resulta en un control biolégico de hongos

fitopatdgenos, antagonistas y micoparasitos (Chet et al., 1997).

Un ejemplo claro de este mecanismo de accion se encuentra representado en
hongos filamentosos, donde la toma de hierro es esencial para la viabilidad de los
mismos. Bajo condiciones de deficiencias de hierro, el hongo excreta agentes
guelantes especificos de bajo peso molecular llamados sideroforos que le permiten

tomar el hierro en forma reducida (Chavez, 2004).

3.3.5.3 Antibiosis.

La antibiosis ocurre durante la interaccion de los compuestos difusibles de bajo peso
molecular o antibiéticos producidos por cepas de Trichoderma que inhiben el
crecimiento de otros microorganismos. Ademas las cepas de Trichoderma producen
metabolitos tdxicos volatiles y no volatiles que impiden colonizacién por otros
microorganismos antagonizados; entre estos metabolitos, la produccion de acido

harzianico, alameticinas, tricholinas, peptaiboiles, antibidticos, 6 penthyl pirona,
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massoilactona, viridina, gliovirina, glisoperonas, acido hepteldico y otros estan siendo

descritos (Howell et al., 1998).

3.3.5.4 Micoparasitismo.

El micoparasitismo es esencialmente una interaccion hospedero-parasito. La
interaccion comienza con el reconocimiento del hospedero o de moléculas liberadas
por este, por accidn enzimatica del micoparasito. Tales sefiales pueden ser
generadas por los diferentes polimeros componentes de la pared de distintas
estructuras de hongos patdgenos o, productos de degradacion de la pared celular
gue son liberados durante el contacto o el acercamiento del hospedero (Mukherjee et

al., 2004).

El ataque directo de un hongo a otro es un proceso muy complejo que involucra
eventos secuenciales, incluye reconocimiento, ataque y penetracion subsecuente y
muerte al huésped. Trichoderma spp puede ejercer control directo por el rango de
parasitismo de hongo, detectando otros hongos y creciendo sobre el (Benitez et al.,

2004).

El proceso de micoparasitismo ejercido por Trichoderma se produce en varias etapas
sucesivas. Comienza por el crecimiento quimiotrofico de Trichoderma hacia el
hospedador, estimulado por moléculas procedentes del mismo, de naturaleza
desconocida. Las uUnicas que se han detectado hasta ahora son aminoacidos y
azucares, por lo que no cabe esperar que la induccién sea especifica del hospedador

(Chet y Baker, 1981).
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Degradacion de la pared celular: La lisis es el mecanismo en el cual intervienen las
enzimas hidroliticas producidas por los microorganismos antagonistas como factores
biocontroladores. Se ha demostrado que Trichoderma spp produce celulosas,
glucanasas y quitinasas que degradan invitro la celulosa de las paredes celulares de
los microorganismos omycetes vy la quitina y B — 1, 3 glucanos de las paredes
celulares de microorganismos deuteromicetes como gliocladium spp (Elad y Chet,

1982).

3.3.5.5 Sinergismo.

El sinergismo entre la actividad de enzimas liticas y antibioticos, es la mejor
estrategia para ser un buen controlador, ademas de abrir el campo para posibles
cepas transformantes que puedan producir las diferentes enzimas logrando un

sinergismo que sea relevante (Benitez et al., 2004).

3.4 Produccién de Trichoderma.

Los sustratos empleados para la produccion de microorganismos, en lo posible
deben contener todos los elementos necesarios para una adecuada sintesis del

material celular y para la produccion de metabolitos, cuando son requeridos.

3.4.1 Arroz.

El arroz es el cereal mas rico en almiddn, en torno al 70 %. Su contenido en proteina
es bajo (7.3 %) pero es rico en lisina (4.1 %). Su contenido en cenizas es muy
escaso Yy su aporte en macrominerales practicamente despreciable. A si mismo su

contenido en vitaminas es muy bajo (FEDNA, 2003).
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La estructura quimica del almidon es relativamente sencilla comparada con otros
sustratos. Esencialmente esta compuesto de dos polimeros relacionados en
diferentes proporciones: amilosa (16 — 30 %) y amilopectina (68 — 85 %). La amilosa
es un polimero de glucosa unido por enlaces a — 1,4, principalmente en cadenas
lineares. La amilopectina es un polimero de glucosa altamente ramificando

incluyendo también enlaces a — 1,6 en los puntos de ramificacion (Raimbauth, 1998).

De esta manera Trichoderma spp hidroliza el polimero del almidon mediante enzimas
como glucoamilasas, a — amilasas, pululanasas e isoamilasas (Raimbauth, 1998),
obteniendo moléculas libre de glucosa, los cuales son faciles de asimilar, permitiendo
el crecimiento micelial y la produccion de conidios, al mismo tiempo se producen
acidos organicos producto del desarrollo del microorganismo los cuales influyen en
la disminucion gradual del pH. Del mismo modo se ha reportado la produccion de
enzimas celuliticas por Trichoderma spp., haciéndolo capaz de crecer en sustratos
poco nutritivos como mezcla de paja con trigo, sustrato asimilado facilmente gracias

a la produccion de estas enzimas (Chahal, 1985).

3.4.2 Melaza.

La melaza es un liquido denso y negruzco constituido por el residuo que permanece
en las cubas después de la extraccion de la mayor parte de las azucares de cafia por
cristalizacion y centrifugacion. Las melazas son concentrados de hidratos de
carbono. Los azucares representan del orden del 80 % de su contenido en materia
seca. Como consecuencia son muy palatables y su contenido energético es

apreciable. Este subproducto de la industria azucarera posee un alto contenido de
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sacarosa (32 %), oligosacaridos (rafinosa) y acidos organicos (malico, oxalico,

lactico, acotinico y citrico) (FEDNA, 2003).

La melaza de cafia tiene un contenido en proteina bruta cercano al 4 %. La fraccion
nitrogenada es totalmente soluble, estando constituida en un 50 % de aminoacidos
(principalmente aspartico y glutamico) y en un 50 % por nitrégeno no proteico. La

proporcion de aminoacidos esenciales es muy baja.

Las melazas presentan alto contenido en cenizas. La de cafia es rico en calcio, cloro
y magnesio asi como en potasio (1,5 — 4 %). Sin embargo el nivel de fosforo es

reducido (FEDNA, 2003).

3.4.3 Levaduras.

Las levaduras son hongos unicelulares que se pueden dividir asexualmente, por
gemacion o division (fision), aunque ciertas levaduras también son capaces de crecer
como filamentos irregulares formando un micelio. Asimismo, pueden reproducirse

sexualmente, formando ascas que contienen ascosporas haploides.

El papel de las levaduras como agentes fermentadores no fue reconocido sino hasta
1856 por Luis Pasteur, quien propuso la teoria vitalistica y demostré que las células
viables de levaduras provocan fermentacion en condiciones anaerobias, proceso en
el cual el azucar presente en el jugo es convertido principalmente en etanol y CO-

(Calzada et al., 2000).
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3.5 Proceso fermentativo.

Fermentacion es el término utilizado para describir cualquier proceso para la
obtencién de un producto por medio del cultivo de un microorganismo. El producto
puede ser la célula en si, referida como produccién de biomasa o un metabolito del

microorganismo.

En este sentido, una fermentacién puede ser vista como un sistema de tres fases,

implicando liquido, solido, reacciones de gas sélido y de gas liquidas:

e La fase liquida contiene sustancias nutritivas, asi como sustancias disueltas y
metabolitos.

e La fase solida consiste en células individuales, pellets, sustratos insolubles o
productos metabdlicos precipitados.

e La fase gaseosa proporciona un depdsito para el suministro de oxigeno y para

el retiro de CO: (Pumphrey y Julien, 1996).

La produccién de biomasa constituye con frecuencia el objetivo de numerosas
fermentaciones; cuando se desea obtener esa produccion es necesario hacerlo en
las condiciones en las que el rendimiento energético sea el mejor, es decir, en las
que haya una oxidacion completa del sustrato por el oxigeno del aire y en las que
toda la energia potencial del sustrato sea liberada y utilizada para la sintesis (Arnaud

et al., 1985).

Para que un proceso de fermentaciébn se desarrolle adecuadamente se debe
establecer inicialmente el medio 6ptimo para el crecimiento de los microorganismos.

Esto incluye la determinacion de parametros como pH, temperatura, oxigeno disuelto
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y nutrientes, entre otros; con el fin de que el microorganismo ya sea hongo, bacteria
o levadura, desarrolle apropiadamente su metabolismo y obtener de esta manera la

base para un producto de interés comercial (Forero, 2002).

Los microorganismos implicados en los procesos de fermentacién son principalmente
quimiorganotrofos, es decir, que pueden obtener su energia y su fuente de carbono
por la oxidacion de compuestos orgénicos. Los hongos mas importantes implicados
en las fermentaciones industriales se clasifican principalmente en dos grupos: los
zygomicotina, con hifas aceptadas como los géneros Mucor y Rhizopus, y los
Deuteromicotina, septados u hongos imperfectos, por ejemplo los géneros
Trichoderma, Aspergillus, Penicillium, y Fusarium. En general la produccion masiva
de microorganismos biocontroladores puede llevarse a cabo mediante dos técnicas:

fermentacion liquida o sumergida y fermentacion solida o en superficie (Ward, 1989).

3.5.1 Fermentacion liquida.

La fermentacion liqguida o sumergida es definida como la técnica de crecimiento de
microorganismos en un medio liquido, donde todos los nutrientes se encuentran
disueltos en el medio de cultivo y el proceso se lleva a cabo bajo condiciones
fisicoquimicas controladas, este es el método mas usado por la industria
biotecnolégica. En comparacién con la fermentacion solida presenta las siguientes
ventajas: se obtiene un producto mas homogéneo, es mas sencillo el control de los
factores de fermentacibn como temperatura, aireacion, agitacion y pH, presenta
mejor distribucion del oxigeno y del calor suministrado al sistema, y se puede llevar a

cabo la medicion directa de la biomasa. La fermentacion sumergida se realiza
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principalmente usando tres métodos de alimentacion de sustrato: fermentacion en
lote, fermentacidon en lote alimentado y fermentacion en cultivo continuo (Crueger y

Crueger, 1989).

3.5.2 Fermentacion solida.

La fermentacion solida se define como el crecimiento de microorganismos
(principalmente hongos) en sustratos sélidos humedos en la ausencia de agua libre.
La habilidad de los microorganismos para crecer en un sustrato solido es una funcién
de sus requerimientos en cuanto a la actividad de agua, su capacidad de
colonizacion y penetracion en el sustrato y su habilidad para asimilar mezclas de
diferentes polisacéaridos, debido a la naturaleza usualmente compleja de los mismos

(Pérez — Guerra et al., 2003).

Los sustratos que con mayor frecuencia han sido utilizados para esta evaluacion
incluyen una variedad de productos agricolas como arroz, trigo, soya y maiz entre

otros (Pérez — Guerra et al., 2003).

Este tipo de fermentacién involucra interacciones de la biomasa microbiana con un
sustrato solido humedecido, en este el microorganismo puede crecer entre los

fragmentos del sustrato (Padmasari, 2005).

3.6 Biorreactores.

Los biorreactores son aparatos donde se desarrollan una serie de reacciones, por la
accion de microorganismos o de enzimas, bajo un ambiente controlado en el que se

pretende un crecimiento celular o la produccion de metabolitos de interés con una
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eficiencia 6ptima. Para lograr el desarrollo de un proceso fermentativo es necesario
tener en cuenta que los microorganismos necesitan ciertos elementos nutricionales
(fuente de carbono, fuente de nitrogeno, minerales y nutrientes especificos) para
activar su metabolismo celular; adicionalmente, es indispensable la determinacién y
seleccion de las variables por medir, controlar y manipular el curso de la
fermentacion (temperatura, velocidad de agitacion, concentracion de nutrientes,
presion, oxigeno disuelto, pH, entre otros), para mantener unas condiciones optimas

de crecimiento (Pachon, 1997).

3.6.1 Biorreactor AIRLIFT de lazo interno.

Los reactores airlift son equipo neumaticos de contacto gas — liqguido empleados en
procesos aerobios en los cuales el gas (aire u oxigeno) cumple las funciones de
suministrar oxigeno y agitar el medio liquido contribuyendo a la transferencia de calor
y de materia. Este concepto se utiliza principalmente en los reactores cilindricos
profundos que cuentan con conductos de aireacidn, tubos concéntricos abiertos en
ambos extremos y localizados justo por encima del punto de difusion del aire (Tovar
y Prieto, 1995). Se utilizan frecuentemente para cultivos de células animales y
vegetales, ademas de catalizadores inmovilizados, debido a que los esfuerzos
cortantes son muy inferiores a los que se presentan en los reactores agitados
convencionales. El rasgo mas caracteristico que diferencia los reactores airlift de las
columnas de burbujeo es que las corrientes de flujo de liquido estan bien definidas,
debido a la separacién fisica de las corrientes ascendente y descendentes (Doran,

1998).
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3.6.2 Biorreactores con agitacién mecanica.

Son tanques cilindricos con un motor que mueve una flecha central, lo cual soporta
uno o mas agitadores. Generalmente, se le colocan cuatro bafles a la misma
distancia del centro alrededor de la periferia del tanque (Chisti y Moo-young, 2002).
La relacion altura/diametro es entre tres y cinco, excepto en el cultivo de células
animales donde, normalmente, no excede de dos y se utilizan reactores sin bafles
(Chisti y Moo-young, 2002). El agitador puede ser introducido por arriba o por el

fondo del tanque siempre que se cuente con un sello hermético.

En el laboratorio, los recipientes con volimenes de hasta 20 litros son elaborados de
vidrio y para volimenes mayores de acero inoxidable (Scragg, 1997). Pueden ser

con o sin recirculacién interna.

3.6.3 Biorreactores con recirculaciéon interna.

En los biorreactores con recirculacién interna (Fig. 2) se utiliza un cilindro (tubo de
circulacién) en el interior del tanque en el cual el liquido de fermentacion se introduce
por la parte superior y sale por la parte inferior, el fluido en movimiento arrastra las
burbujas de gas, mejorando la transferencia de oxigeno, la desventaja de este tipo
de biorreactor es que no se pueden utilizar en el cultivo de organismos filamentosos

los cuales no soportan grandes fuerzas de corte (Scriban, 1985).
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Figura. 2 Fermentador de agitacion mecanica con recirculacion interna
(Scriban, 1985).

3.6.4 Biorreactores sin recirculaciéon interna.

En los biorreactores sin circulacion interna (Fig. 3) son convenientes para la
produccién de antibibticos, por tratarse, generalmente, de procesos exotérmicos que
utilizan microorganismos filamentosos relativamente fragiles y sensibles a la accion
de corte y cuyas necesidades de oxigeno no son muy grandes. Para reducir el efecto
de corte, la velocidad de rotacion del agitador es de 50-60 rpm, que ademas asegura,

la transferencia del oxigeno que el microorganismo necesitan (Scriban, 1985).
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Figura. 3 Fermentador de agitacion mecanica sin circulacion interna (Scriban
1985).

3.6.5 Biorreactores sin agitacion y aireacién no forzada.

Generalmente son conocidos como fermentadores de bandejas, este tipo de
biorreactores poseen una camara cerrada con varias bandejas removibles. El aire
circula alrededor de las bandejas pero de manera forzada a través de esta y es
utilizado para regular la temperatura. De igual manera se puede utilizar aire humedo

0 seco para controlar la humedad (Chen y Zhu, 2013).
3.6. 6 Biorreactores sin agitacién y aireacién forzada.

También conocidos como biorreactores de lecho o empacado, consisten de un lecho
estatico por el cual pasa aire a través de este (Mitchell et al., 2006). El flujo de aire
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permite un mejor control de la temperatura dentro del lecho, pero siempre existira un
gradiente de temperatura a la entrada y salida de aire. Esto puede producir un
crecimiento mas lento o incluso la muerte de los microorganismos asi como la

disminucién del rendimiento (Chen y Zhun, 2013).
3.7 Tomate (Solanum lycopersicon mill).

3.7.1 Importancia econdmica del tomate.

El tomate (Solanum lycopersicon Mill.) es considerado una de las hortalizas de
mayor importancia en muchos paises del mundo, ocupando el segundo lugar solo

superado por el cultivo de la papa (Ascencio-Alvarez et al., 2008).

El tomate (Solanum lycopersicon Mill.) es una de las hortalizas més difundidas en
todo el mundo con alto valor econémico, ya que representa 30% de la produccién
horticola a nivel mundial (Mejia et al, 2007). Su demanda aumenta
considerablemente y con ella su cultivo, produccién y comercio. El incremento anual
de la produccién en los ultimos afios, se debe principalmente al rendimiento e

incremento de la superficie cultivada (Jaramillo et al., 2007).

El cultivo de tomate (Solanum lycopersicon Mill) representa uno de los principales
cultivos tanto a nivel mundial como nacional debido a la importancia que tiene para el
consumo fresco asi como para su utilizacion en la agroindustria. Sin embargo, cada
afo los rendimientos son afectados en gran parte por la incidencia de enfermedades

causadas por hongos del suelo (Jiménez y Sanabria, 2008).
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3.7.2 Clasificacion taxondmica.

De acuerdo a Hunziker (1979), la taxonomia generalmente aceptada del tomate es:
Clase: Dicotiledoneas.

Orden: Solanales.

Familia: Solanaceae.

Subfamilia: Solanoideae.

Tribu: Solanae.

Género: Lycopersicon.

Especie: esculentum.

3.7.3 Morfologia.

3.7.3.1 Raiz.

La planta presenta una raiz principal pivotante (que crece unos 3 cm al dia hasta que
alcanza los 60 cm de profundidad), simultaneamente se producen raices adventicias
y ramificaciones que pueden llegar a formar una masa densa y de cierto volumen.
Sin embargo, este sistema radical puede ser modificado por las practicas culturales,
de tal forma que cuando la planta procede de un trasplante, la raiz pivotante
desaparece siendo mucho més importante el desarrollo horizontal (Rodriguez et al.,

2001).

3.7.3.2 Tallo.

Los tallos son ligeramente angulosos, semilefiosos, de grosor mediano y con

tricomas (pilosidades), simples y glandulares. Eje con un grosor que oscila entre 2-4
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cm en su base, sobre el que se van desarrollando las hojas, tallos secundarios e
inflorescencias. En la parte distal se encuentra el meristemo apical, donde se inician

los nuevos primordios foliares y florales (Escalonada et al., 2009).

3.7.3.3 Hoja.

Las hojas son compuestas e imparipinnadas, con foliolos peciolados, lobulados y con
borde dentado, en numero de 7 a 9 y recubiertos de pelos glandulares. Las hojas se

disponen de forma alternada sobre el tallo (Escalonada et al., 2009).

3.7.3.4 Flor.

La flor del tomate es perfecta. Consta de 5 o mas sépalos, de igual nimero de
pétalos de color amarillo dispuestos de forma helicoidal y de igual nimero de
estambres que se alternan con los pétalos. Los estambres estan soldados por las
anteras y forman un cono estaminal que envuelve al gineceo y evitan la polinizacion
cruzada. El ovario es bi o plurilocular. Las flores se agrupan en inflorescencias
denominadas comunmente como “racimos”. La primera flor se forma en la yema
apical y las demas se disponen lateralmente por debajo de la primera, alrededor del
eje principal. Las inflorescencias se desarrollan cada 2-3 hojas en las axilas

(Escalonada et al., 2009).

3.7.3.5 Baya.

Baya bi o plurilocular que puede alcanzar un peso que oscila entre unos pocos
miligramos y 600 gramos. Esta constituido por el pericarpio, el tejido placentario y las

semillas (Escalonada et al., 2009).
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3.7.4 Enfermedades del tomate.

3.7.4.1 Moho gris (Botrytis cinerea sp).

En las flores ataca los pedunculos florales formando lesiones deprimidas y humedas
cubiertas de color gris. En tallos en la zona de insercion de las ramas por la
proximidad de hojas afectadas aparecen cancros hundidos de color castafo claro y
secos. En las hojas se desarrollan manchas grandes, circulares color castafio,
aspecto humedo con reblandecimiento de los tejidos. En frutos produce podredumbre

acuosa de color gris (Sosa, 2013).

3.7.4.2 Podredumbre de raices y cuello (Rhizoctonia solani).

La enfermedad puede atacar las plantulas previas al trasplante, post-trasplante, plan-
tas jovenes y aun adultas. La enfermedad se manifiesta sobre las raices en forma de
manchas secas, bien delimitadas, color castafio rojizo. En el cuello puede desarrollar
lesiones hundidas color castafio. Numerosas plantas son hospederos y puede
mantenerse en el suelo y en restos de plantas enfermas en forma de micelio o

esclerocios (Sosa, 2013).

3.7.4.3 Tizén temprano (Alternaria dauci f. sp. Solani).

Toda la parte area de la planta es susceptible, pero es mayor la incidencia en las
hojas maduras. Las lesiones son pardo oscuras, con anillos concéntricos, de bordes
definidos, circulares, hasta 2-3 cm de diametro rodeadas de un halo amarillento

(Sosa, 2013).
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3.7.4.4 Tizén tardio (Phytophthora infestans).

Sobre las hojas se desarrollan manchas grandes humedas, pardas redondeadas con
margen mas claro. La infeccion es muy virulenta, avanza rapidamente, infectando
follaje, tallos, peciolos y frutos. La coloracién general es castafia. Al entrar en los
invernaderos afectados se aprecia olor a “heno” o material compostado. Si
descienden los valores de humedad bajo cubierta las lesiones adquieren
consistencia de papel. El hongo sobrevive en el suelo, sobre restos de cultivo (Sosa,

2013).

3.7.4.5 Pudricion de la corona y raiz del tomate y Marchitez vascular del tomate
(Fusarium oxysporum f. sp. radicis lycopersici y Fusarium oxysporum f. sp.

lycopersici).

Estos son hongos cosmopolitas, con multiples formas especializadas, cuyo ciclo de
vida incluye una etapa de crecimiento Saprofiticos y una de crecimiento parasitario,
con distinta fases en cada uno de ellos de muy dificil manejo por su gran capacidad
para establecerse y colonizar casi cualquier tipo de suelo, ademas de que pueden
sobrevivir durante largos periodos de tiempo en suelos infestados y recuperarse
rapidamente a fumigaciones o a otras practicas agricolas que se incluyan en el

manejo de estas enfermedades (Apodaca, 2006).

La pudricién de la corona y raiz es causada por el hongo Fusarium oxysporum f. sp.
Radicis lycopersici y la marchitez vascular es inducida por el hongo Fusarium

oxysporum f. sp. lycopersici (Apodaca, 2006).
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El primer indicio aparece al inicio de la floracion o formacién de primeros frutos y es
un amarillamiento de las hojas inferiores, las cuales gradualmente se marchitan y
mueren adheridas a la planta y posteriormente caen al suelo. Los sintomas pueden
aparecer en un solo lado de la planta (ataque en el tejido conductor de algunas
ramas) mientras que el resto permanece sano, aunque puede manifestarse en toda
la planta. Bajo condiciones favorables, se puede manifestar en etapas mas

tempranas del cultivo (Mendoza, 1996).

Al hacer cortes transversales principalmente en la parte baja del tallo se puede
observar una coloracion café obscura del tejido vascular (xilema), si el corte es
longitudinal se puede ver la tonalidad café del tejido vascular a lo largo de todas las
ramas, tallos y raices. Las plantas en estas condiciones se ven afectadas en la
produccion, causando que los frutos sean de baja calidad; induce achaparramiento
de planta, marchitez, caida de hojas al suelo y por ultimo muerte de plantulas 6

plantas adultas (Catrrillo et al., 2003).

3.8 Agave Tequilana Weber, Var. Azul.

El agave tequilana weber en su variedad azul, es el Unico agave que goza de
propiedades que son exclusivas en la produccién de tequila, empleandose como

materia prima en la elaboracién de tequila 100 % agave (Valenzuela, 2003).

3.8.1 Importancia econdmica.

El Agave tequilana Weber variedad Azul destaca en México por que cubre una

superficie de 170 000 ha cultivadas en condiciones de temporal, de las cuales el
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98.3% se concentra en el estado de Jalisco, generando importantes divisas al estado

y al pais a través de la industria tequilera (SAGARPA, 2006).

3.8.2 Clasificacion cientifica.
Reino: Plantae.

Division: Antophyta.

Clase: Monocotiledoneas.
Orden: Liliopsida.

Familia: Agavaceae.

Género: Agave.

Especie: Agave Tequilana Weber, var. Azul (Valenzuela, 2003).

3.8.3 Enfermedades del Agave Tequilana Weber Var. Azul.

El cultivo del agave es afectado por factores adversos de indole fisico llamado
factores abioticos, como los ambientales que en un momento dado, al estar fuera del
rango que la planta pueda tolerar, causaran un dafio. Ejemplos son la bajas
temperaturas o heladas, un Ph acido o la deficiencia de algun nutriente. Otros
factores, denominados bioticos, son microorganismos donde se incluyen hongo y
bacteerias que viven a expensas de este cultivo y le causan enfermedad (Rendon et

al., 2011).

3.8.3.1 Mancha gris (Cercospora agavicola).

Esta enfermedad se caracteriza por la presencia de lesiones necroticas acuosas de

color grisaceo en la base de las hojas y que posteriormente se expanden, hasta
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alcanzan el cogollo. Cuando las lesiones llegan al cogollo avanzan de manera
descendente hasta afectar a la pifia, lo que cual finalmente provoca la muerte de la
planta. Esta enfermedad es causada por el hongo ascomiceto, que en su fase
asexual se denomina Cercospora agavicola dentro de los deutromycetos.
Inicialmente la presencia de plantas enfermas tiene un patron de distribucion al azar,
pero si no se toman las medidas adecuadas y las condiciones climaticas son
favorables, se pueden conformar manchones de plantas afectadas, que de manera
rapida pueden propagar la enfermedad a todas las plantas de la parcela ( Rendon et

al., 2011).

3.8.3.2 Pudricion de cogollo (Erwinia carotovora).

Esta enfermedad provoca lesiones necroticas acuosas y malolientes en las hojas.
Las lesiones iniciales aparecen en el apice de las hojas, avanzando de forma
descendente hacia la pifia, pudriendola y causandole la muerte a la planta. Es comun
gue esta enfermedad se desarrolle en las hojas ineteriores del cogollo las cuales
practicamente se desintegran y despiden un olor fetido. El origen de esta enfermedad
se determino como causado por un grupo de bacterias Gram negativo de las
especies Erwinia cacticida, Pantoea agglomerans y Pseudomonas sp. que provocan
pudriciones suaves. La enfermedad puede presentarse en hijuelos desde el inicio de
la plantacion, especialente cuando no se realiza eficientemente el tratamiento
preventivo al transplante. La dispersion de una planta a otra se ve favorecida bajo
condiciones de lluvia combinada con vientos, especialmente cuando las condiciones

de temperatura son inferiores a 10 °© C. En estas condiciones se facilita el movimiento
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de exudados de las lesiones a puntos de ingreso a hojas de plantas sanas ( Rendon

et al., 2011).

3.8.3.3 Marchitez del agave (Fusarium oxysporum).

El sintoma de marchitez en el cultivo de agave evidencia reduccion de su capacidad
para absorber agua del suelo y debido a que la planta sigue transpirando y las hojas
pierden turgencia, lo que se aprecia inicialmente como un cambio de color, del color
tipico de la especie a un color amarillento. Las hojas se enrrollan formando un
encarrujamiento, que avanza hasta quedar las hojas cafes totalmente deshidratadas

en la parte baja de la planta y finalmente la planta muere ( Rendon et al., 2011).

Esta enfermedad es causada por el hongo Fusarium oxysporum, el que se encuentra
en las raices y el tallo. En plantas de agave se induce la marchitez por un dafio al
xilema, sin afectar en gran medida su sistema radical. Cepas diferentes de esta
misma especie de hongo son patogenos economicamente importantes en cultivos
como: tomate, algodoén, platano, frijol, entre muchos otros, donde causan las
llamadas marchiteces vasculares. Sin embargo, la lesion rojiza que se presenta en la
corona y raices necrosadas del agave, que tambien induce una marchitez, es
causada por el hon Fusarium solani. La descripcion de los sintomas de esta
enfermedad se parece a la denominada pudricion del tallo del agave ( Rendon et al.,

2011).

Los hongos antes mencionados ( F. oxysporum y F. solani) ingresan a la planta a
traves de la raiz y cuando esta muere y se degrada su tejido, se liberan esporas

localmente en el suelo, estructuras de propagacion muy resistentes, que son
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incorporadas por labores de cultivo y permanecen viables por varios afios. Estas
estructuras de resistencia iniciaran un nuevo ciclo patogenico cuando se plante una
nueva planta de agave en el suelo en que estan presentes. Por lo tanto, para tratar
de reducir la presencia de esta enfermedad en la huerta madre, es necesario que se
establezca en terrenos que no hayan tenido cultivo de agave afectado por la

marchitez, al menos en los cuatro afios anteriores ( Rendon et al., 2011).
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CAPITULO IV. MATERIALES Y METODOS.

Este trabajo se realizo en el Instituto Tecnolégico de Tlajomulco Jalisco, en el
laboratorio de Sanidad Vegetal y en el invernadero de dicho tecnoldgico, ubicada en

el municipio de Tlajomulco Jalisco.

4.1 Activacion y preparacion de inoculo de cepas.

Las cepas de Trichoderma spp, T1, T4, C4, C13, C17, C30, C44, Bar321, Bar331 y
Trich arandano que fueron la base para este trabajo de investigacion, fueron
activadas a partir del cepario del Instituto Tecnoldgico de Tlajomulco. Esto se realizd
cortando con una pinza, un fragmento pequefio de papel filtro (Figura 4), que es el
método con el que se conservan las cepas de Trichoderma spp., en refrigeracion. Se
preparé6 medio de cultivo PDA de la marca SIGMA, pesandolo en una balanza
analitica, para luego vaciarlo en un matraz Erlenmeyer y disolverlo con agua, se
esterilizo en autoclave, se vacid en cajas petri, una vez solidificado el medio, se
sembré el fragmento, y se incubo a una temperatura de 27 °C, durante siete dias,
que después de crecido el micelio, se consideré el material biolégico para los

ensayos posteriores.



Figura 4. Fragmentos de papel filtro en el que se conservan las cepas de
Trichoderma.

4.1.1 Realizacion de cepario de trabajo de cepas de Trichoderma spp.

Esta actividad se llevo a cabo sembrando en medio de cultivo PDA, un fragmento de
micelio, de las diferentes cepas de Trichoderma spp., mencionadas anteriormente,
agregando alrededor de este papel filtro esterilizado previamente en autoclave
(Figura 5). Estas cajas se incubaron a 27 °C, durante una semana para lograr con su
crecimiento la colonizacion del papel filtro, para después extraer el papel filtro
colonizado por micelio, depositdndolo en cajas de Petri vacias y guardarlo en

refrigeracion a 4 °C.

Figura 5. Fragmento de micelio de Trichoderma spp., sembrado en medio de
cultivo PDA, con papel filtro alrededor.
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4.2 Determinacion del protocolo mas idoneo para generar biomasa de

Trichoderma en tubos tipo Falcon.

4.2.1 Pruebas de antagonismo de Trichoderma spp Bar321 y Bar331 contra los

fitopatdgenos de Fusarium solani y Fusarium oxysporum.

Para determinar el protocolo méas idéneo, para generar biomasa de las cepas de
Trichoderma, primero se tuvieron que realizar confrontaciones de las cepas de

Trichoderma Bar321 y Bar331 con hongos fitopatégenos.

Para esto, se utilizaron cepas patogénicas de Fusarium solani y Fusarium
oxysporum, para ver si las cepas de Trichoderma Bar321 y Bar331, mantenian el

mismo nivel de antagonismo sobre estos fitopatdgenos de agave tequilero.

Para realizar las confrontaciones, se utilizaron cajas de medio PDA, en las que
previamente se habia medido el diametro de la caja, sefialando en la tapa inferior de
esta, en su parte media, a una distancia de 1 cm de la orilla. Estos dos puntos se
utilizaron como referencia para sembrar los hongos a confrontar, dejando un espacio
de 6 cm entre ambos hongos, que crecerian hasta encontrarse en la parte mediay a

partir de ahi se antagonizaran.

Para realizar esta actividad, primero se colocaron en uno de los puntos marcados,
circulos de agar colonizados con micelio, extraidos con un sacabocados previamente
esterilizado a la flama y frio, de la periferia de colonias de los hongos fitopatogenos
creciendo en medio PDA, debido a que su crecimiento es lento en comparacion el

crecimiento de las cepas de Trichoderma spp; dandole una ventaja en tiempo de
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cinco dias, para sembrar posteriormente los circulos de agar con micelio de las

cepas de Trichoderma Bar321 y Bar331, en el punto opuesto marcado en la caja.

Una vez sembrados los hongos en el medio PDA, se incubaron a una temperatura de
27 °C, evaluando las confrontaciones a los cinco dias y a los diez dias. Para evaluar
el sobrecrecimiento de los hongos de Trichoderma spp., Bar321 y Bar331 se midio
con una regla el diametro de crecimiento de ambos hongos y se sacoé la diferencia
gue habia, tomando como medida base 6 cm de espacio entre un punto de siembra y
otro.

Para realizar estas confrontaciones se compararon cuatro tratamientos y cinco

repeticiones, considerandose cada confrontacion como una repeticion.

Los tratamientos fueron:

T1: Cepa Bar321 vs F. oxysporum.

T2: Cepa Bar321 vs F. solani.

T3: Cepa Bar331 vs F. oxysporum.

T4: Cepa Bar331 vs F. solani.

Para saber el nivel de antagonismo que ejercian las cepas de Trichoderma spp se
calculo su sobrecrecimiento sobre la colonia del patdgeno, realizando los siguientes

calculos.

Sobrecrecimiento =r colonia de Trichoderma + r colonia del patogeno - 6

% de sobrecrecimiento = Sobrecrecimiento x100 / r colonia del patégeno
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Después de que se realizaron los calculos, se ubico el nivel de antagonismo de cierta

cepa contra un patégeno, utilizando las condiciones que se muestran en el cuadro 1.

Cuadro 1. Escala para la evaluacién in vitro de la actividad antagonista de
Trichoderma spp.

Nivel de antagonismo 1. Fusarium sobrecrece a Trichoderma entre un
70 y un 100 %.
Nivel de antagonismo 2. El patdgeno sobrecrece a Trichoderma vy

Trichoderma sobrecrece al patégeno en mas
del 75 %, sin un dafo aparente en ambos.

Nivel de antagonismo 3. Patbgeno y Trichoderma crecen 50 %
deteniendo ambos su crecimiento.

Nivel de antagonismo 4. Sobrecrecimiento de Trichoderma sobre
Fusarium en menos de un 25 % y se detiene.

Nivel de antagonismo 5. Sobrecrecimiento de Trichoderma sobre

Fusarium de méas del 75% con gran
esporulacion.

Fuente: Avila et al (2006).

4.2.2 Aislamiento de fitopatdégenos.

Con el fin de obtener aislados de Fusarium oxysporum f. sp. Lycopersici (FOL) y F.
oxisporum f. sp. radicis lycopersici (FORL), se obtuvieron muestras de plantas de
invernadero, con sintomas de marchitez vascular de inducida por estos patdgenos.
Ya obtenidas las muestras, primeramente con una navaja se hicieron cortes
pequefios en la parte necrosada de la planta, tanto de la corona como en el area del
tallo. Los cortes se hicieron por separado para que no se revolvieran las muestras de
tallo o corona, guardandose por separado y etiquetandose muy bien la muestra.
Posteriormente se utilizé una soluciéon 1-1- 8 (cloro-alcohol-agua v/v) para desinfectar

los cortes, que una vez desinfectados, se sembraron en cajas con medio PDA, las
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cajas se sellaron y se incubaron a una temperatura de 27 °C durante tres dias

(Agrios, 2005).

Todos los materiales utilizados en esta actividad se esterilizaron previamente en

autoclave a una temperatura de 121 °C, durante 45 minutos.

En la Figura 6, se observan las muestras en donde se hicieron los cortes de la parte
necrosada de la planta de tomate, tanto del interior del tallo y de la corona, asi como

los cortes desinfectados y sembrados en las cajas Petri con medio PDA.

Figura 6. A) Muestras de tallo y corona de tomate de donde se obtuvieron los
fragmentos de tejido. B) Siembra en cajas Petri con medio PDA
de los fragmentos de tejidos obtenidos.

4.2.2.1 Purificacion de hongos obtenidos de las muestras de tomate.

Después de haber mostrado crecimiento los hongos fitopatbgenos y un aislado de
hongo del género Trichoderma spp, obtenidas a partir de las muestras de tomate,
con una aguja de diseccion se extrajo un fragmento de micelio para resembrarlo en
medio de cultivo PDA y asi poder crecerlo como colonia pura en forma individual.
Estas cajas Petri se incubaron a una temperatura de 27 °C durante tres dias. (Agrios,

2005).

42



4.2.2.2 Ubicacion taxondmica de los aislados por morfologia.

Con una aguja de diseccion previamente esterilizado a la flama y fria se extrajo
micelio del hongo fitopatdgeno a partir de la purificacién, depositando una cantidad
en un portaobjetos, previamente cubierto con azul de lactofenol, para poder tefir el
hongo fitopatégeno, cubriéndolo con un cubreobjetos. Se enfoco al microscopio en
un objetivo de 40X y se observaron las conidias y los conidiéforos del hongo, para
asi poder corroborar que efectivamente las colonias formadas, eran de esos hongos

del genero Fusarium que se tenia como objetivo para su aislamiento. (Agrios, 2005)

4.2.2.3 Pruebas de antagonismo de cepas de Trichoderma spp contra los
fitopatdbgenos Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici, y F. oxisporum f. sp.

radicis lycopersici.

Para realizar confrontaciones con los fitopatégenos de tomate, se usaron seis cepas
de Trichoderma spp., Bar321, Bar331, C4, T1, T4 y el aislado de Trichoderma sp,

obtenido de las muestras de tomate al cual se le denomino TOM.

Se utilizaron cuatro repeticiones por cepa. Los tratamientos se describen a

continuacion, Cuadro 2.
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Cuadro 2. Tratamientos con cepas de Trichoderma spp., confrontados para
evaluacion de la capacidad de antagonismo invitro de estas cepas
contra los fitopatbgenos de tomate Fusarium oxysporum f. sp.
lycopersici y Fusarium oxysporum f. sp. radicis lycopersici.

T1. Cepa Bar321 vs F.o.l T1'. Cepa Bar321 vs F.o.r.l
T2. Cepa Bar331 vs F.o.l T2'. Cepa Bar331 vs F.o.r.|
T3. Cepa C4 vs F.o.l T3. Cepa C4 vs F.o.r.l
T4. Cepa Tl vs F.o.l T4'. CepaT1lvs F.o.r.l
T5. Cepa T4 vs F.o.l T5'. Cepa T4 vs F.o.r.l
T6. Cepa TOM vs F.O.L T6’. Cepa TOM vs F.O.R.L

Para la evaluacion de estas confrontaciones, se utiliz6 el mismo procedimiento
descrito anteriormente, en las confrontaciones realizadas de las cepas de
Trichoderma Bar321 y Bar331 contra los fitopatdogenos de agave F. oxysporumy F.

solani.

4.2.3 Produccién de conidias.

Una vez determinado el nivel de antagonismo de las cepas de Trichoderma Bar321,
Bar331, T1, y C4, considerando los resultados de la confrontacion anterior se
procedio a evaluar el procedimiento mas eficiente de produccion de conidias. Esto
se llevé a cabo sembrando con una aguja de diseccion un pequefio fragmento de
micelio de cada una de las cepas de Trichoderma spp, en medio de cultivo PDA y se
incubo a una temperatura de 27 °C, durante cinco dias, esperando a que el micelio

creciera.

Para obtener suficientes conidias, se utilizaron cinco cajas de PDA para cada cepa
de Trichoderma spp. excepto la cepa C4, de la cual se utilizaron siete cajas con
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medio PDA, esto debido a que se habia observado que no producian suficientes
conidias, ademas de que se incrementé el periodo de incubacion a nueve dias en

esta cepa.

4.2.4 Conteo de conidias.

A cada caja de Petri con medio PDA donde se produjeron las conidias de las cepas
de Trichoderma Bar321, Bar331, T1, C4, se le aplicaron 8 ml de agua destilada
estéril, frotando el micelio con un triangulo de vidrio esterilizado a la flama vy frio para

remover las conidias.

En total se obtuvieron 40 ml de suspensiéon de conidias de Trichoderma spp, de
cada una de las cepas. Esos 40 ml se vaciaron en un matraz Erlenmeyer de 250 ml,
aforandose a 100 ml con agua destilada estéril. De esta suspension se extrajeron
1,000 ul con una micropipeta de 1ml que se vaciaron a un tubo tipo Eppendorf de
1.5 ml. De este tubo, con una micropipeta de 100 pl, se extrajeron dos alicuotas de
50 pl de la suspension, depositandolos en una camara Neubauer, una en cada lado

de la camara, colocando posteriormente un cubre objetos sobre ellas (Tuite, 1969).

La cadmara Neubauer se llevd a la platina del microscopio y se observé con el
objetivo de 10X, esto para localizar primero las escalas de la camara para el conteo,

posterior a esto, se enfoc6 con el objetivo de 40X para proceder a contar conidias.

Para determinar la cantidad de conidias por ml, se usé la formula siguiente:

(Tuite, 1969).

No. de conidias por ml = Conteo total en la camara x 50 x 1000
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La camara de Neubauer tiene la apariencia de un portaobjetos grueso; en una cara
tiene una placa muy delgada de metal grabada con dos cuadriculas muy finas de
medidas definidas (Figura 7), y separadas una de otra por una ranura. El fondo de la
camara del campo central es usualmente 0,1 mm mas bajo (= profundidad camara)
gue ambos campos adyacentes. Entre campo central el cubreobjetos que se coloca
sobre la misma existe por tanto una ranura de 0,1 mm. La limitacion lateral del
volumen a contar se establece mediante la cuadricula de recuento. De esta manera,
es posible conocer el volumen de muestra celular que se coloca en la camara, y solo
es necesario contar el nimero de células presentes en ese volumen (Pietrasanta y

Bilderling, 2011).

Figura 7. Camara de Neubauer (izquierda) y esquema de la cuadricula utilizada
para el recuento de células (derecha).

4.2.5 Elaboracion de medio sintético de Trichoderma spp., para producir

clamidosporas variando la concentracion de conidias.

Para determinar la cantidad optima de conidias inoculadas a medio liquido con el
objetivo de producir clamidosporas, se preparé medio sintético para Trichoderma,
(MST) (Elad et al., 1982) en formulacién liquida en matraz Erlenmeyer de 500 ml de

capacidad al que se agregaron los ingredientes listados en el cuadro 4, en la
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proporcion suficiente para aforar 250 ml con agua destilada. Los elementos traza se
prepararon por separado, en un litro de agua, utilizando un matraz Erlenmeyer de 2
litros de capacidad, esto debido a la baja cantidad en peso que se agrega de estos
ingredientes. Esta solucion se esterilizo a 121 °C y una vez esterilizado el MST, se
vaciaron 25 ml del medio a tubos tipo Falcdén con capacidad de 45 ml, en total se
utilizaron ocho tubos tipo Falcon. A los tubos tipos Falcon con MST se le agregaron
tratamientos que diferian en el nUmero de conidias por ml de in6culo considerando
las cantidades especificadas en el cuadro 4., una vez formulados los tratamientos,
los tubos tipo Falcén se colocaron inclinados sobre una base de poliuretano y se
pusieron en un agitador orbital con temperatura controlada a 200 rpm y 27 °C.
Cuantificando como variable de respuesta su porcentaje de germinacion a las 24 y
48 horas. Para esta evaluacion se utilizaron las cepas de Trichoderma Bar321 y

Bar331.

Los tratamientos utilizados se describen a continuacion en el cuadro 3.

Cuadro 3. Tratamientos con cepas de Trichoderma Bar321 y Bar331, para
producir clamidosporas, variando la proporcion de conidias.

T1. 250, 000 conidias.

T2. 2,500,000 conidias.

T3. 25, 000, 000 conidias.

T4. 250, 000, 000 conidias.

47



Cuadro 4. Ingredientes para preparar Medio Sintético para Trichoderma en
diferentes concentraciones.

Ingredientes | 100 ml 500ml |1L 2L

Dextrosa 15¢g 759 15¢g 30g

MgS04.7H20 | 0.002g |0.01g 0.02¢g 0.04 ¢

K2HPO4 0.06 g 0.3¢g 069 129

KCL 0.015¢ 0.075g |0.15¢ 0.30g

NH4NO3 0.1g 059 10g 20¢g
ELEMENTOS TRAZA

ingredientes | 1L 500 ml

FeS04.7H20 | 0.005 g 0.0025 g

MnS04.H20 0.006 g 0.003 g Iml/1L

de medio.
ZnS04.H20 0.004 g 0.002 g
COCl2 0.002 g 0.001 g

4.2.5.1 Evaluacién del numero de clamidosporas.

Para determinar el nimero de clamidosporas producidas contabilizandolas por
campo visual, se realiz6 un montaje, aplicando primeramente azul de lactofenol en
un portaobjetos, se colocaron 50 pl del medio sintético previamente inoculado con
conidias y que contenia el crecimiento micelial de Trichoderma spp, después de
haberse incubado por 24 y 48 horas. Para cuantificar, se enfocé el microscopio
compuesto en el objetivo de 40X, se ubicé un campo visual sobre una masa de
micelio y se contabilizaron las clamidosporas que se alcanzaban a distinguir en ese
campo, se contabilizaron tres campos 6pticos de cada una de las cinco repeticiones
de cada tratamiento, determinandose como variable respuesta, el numero de

clamidosporas por tratamiento.
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4.2.6 Preparacion de MST con variacion en la proporcion de fuentes de

carbono.

Para la realizacion de este bioensayo, primeramente se licué champifidén enlatado en
salmuera, hasta que se obtuvieron particulas relativamente pequefas. Se procedio a
elaborar el MST siguiendo el procedimiento anteriormente mencionado, con la
diferencia que se preparé en cuatro matraces Erlenmeyer con capacidad de 250 ml,
afiadiendo 50 ml de MST, en cada matraz, variando la cantidad en peso de fuente
de carbono, que consistia en concentraciones variables de dextrosa -champifidn,
considerando cada tratamiento como el porcentaje del 10, 40, 70 y 100 % de
dextrosa en peso, respecto una cantidad de 15 gr por litro de dextrosa recomendada
en el medio MST. Ya preparados los medios de los distintos tratamientos, se
procedi6 a esterilizarlos en autoclave a 121 °C por 20 minutos, una vez esterilizado el
medio, se vacio en tubos tipo Falcon aforandose a 25 ml e inoculando una cantidad
de 250,000,000 de conidias. En total se utilizaron ocho tubos Falcon, dos tubos para
cada variacion de fuente de carbono, esto porque se utlizaron las cepas de
Trichoderma Bar321 y Bar331, se determin6 como variable respuesta el contenido de
clamidosporas en los tratamientos, después de haberse agitado a 200 rpm, a una
temperatura de 27 °C, durante 24 y 48 horas. La cantidad de conidias utilizada fue la
que dio mejor resultado con respecto a la producciéon de clamidosporas en un

bioensayo previo. Los tratamientos se describen en el cuadro 5.

49



Cuadro 5. Distribucion de tratamientos variando la proporcion de fuentes de
carbono, para producir clamidosporas, de cepas de Trichoderma
Bar321 y Bar331.

T1. 0.075 g de dextrosa + 0.675 g de champifién + 250 000 000 de conidios.

T2. 0.3 g de dextrosa + 0.45 g de champifion + 250 000 000 de conidios.

T3. 0.525 g de dextrosa + 0.225 g de champifién + 250 000 000 de conidios.

T4. 0.75 g de dextrosa + 250 000 000 de conidios.

4.2.6.1 Concentracion de clamidosporas.

Para contabilizar el nimero de clamidosporas producidas en cada tratamiento, se
contabilizaron las clamidosporas producidas por tratamiento utilizando el
procedimiento mencionado anteriormente en el bioensayo de variacion de

concentracion de conidias.

4.2.7 Preparacion de MST con méxima concentracion dextrosa/champifion.

Para la realizacion de este bioensayo se consideroé la proporcién dextrosa-champifion
que dio mejor resultado en el experimento previo, basandose de esa proporcion, se
calcularon incrementos proporcionales para determinar un maximo mas adecuado
para producir clamidosporas. Las proporciones ascendentes a evaluar dieron lugar a
los siguientes tratamientos T1. 100 %, T2. 148.14 %, T3. 222.22 %, T4. 296.29 %
con cantidades que se muestran en la tabla 6. Los medios de cultivo se formularon
en cuatro matraces Erlenmeyer con capacidad de 250 ml, afiadiendo 50 ml de MST
en cada matraz, debido a que se utilizaron dos cepas de Trichoderma la Bar321 y

Bar331, creciéndolas finalmente en 25 ml de MST en tubos tipo Falcon. Se aplico la
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cantidad de conidias que resulto mas adecuada de acuerdo a resultados obtenidos
en el mejor tratamiento para la produccion de clamidosporas. Los tubos se agitaron a

200 rpm y se incubaron a 27 °C, evaluado a las 24 y 48 horas.

Una vez que se hicieron los calculos de la variacién de concentracion de fuentes de
carbono, tomando como referencia el experimento anterior, los porcentajes de
fuentes de carbono quedaron como se muestra en el cuadro 6.

Cuadro 6. Distribucion de tratamientos con cepas de Trichoderma Bar321 y

Bar331, para producir clamidosporas, presentando maxima
concentracion de dextrosa/champifion.

T1: 0.7424 g de champifion + 0.33 g de dextrosa + 250 000 000 de conidias.

T2: 1.1 g de champifion + 0.4884 g de dextrosa + 250 000 000 de conidias.

T3: 1.65 g de champifién + 0.7315 g de dextrosa + 250 000 000 de conidias.

T4: 2.2 g de champifién + 0.9735 g de dextrosa + 250 000 000 de conidias.

4.2.7.1 Concentracion de clamidosporas.

Para contabilizar el nimero de clamidosporas producidas por campo visual, se

utilizaron el mismo procedimiento, mencionados anteriormente.

4.3 Protocolo paraincrementar la produccion de conidias en medio liquido.

Conidias de Trichoderma de las cepas T1 y C4 utilizadas como indculo para este
bioensayo. El in6culo utilizado se produjo en cajas Petri con medio de cultivo PDA

que fueron incubadas a 27 °C durante cinco dias, después se sacaron de la
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incubadora y se realizd el conteo utilizando una camara de Neubauer, con el

procedimiento mencionado anteriormente.

La produccion de conidias, se evalud utilizando tres medio de cultivo liquido, que
para la preparacion de uno de ellos se agregaron a 250 ml de agua destilada, 7.5 g
de arroz en un vaso de precipitado y se calenté a 90 °C durante media hora en una
plancha de calentamiento con agitador magnético. Para el segundo medio se realizé
el mismo procedimiento pero usando como ingrediente melaza e igual para el tercer
medio pero usando sacarosa, agregando en los tres medio estos ingredientes en una
proporcion 3 % p / v. de cada sustrato (Chavez, 2006). EI medio que contenia arroz
se colo para agregar al medio solo la infusion de arroz. Una vez realizado lo anterior,
los 250 ml de cada medio que se hirvieron se vaciaron equitativamente en tres
matraces Erlenmeyer de 500 ml, a estos matraces se le agregaron los ingredientes
del MST en una proporcion de 250 ml. Los medios se esterilizaron en autoclave a
121°C 15 psi durante 20 minutos. Ya esterilizados los medios se dejaron reposar 20
minutos para que se enfriaran, una vez enfriados, en una camara de flujo laminar se
procedié a vaciar el medio liquido en tubos tipo Falcén, aforandolo a 25 ml, se usaron
en total 12 tubos Falcon y una cepa de Trichoderma T1. Se utilizaron cuatro

repeticiones. Los tratamientos quedaron como se muestra en el Cuadro 7
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Cuadro 7. Tratamientos distribuidos para incrementar la produccion de
conidias de Trichoderma de la cepa T1, en tres diferentes medios
de cultivo liquido.

T1. Cepa T1 + 25 ml caldo de arroz al 3% p/v + 80 000 000 de conidias.

T2. Cepa T1 + 25 ml de medio de melaza al 3 % p/v + 80 000 000 de conidias.

T3. Cepa T1 + 25 ml de medio de sacarosa al 3 % p/v + 80 000 000 de
conidias.

4.3.1 Produccion de conidias de cepas de Trichoderma Tl y C4 en medio

liquido en sustrato de melaza/levadura.

Considerando resultados del bioensayo anterior se procedié a evaluar un cuarto
medio de cultivo liquido, formulado. Utilizando como fuentes de carbono melaza y
levadura mezcladas. El inoculo para estas pruebas se obtuvo de la misma manera
antes mencionada, pero en esta ocasion se incremento el nUmero de cajas y los dias

de incubacion para la cepa C4, debido a su lento crecimiento.

Para esta evaluacién se usaron dos matraces con capacidad de 250 ml, donde se
colocaron en un matraz 5 ml de solucién de melaza al 5 % y 0.66 g de levadura esto
se llevé a 9 ml de agua estéril esto para la cepa T1 y en el otro matraz, se colocaron
12 ml de solucién de melaza al 5 % y 0.8 g de levadura esto se llevé a 24 ml, parala
cepa C4. Para la preparacion de este medio primero se preparo la mezcla de agua
con melaza, que posteriormente se esterilizo en autoclave a 121 °C y 15 psi, durante
tres horas. Enseguida la mezcla se dejo reposar 24 horas, para después agregar la
levadura y volver a esterilizarla bajo las mismas condiciones mencionadas

anteriormente. El medio se dejo enfriar, para enseguida posteriormente inocular la
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cantidad de conidias de Trichoderma de las cepas T1 y C4, correspondiente para

cada medio.

La cantidad de conidias inoculados para la cepa T1 en el medio preparado de 9 ml

fueron 40 ml de suspension de conidios, equivalente a 1.519 x 10° (1519, 000, 000)

y para la cepa C4 en el medio de 24 ml fueron una suspension de conidio de 56 ml
equivalente a 40.572 x 10°® (4057, 200, 000). Con una suspension por ml para la

cepa de Trichoderma T1 de 3.1 ><107(31, 000, 000) y para la cepa C4 de 50.715 x 10°

(50, 715, 000).
4.3.2 Fermentacion liguida en biorreactor de las cepas de TrichodermaT1ly C4.

Esta preparacion de inoculo fue llevada a cabo en un reactor microbiolégico
Applicon®, modelo ADI 1030, con capacidad de 15 litros, con una agitacion de 150
rpm, aireacion y temperatura ambiente, con doce litros de MST adicionados con 480

gr de champifion en salmuera, licuado durante 12 min.

A un matraz Erlenmeyer de 1 L de capacidad, se le afadieron 700 ml de agua
esterilizada y 212.4 g de sacarosa, agitando la mezcla hasta que se disolvio la
sacarosa, se agregaron los ingredientes del medio MST proporcionales a 12 L y se
agito nuevamente. Esta mezcla se agreg6 al reactor y se aforo a 12 L con agua
destilada. El reactor se cerr0 y las mangueras se sellaron perfectamente, para evitar
gue ingresara aire al medio de cultivo y evitar posteriores riesgos de contaminacion,
con el fin de eliminar la carga microbiana presente en el medio de cultivo ya

preparado, se colocdé a 90 °C dentro de un horno seco de la marca Memmer®,
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modelo SN30 durante 24 horas. Completado este tiempo, se dejo enfriar durante

otras 24 horas y enseguida se le agrego el inoculo de la cepa de Trichoderma.

Para la cepa Tl se agregaron 15.85395 x 10° (15, 853, 950,000) millones de

conidias en el reactor.

Para la cepa C4, se prepararon en 6 L de medio conteniendo proporcionalmente los

ingredientes MST, y las fuentes de carbono champifion / sacarosa, agregando a este

8.722 x 10° (8, 722, 000, 000) millones de conidias.

4.3.3 Produccion de clamidosporas de las cepas T1y C4, en pruebas pequenfas,

en tubos Falcoén.

Para determinar la influencia de temperatura constante a 27 °C y la sacarosa como
fuente de carbono en la produccién de clamidosporas de las cepas T1 y C4 de
Trichoderma se realizaron bioensayos en tubos tipo Falcén con 25 mly 250, 000,
000 de conidias, utilizando dos tipos de dextrosa, solidificada y en polvo, los
tratamientos se presenta en el cuadro 8. Los tubos se incubaron en cuatro
repeticiones en un agitador orbital refrigerado, con temperatura controlada, a 28 °C
y 150 rpm durante 24 horas, transcurrido este tiempo se extrajeron cuatro alicuotas

de 50 ul de cada repeticion.
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Cuadro 8. Tratamientos distribuidos de las cepas de Trichoderma T1 y C4
para determinar la influencia de la temperatura constante a 28 °C
y la sacarosa como fuente de carbono.

T1: 250 000 000 de conidias cepa T1 + 2 gr champifion + 0.885 gr de
sacarosa.

T2: 250 000 000 de conidias cepa T1l + 2 gr champifion + 0.885 gr de
dextrosa polvo.

T3: 250 000 000 de conidias cepa T1+ 2 gr de champifion + 0.885 gr de
dextrosa solidificada.

T1: 250 000 000 de conidias cepa C4 + 2 gr de champiién + 0.885 gr
sacarosa.

T2’: 250 000 000 de conidias cepa C4 + 2 gr de champifidon + 0.885 gr de
dextrosa polvo.

T3: 250 000 000 de conidias cepa C4 + 2 gr de champifion + 0.885 gr de
dextrosa solidificada.

4.4 Antagonismo de las cepas T1 y C4 de Trichoderma sobre infecciones de
las especies Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici, y F. oxysporum f. sp.

radicis lycopersici en plantas de tomate.

Las plantas de tomate utilizadas fueron para produccion de invernadero.

Las cepas de Trichoderma T1 y C4, producidas en medio liquido MST con melaza-
champifibn como fuente de carbono con las condiciones de incubacion mencionada
anteriormente. O bien estas mismas cepas se produjeron en cajas de Petri con
medio de cultivo PDA que se separaron y cuantificaron como fue mencionado

anteriormente.
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Una vez que se determind la concentracion de conidias de las cepas T1 y C4 de

Trichoderma, por ml obtenidos se calcul6 el indculo a aplicar las plantas de tomate,
tomando como base 1 x 10° conidias por ml, para ambas cepas. En el caso de los

fitopatdgenos del genero Fusarium se utilizaron como inoculo base 4 x 10° conidias

por ml para FOL y FORL.

La inoculacion se realizé mezclando las dos cepas de Trichoderma T1 y C4 en una

concentracién de 5 x 10° por ml de cada una completando un volumen de 315 ml
que se vaciaron a vasos de plastico con capacidad de 1 L. Se utilizaron tres vasos de
plastico desechable, vaciando por separado la mezcla de las cepas, crecidos en
cajas Petri con medio PDA y la que se crecieron en medio liquido y en el tercer vaso
se vacié agua destilada estéril, para ser utilizada en los tratamientos testigo. Las
plantas, para inocularse, se sumergieron durante 10 segundos en cualquiera de las
suspensiones de conidias o en agua destilada estéril segun el tratamiento, para
posteriormente ser trasplantadas en macetas con sustrato estéril. La descripcion de

los tratamientos en detalle se muestra en el Cuadro 9.

Para la inoculacion de los fitopatégenos de las especies FOL y FORL se utilizaron
100 ml de medio como inoculo, para cada fitopatogeno. Para FOL se diluyo una
suspension de conidias de 0.816 ml en 100 ml de agua destilada estéril y para la
especie FORL se diluyeron 0.496 ml de la suspension de conidia en la misma
cantidad de agua esterilizada. Estas suspensiones de inéculo se vaciaron en un
atomizador, utilizando uno para cada fitopatdgeno. Para inocular una cantidad

similar en cada plantula, primeramente se cuantifico la cantidad de liquido que los
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atomizadores expulsaban al presionarles tres veces la palanca, con una aplicacion

en aspersion, considerando este volumen de aplicacion se calculé que en ese
volumen se aplicd, en el caso de FOL se aplico 1 x 10° de conidias y para FORL se

aplicé 9.2 x10* de conidias se le in6culo a cada maceta. Para inocular los
fitopatdgenos se agregd sustrato a la mitad de las macetas, y se emparejo la
superficie de este, enseguida se presiond tres veces el atomizador, remojando
superficialmente el sustrato y posteriormente, se agregé otra pequefia cantidad de
sustrato para que se cubriera el in6culo aplicado, para sobre este trasplantar las
plantas de tomate, ya inoculadas previamente con las cepas de Trichoderma, una
vez concluidas las inoculaciones se procedié a cubrir con bolsas de plastico la
superior de las macetas, de tal manera que se evitara que en el momento del riego el
agua escurriera a través del sustrato solo cercana a la pared de la maceta, para
reducir el acarreo de las conidias de Trichoderma a las partes inferiores de la
maceta, considerando que se deseaba evaluar la capacidad de colonizacion de las
cepas de Trichoderma sobre la raiz nueva de las plantas de tomate y que si el agua
escurria a través de la raiz, arrastraria el hongo hacia las raices nuevas de las
plantas de tomate. También se considerd evaluar el porcentaje de colonizacién de

los fitopatdgenos en la raiz de la planta.
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Cuadro 9. Distribucion de los tratamientos para el antagonismo de las
cepas de Trichoderma sobre las infecciones de las especies de
Fusarium en plantas de tomate.

T1. Control.

T2. Trichoderma C4 + T1 conidias medio PDA.

T3. Trichoderma C4 + T1 conidias medio liquido.

T4. Trichoderma C4 + T1 conidias medio liquido + F.o.l

T5. Trichoderma C4 + T1 conidias medio liquido + F.o.r.l

T6. F.o.l

T7. F.o.r.l

4.4.1 Aislamiento de las cepas Tl y C4 y de los fitopatdgenos Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici, y F. oxysporum f. sp. radicis lycopersici de las

plantas de tomate.

Después de cumplir los dias después de la inoculacion se tomaron muestras de las
raices terminales de las plantas de tomate de los diferentes tratamientos inoculados
con Trichoderma, se tomaron muestras de los tallos altos y bajos de las inoculadas
con F.o.l y F.o.r.l, haciendo cortes tanto del tallo como de la raiz. Los cortes de raiz y
tallo se desinfectaron en la solucion 1-1-8 (alcohol, cloro, agua) y se sembraron en
cajas Petri con medio de cultivo PDA, incubandolos a una temperatura de 27 °C,
durante cinco dias. Posterior a eso se realizaron montajes con azul de lactofenol de
los diferentes tratamientos, se observé el crecimiento de Trichoderma, y de los
fitopatdgenos y se midio el porcentaje de su colonizacion sobre las raices de las

plantas, asi como el porcentaje de tallos dafiados por los fitopatdgenos.
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4.5 Analisis estadistico.

Todos los tratamientos utilizados se compararon estadisticamente utilizando el
programa SAS ver 8.0. Utilizando el proceso GLM con un disefio completamente al

azar con diferente numero de repeticiones por tratamiento. (Rebolledo, 2000).
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CAPITULO V. RESULTADOS Y DISCUSION.
5.1 Activacién de cepas de Trichoderma spp.

Las cepas activadas de Trichoderma spp, mostraron crecimiento rdpido en medio
PDA, indicando de esta manera que si estaban viables después de un tiempo en el
cepario. En el caso de las cepas de Fusarium solani y Fusarium oxysporum, fueron

entregadas ya activas por el laboratorio de fitopatologia.

En la Figura 8 se observan las cepas de Trichoderma Bar321, Bar331, C4 y T1
activadas en medio de cultivo PDA, después de haber sido incubadas a una
temperatura de 27 °C, durante cinco dias, también se muestran las colonias de las

cepas de F. solani y F. oxysporum.



Figura 8. Cepas activadas para conformar un cepario de trabajo. 1- Cepa “Q”
de Fusarium solani, 2- Cepa “O” de Fusarium oxysporum, 3- Cepa de
Trichoderma Bar331, 4- Cepa de Trichoderma Bar321, 5-Cepa T1
de Trichoderma, 6- Cepa C4 de Trichoderma.

5.2 Realizacién de ceparios de cepas de Trichoderma y de fitopatégenos de

Fusarium solani y Fusarium oxysporum.

Muestra de los ceparios obtenidos, después de que el micelio de las cepas activadas
habia colonizado los fragmentos estériles de papel filtro que se colocaron en cajas
Petri estériles y secas, sellandolo con cinta Cleanpack, para guardarse
posteriormente en refrigeracion a una temperatura de 4 °C., como se muestra en la

Figura 9.
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Figura 9. Ceparios de Trichoderma spp., 1. Bar331, 2. Bar321 3. T4, 4. T1, 5.
C4, 6. C13,7.C17, 8. C30, 9. C44, 10. Trich-arandano, y cepas de
11. Fusarium solani, 12. Fusarium oxysporum.

5.3 Pruebas de antagonismo de cepas de Trichoderma Bar321 y Bar331 contra

los fitopatdbgenos de Fusarium solani y Fusarium oxysporum.

Las confrontaciones que se realizaron para evaluar el nivel de antagonismo de las
cepas de Trichoderma Bar321 y Bar331 contra fitopatbgenos de agave de las
especies Fusarium solani y Fusarium oxysporum, mostraron un sobrecrecimiento de

las cepas antagonistas sobre ese patégeno, como se muestra en la Figura 10.
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Figura 10. Confrontaciones de las cepas de Trichoderma spp., Bar321 y Bar331
contra cepas de Fusarium oxysporum y Fusarium solani: .1.- Cepas
confrontadas. 2.- Bar321 vs F. solani. 3. - Bar321 vs F.oxysporum. 4.
- Bar331 vs F. oxysporum. 5. - Bar331 vs F. solani.

5.3.1 Antagonismo de cepas de Trichoderma spp sobre los fitopatdbgenos de

Fusarium solani y Fusarium oxysporum.

En el andlisis estadistico de las pruebas de confrontacion para evaluar el nivel de
antagonismo de las cepas de Trichoderma spp, contra fitopatdgenos de Fusarium no
hubo diferencias significativas entre las cepas evaluadas, ni en la primera a los cinco
ni en la segunda evaluacion a los diez dias (Cuadro 10 y 11). Esto indica de que las
cepas de Trichoderma spp, mantiene el mismo grado de agresividad contra esos

fitopatégenos de agave.
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Cuadro 10. Nivel de antagonismo de las cepas de Trichoderma. Bar321 y
Bar331 en confrontaciones in vitro contra las cepas de F.
oxysporum y F. solani después de cinco dias de iniciado el

estudio.
Agrupacion de Medias. Repeticiones. Tratamiento.
Duncan.
A 4.000 5 Bar321vsF. o
A 4.000 5 Bar321vs F. s
A 4.000 5 Bar331vsF.o
A 4.000 5 Bar331vsF.s

Cuadro 11. Analisis estadistico de confrontaciones in vitro después de diez
dias, entre las cepas de Trichoderma spp. Br321 y Br331
contra las cepas de F. oxysporum y F. solani.

Agrupacion Medias. Repeticiones. Tratamiento.
de Duncan.
A 4.8000 5 Bar321 vs F.o
A 4.8000 5 Bar331vsF.s
A 4.6000 5 Bar331vsF. o
A 4.2000 5 Bar321vsF.s

5.3.2 Aislamiento de patdégenos de de las especies Fusarium oxysporum f. sp.
lycopersici, y F. oxysporum f. sp. Radicis lycopersici de aislados de muestras

de tomate.

Las muestras de tomate sembrados en el medio PDA presentaron abundante
crecimiento de hongos, estos aislamientos presentaron diferentes morfologias, entre
ellos los hongos fitopatdgenos mencionado anteriormente y otras pertenecian a
Trichoderma que crecié muy frecuentemente en las siembras de los dos tipos de
muestra de tomate para aislar Fusarium, ya que este tipo de hongos se aplican
como insumo en la empresa que proporciond las muestras. A partir de ello se
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procedi6 a la recuperacion de las cepas que por sus caracteristicas macroscopicas y

microscopicas perteneciera al género de interés.

De esta manera y con los pasos sucesivos se logro la purificacion de una cepa de
Trichoderma, y fitopatdgenos de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici, y F.

oxysporum f. sp. Radicis lycopersici (Figura 11).

Figura 11. Cepas purificadas de fitopatdogenos y Trichoderma. 1.- Cepa de
Trichoderma TOM. 2.- Cepa de la especie Fusarium oxysporum f.
sp. Lycopersici. 3.- cepa de la especie F. oxysporum f. sp. Radicis
lycopersici.

5.3.3 Analisis estadistico de pruebas de antagonismo de cepas de Trichoderma
T1, T4, C4, Bar321, Bar331 y TOM contra el fitopatbgeno de la especie de

Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici.

Cuando se analiz6 el desempefio antagénico de las cepas de Trichoderma spp.
contra Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici a los cinco dias de iniciada la
confrontacién, las cepas Bar321, Bar331 y C4, mostraron un nivel de
sobrecrecimiento 4 en la escala de antagonismo y las cepas T1 y T4 mostraron un
nivel de sobrecrecimiento 3.75, sin una diferencia estadistica entre estos dos grupos
de cepas. Sin embargo, fue la cepa TOM, la que evidencié un nivel de antagonismo

estadisticamente inferior, con una media de 3.0, lo que implica que inhibe con

66



antibioticos el crecimiento del patdgeno, pero que a la vez su crecimiento es
inhibido por esta cepa del patdégeno. (Cuadro 12). En la evaluacion realizada a los
diez dias de haberse iniciado la confrontacion, la capacidad de antagonismo de las
diversas cepas de Trichoderma antagonizando a Fusarium oxysporum f.sp.
lycopersici indica que la cepa C4 fue estadisticamente mas eficiente que la cepa
TOM. EI resto de las cepas tienen un nivel de antagonismo considerado

estadisticamente igual. Cuadro 13.

Cuadro 12. Andlisis estadistico de Antagonismo in vitro de diversas cepas de
Trichoderma spp. Evaluadas a los cinco dias de haberse iniciada la
confrontacién contra el fitopatbgeno Fusarium oxysporum f. sp.

lycopersici.

Agrupacion de Media Repeticiones Tratamiento
Duncan.

A 4.0000 4 CEPA Bar321.

A 4.0000 4 CEPA Bar331.

A 4.0000 4 CEPA C4.

A 3.7500 4 CEPATL.

A 3.7500 4 CEPA T4.

B 3.0000 4 CEPA TOM.

Cuadro 13. Antagonismo in vitro de diversas cepas de Trichoderma evaluado
a los diez dias de haberse iniciado la confrontacion contra
fitopatégeno de Fusarium oxysporum f. sp. Lycopersici.

Agrupacion de Duncan. Medias | Repeticiones. | Tratamiento.
A 4.50 4 CEPA CA4.
A B 4.00 4 CEPA Bar331.
A B 4.00 4 CEPA Bar321.
A B 4.00 4 CEPATI.
A B 4.00 4 CEPA T4.
B 3.75 4 CEPA TOM.
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5.3.4 Antagonismo de las cepas de Trichoderma T1, T4, C4, Bar321, Bar331 y

TOM contra Fusarium oxysporum f. sp. radicis - lycopersici.

La comparacion del antagonismo de las distintas cepas contra F. oxysporum f.sp.
radicis-lycopersici indica que todas las cepas sobrecrecen a la colonia del patégeno,
pero la cepa T1 con un promedio de 4.5 supera estadisticamente a las cepas

Bar331 y TOM que evidenciaron niveles de antagonismo de solo 3.5 (Cuadro 14).

Cuadro 14. Analisis estadistico de cepas de Trichoderma evaluado a los
cinco dias de haberse iniciado, la confrontacion contra
fitopatdgeno de F. oxysporum f.sp. radicis-lycopersici

Agrupacion de Medias. Repeticiones. Tratamiento.
Duncan.
A 4.5000 4 CEPATL1.
A B 4.2500 4 CEPA T4.
A B 4.0000 4 CEPA C4.
A B 3.7500 4 CEPA Bar321.
B 3.5000 4 CEPA Bar331.
B 3.5000 4 CEPA TOM.

En la figura 12 se muestra las pruebas de antagonismo realizadas en cajas Petri con
medio de cultivo PDA, con cepas de Trichoderma spp., del laboratorio de sanidad
vegetal contra Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici en la cual en esta prueba de
antagonismo la cepa C4 fue mas eficiente que las demas cepas, evaluado a los diez
dias. En la segunda prueba de antagonismo evaluadas con las mismas cepas de
Trichoderma spp., contra Fusarium oxysporum f. sp. radicis lycopercisi, la cepa que

tuvo mayor nivel de sobrecrecimiento fue la T1.
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Figura 12. 1.- Cepa de Trihoderma C4 con mayor nivel de sobrecrecimiento
sobre la cepa patogénica de Fusarium oxysporum f.sp.
lycopersici. 2.- Cepa de Trichoderma T1, con mayor nivel de
sobrecrecimiento sobre la cepa patogénica de Fusarium
oxysporum f.sp. radicis lycopersici.

Para analizar detalladamente los eventos de micoparasitismo de las cepa de
Trichoderma sobre los fitopatégenos. Se realizaron montajes utilizando el colorante
azul de algodon - lactofenol, observando al microscopio compuesto como las hifas de

las cepas del antagonista del género Trichoderma spp, iban enrolldndose y

parasitando las hifas de los hongos fitopatdgenos, (Figura 13).
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Enrollamiento de Trichoderma

Hifas de Fusarium.

spp., sobre el fitopatégeno de

Fusarium.

Figura 13. Enrollamiento de las hifas del hongo Trichoderma sobre las hifas de
hongos fitopatdbgenos de agave del genero Fusarium, que es
evidencia de eventos de micoparasitismo de una cepa sobre la otra.

En estudios realizados en pruebas de antagonismo deTrichoderma spp, contra
fitopatdbgeno Sclerotium cepivorum causante de la pudricién blanca en especies del
genero Allium, se obtuvieron resultados similares, determinandose un porcentaje de
colonizacion e inhibicion al patégeno de un 25 a un 55 %, dependiendo de la cepa
que se utilizd, (Avila et al., 2006). Estos resultados nos indica que especies del
genero Trichoderma spp, pueden inhibir y colonizar diferentes especies de
fitopatégenos, dependiendo las especies de Trichoderma, ya que no todas las
especies inhiben y colonizan a un determinado patégeno de la misma forma, como
se demostr6 en estas pruebas de antagonismo con los diferente patdgenos

confrontados.
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5.4 Produccion de conidias de las cepas de Trichoderma Bar321, Bar331, T1y

C4.

Después de seis dias de incubacion a 27 °C de cajas Petri con PDA sembradas con
las cepas de Trichoderma Bar321, Bar331, Tl y C4, se observo un crecimiento
abundante concéntrico de micelio con un cubrimiento total de la colonia sobre la

superficie del medio de cultivo y alta esporulacion (Figura 14).

Figura 14. Produccién de conidias de las cepas 1.- Bar321, 2.- Bar331, 3.- T1
y 4.- C4 de Trichoderma en cajas de Petri con el fin de obtener el
inoculo de estas cepas.

5.4.1 Conteo de conidias de las cepas de Trichoderma Bar321, Bar331, Tl y C4.

La cepa de Trichoderma Bar321 produjo un promedio de 81.7 x 10° conidias por ml

de suspension, generandose 40 ml de suspension con un total de 3.268 x 10° de

conidias.

En la cepa de Trichoderma Bar331, se contabilizaron un total de 77.65 x 10°

conidias por ml, obteniendo 40 ml de suspension con un total de 3.106 x 10°

conidias.

71



Para la cepa T1 se obtuvieron un total de 45.750 x 10° conidias por ml, esta cepa

se diluy6 dos veces, ya que no se podia hacer el conteo debido a que estaba bien

concentrado, por la cual se multiplico por 2 y se obtuvo un total de 91.500 x10°

conidias por ml, con 40 ml de suspension de conidias, dio una produccion final de

3.477 x 10° conidias.

La cepa C4 produjo una cantidad de 72.450 x 106 conidias por ml, obteniendo 56

ml de suspension, con una produccién acumulada de 4.0572 x 10° conidias.

En la figura 15 se observa la conidias ya enfocada al microscopio, sobrepuesto en la
camara Neubauer, procedimiento utilizado para estimar su concentracion en las

suspensiones utilizadas como indculo en los bioensayos.

Figura 15.Conidias de cepas de Trichoderma enfocada al microscopio con un
objetivo de 40 X.

5.5 Cantidad de clamidosporas producidas con variacién de conidias.

Al evaluar la produccion de clamidosporas en medio liquido, variando el nimero de
conidias inoculados en 25 ml de medio, a las 24 horas, la comparacion indico que el

72



tratamiento 4 con un inoculo de 250, 000,000 de conidias fue el mejor en producir
clamidosporas, para las cepas Bar321 y Bar331, con poco mas de 500

clamidosporas por campo éptico en el microscopio (Figura 16).

Clamidosporas producidas en 24 horas.

(7]

S 600 = Cepa Bar 321
% 500 m Cepa Bar331
S

c 400 T1. 250,000

S 300 T2. 2,500,000
3 T3. 25,000,000
S 200 T4. 250,000,000
(7]

S 100

E o

) TL T2 T3 T4

Tratamientos

Figura 16. Cantidad de clamidosporas contabilizadas por campo Optico en
medios liquidos, inoculados con las cepas Bar321 y Bar331 de
Trichoderma spp, después de 24 horas de incubacion.

La cantidad de clamidosporas producidas a las 48 horas después de haber sido
inoculado el medio, indica que el mejor tratamiento para las cepas de Trichoderma
Bar321 y Bar331, continué siendo el tratamiento 4 con 250, 000,000 de in6culo de

conidias (Figura 17).
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Analisis estadistico de produccion de clamidosporas

en 48 horas.
2000 m Bar321
m Bar331
1500
T1. 250,000
T2. 2,500,000

T3. 25,000,000
T4. 250,000,000

Medias de Duncan
[ERY
o
(@)
o

Tratamientos

Figura 17. Numero de clamidosporas contabilizadas por campo Optico,
producidas por las cepas Bar321 y Bar331.

5.6 Cantidad de clamidosporas producidas con variacion en la proporcion de

fuentes de carbono.

Cuando se vari6 la proporcion de dextrosa y champifion como fuentes de carbono,
tomando como base 20 g de fuente de carbono por litro, con el fin de definir su
influencia en la formacién de clamidosporas por las cepas Bar321 y Bar331 el
tratamiento 3, que contenia 30 % champifidn y 70 % de dextrosa, fue el que
influencié la tendencia a producir mas, estos resultados fueron obtenidos en una

prueba preliminar de 24 horas, cuyos resultados se muestran en la Figura 18.
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Clamidosporas producidas con variacion en la
proporcion de fuentes de carbono.

900 mBar321
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288 | T2. 60% Champifion
300 - T3. 30 % Champifion
200 - T4. 100 % dextrosa
100 -
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Tratamientos

Clamidosporas producidas.

Figura 18. Clamidosporas por campo Optico contabilizadas después de 24
horas de incubacion de las cepas de Trichoderma, Bar321 y
Bar331, con variacién en él % de dextrosa, respecto a un 100 %
de fuente de carbono complementado con champifién (p/p).

Se obtuvieron diferencias significativas en la produccién de clamidosporas, cuando el
bioensayo se incubo durante 48 horas. En esta evaluacion resulto mejor el
tratamiento T3, en el que las conidias fueron crecidos en 30 % de champifién / 70 %
dextrosa, asi como el tratamiento T1, que consistia en 90% de champifion
complementado con 10 % dextrosa, este resultado fue similar para las dos cepas
Bar321 y Bar331, como se presenta en la Figura 19. En esta figura se observa las

diferencias significativas que existen entre ambos tratamientos.
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Analisis estadistico de produccion de clamidosporas en

48 horas.
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Figura 19. Promedio de clamidosporas contabilizadas por campo Optico en
tratamientos con proporciones variables de fuente de carbono
dextrosa-champifion.

5.7 Cantidad de clamidosporas producidas bajo condiciones variables en la

concentracion de dextrosa — champifién como fuente de carbono.

La cantidad de clamidosporas producidas de las cepas de Trichoderma Bar321 y
Bar3331 bajo las condiciones variables en la concentracion de dextrosa— champifion,
evaluados a las 24 horas de incubacion como prueba preliminar, se muestra en la
Figura 20, donde destaca el tratamiento 4, que con 40 gr de champifién y 17.7 gr de
dextrosa por litro de medio, produjo una cantidad superior de clamidosporas con un
promedio de 1780 clamidosporas por tres campos Optico contabilizados esto para la

cepa Bar321 y para la cepa Bar331 un promedio de 1598 clamidosporas.
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Clamidosporas producidas en 24 horas.
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Figura 20. Clamidosporas producidas, bajo condiciones variables en la
concentracion de dextrosa — champifion.

Al analizar la produccion de clamidosporas por la cepa de Trichoderma Bar321,
hubo diferencias significativas entre todos los tratamientos, siendo los mejores
aquellos en los que se concentr6 en mayormente cantidad las fuentes de carbono
integradas en el medio (dextrosa/champifién) que fueron los tratamientos 3 y 4 con
30y 40 gr por litro de champifién asi como 13.3 y 17.7 gr por litro de dextrosa.

Para la cepa de Trichoderma Br331, todos los tratamientos fueron diferentes
estadisticamente, respecto del nimero de clamidosporas producidas, presentando
mejores resultados el tratamiento 4, esto nos indica que entre mayor concentracion

champifion/dextrosa, mayor fue la producciéon de clamidosporas. Figura 21.
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Numero de clamidosporas producidas en 48
horas, bajo condiciones variables en la
concentracion dextrosa-champifion.
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Figura 21.Numero de clamidosporas por campo optico producidas en 48
horas, por las cepas de Trichoderma Bar321 y Bar331 bajo
condiciones variables en la concentracibn de dextrosa -
champifion.

En la Figura 22 se muestra las clamidosporas producidas en medio liquido con la

mezcla dextrosa- champifion, observadas en microscopio compuesto en un objetivo

de 40 X.

Figura 22. Apariencia de las clamidosporas formadas sobre el tejido de
champifién y el micelio de las cepas de Trichoderma.
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El lograr mejorar la induccién de la produccién de clamidosporas en las cepas de
Trichoderma es una gran ventaja considerando que Caldwell (1958) observo que las
clamidosporas sobreviven mejor en el suelo que las conidias. Por su parte esta
ventaja incrementa el potencial de varias especies de Trichoderma, de acuerdo a
Lewis y Papavizas (1984) quienes demostraron el potencial de varias especies de
Trichoderma en formar rapidamente un gran numero de clamidosporas en suelo o en
fragmentos de materia organica después de agregar el hongo al suelo.
Incrementaron el potencial de 29 introducidos al mejorar su agresividad para

establecerse y colonizar la materia organica en ambientes naturales.

Aunado a lo anterior, Stefanova et al., (1999) menciona que la mayoria de las
especies de Trichoderma pueden producir clamidosporas, las cuales pueden ser
intercalares y en ocasiones terminales, esta caracteristica le permite a las cepas
tolerar condiciones ambientales adversas ya que actian como estructuras de

sobrevivencia y le permiten al hongo perdurar a través del tiempo.

Considerando que cepas de Trichoderma, tiene una gran agresividad contra diversos
hongos cultivados, principalmente el champifiédn (Domsh et al., 1993; Rossman,
1996), colonizandolo para su formaciéon de micelio y conidias, esta puede ser la
razon que al utilizarlo como fuente de carbono combinado dextrosa, incremente la

produccion de clamidosporas.

Este trabajo de investigacion viene a dar continuidad a otros previamente realizados
en el laboratorio de sanidad vegetal, que si bien ya se habia determinado la

produccion de conidias en medio liquido, con medios que contenia dextrosa-
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champifion como fuentes de carbono combinado con los ingredientes de MST, se
requeria conocer mas a fondo los factores que pudieran influir en aumentar su

cantidad de produccion en medio liquido.

5.8 Incremento en la produccidn de conidias por las cepas de Trichoderma T1y

C4 en medio liquido.

La cantidad de conidias inoculadas en el medio liquido de la cepa C4 fueron 5.2 x

10° conidias pormly 2.1 x 10® en los 40 ml producidos, los cuales se produjeron en

cajas Petri con medio PDA.

Por su parte la cepa T1 produjo 91.5 x 10" millones de conidias por ml, haciendo un

total de 40 ml una cantidad de 3477 x 10° de conidias. Esta diferencia en nivel de

produccién determino que solo se evaluara la cepa.

Al inocular la cepa de Trichoderma T1 en medio liquido con infusién de arroz como
fuente de carbono, durante ocho dias, se produjo un promedio de 633.75 x 10*

conidias por ml, haciendo un total en 25 ml de 15.8 x 10" millones de conidias.

Cuando se utilizé la melaza como fuente de carbono, se produjo una cantidad de

333.6 x 10* conidias por ml, produciendo en 25 ml una cantidad de 83.4 x 10°

millones de conidias, que no fue una produccion sobresaliente de conidias.

A pesar de que el medio liquido con sacarosa como fuente de carbono produjo

7.6 x 10° conidias por ml alcanzando una produccion de 19 x 10" millones en 25 ml,

estos resultados no concuerdan con un estudio reportado por (Chavez, 2006) en
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donde utilizando infusion de arroz en un volumen de 200 ml al 3 % p/v, e inoculando

32 x 10° conidias en la cual obtuvo 14 x 10® conidias durante tres dias de

fermentacion. Este mismo autor reporta que utilizando arroz con agua destilada al 3
%, arroz-melaza al 3 %, y arroz-melaza al 10%, logro producir 40 x10'°, 23 x 10"°

y 50 x 10" conidias respectivamente en cada uno de los tratamientos, lo cual

nuevamente no coincide con los niveles determinados en nuestro bioensayo.

En la produccion de conidias de la cepa T1 en medio combinado de melaza con
levadura como fuentes de carbono, se obtuvo una produccion de 3235.5 x 10°
conidias por ml, produciéndose en un total de 49 ml, la cantidad de 15853.95 x 10°
conidias. La cepa C4 produjo 10.9 x 10’ conidias por ml, alcanzandose un volumen

de 80 ml con un total de 872.2 x 10" de conidias, estos resultados coincide con un
estudio previo realizado por (Garcia et al., 2006) en el que se evalué la eficiencia de
la produccion masiva de Trichoderma harzianum Rifai, mediante fermentacion
liquida, donde se utiliz6 melaza de trapiche de cafia panelera fresca y levadura

panadera granulada como fuentes de carbono. Con esta metodologia se logré

incrementar de 1 x 10'® en 5 ml a 1.8 x 10°, 5.8 x 10°, 5.4 x 10° por ml, en 200 ml
de medio dependiendo de la cepa de Trichoderma utilizada en un periodo de 10 a 14

dias.
5.9 Fermentacion liquida en biorreactor de las cepas de Trichoderma T1y C4.

Cuando el biorreactor cargado con medio liquido con melaza mezclada con levadura

como fuente de carbono, con el fin de cuantificar, su capacidad para producir
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clamidosporas, con la cepa T1, cepa inoculada no produjo clamidosporas. Cuando la
cepa inoculada fue la cepa C4 produjo clamidosporas en una menor cantidad, menor

gue la registrada en tubos tipo Falcén en los bioensayos previos.

Los resultados obtenidos al repetir bioensayos en tubos tipo Falcén, para producir
clamidosporas en la incubadora refrigerada con agitacion, donde se agregoé
nuevamente dextrosa como fuente de carbono, siendo este en forma solidificada y
polvo, al igual que la sacarosa. En la Figura 23 se muestra el analisis estadistico de
la cepa T1, inoculado en diferente fuentes de carbono , en la cual hubo diferencias
significativas entre tratamientos, mostrando un nivel de produccion de clamidosporas
de 83.750 el tratamiento 3 y el tratamiento 2 mostro un nivel de 76.500, sin una
diferencia estadistica entre estos dos tratamientos, sin embargo el tratamiento 1
evidencio un nivel de produccion de clamidosporas estadisticamente inferior, con
una media de 4.750, lo que indica que fue factor clave la sacarosa y la temperatura,

para no producir clamidosporas. Resultados similares se presentaron en la cepa C4.
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Numero de clamidosporas producidas en 24 horas.
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Figura 23.Numero de clamidosporas por campo O6ptico producidas en 24
horas, por las cepas de Trichoderma T1 y C4 crecidos en diferentes
fuentes de carbono.

5.10 Aislamiento de cepas de Trichoderma y fitopatdgenos en plantas de

tomate, después de cumplir los quince dias de haberse infectado.

Las muestras que se aislaron de las plantas de tomate sembrados en el medio PDA
de los diferentes tratamientos presentaron abundante crecimiento de hongos, estos
aislamientos presentaron diferentes morfologias, entre ellos hongos fitopatdégenos
gue no pertenecia a lo esperado, estos fitopatdgenos encontrados correspondieron a
Rizoctonia solani y Penicillium, y otras pertenecian a Trichoderma que crecié muy

frecuentemente en las siembras de los diferentes tratamientos.

Los fitopatdbgenos de Rizoctonia solani se presentaron en el tratamiento 1 de los

aislados de las muestras de raiz, tratamiento 2, tratamiento 3, y el fitopatdbgeno de
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Penicillium en el tratamiento 7, tanto en las muestras de los aislados del tallo bajo y
alto, esto se debié a que las plantas de tomate ya estaban contaminadas con esos
fitopatdgenos o de que se hallan contaminado al momento del trasplante a las

macetas.

Todos los tratamientos presentaron Trichoderma, esto pudo haberse debido que al
momento del riego se salpicaran a los otros tratamientos no inoculados con
Trichoderma, otro factor determinante pudiera haber sido que la persona que nos
proporcioné las plantas de tomate aplicara como insumo este tipo de control

bioldgico.

Se analizaron estadisticamente las muestras de raiz de los diferentes tratamientos,
en la cual se presenté diferencias significativas, presentando un nivel de porcentaje
de colonizaciébn de Trichoderma de 98 el tratamiento 5, el tratamiento 4 un
porcentaje de 88, el tratamiento 3 un porcentaje de 86 y el tratamiento 2 presentando
un porcentaje de 80, siendo este tratamiento igual a los tratamiento mencionados
anteriormente y al tratamiento 1, presentadose en el tratamiento 1 un nivel de
porcentaje de colonizacion estadisticamente inferior, con una media de 56, siendo
este el tratamiento control. En la cual se puede deducir de que al momento del riego

se hubiese salpicado el inoculo de Trichoderma hacia este tratamiento. Figura 24.

Al analizarse estadisticamente las muestras aisladas del tallo bajo y alto de las
plantas de tomate del porcentaje de colonizacion de Trichoderma se presentd en el
tallo bajo diferencias significativas entre tratamientos, siendo el tratamiento 4 y 7

iguales no mostrando diferencia estadistica entre estos tratamientos, mientras el
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tratamiento 1 y 6, no presento diferencias significativas, apreciandose de que fue
igual al tratamiento 4, 7, y al tratamiento 5 el cual presento un nivel de porcentaje de
colonizacion estadisticamente inferior con una media de 46. Figura 25. En el tallo alto
no se presentd diferencias estadisticas significativas entre los tratamientos. Figura

26.

Colonizacion de Trichoderma spp.,
sobre laraiz de las plantas de tomate.
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Figura 24. Andlisis estadistico de colonizacién de Trichoderma spp, sobre
la raiz de las plantas de tomate.
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Colonizacion de Trichoderma spp., sobre el
tallo bajo de las plantas de tomate.
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Figura 25. Analisis estadistico de colonizacion de Trichoderma spp.,
sobre el tallo bajo de las plantas de tomate.

Colonizacion de Trichoderma spp., sobre el
tallo alto de las plantas de tomate.
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Figura 26. Analisis estadistico de colonizacién de Trichoderma spp., sobre el
tallo alto de las plantas de tomate.
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En la figura 27 se muestra las raices de las plantas de tomate inoculado con
Trichoderma spp., y las no inoculadas, notdndose claramente que las que fue
inoculada con Trichoderma spp., se incrementé el crecimiento de las raices y

desarrollo.

Figura 27. 1.- Raiz de planta de tomate inoculado con Trichoderma spp., 2.-
Raiz no inoculada.

En estudios previos realizados por (Tovar, 2008) en pruebas de antagonismo de 6
aislados de Trichoderma en esquejes enraizados de clavel de la variedad Everest
susceptibles a R. solani bajo condiciones de invernadero, confirmando los
bioensayos de antagonismo in vitro, obtuvo resultados favorables, reflejado en
mayores valores de crecimiento de la parte aérea, raiz, ademas de una mejor
apariencia de los mismos y ausencia de signos de la enfermedad, resultados

similares a esto se presento en este bioensayo evaluado en plantas de tomate.

En estudios realizados por Benitez et al., 2004 con Trichoderma demostraron que la

colonizacion de raices por este hongo frecuentemente incrementa el crecimiento y
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desarrollo de raices, productividad de cultivos, resistencia a estados abidticos y la

forma y uso de nutrientes.
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CAPITULO VI CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES.

6.1 Conclusiones.

Se logré evaluar la capacidad antagonista in vitro de cepas de Trichoderma
Bar321 y Bar331 contra fitopatdgenos de F. oxisporum y F. solani. Estas
cepas mostraron un nivel de antagonismo viable. Al igual se evalud la
capacidad antagonista de las cepas de Trichoderma Bar 321, Bar331, T1, T4,
C4, y TOM contra fitopatdbgenos de Fusarium oxysporum f. sp. Lycopersici y
Fusarium oxysporum f. sp. radicis — lycopersici en donde la cepa C4 presentd
el mayor nivel de antagonismo contra el fitopatégeno de Fusarium oxysporum
f. sp. Lycopersici y la cepa T1 presentd mayor nivel de antagonismo contra el

fitopatégeno de Fusarium oxysporum f. sp. radicis — lycopersici.

En la produccién de conidios, en la cepa Bar321 se obtuvieron recuentos de
81.7 x 10° conidias/ml y en la cepa Bar331 se obtuvieron recuentos de

77.65 x 10° conidias/ml. después de cinco dias de incubacion.



Al igual se obtuvo en las cepas T1 una cantidad de 45.750 x 10°® conidias/ml y

para la cepa C4 un total de 72.450 x 10 ® conidias/ml

El mejor tratamiento en variacion de conidias de Trichoderma spp., para

producir clamidosporas fue al que se concentr6 mayor cantidad de conidias.

En la evaluacion de variacion de fuentes de carbono champifién/dextrosa, la
mejor produccion de clamidosporas, conidias y micelios fue el tratamiento 60%
champifién y 40% dextrosa, al igual que el tratamiento 30% champifion y 70%

dextrosa. Este resultado fue para las cepas Bar321, Bar331, C4y T1.

El mejor tratamiento obtenido en las condiciones variables de
champifion/dextrosa fue el que se le dio mayor concentracion, este resultado

fue para la cepa Bar321, Bar331, T1y C4.

Se logré condicionar los factores determinantes para no producir
clamidosporas en el biorreactor, siendo este la temperatura y como fuente de

carbono la sacarosa.

En la infeccion de cepas de Trichoderma y fitopatdgenos de Fusarium
oxysporum f. sp. Lycopersici y Fusarium oxysporum f. sp. radicis — lycopersici
en plantas de tomate, se logr6 el aislamiento de las cepas de Trichoderma, y

no habiendo infecciones del patégeno hacia las plantas.
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6.2 Recomendaciones.

Efectuar pruebas de antagonismo con diferentes cepas de Trichoderma spp,

ya que no todas las cepas responden eficazmente a diferentes patégenos.

Hacer evaluaciones con respecto a la produccion de clamidosporas y conidios,
con las diferentes cepas de Trichoderma spp, ya que varian en cuestion de
produccién. No todas las cepas producen la misma cantidad de

clamidosporas y conidias.

Variar concentraciones de fuentes de carbono en diferentes cepas de
Trichoderma spp., ya que esto influye en la produccion de conidias y

clamidosporas.

Evaluar en autoclave diferentes tiempos de esterilizacion, de los medios que
se utilicen, ya que hay veces que no es lo suficiente el tiempo de esterilizacion
gue se le da y presentan signos de contaminacion, ademas tomar en cuenta
de que Todos los materiales que se utilizan para hacer el MST deben de estar

previamente esterilizado.

Para realizar infecciones en planta de cualquier tipo de cultivo, determinar
primero la procedencia, asi como tener mucho cuidado en el momento de la
infeccion y tomar en cuenta de que el tratamiento control debe de estar lejos

de los tratamientos infectados.
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