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RESUMEN

El tomate (Solanum lycopersicum) es una especie de gran importancia agricola
a nivel mundial. En los pasos posteriores a la cosecha (seleccidn, embarque,
transporte y venta) la calidad del fruto es mermada por diversos factores. Entre
ellos, las caracteristicas fisicas del fruto que lo hacen susceptible a sufrir
magulladuras dadas por el maltrato del mismo durante el empaque y envio a su
destino, pero principalmente el dafio por fitopatbgenos como nematodos,
insectos, bacterias y hongos; siendo estos ultimos los principales causantes de
importantes perdidas. Durante los Gltimos afios se han mitigado estas pérdidas
con ayuda de quimicos. Sin embargo, el abuso de los mismos deja residuos con
efectos indeseados, como toxicidad y dafios al medio ambiente. El presente
trabajo de tesis se enfoca en la evaluacion del potencial antagénico de una cepa
del grupo Burkholderia sensu lato para poder evitar o disminuir los dafios
causados por uno de los hongos con mayor incidencia poscosecha: Rhizopus
stolonifer. Este es un hongo capaz de crecer a distintas temperaturas y niveles
de pH, se caracteriza por causar pérdidas en diversos cultivos de importancia
agricola como papa, zanahoria, calabaza y tomate. La alternativa propuesta se
basa en la produccion de metabolitos secundarios por una bacteria perteneciente
al grupo de Burkholderia sensu lato ya se ha evidenciado que posee potencial
en el control de diferentes agentes fitopatdgenos. Esto abre la posibilidad de
explorar agentes de control efectivos que pertenecen a este grupo de bacterias.
En este proyecto se obtuvieron resultados prometedores teniendo una buena
actividad antagonica manteniendo esta actividad aun sin la presencia de la
bacteria. Con porcentajes de inhibicion de hasta un 95 % bajo diferentes
técnicas, ademas de dafios estructurales causados por las cepas utilizadas contra

el hongo R. stolonifer. Sin embargo, sera necesario evaluar esta accion en frutos



de tomate, para obtener una alternativa que logre aumentar la vida de anaquel y

la calidad poscosecha.

ABSTRACT

Tomato (Solanum lycopersicum) is a species of great agricultural importance.
Its fruit is mainly consumed fresh worldwide requiring optimum quality during
harvest and postharvest. In the postharvest steps (selection, shipment, transport,
and sale) the quality of the fruit decreases since various factors. Mostly,
phytopathogens such as nematodes, insects, bacteria and fungi, the latter being
the leading cause of significant losses, and the physical characteristics of the
fruit that make it susceptible to bruises caused by abuse of the same during
packing and sent to its destination. The major attempts that have been made to
stop these losses involve the use of chemicals. However, their abuse cause
unwanted consequences, such as toxicity and damage to the environment. This
thesis focuses on evaluating the antagonistic potential of Burkholderia sensu
lato group strains for reducing the damage caused by Rhizopus stolonifera, one
of fungi with a preeminent incidence worldwide. R. stolonifer is grows in a great
range of temperatures and pH. It is the cause of great losses in various crops of
agricultural importance such as potatoes, carrots, squash, and tomatoes. The
proposed alternative is based on secondary metabolites produced
by Burkholderia sensu lato. Those bacteria have potential for the control of
different phytopathogens and opens up the possibility to explore effective
control agents belong to this group of bacteria. We obtained promising results

that show an antagonistic role against R. stolonifer.
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1.- INTRODUCCION

Las enfermedades poscosecha de frutas y hortalizas causan grandes pérdidas en
la produccién de alimentos y comercio de los mismos. Es por esto que es de
gran importancia mantener los niveles de calidad antes y después de la cosecha,
asi como brindar proteccion contra los diversos agentes fitopatdgenos a los que
son susceptibles dichos productos. El tomate es uno de los productos agricolas
de mayor interés a nivel mundial, por lo que es de suma importancia valorar y
controlar las enfermedades y agentes fitopatdgenos, para asegurar que el fruto
Ilegue al consumidor, evitando en lo mayor posible los dafos y por ende las

perdidas tan grandes que se reportan (Rios & Chavez, 2014).

La calidad poscosecha y la vida de anaquel de los frutos de tomate (Solanum
lycopersicum L.) son controlados por el estado de madurez en la cosecha
(SAGARPA, 2005). Los atributos de calidad de fruto como color, indices de
acidez, pH, firmeza son afectados por variaciones genotipicas, pero condiciones
de crecimiento, irradiacidn, estacién de cultivo, nutricidn, riego, temperatura,
enfermedades y condiciones poscosecha son criticos para la calidad. Ademas,
esta calidad dependerda en gran medida de la variedad, de las condiciones
climatologicas, del manejo de cultivo, de la madurez y metodo de cosecha, y
del manejo poscosecha. Un tomate de buena calidad debe tener aspecto fresco,
con caracteristicas propias de la variedad, y madurez adecuada segun el tipo o
variedad. Debe presentar uniformidad de color. Debe ser firme al tacto, bien
desarrollado y formado; estar limpio y libre de pudriciones; libre o con
manifestacion leve de defectos de origen climatico (granizo, quemaduras de sol,
dafio por frio), mecanico, entomologico, genético y fisiologico. No deben
presentar olor y/o sabor extraifio (SAGARPA, 2005). El tomate es un producto




altamente susceptible a enfermedades ocasionadas principalmente por bacterias
y hongos. Rhizopus stolonifer es considerado uno de los principales
fitopatdgenos que provocan enfermedades poscosecha, es el agente causal de la
pudricién blanda de frutas y hortalizas. Aproximadamente el 23-25% y el 31-
38% de las frutas cosechadas se pierden debido al deterioro posterior a la
cosecha. El uso de fungicidas sintéticos es el método mas utilizado para el
control de hongos poscosecha (Adaskaveg, J.E., Forster, H., and Sommer,
2002). Sin embargo, los fungicidas generan residuos toxicos en alimentos y
medio ambiente poniendo en riesgo la salud del hombre. Por ello, se necesitan
enfoques alternativos, ambientales y economicamente viables (Nunes, Usall,
Teixidd, & Vifas, 2001).

2.- ANTECEDENTES

2.1.- Generalidades del tomate
El tomate (Solanum lycopersicum L.) pertenece a la familia Solanaceae, es una

planta herbacea anual o perenne, tiene tallo erguido y cilindrico en planta joven,
a medida que esta crece, el tallo cae, presenta vellosidades en la mayor parte de
sus 6rganos, puede llegar a medir hasta 2.50 m. Ramifica de forma abundante y
el fruto es una baya de color rojo, cuyo tamario es variable, desde 3 cm de
diametro hasta 16 cm, su forma puede ser redondeada, achatada o en forma de

pera y su superficie lisa o asurcada (Castillo & Moreno-Pérez, 2009)

Es originario de Ameérica del sur, se presenta en climas calidos, semisecos y
templados, se le cultiva por su fruto y en ocasiones habita en terrenos de cultivo
abandonados, asociada a bosques tropicales caducifolio, subcaducifolio,
subperennifolio y perennifolio, matorral xerdéfilo, bosque espinoso, bosques de
encino y de pino (SAGARPA, 2017D).




La planta de tomate se domesticO en México, sin embargo, se produjo una
mayor domesticacién a un nivel mucho maés intenso en toda Europa y mas tarde
en América del Norte (SAGARPA, 2017b). Hasta la fecha, el cultivo de esta
planta se considera el mas extendido en el mundo con un valor de millones de
dolares (FIRA, 2017). El consumo de este vegetal aumenta junto con las areas
de produccidn, gestion y comercializacion. En general, la fruta se consume en
forma fresca, lo que exige una mayor calidad de la fruta durante la
manipulacion, distribucion y venta. Esta fruta contiene vitaminas Ay C y una
cantidad significativa de licopeno, betacaroteno, magnesio, niacina, hierro,
fésforo, potasio, riboflavina, sodio y tiamina (Martinez, Vicente, César, &
Saenz, 2012).

2.2.- Importancia econémica
El consumo per cépita promedio mundial de tomate presenta una tendencia al

alza. De acuerdo con datos de la FAQO, entre 2007 y 2017, el consumo aparente
conjunto de los diez principales paises consumidores de tomate crecié a una
tasa promedio anual de 3.2 por ciento, al ubicarse en 135.7 millones de
toneladas (FAO, 2015). La demanda de esta hortaliza crecio a un ritmo mayor
en India y China, con tasas promedio anuales de 7.6 y 5.3 por ciento,
respectivamente. En Turquia, el crecimiento del consumo ha sido mas
moderado, con una tasa promedio anual de 2.5 % (SAGARPA, 2018). De Igual
manera, en ese mismo periodo de tiempo las exportaciones mundiales crecieron
a una tasa promedio anual de 2.2 por ciento. En este rubro destacan México y
Paises Bajos, que participaron en 2017 con 23.0 y 14.5 por ciento del volumen
mundial exportado, respectivamente. Las exportaciones de estos paises

crecieron a tasas promedio anuales de 5.2 y 2.7 por ciento durante la citada
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década. Por su parte México fue el principal exportador de tomate en términos
de volumen, exportando principalmente a paises como E.U y Canada (FIRA,
2017). Por otro lado, de acuerdo con la Planeacion Agricola Nacional 2017-
2030, elaborada por la SAGARPA, se estima que para el afio 2030 la produccion
de tomate rojo ascendera a 7.56 millones de toneladas y las exportaciones se
ubicaran en 5.50 millones de toneladas, con un valor a precios de 6,641 millones
de dolares (Tabla 1) (SAGARPA, 2018).

Estimaciones Crecimiento

promedio anual

Afio/periodo 2016 2018 | 2024 | 2030 2003- 2016-2030
2016

Produccién potencial (mt) | 3.35 3.95 |5.76 7.56 3.39% 5.58%

Exportaciones (mt) 1.61 217 | 3.84 5.50 4.53% 8.55%

Valor de exportaciones | 1,939 | 2,613 | 4,633 | 6,641
(md)

Tabla 1 Planeacion agricola 2017-2030; produccion potencial en millones de toneladas
(mt), valor en millones de délares (md). (Fuente: SAGARPA 2017).

México ocupa el noveno lugar en la produccion mundial, con una participacién
de 2.0 por ciento. La produccion de tomate esta altamente concentrada, en cinco
entidades quienes produjeron en conjunto el 56.3 % del total nacional en el afio
2017; segun el Servicio de Informacion Agroalimentaria y Pesquera (SIAP)
participaron: Sinaloa (27.0 %), San Luis Potosi (9.8 %), Michoacan (7.3 %),
Jalisco (6.3 %) y Zacatecas (5.6 %). También destacan Baja California (5.2 %),
Puebla (3.7 %) y Sonora (3.4 %).




Principales entidades productoras de tomate rojo, 2015-2017
(Miles de toneladas)
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Fig. 1 Principales estados productores de tomate a nivel nacional (Fuente:
SIAP-SADER)

Entre las principales entidades productoras, el mayor dinamismo en la
produccion se observa en Puebla, Querétaro, Oaxaca y San Luis Potosi. En
dichas entidades, el volumen cosechado de tomate entre 2007 y 2017 crecio a
tasas promedio anuales de 22.1, 18.0, 16.8 y 11.0 %, respectivamente, mientras
que la produccion nacional lo hizo a una tasa promedio anual de 4.8 %. En 2018,
el tomate rojo fue el segundo producto mas importante en el valor de las
exportaciones agropecuarias mexicanas, con una participacion de 12.8 %.
Durante la Ultima década, las exportaciones mexicanas de tomate crecieron a
una tasa promedio anual de 4.7 %, al ubicarse en 1.68 millones de toneladas en
2018, volumen equivalente a 48.7 % de la produccion nacional. EI 99.7 % de
las ventas de tomate mexicano se destind a Estados Unidos. En ese afio, México
abastecié 91.1 % de las compras estadounidenses de tomate fresco. Por otra
parte, el consumo per cépita anual de tomate en México se ubica en alrededor

de 15 kilogramos por afio. Alrededor del 98 % del volumen del tomate que se




produce en el pais se destina para el consumo en fresco y el resto se industrializa
(SAGARPA, 2017a).

El estado de Puebla ocupa el décimo lugar en la produccién nacional de tomate,
se siembra tomate en una superficie aproximada de 1,400 hectéreas distribuidas
en 37 municipios; principalmente de las variedades conocidas como saladatte
y bola; la produccién de éstas y otras variedades, tales como: cherry, rifién y
uva, (fig. 2) es de alrededor de 57 mil toneladas, de acuerdo a datos de la
Secretaria de Desarrollo Rural. Cabe mencionar que a traves de la instalacion
de invernaderos que proporcionan condiciones controladas de produccion de
tomate, se ha detonado una actividad y alternativa productiva para los
productores de la region, introduciendo aspectos de transferencia de tecnologia.
Ademas, en el estado de Puebla hay 327 hectareas de invernaderos en los que
se producen 17 mil 521 toneladas de este cultivo en varios municipios, inclusive
de la Mixteca, que es una zona de dificil disponibilidad de agua (Castillo &
Moreno-Pérez, 2009). De ahi la importancia del uso de invernaderos y del
manejo del cultivo con hidroponia que esta creciendo en todo el mundo, con la

finalidad de cuidar y aprovechar este recurso natural (Pue, 2018).




cherry/cereza beef/bola

OTROS TIPOS
e Cocktail ¢ Moneymaker e Ramillete
e |iso e Muchamiel e San Marzano
e Marmande e Pometa e \Vemone

Fig. 2 Variedades de tomate consumidas y comercializadas en México Fuente: Infografia
tomate mexicano (SAGARPA, 2017a).

2.3.- Hongos fitopatdgenos: importancia poscosecha
Los hongos forman parte de un gran grupo de organismos eucariotas,

heterdtrofos y los cuales ocupan la mayor parte de los habitats terrestres.
Aproximadamente un 10% del total de especies de hongos conocidas son
capaces de colonizar tejidos vegetales (Schafer, 1994). Una gran parte de éstos
son de importancia agricola, ya que causan pérdidas econdémicas importantes,
afectando en distintas etapas de la agricultura, desde el cultivo hasta etapas
posteriores, como la poscosecha (Agrios, 2004). Los productos agricolas, tales
como el tomate, son susceptibles al ataque por fitopatogenos, los dafios
mecanicos son la via de ingreso méas importante de los principales hongos y por
lo tanto las responsables de los principales problemas en poscosecha. Los dafios
mecanicos dejan los tejidos frescos totalmente desprotegidos facilitando la
entrada de las esporas. En estas heridas, el patdgeno comienza a desarrollarse
segun el nivel de inoculo, la susceptibilidad de la fruta y las condiciones
ambientales (Martinez et al., 2012).

Dentro de estos fitopatdgenos se destacan los hongos, que atacan cultivos de

importancia agricola tales como calabaza, zanahoria, papaya, tomate, causando




alteraciones en la etapa de poscosecha principalmente (R. Bernal, 2010). A
continuacion, se mencionan algunos ejemplos de hongos fitopatdgenos que
atacan diferentes cultivos de importancia econdémica. Talaromyces minioluteus
ha sido reportado recientemente en frutas tales como tomate, cebolla, naranjay
membrillo causando dafios como pudricion y licuefaccion total del fruto en
poscosecha (Gryganskyi et al., 2018). Alternaria alternata es un hongo causante
de pudricidn negra, esta se presenta como manchas superficiales negras o cafés
secas hundidas y posteriormente se forma una capa densa del hongo sobre las
heridas, este hongo ataca al tomate generalmente en la etapa de poscosecha
(Wang et al., 2008). Botrytis cinerea causa una enfermedad conocida como
“moho gris”, caracterizada por manchas y posteriores lesiones en el fruto,
ademas afecta severamente a una amplia variedad de frutas y verduras entre los
cuales se encuentra el tomate. Otro hongo fitopatdgeno del tomate es
Cladosporium fulvum, el cual se encuentra entre los patdgenos que dafian la
parte aérea de la planta ocasionando el “moho foliar”’; una enfermedad que
provoca que la fotosintesis no pueda llevarse a cabo en dicha planta, lo que se
traduce en la disminucién tanto de la calidad como del rendimiento del fruto
(Torres, lannacone, & Gomez, 2008). Uno de los hongos fitopatdgenos que
afecta al tomate durante la poscosecha es Rhizopus stolonifer, tiene el mayor
numero de reportes a nivel mundial, este hongo causa pudricion blanda
conocida por afectar a una gran cantidad de frutas y verduras entre las cuales se

encuentran las fresas, naranja, tomate entre otras (Weinberg, n.d.).

2.3.1.- Rhizopus stolonifer
Este hongo pertenece a la subdivision Zygomicotina, clase Zygomycetes,

orden; Mucorales, género; Rhizopus, las especies de Rhizopus stolonifer

sobreviven en el suelo por lo que las esporas liberadas pueden sobrevivir bajo




largos periodos secos a temperaturas relativamente altas. Sin embargo,
generalmente no causan infeccidn directa de tejido sano, ya que necesitan una
herida superficial o magulladura para que la espora logre germinar sobre el fruto
(Navarro Garcia & Barba Navarro, 1996).

La infeccidn previa a la recoleccidn por este patdgeno ocurre comunmente en
frutas lesionadas por insectos o afectadas por trastornos fisioldgicos, como la
fosa dividida. Una vez que una espora cae sobre un tejido lesionado, germina y
comienza a crecer en la superficie, produciendo un micelio espeso que al mismo
tiempo produce enzimas que degradan las células (pectinasas, amilasas) que
desnaturalizan los tejidos de antemano y conducen a la infeccion. R. stolonifer
produce esporangidforos finos erectos y se ancla al sustrato mediante rizoides.
Una vez que finaliza el crecimiento, los esporangioforos dan lugar a
esporangios de columnela aérea hemisférica, una pared celular delgada que
contiene numerosas esporangiosporas negras cuando esta madura (Badii &
Abreu, 2006) (Figura 3).




ES_POTaS en suelo, ~ Fruta mallugada o
dispersadas por
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/
)
Esporangiéforos

esporas
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esporangiosporas
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Fig. 3 Modo de infeccidn de Rhizopus stolonifer (Fuente: Instituto Nacional de Tecnologia
Agricola) (INTA, 2018).

Rhizopus stolonifer causa enfermedades poscosecha de muchas frutas y
verduras, debido a la rapidez con la que se disemina desde la fruta en
descomposicion a una fruta adyacente a la temperatura ambiente, el patdgeno
es uno de los hongos de descomposicion mas temidos después de la cosecha.
Provoca una enfermedad destructiva que tiene distribucion mundial vy
principalmente el tomate es afectado durante su almacenamiento; normalmente
causa una podredumbre acuosa suave y es un hongo de crecimiento muy rapido
(Agrios, 2004).
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2.4.- Estrategias alternativas: biocontrol

Durante el periodo posterior a la cosecha, los métodos de almacenamiento
adecuado, capaz de retrasar la maduracion de la fruta y de frenar el desarrollo
de patdgenos, pueden prevenir o al menos reducir las pérdidas. El uso
desmedido de plaguicidas ha ocasionado graves dafios al medio ambiente
(Weinberg, n.d.), y que por lo tanto impactan negativamente en la microbiota
existente en la planta y en el suelo, afectando asi a los microorganismos que son
beneficos para la misma (Navarro Garcia & Barba Navarro, 1996). Entre los
agentes fitopatdgenos que afectan al tomate, existe una extensa diversidad de
éstos, siendo hongos y bacterias los principales agresores. Esto sigue siendo una
preocupacion para los agricultores que pierden sus cosechas y por ende su
fuente de ingresos econdmicos. Se han probado para Botrytis cinerea distintas
alternativas para su control, como por ejemplo Streptomyces rectiviolaceus, una
actino bacteria que demostré disminuir su crecimiento hasta en un 80%
comparado con el control, y evitando asi la utilizacion de quimicos (Kim, Park,
Jeon, & Kim, 2019). Asi mismo, especies pertenecientes al grupo de
Burkholderia sensu lato como Paraburkholderia tropica también han sido
utilizadas como biocontrol para distintos fitopatdgenos, como Colletotrichum
gloeosporioides, Fusarium culmorum y Fusarium oxysporum, estos Gltimos
causantes de enfermedades como antracnosis, tizon de plantulas y podredumbre
en raiz y tallo en plantas de tomate y otros cultivos agricolas. Incluso, se ha
reportado que P. tropica inhibe la poblacion del nematodo Xhipinema
elongatum, el cual provoca necrosis en raices y causa dafios al cultivo. P.
tropica se asocia con nematodos menos patdgenos promoviendo un ambiente
maés favorable para la planta (Bolivar-Anillo, Contreras-Zentella, & Teheran-
Sierra, 2016) (Oliveira, Moral, Bouhmidi, & Trapero, 2005) (Safiudo, Salazar,
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Betancourth, & Castillo, 2013). Otro ejemplo es Stemphylium solani, el cual es
un hongo que ataca no solo a tomate sino a diversos productos agricolas como
calabaza y chile morron, produciendo la enfermedad conocida como “mancha
gris de las hojas”; si esta enfermedad llega a afectar de forma severa, provoca
la defoliacién completa de la planta y la pérdida total de la produccion (A.
Bernal, Martinez, Diaz, Herrera, & Martinez, 2006). Se han realizado estudios
para evaluar posibles agentes de control, utilizando diversas especies
bacterianas como Pseudomonas aeruginosa, P. fluorescens, Serratia
plymuthica y Bacillus subtilis siendo de los microorganismos mas estudiados
como posibles antagonistas (A. Bernal et al., 2006). Otro hongo fitopatdgeno
que ademas de dafar al tomate, perjudica cultivos de chile morron, calabaza,
zanahoria entre otros es Cladosporium fulvum, el cual se encuentra entre los
patdgenos que afectan la parte aérea de la planta ocasionando el “moho foliar”
que conlleva a la disminucién de la calidad y del rendimiento del cultivo.
Estudios realizados en pro de la evaluacion de posibles antagonistas de este
fitopatogeno, han llevado a la utilizacion de hongos como Trichoderma
harzianum, T. virens, T. viride y Hansfordia pulvinata. Los resultados de esta
evaluacion mostraron que especies del género Trichoderma tuvieron mayor
control sobre el fitopatdgeno, que por medio de mecanismos de accion como el
micro parasitismo (simbiosis antagonica en la que el parasito produce enzimas
que afectan al hospedero) logré una disminucién significativa en el crecimiento

del mismo (Torres et al., 2008).

Por otro lado, es bien conocido que Rhizopus stolonifer es uno de los hongos
fitopatdgenos con mayor numero de reportes como agente causal de péerdidas

de tomate a nivel poscosecha. La utilizacion de productos quimicos es un
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método comun, generalmente su uso es desmedido y a pesar de esto no se
obtiene un control total de la enfermedad. En los tomates, no hay pruebas
suficientes sobre la efectividad de la aplicacion quimica para controlar la
enfermedad de la pudricion provocada por R. stolonifer debido a las
caracteristicas de crecimiento y desarrollo del hongo, provocando un dafio
extensivo en un periodo corto de tiempo (FAO, 2015). Derivando en una
problematica economica a nivel mundial, ya que no se logra cumplir con la
calidad para exportacion y consumo, ademés de la perdida completa de los
frutos. Para el enfrentamiento de este hongo fitopatdgeno se ha recurrido a
diversos tratamientos quimicos, asi como alternativas basadas en biocontrol.
Entre éstas se puede mencionar la disminucion del dafio causado por el hongo,
utilizando a Pantoea agglomerans logrando una, efecto dado por la competicion
de nutrientes entre la bacteria antagonista y el hongo (Cabrefiga et al., 2006;
Nunes et al., 2001). Otra de las alternativas es el uso de productos derivados de
extractos de plantas, como el timol y el &cido salicilico, los cuales acttan sobre
las estructuras del hongo logrando causar dafios al mismo y afectando su
desarrollo (Tabla 2) (Yao et al., 2019). Por estas razones, las comunidades
cientifica y social mantienen el interés por descubrir nuevas y mejores opciones
que sustituyan el uso de quimicos. Las alternativas que se buscan, se pueden
encontrar albergadas en el término de control bioldgico o biocontrol, referido
desde el siglo XIX y que se basa en la utilizacion de organismos vivos 0 sus
metabolitos, con la finalidad de erradicar o disminuir los dafios ocasionados por
fitopatogenos (Badii & Abreu, 2006).
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Tabla 2 Distintos controles utilizados en el tratamiento de Rhizopus stolonifer en diferentes

frutos.

Control Vs Tipo Fruto % de Referencia

Rhizopus inhibicion

stolonifer

Dicloran Quimico Tomate 87% Northover y Zhou
2002 (Northover &
Zhou, 2002)

Iprodione Quimico Durazno | 59% Abdel-Mallek et al.,
2016 (Abdelmalek
& Salaheldin, 2016)

Quitosano Polimero natural | Tomate 79% Alvarado
Hernandez, 2011
(Maria et al., 2011)

Aureobasidium Hongo Uvas 73% Castoria et al., 2001

pullulans (Felice et al., 2007)

Cryptococcus Hongo Durazno | 80% Zhang et al., 2019

laurentii (S. Zhang, Zheng,
Xu, & Liu, 2019)

Trichosporon Hongo Manzana | 67% Francés et al., 2006

pullulans (Cabrefiga et al.,
2006)

Pantoea Bacteria Pera 80% Nunes et al., 2011

agglomerans (Nunes et al., 2001)

2.5.- Burkholderia sensu lato

Las primeras especies de Burkholderia fueron descritas por primera vez en
1942, por Walter H. Burkholder, sin embargo, el género ha pasado por diversas
divisiones a través de los afios. En el afio 2016 en un estudio de revision, Estrada
de los Santos et al., proponen la division en dos grandes grupos; grupo A
(Caballeronia y Paraburkholderia) y grupo B (donde se incluyen la mayoria de
patdgenos humanos, animales y vegetales). En el afio 2017 Beukes et al.,
realizan un estudio donde se incluyen las 78 cepas tipo y otras especies
ambientales, logrando una division formal basada en los genomas centrales y es

a partir de este estudio que es considerado el grupo Burkholderia sensu lato.
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Burkholderia sensu lato es un grupo grande y complejo que comprende mas de
122 especies, contiene cepas patdgenas (Burkholderia cepacia (LPSN, 2020),
B. pseudmallei (LPSN, n.d.) B. latens (LPSN, 2008b)), fitopatdgenas
(Burkholderia glumae (LPSN, 1994)), simbioticas (B. rhizoxinica (LPSN,
2007), B. tropica(LPSN, 2004)) y no simbidticas (B. anthina (LPSN, 2002), B.
diffusa (LPSN, 2008a), B. lata(LPSN, 2009)) de una amplia gama de habitats
ambientales (suelo, agua, plantas, hongos) y clinicos (animales, humanos).
Pertenece a la clase B-Proteobacteria, dentro de la familia Burkholderiaceae.
Dentro de sus caracteristicas generales podemos encontrar que son bacilos
rectos, catalasa positivos, Gram-negativos, oxidasa variable (por lo general
positiva), mesofilos, aerobios, movilidad positiva y pueden tener un flagelo
polar Unico o bien un penacho de flagelos polares bacteria lofotrica).
Actualmente, la division en Burkholderia sensu stricto, Caballeronia,
Paraburkholderia, Trinickia, micetohabitans y Robbsia estd fuertemente
respaldada por el analisis del genoma (Bournaud et al., 2018). Estos nuevos
géneros corresponden ampliamente a los diversos habitats/estilos de vida de
Burkholderia sensu lato y sus posibles aplicaciones biotecnoldgicas incluida la
biorremediacion, por ejemplo, todas las cepas beneficiosas para la planta y
ambientales (PBE) estan incluidas en Paraburkholderia (que también incluye
todos los simbiontes de leguminosas que fijan N,) y Caballeronia, mientras que
la mayoria de los patdgenos humanos y animales se conservan en Burkholderia
sensu stricto (Santos, Rojas-rojas, Tapia-garcia, Vasquez-murrieta, & Hirsch,
2016). Existen evidencias experimentales de que algunas cepas de Burkholderia
cepacia y Burkholderia tropica tienen la capacidad de producir metabolitos
secundarios (idiolitos) los cuales han demostrado tener un efecto antagénico
sobre el crecimiento de hongos patogenos de importancia clinica y agricola
(Tenorio-salgado et al., 2013).
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En este estudio, se utilizé un cepario de nuestro grupo de trabajo conformado
por 46 cepas ambientales aisladas a partir de plantas silvestres y cultivos de
interés agricola procedente de diferentes regiones del Estado de Puebla e
identificadas como miembros del grupo Burkholderia sensu lato mediante la
secuenciacion del gen 16S rRNA (Cervantes, 2016). En un estudio previo,
Jiménez-Gbémez realiz6 un estudio en busqueda de bacterias antagénicas a
hongos fitopatdgenos a partir del cepario de Burkholderia sensu lato, en el cual
obtuvo como resultado que 15 cepas de las 46 cepas estudiadas inhibieron el
crecimiento radial de 4 hongos fitopatdgenos del café: Fusarium oxysporum, F.
solani, Alternaria longissima y Hemileia vastatrix, obteniendo porcentajes de
inhibicion de hasta un 63% Yy para el caso de Hemileia vastatrix una disminucion

en su % de germinacion hasta un 15%.

3.- PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La calidad poscosecha del tomate (Solanum lycopersicum) es disminuida por la
afectacion de microorganismos fitopatogenos, los cuales ademas de absorber
nutrientes del fruto para su propio crecimiento. Muchos de ellos tienen la
capacidad de secretar sustancias (enzimas, toxinas, etc.) que afecten la
apariencia del fruto. Por lo tanto, la intromisidn de estos fitopatégenos provoca
grandes pérdidas econdmicas. Dentro de los causantes que disminuyen la
calidad del fruto del tomate poscosecha se destacan los hongos como agentes
etiologicos de diversas enfermedades, tal como Rhizopus stolonifer, el cual es
considerado como uno de los principales fitopatdgenos que provocan
enfermedades poscosecha en distintos productos de importancia agricola como
calabaza, zanahoria, papaya y principalmente tomate. Para contrarrestar estos

dafios se recurre de primera mano a los tratamientos quimicos. Sin embargo, si
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se piensa en una relacion costo-beneficio, las desventajas por su utilizacién son
mayores que los resultados que ofrecen. Por ejemplo, los dafios al medio
ambiente, la contaminacidn, el aumento en costos de produccion y el rechazo

de los consumidores a estos compuestos.

4.- JUSTIFICACION

México es el principal proveedor a nivel mundial de tomate con una
participacion en el mercado internacional de 25% del valor de las exportaciones
mundiales. En 2019, fue el principal exportador de tomate en términos de
volumen, abastecio 84.9 por ciento del volumen de tomate fresco importado por
Estados Unidos, de acuerdo la base de datos de Estadisticas del Comercio
Internacional de las Naciones Unidas (UN Comtrade database, 2019). Para la
exportacion del producto se requiere de ciertos estandares de calidad. Sin
embargo, la calidad del producto es disminuida por diversos factores,
principalmente hongos, esto provoca que el producto no cumpla con los niveles
de calidad establecidos para la exportacion y a su vez genera grandes pérdidas
econdmicas. Uno de los hongos con mayor incidencia a nivel mundial es
Rhizopus stolonifer, el cual invade el fruto y los adyacentes, creando redes de
micelio sobre los productos que en pocos dias pueden llegar a afectar la
totalidad de los mismos. Posee una rapida velocidad de crecimiento y se
desarrolla en una amplia variedad de temperaturas y humedades relativas,
caracteristicas que le permiten colonizar rapidamente a su hospedero En
solamente cuatro dias este hongo puede pudrir totalmente los frutos,
provocando pérdidas considerables en un corto periodo de tiempo (Yao et al.,
2019).
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A pesar de que se han aplicado diversos métodos principalmente quimicos para
la conservacion del tomate, éstos no han sido suficientes para contrarrestar 10s
dafios y por consecuencia las pérdidas. Ademas, la aplicacion y uso desmedido
de los mismos provoca estragos irreversibles en el medio ambiente (FAO,
2015).

Frente a esta situacién surge la necesidad del desarrollo de nuevas alternativas
que sean eficientes, econdmicas y ecoldgicas, que puedan reducir el dafio
generado por los hongos y aumentar tanto la calidad como la vida de anaquel.

Por lo anterior, en el presente proyecto se plantean obtener cepas productoras
de sustancias antifungicas que puedan inhibir o aminorar la incidencia o
severidad de afectacion por parte del hongo Rhizopus stolonifer. Evitando de
esa manera pérdidas economicas y elevando la calidad del fruto para asegurar
tanto su consumo como su exportacion adecuada, sin generar riesgos al medio

ambiente.
5.- OBJETIVOS

5.1.- Objetivo general

Evaluar la actividad antagbnica in vitro a partir un cepario de grupo
Burkholderia sensu lato que produce metabolitos secundarios, frente a Rhizopus

stolonifer que afecta a Solanum lycopersicum.

5.2.- Objetivos particulares

1. Aislar al hongo Rhizopus stolonifer a partir de fruto de tomate
2. Seleccionar a las cepas con mayor potencial antifungico frente al hongo

fitopatdgeno.
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3. Evaluar in vitro la capacidad antagonica de los idiolitos producidos con

actividad antifungica contra R. stolonifer

6.- HIPOTESIS

A partir del cepario bacteriano de aislamientos pertenecientes al grupo
Burkholderia sensu lato se encuentran especies capaces de producir compuestos

que inhiben el crecimiento del hongo Rhizopus stolonifer.
7.- DISENO METODOLOGICO Y TECNICAS DE INVESTIGACION

7.1.- Material biolégico

7.1.1.- Hongo fitopatogeno
Rhizopus stolonifer se aislo de frutos de tomate (Solanum lycopersicum L.)

variedad bola con sintomas de pudricion ocasionada por el hongo (Angulo-

escalante et al., 2009).

7.1.2.- Cepario Burkholderia spp.
En este estudio se utilizaron 12 aislamientos que en estudios previos

demostraron inhibicion del crecimiento micelial frente a cuatro hongos
fitopatogenos: Hemileia vastatrix, Alternaria longissima, Fusarium oxysporum
y F. solani (Jiménez-Gomez, 2018). Estas cepas fueron reactivadas para evaluar

su crecimiento, pureza y viabilidad.

7.2 Reactivacion de cepas
Se reactivaron 12 cepas pertenecientes al cepario de Burkholderia sensu lato,

las cuales fueron aisladas e identificadas previamente (Cervantes, 2016). Estas
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cepas se encontraban conservadas en glicerol al 30% y almacenadas a -80 °C.
Para su reactivacion se utilizo medio NB liquido y so6lido para evaluar su

viabilidad y pureza.

7.3 Aislamiento del hongo fitopatdgeno
Se colectaron frutos de tomate (Solanum lycopersicum) con sintomas de

pudricién blanda, la cual es ocasionada por Rhizopus stolonifer. Se tomaron
secciones del fruto para posteriormente colocarlas en placas Petri que contenian
agar PDA y se incubaron por 72 h a 25 °C (Hartanti, Rahayu, & Hidayat, 2015).

7.4 Purificacion del hongo fitopatdgeno
Fue preparada una suspension de esporas, agregando 10 mL de agua destilada

estéril a una placa Petri con un cultivo de 72 h, se hizo un raspado superficial
con la ayuda de un portaobjetos estéril, la suspensién se transfirio a un tubo
Falcon de 50 mL. A partir de esta suspension hubo diluciones seriadas hasta 10
" para posteriormente sembrar cada una en placas con agar PDA y obtener una

colonia aislada, estas se incubaron por 24 ha 25 °C (£ 2 °C) (Bautista, 2006).

7.5 Mantenimiento del hongo fitopatdgeno
Porciones de micelio con presencia de esporangiosporas, se introdujeron en

tubos de microcentrifuga con 1 mL de agua destilada estéril y se almacenaron a
-80 °C. Por otro lado, se vertio agar PDA en tubos de vidrio con tapa, se gelifico
de manera inclinada para obtener agar en pico de flauta, para posteriormente
sembrar el hongo fitopatégeno. EIl crecimiento, se cubrié con aceite mineral

estéril y fue almacenado a temperatura ambiente.
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7.6 Prueba de patogenicidad
Frutos de tomate saladatte previamente lavados, desinfectados y secados se

colocaron individualmente en bolsas Ziploc®, se afiadieron 3 mL de suspension
del hongo fitopatégeno, en el caso del control se afiadié agua destilada esteéril.
Se incubaron por 96 h a 25 °C (£2°C). se observaron cada 24 h (Cabrefiga et
al., 2006).

7.7 Obtencidn de metabolitos
Se prepararon inoculos de las cepas bacterianas, ajustados a una densidad optica

de 0.05 a 600nm, posteriormente fueron inoculados en medio MM9 adicionado
con acido succinico (0.05%) y glicerol (10%), e incubados por 48 h a 30 °C.
pasado este tiempo de incubacién fueron centrifugados a 4000 rpm, repitiendo
este paso tres veces, el sobrenadante se sometid a dos procesos: fueron filtrados
con ayuda de un filtro Millipore de 0.22 um, y por otro lado inactivados por

calor a bafio Maria a 90 °C por 15 min.

7.8 Pruebas de evaluacion in vitro

7.8.1 Ensayo dual
En un medio de cultivo PDA, el cual se esterilizé durante 15 min a 15 PSI, se

enfrid a 45 °C y se vacio en cajas Petri bajo condiciones asépticas. En el centro
de la placa fue colocado un cuadro de agar de 1cm? con Rhizopus stolonifer en
crecimiento activo de 72 h a 25 °C, posteriormente se colocaron 5 gotas de 3uL
de cultivo bacteriano de 48 h (30 °C). Las cajas para el control contenian de
igual manera el cuadro de 1 cm, con 5 gotas de 3 pL de medio sin inocular. El
ensayo fue incubado a (25 °C) por 96 h, midiendo el didmetro de crecimiento

del hongo cada 24 h (Tenorio-salgado et al., 2013).
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El resultado se calculd y se expresé en porcentaje de inhibicion del crecimiento
micelial y se obtuvo a partir de la ecuacion descrita por Vallejo-Cohen et al. en
1999 (Vallejo-Cohen, Vargas-arispuro, Corrales-Maldonado, & Martinez-
Téllez, 2005).

Crecimiento micelial testigo —Crecimiento micelial tratamiento

% de inhibicion = x 100

Crecimiento micelial testigo

7.8.2 Ensayo Dual desfasado
Se preparé medio de cultivo PDA, el cual se esterilizd durante 15 min a 15

Ib/plg?, se enfrid a 45 °C y se vacio en cajas Petri bajo condiciones asépticas.
Fueron colocadas 5 gotas de 3 pL de cultivo bacteriano de 48 h (30 °C), estas
placas se incubaron por 24 h a 25 °C, pasado este tiempo, en el centro de la
placa se coloco un cuadro de agar de 1 cm x 1 cm con Rhizopus stolonifer en
crecimiento activo. Las cajas para el control contenian de igual manera el
cuadro de 1 cm, con 5 gotas de 3 pL de medio sin inocular, previamente
colocadas sobre la placa (24 h antes). Las placas se incubaron a (25 °C) por 96
h, midiendo el didmetro de crecimiento del hongo cada 24 h (Suthar, Patel,
Singh, & Khunt, 2017).

El resultado se calculd y se expresé en porcentaje de inhibicion del crecimiento
micelial y se obtuvo a partir de la ecuacién descrita por (Vallejo-Cohen et al.,
2005).

Crecimiento micelial testigo —Crecimiento micelial tratamiento

x 100

% de inhibicion =
% Crecimiento micelial testigo
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7.8.3 Ensayo de inhibicion simultanea
A partir de un cultivo de R. stolonifer, incubado por 72 h a 25 °C, se destap0 la

placa que lo contenia en condiciones de asepsia, se colocaron 10 mL de agua
destilada estéril sobre el cultivo, cuidando el cubrir por completo el crecimiento
del hongo, posteriormente se hizo un raspado de la superficie con ayuda de un
portaobjetos estéril, obteniéndose una suspension de esporas que se vertio en un
tubo falcén de 50 mL.

Se prepararon placas de agar PDA, previamente esterilizado 15 min a 15 Ib/plg?,
colocando 50 pL de la suspension de esporas del hongo y extendiéndola sobre
la superficie del agar con ayuda de un asa de Driglasky, se dejaron secar por 30
minutos y posteriormente en el centro de cada placa se coloco una gota de 20
UL de suspensién bacteriana. Las placas se incubaron por 96 h a 25° C y se
midieron los halos de inhibicién cada 24 h (Suthar et al., 2017).

7.8.4 Doble capa
Se prepararon inoculos de 12 de las cepas bacterianas de Burkholderia sensu

lato. Estas cepas, por separado se colocaron al centro de cada placa que contenia
agar MM9 modificado. Estas placas fueron colocadas en un recipiente e
incubadas por 72 h a 30 °C. Pasado este tiempo de incubacion, el crecimiento
bacteriano fue retirado con ayuda de un portaobjetos estéril. Con la finalidad de
aniquilar las células bacterianas, las placas fueron expuestas a vapores de
cloroformo durante 60 minutos. Posteriormente se agregd una capa mas de agar
PDA inoculado previamente con el hongo fitopatdégeno Rhizopus stolonifer; 50
WL por cada 20 mL de medio de cultivo. El ensayo se incubo por 96 h a 25 °C,
se realizaron las mediciones de los halos de inhibicion, cada 24 h (Pérez-y-

terron, Gonzalez-montfort, & Mufioz-rojas, 2014).
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7.8.5 Difusién en pozos
Se prepar6 medio LB sin sal con 7.5 % de agar, en este medio se inocul6 el

hongo fitopatogeno Rhizopus stolonifer con una relacion de 50 pL por cada 20
mL del medio, se mantuvo a temperatura ambiente hasta su gelificacion.
Posteriormente se realizaron pozos sobre el agar con ayuda de puntas azules
estériles, estas se colocaron de manera invertida y se utiliz6 como un
sacabocado. Después de realizar estos pozos, se colocaron 50 pL de los
metabolitos obtenidos de las cepas bacterianas. Las placas se dejaron a
temperatura ambiente por 24 h y posteriormente se incubaron por 72 h a 25 °C,
midiendo el halo de inhibicidn cada 24 h. Para las placas control, se siguio el
mismo procedimiento pero en cada pozo se colocd medio sin inocular (Pérez-

y-Terron, Gonzalez-Montfort, & Mufioz-Rojas, 2014).

7.8.6 Compuestos volatiles
El hongo fitopatdgeno se sembré en placas de agar PDA después de 72 h se

afiadieron 10 mL de agua destilada estéril sobre el cultivo, se hizo un leve
raspado con ayuda de un portaobjetos estéril y se colocaron 50 pL de la
suspension del hongo Rhizopus stolonifer al centro de la placa, posteriormente
fue distribuido con ayuda de un asa de Driglasky, se dejaron las placas por 24 h
hasta que se secaran. Por otra parte, en placas de agar NB modificado, se
colocaron las cepas bacterianas a retar, una vez secas, las placas se juntaron
(base + base), y fueron selladas con vita film y plastico adherente, para
incubarse por 96 h a 25 °C y los resultados se ley registrar los resultados cada
24 h (Tenorio-salgado et al., 2013).
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8. Evaluacion in vitro del efecto antagdnico

8.1 Inhibicion del crecimiento micelial
Se realizd un cultivo del hongo fitopatdgeno Rhizopus stolonifer, se sembro en

agar PDA y se incubd por 3 dias a 25 °C, para su uso posterior.

Se preparé medio de cultivo PDA en cajas Petri. Una vez gelificado fue
colocado en el centro un cuadro de agar con crecimiento activo de 1 cm?,
alrededor del cuadro se colocaron 5 gotas de los metabolitos bacterianos. En el
caso del control se coloc6 medio sin inocular. ElI ensayo se realizd por
triplicado, midiendo el crecimiento del micelio hasta que el crecimiento abarco

por completo la placa de agar, con revisiones cada 24 h.

8.2 Inhibicion de la esporulacion

Se realiz6 un cultivo del hongo Rhizopus stolonifer a partir del cual se obtuvo
una suspension de esporas agregando 10 mL de agua destilada estéril y
realizando un raspado con ayuda de un portaobjetos estéril, ésta se vertid en un
tubo previamente esterilizado. Se tomo una alicuota para llenar una camara de
Neubauer y realizar el conteo de esporas del control. Una vez obtenido este
numero, se realizd un conteo de las esporas del hongo después de enfrentarse a
las cepas elegidas (GB99 y GB94), se siguio el mismo procedimiento descrito
anteriormente. La concentracion de esporas fue determinada con ayuda de una
camara de Neubauer y un microscopio Optico, realizando el conteo con un
aumento total de 400 X y siguiendo la formula reportada (Bautista, 2006). Se
analizaron los resultados por ANOVA de una via y fueron graficados para una

mejor observacion.
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Para el porcentaje de inhibicion de la esporulacion se hicieron los calculos

correspondientes a la siguiente formula:

Numero de esporas control —Numero de esporas tratamiento

% de inhibicion = x 100

Numero de esporas control

8.3 ldentificacion de esporangios alterados
Se realizaron tinciones por medio del método de la cinta adhesiva. Brevemente,

en condiciones asépticas se tomaron muestras de las estructuras del hongo
fitopatogeno de 72 h de crecimiento, tanto del control como de los tratamientos,
se coloco un pedazo de cinta adhesiva en el asa micologica, se colocaron sobre
el crecimiento activo para posteriormente colocarlas sobre un portaobjetos que
tenia una gota de colorante de lactofenol azul de algoddn. Estas muestras se
observaron con ayuda de un microscopio equipado con una cadmara (Moticam),
también se utilizo el software S-Eye_Setup-1.6.0.11 para capturar las imagenes

y determinar el tamafio de cada uno.

9.- Analisis estadistico
Los datos obtenidos en cada ensayo se obtuvieron por triplicado vy

posteriormente se sometieron a un analisis estadistico (ANOVA de una via) y
se graficaron para una mejor interpretacion de los resultados. Todo se realiz

utilizando el programa GraphPad Prism version 8.4.2,
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10. - Diagrama de flujo experimental

Aislamiento purificacién Reactivacion de 12 Seleccion de las cepas
y mantenimiento . cepas del grupo con mayor potencial
de Rhizopus stolonifer Burkholderia sensu lato antifngico

a) Inhibicion del

a) Ensayo dual crecimiento micelial
b) Ensayo dual desfasado L ‘ b) Inhibicién de la
¢) Inhibicion sinmltanea , Evaluacién in vitro de la . esporulacién

actividad antifiingica
d) Doble capa c¢)  Identificacion ¥y
e) Compuestos volatiles evaluacion de los

esporangios alterados

Fig. 4 Disefio experimental que se llevo a cabo en el presente trabajo de tesis. Se
muestran los componentes principales de las metodologias empleadas.

11. Resultados y discusion

11.1 Aislamiento de hongo fitopatdgeno

El hongo se sembr6 en agar PDA y desarrollo un micelio abundante aéreo de
color blanco que en dias posteriores se torno a un color grisaceo obscuro, de
igual manera se lograron observar varios esporangios de color negro, el

crecimiento cubrid la placa por completo a las 48 h (fig. 5)
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Esporangios

Fig. 5 Crecimiento en placa de agar PDA, Rhizopus stolonifer 48 hy 72 h.

En cuanto a caracteristicas microscopicas (fig. 6) se observaron estructuras tales
como: hifas aceptadas (entre 5-10 um), esporangios que contenian dentro las
esporangiosporas redondeadas a ovaladas con un tamarfio de 8 a 15 um, también
se observd la columnela, asi como los rizoides caracteristicos tal como se
describe en el atlas de micologia de Alexandre Bonifaz (\Vagvolgyi, Heinrich,

Acs, & Papp, 2004).
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Esporangio Rizoides Esporangioforo

@

Esporangiosporas Hifa aseptada E Columnela F

Fig. 6 Caracteristicas microscopicas de Rhizopus stolonifer, aumento total 100x. A
Esporangio, B rizoides, C esporangiéforo, D esporangiosporas, E hifas aseptadas, F
columnela.

11.2 Mantenimiento de hongo fitopatogeno

Se siguieron las metodologias reportadas por Smith (1994) (Smith, Ceazan, &
Brooks, 1994)y Bueno y Gallardo (1984) (Bueno & Gallardo, 1984); por lo
tanto, a partir de un cultivo de Rhizopus stolonifer en agar PDA de 72 h se
tomaron fragmentos de micelio para poder inocularlos en tubos inclinados que
contenian agar PDA, posteriormente se cubrieron con aceite mineral estéril.
También se guardaron fragmentos de micelio en tubos de microcentrifuga con
agua destilada esteril, estos tubos fueron almacenados a -80 °C. Después de
cuatro meses, el hongo contenido tanto en aceite mineral como el que se
mantuvo a -80 °C, fueron sembrados en placas de agar PDA para verificar que
el crecimiento no tuviera alteraciones, asi como la conservacion de las
caracteristicas tanto macroscépicas como microscépicas. Esto se observo en el

cultivo después de 72 h de ser sembrado.
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11.3 Prueba de patogenicidad

Con la finalidad de verificar la capacidad de infeccién del hongo fitopatégeno
aislado, se realizd una prueba de patogenicidad con base a la metodologia
descrita por Cabrefiga & Badosa (2006) (Cabrefiga et al., 2006). Se inocularon
con el hongo Rhizopus stolonifer, frutos de tomate variedad saladatte adquiridos
en un mercado de la localidad, previamente lavados y desinfectados, se dejaron
individualmente en bolsas ziploc y se monitoreé durante 96 h. A las 12 h se
mostraron los primeros signos de infeccion por Rhizopus stolonifer: se observo
micelio de color blanco en la superficie del tomate, a las 24 h el hongo habia
invadido una cuarta parte del fruto y finalmente a las 72 h el hongo infecto por
completo al fruto, observandose un micelio abundante, cubriendo la superficie

del mismo (Fig. 7).

Fig. 7 Infeccion en fruto de tomate (Solanum lycopersicum) causada por Rhizopus stolonifer
a las 72h.

11.4 Pruebas de confrontacion in vitro

11.4.1 Ensayo dual

Se realiz6 un ensayo de confrontacion bacteria’hongo, en el cual el posible

antagonista y el hongo fitopatdgeno se confrontan al mismo tiempo, este ensayo
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se realizo en placas de agar PDA, como se describe a continuacién. Se utilizaron
12 cepas pertenecientes al grupo de Burkholderia sensu lato, asi como el hongo
fitopatdgeno Rhizopus stolonifer. El ensayo se incubd por tres dias y monitored
cada 24 h, se tomaron medidas del diametro de crecimiento del hongo, el cual
se reportd en centimetros y finalmente se realizaron los célculos para obtener el

porcentaje de inhibicién.

De las 12 cepas utilizadas, siete mostraron una inhibicién en el crecimiento de
Rhizopus stolonifer a las 72h, tiempo en el cual el control habia cubierto por
completo la placa, el porcentaje de inhibicion fue desde un 32% hasta un 78%
comparado con el control, esta inhibicion se observé como una limitacién en el
crecimiento general del fitopatdgeno (fig. 8) siendo las cepas GB99, GB94 y
D450 las que mostraron un porcentaje mayor, estos resultados se graficaron
después de un analisis estadistico utilizando ANOVA de una via (fig. 9). Estos
porcentajes de inhibicién superaron hasta un 30 % a los reportados por Toledo
et al., 2002 (Toledo, Hernandez, Alvarez, Martin, & Véarquez, 2002), quienes
reportaron el potencial como agente biocontrol de una cepa de Burkholderia
cepacia probada contra el hongo Fusarium sp. atribuyendo este potencial a la
produccion de sustancias antifungicas y sideréforos; sin embargo, los autores

no mencionan una identificacion de los mismos.
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Control

Fig. 8 Ensayo dual en agar PDA incubado por 72 h, en el cual se enfrenté a Rhizopus
stolonifer contra cepas bacterianas del grupo de Burkholderia sensu lato. En la parte superior
se observa el crecimiento del control, cubriendo por completo la placa Petri. En la parte
inferior; el hongo en presencia de las cepas GB94 (inferior Izquierda), GB99 (inferior
central), D450 (inferior derecha).

100

% Inhibicion

Fig. 9 Ensayo dual Burkholderia sensulato vs Rhizopus stolonifer. Grafica de porcentaje de
inhibicion presentados por las cepas con mayor efecto en el crecimiento del hongo
fitopatdgeno Rhizopus stolonifer, a las 72 h con respecto al control. p<0.0001

32



11.4.2 Ensayo dual desfasado

Se realiz6 un ensayo dual con ciertas modificaciones, se inocularon las cepas
bacterianas y al hongo fitopatdgeno. Las cepas bacterianas se incubaron por 24
h sobre la placa de agar PDA, y posteriormente se sembrd al hongo
fitopatdgeno. Se utilizaron las tres cepas que presentaron mayor potencial
antagonico bajo la metodologia previamente utilizada. El ensayo se monitored
y se midié el crecimiento del hongo cada 24 h. Se hicieron los calculos
correspondientes con base en la formula descrita por Vallejo-Cohen et al (1999)
para reportar los resultados en porcentaje de inhibicion. Las cepas GB94, GB99
y D450 mostraron potencial antagonico. Este porcentaje fue mayor en un 20 %
con respecto al ensayo dual, mostrando un antagonismo hacia Rhizopus
stolonifer reflejado en la disminucion de su crecimiento comparado con el
control (fig. 10). El porcentaje de inhibicidn presentado por las cepas fue de un
83.53% para D450, 87.37% para GB99 y 92.33% para GB94. Estos datos fueron
obtenidos del ensayo realizado por triplicado y graficados después de realizar
el andlisis estadistico de los datos (fig. 11). Este aumento en el porcentaje de
inhibicidn se esperaba de acuerdo a la modificacion de la metodologia, debido
a que se aumento el tiempo de incubacion de la bacteria. Por lo que se otorgo
cierta ventaja sobre el crecimiento rapido del hongo. Al aumentar el tiempo de
incubacion de la bacteria se dio pauta a la produccion de metabolitos
antifingicos. Esta metodologia fue reportada recientemente por Sarven et al.,
2020 (Sarven et al., 2020) al confrontar al hongo Metarhizium anisopliae,
contra Botitrys cinerea, hongo necrotico que afecta principalmente a la vid,
obteniendo un porcentaje de inhibicion de hasta un 43%.
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Control

Fig. 10 Ensayo dual desfasado en agar PDA a las 72 h. Rhizopus stolonifer enfrentado con
cepas bacterianas del grupo de Burkholderia sensu lato. En la parte superior se observa el
crecimiento del control. En la parte inferior; el hongo en presencia de las cepas D450 (inf.
Izquierda), GB99 (inf. central), GB94 (inf. derecha).
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Fig. 11 Ensayo dual desfasado Burkholderia sensu lato vs Rhizopus stolonifer. Grafica de

porcentaje de inhibicion presentados por las cepas con mayor efecto en el crecimiento del
hongo fitopatdgeno Rhizopus stolonifer, a las 72 h con respecto al control. p<0.0001
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11.4.3 Inhibicion simultanea
Una metodologia utilizada en la evaluacion de la capacidad antagonica es el

método de inhibicidn simultanea, en esta metodologia tanto el antagonista como
el hongo a retar son “presentados” al mismo tiempo. Para este ensayo fueron
utilizadas las 12 cepas del grupo de Burkholderia sensu lato y el hongo
fitopatdgeno R. stolonifer. El ensayo fue realizado en cajas Petri que contenia
agar PDA, el ensayo se incubd y se tomaron las medidas del halo de inhibicion
que se presento al estar el hongo en presencia de las cepas bacterianas. Ocho de
las cepas utilizadas presentaron una inhibicion notable del crecimiento del
hongo, con un halo de inhibicion de 1.5 cm a 3.7 cm (fig. 12). Las cepas GB94
y GB99 presentaron el mayor halo de inhibicién, teniendo ademaés diferencias
estadisticamente significativas entre ellas (fig. 13). Estos resultados muestran el
potencial antagdénico presentado por las cepas probadas de Burkholderia sensu
lato en comparacion con Pantoea agglomerans (Nunes et al., en 2001) (Nunes
et al., 2001). Esta ultima no fue efectiva en el control de la incidencia de

Rhizopus stolonifer.
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Control

Fig. 12 Ensayo simultaneo en agar PDA a las 72 h de incubacion. Rhizopus stolonifer en
presencia de cepas bacterianas del grupo de Burkholderia sensu lato. Se observan las dos
cepas con mejores resultados en la inhibicion del hongo y el control; el hongo fitopatogeno
sin presencia de bacteria.
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Fig. 13 Ensayo simultaneo Burkholderia sensu lato vs Rhizopus stolonifer. Grafica de halos
de inhibicion (cm), presentados por las cepas, en el crecimiento del hongo fitopatdgeno
Rhizopus stolonifer, a las 72 h con respecto al control. p<0.0001.
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11.4.4 Ensayo de doble capa

Una técnica distinta para evaluar la capacidad antagénica es en donde los
metabolitos del posible antagonista y el fitopatdgeno se enfrentan y es muy util
para evidenciar la capacidad antagdnica de un microrganismo. Para este ensayo
se utilizaron las 12 cepas del grupo de Burkholderia sensu lato y el hongo
fitopatdgeno Rhizopus stolonifer. Asi mismo, se midieron los halos de
inhibicidn presentados. Siete de las cepas mostraron un halo de inhibicidn desde
0.5 cm hasta 2.6 cm (fig. 14). Las cepas GB99 y GB94 (fig. 15) mostraron los
mayores halos de inhibicion con 2.4 cm y 2.6 cm, respectivamente. Estos
resultados nos indican que las cepas probadas son capaces de producir
sustancias antagdnicas aun sin la presencia del hongo fitopatogeno, y éstas son
difusibles en el medio utilizado en un rango aproximado de 2.6 cm de diametro.
Esto resulta en una enorme ventaja si se piensa en una produccion masiva de
estos compuestos, ademas al ser posiblemente identificados podria facilitarse la
integracion de los mismos a un recubrimiento para ser aplicados en frutos y/o
productos agricolas para mejorar la calidad poscosecha. Previamente han sido
utilizadas cepas de Burkholderia cepacia para el control de diferentes hongos
fitopatogenos, obteniendo bajo esta metodologia halos de hasta 3 cm siendo

mayores que los presentados contra Rhizopus stolonifer.
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Fig. 14 Ensayo doble capa Burkholderia sensu ato vs Rhizopus stolonifer. Gréfica del halo
de inhibicién de Rhizopus stolonifer presentado bajo la metodologia de doble capa. Cada
barra corresponde a la media obtenida (n=3), las barras de error corresponden al error
estandar de la media. p<0.001.

Fig. 15 Ensayo doble capa, Rhizopus stolonifer en presencia de cepas bacterianas del grupo
de Burkholderia sensu lato. Incubado por 72 h, se observan las dos cepas con mejores
resultados en la inhibicion del hongo y el control; el hongo fitopatdgeno sin presencia de
bacteria.
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11.4.5 Compuestos volatiles

La accion antagonica de los microorganismos es dada algunas veces por
compuestos volatiles organicos. En un estudio de 2013 Tenorio-Salgado y
colaboradores (Tenorio-salgado et al., 2013) reportaron que algunas cepas de
Burkholderia tenian efecto antagénico sobre algunos hongos fitopatégenos y
esta accion era debida a compuestos volatiles producidos por dichas cepas
bacterianas. Por lo anterior se prob6 esta técnica utilizando 12 cepas del grupo
de Burkholderia sensu lato enfrentandolas con el hongo fitopatdgeno Rhizopus

stolonifer.
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Fig. 16 Ensayo de compuestos volatiles Burkholderia sensu lato vs Rhizopus stolonifer.
Gréfica del porcentaje de inhibicién de Rhizopus stolonifer presentado bajo la metodologia
de compuestos volatiles. Cada barra corresponde a la media obtenida (n=3), las barras de
error corresponden al error estandar de la media. p<0.001.
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Se evalué el crecimiento del hongo y se reporto en porcentaje de inhibicion. De
las cepas probadas, diez presentaron un porcentaje de inhibiciénde 1.2 % a 13.7
% (fig. 16). Las cepas con mayor porcentaje de inhibicion fueron las cepas D336
y D450 (fig. 17). Por otro lado, las cepas que bajo otras metodologias mostraban
buena actividad (GB94 y GB99), en este ensayo mostraron porcentajes de
inhibicidn solo de 6 y 7 % respectivamente. Con estos resultados se logro
determinar que la actividad antagonica mostrada por las cepas, no estd dada
potencialmente por compuestos volatiles ya que exhiben poca actividad
antifingica, en un estudio previo realizado por Jiménez Gomez 2018 (Jiménez-
Gbmez, 2018), cepas de este grupo mostraron una inhibicion parecido a la que
se obtuvo contra Rhizopus stolonifer. Estas fueron probadas contra diferentes
hongos fitopatdogenos como Fusarium oxysporum, F. solani obteniendo una
inhibicion del 6 al 16%. Con respecto al estudio realizado por Tenorio- Salgado
en 2013 quienes enfrentaron a Burkholderia contra cuatro cepas diferentes de
hongos, obtuvieron porcentajes mayores que fueron reportados desde un 6%
hasta un 74%. Este Gltimo mucho mayor a lo presentado en el presente trabajo
contra Rhizopus stolonifer. Los resultados fueron obtenidos bajo la misma
técnica. Recientemente Wu et al., 2020 enfrentaron a la bacteria Paenibacillus
polymyxa CFO05 contra Rhizopus stolonifer bajo la misma metodologia y
obtuvieron una inhibicién eficaz de un 60.64 % a un 75.88 %, siendo estos
porcentajes mayores a los obtenidos en nuestro caso utilizando a Burkholderia
sensu lato. Entre los compuestos volatiles que reportan los autores el
benzotiazol y el hidroxitolueno butilado mostraron la actividad inhibidora méas

eficaz contra R. stolonifer.
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Fig. 17 Ensayo de compuestos volatiles, Rhizopus stolonifer en presencia de cepas
bacterianas del grupo de Burkholderia sensu lato. Se observan las dos cepas con mejores
resultados en la inhibicién del hongo y el control; el hongo fitopatégeno sin presencia de
bacteria.

11.4.6 Ensayo de pozos
La técnica de difusion en pozos es un ensayo en el cual se evalla la capacidad

antagonica de los metabolitos secundarios producidos por la bacteria utilizando
un volumen mayor del sobrenadante que contiene los compuestos antifungicos
producidos por la bacteria con actividad antagonica. Se utilizé un inoculo de 50
WL, corroborando la inhibicion del crecimiento micelial del hongo, asi como
evidenciando afectaciones en las estructuras del mismo. En este ensayo se
utilizaron cultivos de 72 h de incubacién, dado que en un estudio previo
Jiménez-Gdmez en 2018 mostro que el efecto antagonico de las cepas del grupo
de Burkholderia sensu lato frente a distintos hongos fitopatdgenos fue mejor en
un tiempo de incubacion de 72 hy el efecto disminuy6 en tiempos mayores. Las

dos cepas evaluadas mostraron un efecto antagonico (fig. 18). Se muestran los
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halos de inhibicion obtenidos en placa estos fueron de 1.1 y 1.4 cm

respectivamente (fig. 19).

Fig. 18 Ensayo de pozos, Rhizopus stolonifer en presencia de metabolitos producidos por
cepas bacterianas del grupo de Burkholderia sensu lato. Se observan las dos cepas con
mejores resultados en la inhibicién del hongo y el control.
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Fig. 19 Ensayo de difusidn en pozos inactivados de Burkholderia sensu lato vs Rhizopus
stolonifer. Grafica del halo de inhibiciébn de Rhizopus stolonifer presentado bajo la
metodologia de pozos. Cada barra corresponde a la media obtenida (n=3), las barras de error
corresponden al error estandar de la media. p<0.001.
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Estos resultados fueron consistentes con los mostrados en el ensayo de doble
capa descrito anteriormente, en el cual se evidencié igualmente el efecto
antagonico de las cepas GB94 y GB99. El halo en placa no se observé como se
esperaba, es decir en la parte inferior de la placa que es en donde se siembra el
hongo. No obstante, el efecto antagonico logro observarse en la parte superior
de la placa, observandose una falta de crecimiento del micelio en el area del
pozo y sobre esta. EI micelio se expandid ya que crece desde la base de la placa
y llega a invadir también la superficie interior de la placa superior (tapa). Por lo
anterior, se recurrio a evaluar también el dafio causado a estructuras del hongo
R. stolonifer, a partir de tinciones con el método de cinta adhesiva. Se lograron
observar dafios en los esporangiéforos y a nivel de los esporangios mostrados
en la figura 20, Bowman et al., 2006 (Bowman & Free, 2006), indican que las
estructuras del hongo dan proteccion y permiten la interaccion del mismo con
el medio, ademéas como afirma Pontén en 2008 (Ponton, 2008), su eliminacion
0 los defectos en su formacidn tienen efectos profundos en el crecimiento y la
morfologia de la célula fungica. En literatura revisada no se encontrd un ensayo
similar para la busqueda de un control de Rhizopus stolonifer bajo esta

metodologia.
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Fig. 20 Ensayo de pozos realizado en agar semisélido al 75% e incubado por 72 h.
Microscopia de Rhizopus stolonifer en presencia de metabolitos producidos por cepas
bacterianas del grupo de Burkholderia sensu lato. Se observan dafios en estructuras (C, D),
el interior del pozo sin crecimiento alguno (B) y el control; el hongo fitopatdgeno sin
presencia de bacteria(A) Observacion con un aumento total de 100x.

11.5 Evaluacién in vitro del efecto antagonico

11.5.1 Inhibicidn del crecimiento micelial
Se realiz6 un cultivo del hongo Rhizopus stolonifer, después de 72 h de

crecimiento se sembré un cuadro de 1 cm? en agar PDA previamente preparado
y esterilizado confrontando el crecimiento con un inoculo de 25 uL de las cepas
GB94 Y GB99 a una concentracién de 10 UFC/mL en cinco puntos de 5 pL
cada uno equidistantes al hongo, se utilizaron dichas cepas por haber sido las
que obtuvieron mejor efecto antagonico bajo las metodologias utilizadas
anteriormente. En la figura 21 se observa que las dos cepas mostraron un efecto
antagonico, el crecimiento de R. stolonifer disminuy0 considerablemente al
enfrentarse y rodearse con los compuestos antifingicos que secretd la bacteria.
En contraste con el control el cual obtuvo un crecimiento radial en la placa de

PDA de 8 cm, el crecimiento del hongo fue solo de 1.73 cm y 1.2 cm
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respectivamente al encontrarse en contacto con la bacteria antagonista. Los
resultados obtenidos después de un periodo de 72 h, en porcentaje de inhibicion
fue del 87.50 % para la cepa GB99 y de 92.15% presentado por la cepa GB94,

estos resultados pueden observarse en la figura 22.

Control

Fig. 21 Inhibicién de crecimiento micelial en agar PDA de Rhizopus stolonifer en presencia
de cepas bacterianas del grupo de Burkholderia sensu lato. Placas con crecimiento frente a
GB94 y GB99, control: hongo fitopatdgeno sin presencia de bacteria.

En un estudio experimental reportado por Qin et al., en el afio 2004 (Qin, Tian,
& Xu, 2004) mostr6 que Pichia membranefaciens, una levadura, era efectiva en
un 65% para controlar el crecimiento de Rhizopus stolonifer. Estos resultados
fueron obtenidos utilizando una metodologia similar y el potencial antagonico
en el caso de la levadura fue atribuido a la competencia por nutrientes. Sin
embargo, a bajas temperaturas se suprimia el crecimiento de la bacteria
antagonista y por tanto el efecto se perdia. Los porcentajes obtenidos en nuestro
ensayo bajo esta metodologia (inhibicion simultdnea) son mayores a los
obtenidos por Zhang et al., en 2007 (H. Zhang, Zheng, Wang, Li, & Liu, 2007).
Ellos obtuvieron un porcentaje del 80% empleando al hongo Cryptococcus

laurentii contra Rhizopus stolonifer bajo la misma metodologia. Zhao et al., en
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2008 (Lin et al., 2019) mostraron un posible efecto de competencia por los
nutrientes al confrontar a otra levadura, P. guilliermondii, contra Rhizopus
stolonifer en un estudio in vivo obteniendo un porcentaje de inhibicion de 40 %,

representando menos del 50% en comparacion con las cepas GB94 y GB99.
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Fig. 22 Ensayo dual desfasado Burkholderia sensu lato vs Rhizopus stolonifer. Grafica de
porcentaje de inhibicion presentados por las cepas con mayor efecto en el crecimiento del
hongo fitopatégeno Rhizopus stolonifer, a las 72h con respecto al control. p<0.0001.

11.5.2 Inhibicion de la esporulacion
El resultado del nimero de esporas del control fue de 2.26 x 10*° esporas/mL.

Una vez enfrentado el hongo a las cepas elegidas (GB99 y GB94), se obtuvieron
conteos de 1.2 x 107y 2.5 x 107 esporas/mL respectivamente, reflejando tres
Ordenes de magnitud por debajo del control, y por lo tanto disminuye
drasticamente su vialidad cuando se enfrenta a los metabolitos secundarios

producidos por ambas cepas (Tabla 3). Se analizaron los resultados por
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ANOVA de una via y los resultados fueron graficados para una mejor
visualizacion (fig. 23). Estos resultados ayudan a dilucidar un dafio evidente y
determinante en el desarrollo del hongo, ya que significa que hay esporangios
vacios o bien un defecto en las estructuras reproductivas del hongo. Solo
sobrevivié el 0.05 % de esporas en presencia de la cepa GB94, y del 0.11% en
el caso de la cepa GB99. Al encontrarse draméaticamente disminuido el nimero
de esporas se puede inferir que la cantidad de esporangiosporas producidas sera
mucho menor. Es decir, si hay un numero menor de esporangiosporas habra
menos hongos que puedan desarrollarse para infectar al fruto, impactando
directamente en la poblacién del fitopatdgeno. Ello constituye un punto clave
en cuanto a su capacidad de desarrollar la podredumbre en poscosecha,
disminuyendo la posibilidad de infeccion. En un estudio realizado en el afio
2009 por Armenta Reyes et al. (Angulo-escalante et al., 2009), se menciona una
disminucidn en el nimero de esporas de Rhizopus stolonifer al enfrentarse con
extractos naturales de semillas de Swietenia humilis Zucc, una especie de arbol
de la familia Meliaceae. Sin embargo, no menciona un numero determinado por
lo que no se podria comparar si €s un nidmero mayor o menor que el obtenido
por las cepas GB99 y GB94. En este estudio sugieren que el extracto metanolico
de las semillas de Swietenia humilis contiene diversos limonoides a los que se
les puede atribuir el efecto fungicida. En 2011 Zhou et al., estudiaron el efecto
de Bacillus subtilis frente a Rhizopus stolonifer reportando un efecto antagénico
por parte de la cepa bacteriana. Entre sus resultados reportan una inhibicién en
la esporulacion de 65.24 %. Sin embargo el mecanismo de accion antagonico
no es dilucidado en dicho trabajo de investigacion. Por otra parte, el porcentaje
reportado del antagonismo a Rhizopus stolonifer dado por Bacillus subtillis es
menor al obtenido en este ensayo bajo la misma metodologia utilizando las

cepas bacterianas de Burkholderia sensu lato.

47



Tabla 3 Inhibicion de esporulacion del hongo Rhizopus stolonifer por accion de cepas
bacterianas de Burkholderia sensu lato

Tratamiento

Cuantificacion (esporas/ml)

Fig. 23 Gréfica de inhibicion de esporulacion de Rhizopus stolonifer, presentados por las
cepas GB94 y GB99, a las 72 h con respecto al control. Cada barra corresponde a la media

Control 2.26 x 10 esporas/mL
GB94 1.2 x 10 esporas/mL
GB99 2.5 x 107 esporas/mL
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obtenida (n=3), las barras de error corresponden al error estandar de la media. p<0.001.

11.5.3 Identificacién de esporangios alterados

Se observaron las muestras con un aumento total de 100X y se encontraron
disminuciones en el tamarfio de esporangios y esporangiéforos con respecto al
control (fig. 24). También se lograron observar dafios en el esporangidéforo los
cuales en contraste con el control presentaba una aparente lisis. En cuanto a los
rizoides, la estructura de anclaje al sustrato, mostraban menor tamafio y nimero.

Los dafios se traducen en una complicacion para la colonizacién del hongo
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fitopatdgeno y su sobrevivencia en el medio. Se encontraron esporangios
vacios, lo que contrasta con los resultados en el conteo del nimero de esporas
realizado con anterioridad. En un estudio de investigacién realizado por Tang
et al., en 2014 (Tang et al., 2014) se reportan dafios estructurales a Rhizopus
stolonifer, provocados por la exposicion del hongo fitopatégeno desarrollado en
presencia de Bacillus subtilis. En este articulo se mencionan dafios como
degradacion de las hifas refiriéndose especialmente a necrosis y lisis de las
mismas, sus resultados fueron obtenidos con ayuda de técnicas como SEM y
TEM.

Esporangios

. Control disminuidos

10x 10x 10x

Fig. 24 Dafios a estructuras de Rhizopus stolonifer en presencia de cepas bacterianas del
grupo de Burkholderia sensu lato. Observadas bajo microscopio con un aumento total de
100x, se observan principalmente esporangios disminuidos.

Otro hallazgo importante fue la formacion de Zigosporas, las cuales son
desarrolladas por el hongo cuando este se encuentra en condiciones de estrés.
Para los fines de este ensayo estas estructuras resultan ventajosas si se toma en
cuenta que cuando se desarrollan esporangios cada una de estas estructuras

contiene cerca de treinta mil esporangiosporas mientras que los zigosporangios
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solo desarrollan una, disminuyendo de manera importante la poblacion

resultante (fig. 25)
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Fig. 25 Darios en estructuras de Rhizopus stolonifer en presencia de cepas bacterianas del
grupo de Burkholderia sensu lato; se observan dafios en rizoides, y esporangiéforos, asi como
esporangios vacios y presencia de Zigosporas. Imagenes tomadas bajo un objetivo 10x,
aumento total de 100x.

Por medio del uso de una camara digital (Moticam®) se logré obtener el tamafio
relativo de las estructuras sobre todo esporangios. Se observo una disminucion
en su tamafio; el control midié 140 pum lo que concuerda con datos reportados
por Zheng et al., 2007 (Zheng, Chen, Huang, & Liu, 2007) , mientras que los
que habian sido enfrentados con las bacterias disminuyeron su tamafio hasta 7
um, lo que representa una disminucion en el tamafio de hasta un 95% (fig. 26).
En esta disminucion también estd implicada la falta de desarrollo de las
estructuras como los esporangios que sostienen al esporangioforo, y por ende
un desarrollo defectuoso en estructuras como la columnela. Esta disminucion
en el tamafio de las estructuras es mucho mayor a la reportada por Angulo-

Escalante en 2009 (Angulo-escalante et al., 2009) el cual obtuvo una
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disminucién del tamafio de los esporangios de hasta 110 um al enfrentar

extractos naturales de caoba contra Rhizopus stolonifer.

CONTROL

- 04

Fig. 26 Tamafio de esporangios de Rhizopus stolonifer, imagenes tomadas con ayuda de una
camara Moticam. Imagen de esporangio control comparado con esporangios que se
desarrollaron en presencia de Burkholderia sensu lato, imagenes tomadas bajo un objetivo
10x, con un aumento total de 100x.

12.-CONCLUSIONES

En este trabajo de tesis se evidencio bajo distintas metodologias que el 58% de
las 12 cepas probadas pertenecientes al género Burkholderia sp. tienen la
capacidad de inhibir el crecimiento de Rhizopus stolonifer. Las cepas GB94 y
GB99 mostraron mayor inhibicidén, manteniendo su potencial antagonico aun
sin la confrontacion directa con el hongo fitopatdgeno. Esta inhibicion aumento
cuando el tiempo de incubacion de la bacteria se aumentd 24 h.

Es importante mencionar que al enfrentar al hongo fitopatdgeno con las cepas
de mayor potencial antagonico hubo una disminucién en la esporulacion. Asi
mismo, se lograron identificar importantes dafios en estructuras de desarrollo
del hongo como los esporangios, los cuales se vieron disminuidos y algunos se
encontraron vacios lo que contrasto con la disminucion en el conteo de nimero
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de esporas. Con base en este estudio se llega a evidencia de que las dos cepas
bacterianas del grupo Burkholderia sensu lato, GB94 y GB99 presentan
potencial antagdnico significativo contra el hongo fitopatdgeno Rhizopus
stolonifer. Sin embargo, hace falta realizar ensayos in vivo para complementar
el presente trabajo.

13.- PERSPECTIVAS

1. Realizar la identificacién molecular del hongo Rhizopus stolonifer para
confirmar la identificacion macro y microscopica del aislamiento
obtenido.

2. Llevar a cabo ensayos in vivo en tomates utilizando los metabolitos
producidos por la cepa seleccionada, asi como controles positivos,
pudiendo ser o un antifingico quimico y un antifingico de origen
bioldgico, para evaluar la eficiencia antifungica.

3. Efectuar la purificacion e identificacion metabolitos producidos por las
cepas bacterianas que presentaron mayor potencial antagénico bajo las
diferentes metodologias utilizadas por medio de técnicas tales como
espectroscopia infrarroja (IR), cromatografia liquida de alta eficacia
(HPLC) entre otras.

4. Una vez identificados dichos metabolitos, pudiera realizarse una
optimizacién del medio de cultivo para aumentar la produccion de dichos

metabolitos.
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15.- ANEXOS

ANEXO |

Medios de cultivo utilizados:

LB

Compuesto Cantidad
Peptona de caseina 109
Extracto de levadura 59
Agar 7590
MM9 modificado

Compuesto Cantidad
Citrato ferrico (6g/l) 1mL
Goodies 2.5 mL
Acido succinico 0.05¢
Solucion 10x M9 100 mL
MgSO,7H,0 1M 1 mL
Glicerol 5mL
Agar 15¢
Goodies

ZnCl; 50 mg
MnCl,-4H,0 30 mg
BO3H3 300 mg
CoCl, 200 mg
CUC|22 H,O 10 mg
NiClze H,O 20 mg
NaMoOg,; H,O 30 mg
Solucion 10X MM9

Na,HPO, 70 ¢
KH,PO,4 309
NaCl 5¢
NH,CI 10¢g




PDA

Compuesto Cantidad
PDA 39¢g

NB

Compuesto Cantidad
Caldo nutritivo 8¢
Acido succinico 0.08 g
Glicerol 10 mL
Avena

Compuesto Cantidad
Avena 39
Extracto de levadura 100 mg
Agar 740

V8

Compuesto Cantidad
Agua destilada 800 mL
Jugo V8 10 mL
Carbonato 20

Food rabbit

Compuesto Cantidad
Comida de conejo 25¢

Agar

15¢g

61




ANEXO lI

Caracteristicas de cepas con mayor potencial antagénico

Cepa Sitio geografico | Origen Clima pH Altitud (MSNM) | Id

GB94 Chignahuapan Rizésfera de Templado 5.18 2290 Burkholderia
pino (Pinus subhimedo catarinensis
spp.)

GB99 Chignahuapan Rizésfera de Templado 5.88 2290 Paraburkholderia
Maguey (Agave | subhimedo aromaticivorans
sp.)

Tabla 4 Caracteristicas de cepas Fuente: Cervantes-Alvarez 2016

GB94:
ACATCGGAACATGTCCTGTAGTGGGGGATAGCCCGGCGAAAGCCGGATTAATACCGCATACGATCTACGGATGAAAGCGGGGGACCTTCGG
GCCTCGCGCTATAGGGTTGGCCGATGGCTGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGA
CGACCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAG
CAATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTTGTCCGGAAAGAAAACCTTTGGGCTAATACCTTGAGGGGATGACGGT
ACCGGAAGAATAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCG
TGCGCAGGCGGTTTGTTAAGACCGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTGGTGACTGGCAAGCTAGAGTATGGCAGAGGG
GGGTAGAATTCCACGTGTAGCAGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAATACCGATGGCGAAGGCAGCCCCCTGGGCCAATACTGACGCTCA
TGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCCTAAACGATGTCAACTAGTTGTTGGGGATTCATTTCCTTA
GTAACGTAGCTAACGCGTGAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGT
GGATGATGTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAAAACCTTACCTACCCTTGACATGGTCGGAATCCCGCTGAGAGGTGGGAGTGCTCGAAAG
AGAACCGGCGCACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAG
TTGCTACGCAAGAGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTATGGGTAGG
GCTTCACACGTCATACAATGGTCGGAACAGAGGGTCGCCAACCCGCGAGGGGGAGCTAATCCCAGAAAACCGATCGTAGTCCGGATCGCAC
TCTGCAACTCGAGTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTACACACCGCCC
GTCACACCATGGGAGTG

GB99:
CGGCAGCACGGGGGCAACCCTGGTGGCGAGTGGCGAACGGGTGAGTAATACATCGGAACGTGTCCTGTAGTGGGGGATAGCCCGGCGAAA
GCCGGATTAATACCGCATACGATCTGCGGATGAAAGCGGGGGATCCTTCGGGACCTCGCGCTGCAGGGGCGGCCGATGGCAGATTAGCTAG
TTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCTGTAGCTGGTCTGAGAGGACGACCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCC
TACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCAATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAG
CACTTTTGTCCGGAAAGAAAACCTCTTGGTTAATACCCGAGGGGGATGACGGTACCGGAAGAATAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAG
CCGCGGTAATACGTAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGCGCAGGCGGTTCGCTAAGACAGATGTGAAATCCCCG
GGCTTAACCTGGGAACTGCATTTGTGACTGGCGGGCTAGAGTATGGCAGAGGGGGGTAGAATTCCACGTGTAGCAGTGAAATGCGTAGAGA
TGTGGAGGAATACCGATGGCGAAGGCAGCCCCCTGGGCCAATACTGACGCTCATGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCC
TGGTAGTCCACGCCCTAAACGATGTCAACTAGTTGTTGGGGATTCATTTCCTTAGTAACGTAGCTAACGCGTGAAGTTGACCGCCTGGGGAG
TACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGATGATGTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAAAACCT
TACCTACCCTTGACATGGTCGGAATCCCGCTGAGAGGTGGGAGTGCTCGAAAGAGAACCGGGGCACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTC
GTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTGCTACGCAAGAGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACA
AACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTATGGGTAGGGCTTCACACGTCATACAATGGTCGGAACAGAGGGTCGCC
AACCCGCGAGGGGGAGCTAATCCCAGAAAACCGATCGTAGTCCGGATCGCACTCTGCAACTCGAGTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAAT

Fuente: Cervantes-Alvarez 2016
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RESUMEN

La creciente actividad agricola ha conllevado al uso de diferentes estrategias para ol coatrol
de Mopanigenos que aectan. tanio al proceso de cosecha como a nivel de postcesecha. El
Jitcemate es un fruto, que, debido a sus caracieristicas, st expuesio a ser sacado por diveesos
ageowes  Nopatologicos (hongos.  tacterfas. nematodos, eic) bo cual causas pérdidas
Imporantes o nivel ssundial, Sin embargo, los agemes quimicos se han wado como una
primera opelon y of uso desmedido de estos ha dejodo estragos en o medio amblonte, asi
como en 1 saded humana. Al conacer Las consecuencias de esta sobreuttiizacton de quimicos.
surge 1a nocesidad de bescar altormattvas que asegeren sma prodecciin a La agricultura, pero
3 54 Vo2 10 lengan consecuendias sobee el medio ambilento. Esio ha impedsado b busqueda y
desarrallo de nuevis alloenativas 3 agentes quissicos. Altersativis de las csales en los dliimos
anos ha destacado el blocontrad. Por Jo tamo, en el preserse trahajo se pretende hacer um
tevisiin de diferemtes enétndios de Beoconirol. isi como sus ventijas y microorgasésmaos sobre
los que actian. Dejando a puerta abderta el desarrolio de nuevis estrategion que invuden 3 s
proteccidn del Jilomate.

Pakbras dave: Biocontrol. ftopatdgenus, agricultura, Solasum fyoopersicum

ABSTRACT

The incressieg agriculiural sctivity has bed to the use of dafferent strategies for the control of
phytopathogens that affect both the harvest process and the post harvest Jevel. The tomato is

a frult. which, due to B chaeactoristics, is exposed 10 beisg attacked by varlous
1
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