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Resumen

Los hongos entomopatdégenos han adquirido un papel destacado en los ultimos afios como
agentes de control bioldgico, debido a su eficacia como plaguicidas naturales frente a insectos
que afectan cultivos de importancia agricola y econémica. Ademas de su accion insecticida,
algunas especies presentan actividad antagénica contra hongos fitopatdégenos, lo que amplia

su potencial dentro de las estrategias de proteccion vegetal.

El presente estudio tuvo como objetivo evaluar el efecto antagdénico de diversos hongos
entomopatdgenos sobre hongos fitopatégenos aislados de un rosal (Rosa sp.) que mostraba

sintomas visibles de infeccidon microbiana.?

Se llevaron a cabo ensayos de confrontacién dual en cajas Petri entre los entomopatdégenos
Trichoderma spp., Metarhizium anisopliae, Beauveria bassiana, Aspergillus niger, Aspergillus
Japonicus y Penicillium dipodomiycola, frente a ocho aislados fungicos obtenidos del rosal
afectado. Las confrontaciones se realizaron en medio PDA, evaluando 42 combinaciones en
total, y se midié el crecimiento radial de las colonias cada 24 horas para determinar el grado de

inhibicion ejercido sobre los fitopatégenos.3

Los resultados mostraron que Metarhizium anisopliae y Beauveria bassiana presentaron el
mayor efecto antagonico sobre los aislados fungicos del rosal, evidenciando una inhibicion
micelial significativamente superior en comparacion con las demas especies evaluadas. Estos
hallazgos sugieren que M. anisopliae y B. bassiana poseen un potencial promisorio como
agentes de biocontrol, con posible aplicacion como fungicidas biolégicos en el manejo sanitario

del rosal.*

(1) Introduccion breve, (2) Objetivo, (3) Métodos clave, (4) Resultados principales y conclusion.






1. Introduccion

A lo largo del tiempo, se han desarrollado diversas estrategias para controlar las plagas que
afectan los cultivos agricolas, especialmente aquellos de alto valor econémico y alimenticio, con
el propdsito de prevenir pérdidas en la produccion. En las etapas iniciales, los métodos
culturales constituyeron la principal herramienta de manejo, orientados a la proteccion de los
cultivos mediante practicas como la eliminacion manual de malezas o la instalacion de trampas
que impidieran la aproximacién de insectos y otros organismos perjudiciales (Saburo Shimada,
Vinicius Simon, & do Socorro Cunha, 2021). Posteriormente, se introdujeron los métodos
quimicos, los cuales permitieron una accion mas rapida y efectiva contra las plagas; sin
embargo, su uso prolongado resultdé en costos elevados, efectos tdxicos sobre el suelo y

alteraciones en los ecosistemas agricolas.

Los hongos entomopatdégenos han emergido como una alternativa biotecnoldgica sostenible
frente al uso intensivo de pesticidas sintéticos. Estos microorganismos poseen la capacidad de
infectar y controlar poblaciones de insectos plaga mediante mecanismos naturales, sin generar
residuos toxicos ni afectar organismos benéficos (Vivekanandhan, Alford, & Krutmuang, 2024).
Su aplicacion en programas de manejo integrado de plagas (MIP) contribuye a la reduccién del
impacto ambiental, la restauracion de la microbiota del suelo y la preservacion de la
biodiversidad agricola, posicionandolos como agentes clave en la agricultura sustentable y

ecolégicamente responsable (Bernaola & R. Holt, 2021).



Las enfermedades causadas por microorganismos (hongos, bacterias, virus, viroides y
micoplasmas), asi como nematodos o malezas, ocasionan importantes dafios en los cultivos,
los cuales pueden acortar la vida util de las plantas (Bruggen & Finckh, 2016). Estas
enfermedades pueden causar graves epidemias en algunos cultivos, llegando a ocasionar
hambrunas y consiguiente emigracion de la poblacion humana en ciertas zonas, como ocurrid

en 1845-1849 con el mildiu o tizon de la patata en Irlanda (Lopéz & Melero, 2020).

Los problemas fitopatoldgicos se pueden presentar en hojas, raices. tallos, etc. y se detectan
cuando las plantas crecen de modo anormal, se secan o se mueren, disminucion de la cosecha,
alteraciones en el crecimiento, decoloraciones, sobrepigmentaciones, manchas, rayados,

pudriciones, marchitamientos, etc (Cuervo, Espadas, & Zita, SF).

Algunas enfermedades pueden ser reconocidas a simple vista, basandose en la
experiencia y en las particularidades de los patégenos que los hacen inconfundibles, pero
algunas otras se pueden confundir, lo que complica el diagnostico, teniendo que realizar las
siguientes actividades: colecta, aislamiento, identificacion del patogeno, inoculacion,

reaislamiento y reidentificacion del agente patdégeno. (Cuervo, Espadas, & Zita, SF)

Se han encontrado varias plagas que dafan los cultivos del rosal, entre ellos los hongos
fitopatdgenos, lo que se busca en este trabajo es poder identificar algunos de estos hongos y

la manera podemos combatirlos (Jiménez, y otros, 2017).

Los hongos fitopatégenos son causantes de muchas enfermedades en los cultivos,
provocando perdidas de cultivo a los productores, lo que hace enfocarnos en métodos para
combatir estas plagas. Existen ya técnicas que utilizan hongos antagonistas, estos hongos

compiten con los patégenos por nutrientes y los parasitan, eliminandolos. Esta técnica es muy



importante para contrarrestar a los hongos patégenos, ya que es una técnica que no produce

dano al suelo (Sanchez-Fernandez, y otros, 2013).

El rosal se ha vuelto de alto valor econdmico ya que es una planta que produce una flor muy
llamativa y se ha vuelto de las preferidas en el espacio ornamental, es de las mas encontradas
en jardines. Ademas, ya se han innovado alimentos con los pétalos, siendo usados en postres

y guisados.

El cultivo del rosal es importante por la demanda creciente para exportacion. Impulsando a los
productores a incrementar la produccion y la calidad, para cubrir las exigencias del mercado
internacional. Entre los problemas principales que afectan los estandares de exportacién en
México estan las enfermedades causadas por microorganismos (Dominguez, Garcia, Mora,

Salgado, & Gonzalez, 2016).

En este trabajo se utilizaron hongos entomopatdégenos para analizar si alguno de ellos podia
eliminar a los hongos aislados del rosal. Con técnicas de confrontaciones sabremos que hongo

antagonista podra combatir a los aislados.



2. Justificacion
A lo largo del tiempo se han desarrollado diversas estrategias y técnicas para combatir las
plagas que afectan a los cultivos, entre ellas practicas culturales, biolégicas, quimicas y
genéticas. Estas practicas han demostrado ser efectivas para minimizar los dafios en los

cultivos y evitar pérdidas econdmicas significativas.

En este contexto, el presente trabajo busca aportar conocimiento sobre el control de hongos
fitopatogenos del rosal mediante el uso de hongos entomopatégenos, evaluando su potencial
como alternativa dentro del control biolégico. Entre estos organismos, Trichoderma spp. destaca

por su relevancia en estudios de antagonismo contra diversos patégenos en cultivos.

En esta investigacion se empleara Trichoderma spp. para confrontarlo con los hongos
fitopatdégenos aislados del rosal enfermo, con la expectativa de que muestre capacidad de

parasitismo e inhibicion.

Si bien los hongos entomopatdégenos se han utilizado tradicionalmente para el control de plagas
de insectos, este trabajo plantea analizar su posible eficacia contra los hongos aislados del
rosal. De esta manera, se pretende ampliar su potencial de uso, no solo como agentes para el
manejo de insectos, sino también como posibles herramientas en el control de hongos

fitopatégenos.



3. Objetivos
3.1 0bjetivo principal
Evaluar el efecto antagénico de diversos hongos entomopatdégenos frente a hongos

fitopatdogenos aislados de un rosal con sintomas de infeccion.

3.20bjetivos particulares
¢ Aislar e identificar los hongos presentes en el rosal que muestren signos de dano
asociado a crecimiento microbiano.
e Evaluar el antagonismo de distintos hongos entomopatégenos contra los posibles
fitopatogenos aislados del rosal.
e Comparar el grado de inhibicion del crecimiento micelial ejercido por cada hongo
entomopatdgeno para identificar cuales presentan mayor potencial como agentes de

biocontrol contra los hongos fitopatégenos del rosal.



4. Hipoétesis

Los hongos entomopatdégenos poseen la capacidad de inhibir el crecimiento de los
posibles hongos fitopatdégenos aislados del rosal, actuando como agentes antagdnicos

efectivos en condiciones de confrontacién in vitro.

Hipétesis nula (Ho)
Los hongos entomopatdégenos no inhiben el crecimiento de los hongos fitopatégenos
aislados del rosal; no existe diferencia significativa entre los tratamientos con

entomopatdgenos y los controles.

Hipétesis alternativa (H,)
Al menos uno de los hongos entomopatdgenos inhibe significativamente el crecimiento

de los hongos fitopatégenos aislados del rosal en condiciones de confrontacion in vitro.



5. Antecedentes

5.1Rosal
5.1.1 Taxonomia

El género Rosa pertenece a la familia Rosaceae y esta estrechamente relacionado con la
manzana, la pera, el membrillo, la ciruela, la cereza, las moras y las fresas. La clasificacion
actual esta basada en el sistema de Rehder (1940), en la cual hay cuatro subgéneros:

Hesperhodos, Hulthemia, Platyrhodon y Rosa (Eurosa) (Arzate, 2014).
5.1.2 Descripcion botanica

El rosal es una planta arbustiva, de porte abierto, con ramas lefiosas y normalmente espinosas.
Las hojas son pinnadas, con estipulas, caducas, compuestas de cinco foliolos, ovaladas y con
las nervaduras del envés sobresalientes. Sus flores suelen ser grandes y vistosas, comunmente
solitarias o0 agrupadas en inflorescencias terminales. Tienen un receptaculo carnoso en forma

conica hueca que rodea muchos carpelos monospermos situados en su pared interna, (Figura

1) (Arzate, 2014).
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Figura 1. Planta de rosal con flores rojas. Figura 2. Esquema de las partes de una rosa tipica



5.1.3 Distribucion

El género Rosa es endémico de las regiones templadas del hemisferio norte, incluyendo Norte
América, Europa, Asia, Medio Oriente y una gran diversidad de especies encontradas en el
occidente de China. La Rosa también estd distribuida en areas calidas tales como Nuevo
México, Iraq, Etiopia, Bangladesh y el sur de China. No hay especies endémicas de Rosa en el

hemisferio sur (Arzate, 2014).

La rosa se considera originaria de la China y se habla de ella desde hace mas de 4 000 afios.
En su proceso de expansion, la rosa llego a la India, Persia, Grecia, Italia y Espafa, paises que

conocieron la rosa a todo lo largo de su historia (Yong, 2004).

S 44

Figura 3. Mapa que muestra las regiones geogrdficas donde la rosa se ha distribuido. Los paises en color verde son regiones

donde la rosa se considera nativa; en color morado donde ha sido introducida. ( Royal Botanic Gardens, Kew. (s. f.) Plants
of World Online. Recuperado el 19 de noviembre 2025, de

http://powo.science.kew.org/taxon/urn:lsid:ipin.org:names:30002432-2 )
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En 1815, Francia se puso a la vanguardia de este cultivo. Diez afios después ya se conocian
mas de 5 000 variedades. Posteriormente las rosas fueron traidas a América por hispanos y
sajones, y hoy en dia, se cultiva comercialmente en varios paises de este continente,
especialmente en Estados Unidos de Norteamérica, México, Colombia, Ecuador, Costa Rica y

Guatemala (Goméz, 2015).

En 2022 la produccion de rosas en México aumento 2.3 % en comparacion con 2021

alcanzando las 9,815,000 gruesas. Las entidades que mas produjeron rosas fueron:

o Estado de México: 7,654,000 gruesas, lo que representa el 78% del total
nacional
e Puebla; 709,693 gruesas, lo que representa el 7.2% del total nacional

e Morelos: 689,990 gruesas, lo que representa el 7.0% del total nacional

La produccion de rosas en México se realiza en invernaderos y en algunas entidades del pais,
los principales estados productores son: el Estado de México, Puebla, Morelos, Querétaro y

Jalisco (Rural, 2025 ).

5.2Hongos endoéfitos

Los hongos enddfitos constituyen un grupo de microorganismos que habitan de manera
intracelular o intercelular en los tejidos vegetales sin causar sintomas visibles de patogenicidad
durante al menos parte de su ciclo de vida. Su elevada diversidad bioldgica, junto con su
capacidad para sintetizar metabolitos secundarios bioactivos, promover el crecimiento vegetal

e inducir resistencia sistémica, los posiciona como una alternativa biotecnolégica de alto



potencial para el manejo integrado de plagas y enfermedades en cultivos de relevancia agricola

(Lugtenberg, Caradus, & Johnson, 2016).

Los microorganismos endofitos pueden inducir la expresion de genes en las plantas para la
produccion de metabolitos secundarios en estas o en el medio donde se desarrollan, los cuales
pueden ser extraidos para diferentes fines. Estas sustancias pueden interferir con organismos
potencialmente patdégenos de la planta hospedera y pueden inducir resistencia a enfermedades,
mayor tolerancia a factores abio6ticos y cambio en la calidad de los productos de la planta. Por
esta razon los hongos enddfitos se consideran agentes de control bioldgico (Aragén & Beltran-

Acosta, 2018).

A medida
que la
El hongo semilla
endéfito germina el
se hongo
encuentra crece en el El endéfito se
en la brote encuentra en la
semilla base de la
planta. Muy
poco en las
hojas y nada en
las raices

En la
primavera
el hongo
' crece en la
nueva
semilla

Figura 4. Colonizacion de un Hongo Endofito Durante el Ciclo de Vida de la Planta.
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5.3 Hongos entomopatoégenos

Estos hongos son microorganismos que habitan en el suelo principalmente, estos infectan y
matan insectos por la penetraciéon de su cuticula. Recientemente se utilizan como biocontrol

contra las plagas de insectos que afectan cultivos (Meyling, Eilenberg, & Jargen, 2007).

Estos hongos son de gran importancia biotecnolégica teniendo diversas aplicaciones, como
ejemplo en la industria agricola en el control de plagas con tratamientos basados en insecticidas
de nanoparticulas, evitando el uso de pesticidas quimicos que tiene consecuencias negativas.
Los hongos entomopatégenos tienen mejor potencial para su uso en la biosintesis de

nanoparticulas de plata, teniendo diversas propiedades (Bihal, y otros, 2023).

g4 il g_;aﬂ»,»"»-»\ \ b)
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P9 9P excretas
N = —
Germinacion y ‘ .. infeccid J
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intestinal
Planta Na Planta
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— ¢ N
/ A N \

Figura 5. Ciclo de infeccion de los entomopatogenos sobre larvas defoliadoras. a) Infeccion por Beauveria bassiana y b)

Infeccion por Bacillus thuringiensis. (Guzman Hernandez, Chan Arjona, Ruiz Santiago, & Ruiz Sanchez, 2024)
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5.4 Trichoderma spp

Son habitantes comunes del suelo, principalmente en suelos acidos y ricos en materia organica.
Se aislan con relativa facilidad y se propagan en diversos sustratos. Son antagonistas
eficientes, buenos competidores por nutrientes y presentan un sistema enzimatico

especializado para parasitar diversos hongos fitopatdégenos (Guzman, y otros, 2023).

Trichoderma spp, tiene diversos estilos de vida, creciendo como saprofito, como parasito
de otros hongos, incluidos muchos fitopatdgenos y como simbiontes benéficos de plantas,
promoviendo el crecimiento y mejorando la respuesta de defensa vegetal (Olmedo, Vargas,

Romero, Gomez, & Macias, 2019).

La versatilidad, la gama de mecanismos biologicos y la plasticidad ecoldgica que posee
Trichoderma spp, hicieron que se convirtiera en un excelente controlador biolégico (Martinez,

Infante, & Reyes, 2013).

En la figura dos se muestra al hongo Trichoderma spp de manera microscoépica vista
desde un microscopio y de manera macroscopica visualizando su crecimiento en medio de
cultivo, inician con una coloracion blanca, después se tornan en tonalidades verde o amarillas
por la esporulacion, se llega a observar pigmento amarillo en el agar. Tiene hifas tabicadas,
septadas y hialinas, sus conidiéforos son ramificados con estructura piramidal (Jaiswal, Khadka,

Bhat, Baidya, & Keshari., 2025).

12



4

Figura 6. Trichoderma spp A) vista de un microscopio observando el micelio b) crecimiento del hongo en una caja Petri.
5.5 Aspergillus japonicus

Es un hongo que se encuentra en los suelos y cuevas. Es una especie de amplia distribucion.
Es un hongo filamentoso hialino, puede reproducirse sexual y asexualmente, produce alcaloides
anticancerigenos. Las caracteristicas morfolégicas de Aspergillus japonicus incluyen colonias
de crecimiento rapido que suelen ser de color blanco, amarillo, marrén amarillento, marrén o
negro. Microscopicamente, se identifican por hifas tabiculares y conidiéforos con cabeza, con

vesiculas y fidlides que forman una estructura caracteristica (Parenicova, y otros, 2001).

Como hongo endofitico, A. japonicus tiene la capacidad de favorecer el crecimiento de las
plantas sometidas a estrés por altas temperaturas (hasta 40 °C), mediante la regulacion de
hormonas vegetales como el 4cido abscisico y de enzimas antioxidantes como la catalasa y la
ascorbato oxidasa. Asimismo, promueve un aumento en los niveles de compuestos bioactivos,

tales como fenoles y flavonoides, en las plantas que hospeda (Ismail, y otros, 2018).
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5.6 Beauveria bassiana

Beauveria bassiana es un hongo entomopatdégeno que produce metabolitos secundarios como

factores de virulencia durante el proceso patogénico en insectos.

Este hongo secreta enzimas degradadoras de la cuticula del insecto, enzimas como quitinasa,
proteasa y lipasa. Sus toxinas son principalmente metabolitos secundarios y compuestos
moleculares como beauvericina, bassianina, bassianolida, beauverdlidos, tenelina, oosporeina
acido oxalico cristales de oxalato de calcio entre otros, estos presentan actividad insecticida,

bactericida y fungicida (Wang, Peng, Li, Cheng, & Gong., 2021).

La patogénesis que este hongo causa en el insecto inicia por la unién de las conidias a la
cuticula del hospedero, éstas germinan y penetran para invadir el hemocele. El insecto
hospedero muere debido al agotamiento de la hemolinfa causado por la invasion del hongo, asi
como por una toxemia causada por la producciéon de metabolitos toxicos fungicos (Rosas

Garcia, Mireles Martinez, & Villegas Mendoza, 2020).

5.7 Metarhizium anisopliae

Es un hongo entomopatogeno popular por su gran efecto insecticida, es mundialmente
conocido, puede atacar a mas de 200 especies de insectos (Kobmoo, y otros, 2024). También
pude presentar funciones como hongo saprofito, endoéfito y promotor del crecimiento en plantas
(Gonzalez, Ortega, Bautista, Delgado, & Jiménez, 2022). M. anisopliae secreta enzimas que
degradan la cuticula del insecto para infectarlo, algunas de estas son las enzimas lipoliticas,
proteasas y proteinas relacionadas con ROS, oxidorreductasas, también proteinas de
sefalizacion (Beys-da-Silva, y otros, 2014). El uso de este hongo como control biolégico de

plagas es positivo ya que no daia a las plantas es directo en la eliminacion de insectos y puede
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sustituir el uso de pesticidas quimicos que si tienen impactos negativos para el medio ambiente

(Silva, y otros, 2025 ).
5.8 Penicilium dipodomyicola

Este hongo presenta una morfologia tipica del género Penicillium, con hifas septadas y
conidiéforos estos producen conidios en cadenas. Los conidios son esféricos y se dispersan

facilmente por el aire (Gouba, Raoult, & Drancourt, 2013).

Esta especie es conocida por la produccion de varios metabolitos secundarios, entre los que se

incluyen:

Peniphenonas A-D: Compuestos que han mostrado actividad inhibidora contra la fosfatasa
MptpB de Mycobacterium tuberculosis. Acido ciclopiazénico: Un metabolito que puede tener
efectos tdxicos y es comun en diversas especies de Penicillium. Patulina: Una micotoxina que

se ha asociado con efectos adversos en la salud humana (Hanxiang, y otros, 2013).
5.9 Aspergillus niger

Este hongo filamentoso, comun en la naturaleza, conocido por su capacidad de producir
enzimas y metabolitos secundarios utiles. También un buen productor de células importantes
para la investigacion biotecnoldgica. Se utiliza ampliamente en la produccién industrial de
proteasas, acidos organicos, etc., por su excelente diversidad metabdlica y esta certificado por
la FDA como una cepa segura reconocida. La morfologia de A. niger esta estrechamente
relacionada con su crecimiento y sus funciones secretoras, estimuladas por factores
ambientales externos e interferidas por la autorregulacion. Su morfologia celular se caracteriza
principalmente por la hifa, la rama y la espora, la hifa individual puede interactuar entre si y
formar redes hifales complejas (Yu, Wang, Wang, & Pan, 2024).
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5.10 Hongos Fitopatogenos

Todas las plantas son atacadas por algun tipo de hongo, y cada uno de los hongos parasitos
ataca a uno o mas tipos de plantas. A nivel mundial los hongos fitopatégenos constituyen el
grupo mas importante desde el punto de vista econémico derivado de su frecuencia de aparicién

y dafo potencial (Fertilab).

El habitat de los hongos es muy amplio, puesto que se encuentran en el suelo, en el aguay en

las plantas y animales. Pueden desarrollarse en condiciones climaticas muy variadas, en todo

tipo de ecosistemas (Cuervo, Espadas, & Zita, SF).

Figura 7. Ejemplos de hongos fitopatogenos. A, Lycianthes asarifolia (Caeoma). B, Oxalis (Puccinia oxalidis). C, Carex

(Anthracoidea). D, Plumeria (Coleosporium plumeriae). E, Xylopia (Sphenorchidium). (W. Crous, Y. Rossman, Aime, Allen,

& Burgess, 2021)

Existen unas 100.000 especies de hongos, de las cuales unas 8.000 son especies fitopatdogenas

y causan aproximadamente 80.000 enfermedades. De todas solamente se conocen 6.000
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especies. Por su numero y especies fitopatdgenas, los hongos constituyen el grupo mas

numeroso de microorganismos (Estrada Salazar & Ramirez Galeano, 2019).
5.11 Confrontacién

La técnica de confrontacion de microorganismos, también conocida como ensayo de
enfrentamiento o test de antagonismo, es utilizada para evaluar la capacidad de un
microorganismo (bacteria o hongo) para inhibir el crecimiento de otro microorganismo. Esta
técnica se basa en la observacion de la interaccidén entre dos microorganismos en un medio de
cultivo, donde se busca identificar si uno de ellos inhibe el crecimiento del otro (De Dios Avila,
2020). En la figura tres se muestra un ejemplo de cémo se realiza la confrontacién en cajas
Petri con medio de cultivo, en un extremo se pone el hongo antagonista como ejemplo en la
imagen la figura verde y del otro extremo el hongo a inhibir de color gris. Se siembra, al mismo

tiempo y se dejan incubar hasta ver el crecimiento y momento de confrontacion

Confrontacion

Figura 8. Ejemplificacion de la técnica de confrontacion que se utilizo.

Las pruebas de antagonismo funcionan para evaluar la capacidad de un microorganismo
seleccionado de inhibir el crecimiento de hongos patdégenos, por mecanismos como:

Competencia de espacio y nutrientes, Invasion directa de la colonia del patégeno, Produccion
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de metabolitos inhibitorios y Secrecién de encimas liticas como las quitinasas y glucanasas

(Acosta, y otros, 2013).

5.12 Categorizacién de los hongos

Esta es una forma de clasificar el crecimiento del hongo antagonista contra el hongo patégeno,
utilizando la escala por Bell et al. (1982) y Askew y Laing (1994) y reproducido por Rodriguez y
Flores (2018), donde se divide por clases. Clase 0: no hubo crecimiento suficiente para ser
evaluado, ninguno de los hongos invadio al otro (esta clase fue agregada). Clase 1: el hongo
antagonista crece completamente sobre el aislado y cubre toda la superficie de la caja Petri.
Clase 2: el hongo antagonista crece dos tercios sobre la superficie de la caja Petri. Clase 3: el
hongo antagonista crece el 50% en la superficie de la caja Petri. Clase 4: el asilado coloniza
dos tercios de la superficie. Clase 5: el asilado crece completamente sobre la superficie

(Rodriguez & Flores, 2018).
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6. Metodologia

¢ Tipo de estudio: Estudio experimental in vitro. Cuantitativo, exploratorio.

¢ Diseno: Disefio completamente aleatorizado, in vitro.

¢ Unidad experimental: Placas Petri con medio de cultivo.

e Variables: Crecimiento micelial, grado de invasion, clases de antagonismo.

La metodologia se compone de las siguientes etapas:

1.

2.

Obtencidn de la muestra vegetal

Aislamiento de hongos fitopatégenos
Identificacion preliminar mediante microcultivo
Ensayos de confrontacion dual

Mediciones

Analisis estadistico: Frecuencias, porcentajes; prueba exacta de Fisher

El presente estudio se desarrolld bajo un enfoque cuantitativo y experimental, empleando

ensayos in vitro para evaluar el efecto antagénico de hongos entomopatdgenos frente a hongos

fitopatégenos aislados de un rosal con sintomas de infeccion.

La investigacidn se estructuré en cuatro etapas principales: aislamiento de hongos,

identificacion preliminar, confrontacion dual y analisis estadistico.
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En el diagrama de la figura 4 se describe de manera general el proceso que se siguid para

cumplir los objetivos planteados para este trabajo de investigacion.
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Obtencion de
muestra

Aislamiento

Identificacién
macroscopica

Identificacion
microscopica

Microcultivos

Confrontaciones

Confrontacién con
diferentes hongos
antagonistas

Confrontacion con
Trichoderma spp

Categorizacion
de los hongos

Analisis
estadistico

Seleccion del mejor antagonista

Figura 9. Diagrama que describe el proceso de trabajo

6.1Obtencién del material vegetal
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La muestra fue recolectada de un ejemplar de Rosa sp. que presentaba signos visibles de
infeccion por microorganismos, proveniente de un jardin particular ubicado en la ciudad de
Puebla, en septiembre de 2022. El material vegetal fue transportado envuelto en papel
periodico, con el fin de minimizar la humedad y prevenir la contaminacion o interaccién con el

ambiente externo.

6.2 Aislamiento de hongos de la rosa como posibles fitopatogenos

Una vez recolectadas las muestras con evidencia de dafio asociado al desarrollo de
microorganismos, estas fueron transportadas al laboratorio para su analisis microbiolégico. A
partir del material vegetal, y mediante la aplicacion de técnicas microbiolégicas convencionales,
se procedio al aislamiento y obtencién de cultivos puros de posibles fitopatdgenos, los cuales

fueron posteriormente preservados para su caracterizacién (Mufioz, Cisterna, & France, 2020).

Aislamiento de Obtencion de
Procesamiento patégenos cultivos puros y
de muestras en mediante preservacion
el laboratorio diferentes de
técnicas L fitopatdgenos

Colectay
transporte de

plantas
enfermas

Se seleccionaron seis secciones del ejemplar vegetal empleando pinzas estériles, eligiendo
aquellas que presentaban dafios visibles como hojas lesionadas, calices y pétalos con signos
de infeccion microbiana, presencia de moho y cicatrices en hojas y tallos. Cabe sefalar que no
se incluyeron hojas sanas ni raices, ni tejidos sin evidencia de desarrollo microbiano. El

procedimiento se llevd a cabo dentro de una campana de flujo laminar, y las muestras se
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colocaron sin desinfectar, con el propésito de preservar los posibles fitopatogenos presentes en

el material vegetal.

Los fragmentos seleccionados fueron sembrados en agar papa dextrosa (PDA), cada parte de
las secciones se sembrd en una caja Petri diferente, teniendo un total de seis muestras, que

pertenecen a diferentes partes aéreas del rosal.

Se dejaron en incubacion por 48 horas, a una temperatura de 32° C, tiempo en que se espero

sea visible el crecimiento asociado a la muestra y posibles fitopatégenos.

A partir de las seis cajas Petri que presentaron crecimiento de posibles hongos fitopatdgenos,
se realizaron aislamientos en nuevas cajas Petri con medio de cultivo agar papa dextrosa (PDA)
estéril. Este procedimiento se llevé a cabo dentro de una campana de flujo laminar, utilizando
un asa micologica estéril para transferir los fragmentos de micelio que mostraban crecimiento
activo y aun no habian invadido otras colonias. Se seleccionaron aislados con diferencias
morfolégicas evidentes, considerando caracteristicas como el color de las hifas, la textura del

micelio y el tamafio de las colonias.

6.3 Microcultivos

Esta técnica del micro cultivo se utiliza para identificar a los hongos observando el tipo de forma
reproductiva (esporas), y sus estructuras sexuales al tefiirlas y analizar al microscopio: forma,
tamano, agrupamiento, etc. También se describen las caracteristicas de las hifas: presencia o

ausencia de tabiques, hifas en raqueta, hifas en espiral (Micologia, 2017).

Se empledé medio de cultivo PDA gelificado, proveniente de una caja Petri estéril, el cual fue
seccionado en cubos pequefios utilizando un bisturi esterilizado. Cada cubo de agar se coloco

sobre un portaobjetos, sostenido por dos puntas de pipeta para mantenerlo elevado. El montaje
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se dispuso dentro de una caja Petri de vidrio, en cuyo fondo se colocaron discos de papel filtro
humedecidos con aproximadamente 3 mL de glicerina al 80%, con el propdsito de mantener la
humedad durante el periodo de incubacién (Figura 5). En total, se prepararon ocho cajas de

este tipo para el cultivo de los hongos aislados.

Lamina

Papel absorbente illa de vidrio
Caja de peffi

Laminilla

Figura 10. Representacion de la técnica parar hacer los microcultivos

Se inocularon estos cuadros de agar con cada uno de los hongos aislados. Cada hongo se tomo
con un asa micoldgica, previamente esterilizada y se picaba el centro del cuadro de agar para
depositar las esporas. Las cajas se pusieron en incubacion por 48 horas a una temperatura de

32°C, que fue tiempo suficiente para que los hongos crecieran alrededor del agar.

Para la observacion en microscopio se utilizé azul de lactofenol, para tefir los 8 micro cultivos,

utilizando un gotero para su aplicacion.
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6.4 Confrontacién de los hongos aislados contra Trichoderma spp

Para medir la actividad de inhibicion de un hongo antagonista contra el posible fitopatégeno
aislado, se utilizaron estrategias de confrontacion, estas se realizaron de la siguiente manera:
se hicieron dos etapas de antagonismos in vitro. Para hacer la confrontacion con el hongo
Trichoderma spp se utilizé agar papa dextrosa PDA. Se pusieron los hongos aislados en una
caja Petri con agar PDA, con cada uno en una caja para que pudiera analizarse la confrontacion

contra Trichoderma spp.

En la caja Petri se inoculo de un extremo Trichoderma spp y en el otro extremo se inoculo el
hongo aislado, las inoculaciones se llevaron a cabo en campana de flujo laminar, para asegurar
que creciera el cultivo deseado y no alguno otro microorganismo que interfiera con los

resultados.

Las cajas Petri inoculadas se pusieron en incubacién por 24 horas a una temperatura de 32° C.

6.5 Confrontacion con los antagonistas seleccionados

Antagonistas

Para el resto de los hongos antagonistas se utilizé agar Sabouraud.

Los posibles hongos fitopatégenos aislados se inocularon en una caja Petri con agar

Sabouraud, se tomaron hongos aislados, para confrontarlos con los antagonistas.

Los hongos antagonistas (Aspergillus Japonicus, Penicillium dipodomycola, Aspergillus Niger)
son donados de la coleccion del Dr. José Roberto Zuhiga Silva, se muestran en la figura seis,
los otros hongos se utilizaban en diversos experimentos en el laboratorio fueron comprados

(Beauveria Bassiana, Metarhizium anisopliae), estos hongos solo se han utilizado en insectos,
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para este trabajo los empleamos para analizar si también inhibian posibles hongos patégenos
del rosal, HIll (nombre clave para un hongo aislado) fue uno de los aislados del a rosa infectada,
se tomdé como un posible Trichoderma spp, por sus caracteristicas macroscoépicas, la
comparacion se hizo con el hongo Trichoderma spp aislado que utilizamos para las primeras

confrontaciones.

Figura 11. Hongos antagonistas utilizados para las confrontaciones

La confrontacion de estos hongos se realizé en placas Petri con medio Sabouraud, con un asa
esterilizada se tomoé micelio del hongo antagonista y se pico el agar en una orilla de la caja Petri
y justo del otro lado se pico con micelio del hongo aislado de la rosa, se dejaron en incubacion
a temperatura de 32°C por 72 horas, se realizaron mediciones de crecimiento cada 24 hora. Se

tomo un hongo antagonista para confrontarlo con los 7 aislados y asi se hizo con el resto de los
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hongos, dando un total de 42 cajas Petri con confrontaciones. Este proceso se llevo a cabo en
una campana de flujo laminar y con un mechero de alcohol, para evitar crecimiento de otros

microorganismos que puedan interferir en los resultados.

6.6 Mediciones

Para las mediciones se utilizé un vernier, midiendo de la orilla de la caja Petri donde se picé con
el asa al centro de la caja. Se registraron las anotaciones de las medidas en una bitacora. Las

mediciones se realizaron a las 24,48 y 72 hrs.

6.7 Analisis estadistico

Se realizé6 un andlisis estadistico de tipo descriptivo y exploratorio. Las variables hongos
entomopatdgenos, hongo fitopatdégeno, capacidad antagénica y grado de antagonismo, al ser
de tipo cualitativo nominal, se les calculd solo las frecuencias y porcentajes. A los datos
obtenidos se les realizd la prueba exacta de Fisher, debido a que el numero de ensayos
realizados fue menor a 50, con el fin de observar si se presentaba una diferencia
estadisticamente significativa (p-valor <0.05) entre las frecuencias de los grupos que indicaran
una posible asociacion entre las variables. Para el analisis estadistico se utilizé el software

estadistico IBM SPSS en su versiéon 27.0.
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7. Resultados

Para la recoleccién de las muestras se consideraron caracteristicas morfolégicas del rosal que
indicaban posible infeccion, tales como agrietamiento foliar, decoloracién y marchitez anormal
en hojas, pétalos y caliz. En el material vegetal seleccionado se observé crecimiento fungico,
acompanado de manchas de color blanco y negro en las hojas, las cuales presentaban
cicatrices con tonalidades café y blanquecinas. En la regién floral se detecté la presencia de
micelio blanquecino y signos de pudricién, lo que permitié confirmar visualmente la existencia
de hongos potencialmente fitopatégenos. En la Figura 7 se aprecia el caliz con micelio blanco
y tejido en descomposicion, dafios atribuibles a la accion de microorganismos asociados al
rosal, a partir del cual se obtuvieron los aislamientos fungicos. Asimismo, se identificaron

lesiones compatibles con la enfermedad conocida como Mancha Negra, patologia comun en

especies del género Rosa.

Figura 12. Planta de rosal afectada por patogenos: a) Hoja con coloracion café y puntos blancos, ya seca b) flor con

moho blanco y pudricion, c) tallo y hojas rotas infectadas con cicatrices blancas
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Figura 12 (cont.). Planta de rosal afectada por patogenos: d) Calix con moho blanco y pudricion e) hoja con coloracion

café y manchas negras.

Figura 13. Cajas Petri de medio PDA con partes de rosal infectado, en estas seis placas ve el crecimiento de hongos

fitopatogenos.
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7.1 Aislamiento

Una vez que era visible el crecimiento de los hongos en las cajas Petri, como se muestra en la
figura ocho, se selecciond un hongo con caracteristicas diferentes a los demas, tomando en
cuenta la diferencia de color y tamafio, también en el crecimiento, que el hongo estuviera

aislado de cualquier otro para evitar contaminacion cruzada.

En total se obtuvieron 8 aislados de hongos posibles fitopatégenos con morfologias diferentes,
se dejaron en incubacion a una temperatura de 32° por 48 horas, monitoreando el crecimiento
observando que a las 24 horas ya era visible el crecimiento. Estos hongos aislados de las partes

de la rosa infectada se utilizaron para hacer las confrontaciones con los hongos antagonistas.

En la figura nueve se observan algunos hongos aislados en cajas Petri, con diferentes
caracteristicas, a) se encuentra un hongo de estructura algodonosa con coloraciones amarrillas
y verdes en el centro, de crecimiento circular b) hongo con tonalidad beige, de aspecto cremoso,

de crecimiento irregular, c) hongo color café, de aspecto cremoso, de crecimiento irregular.
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Figura 14. Hongos fitopatogenos aislados del rosal con diferentes caracteristicas.

Para poder facilitar reconocimiento de los hongos, se les puso un nombre clave conforme al

origen de donde se aislo, en la tabla uno se describe de donde se aislaron los hongos.
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Tabla 1. Sitio de aislamiento y descripcién de los aislados

regular

rapido

Nombre en
clave de los
i PI PII Plll o] cll HI HIl Hill
aislados.
itio de , . . . . . . .
.S . Pétalo Pétalo Pétalo Caliz Caliz Hoja Hoja Hoja
aislamiento J ) J
Colonia
expandida,
L Apariencia En medio D Color bl c loni tornando un
Descripcion de algodonosa, Sabouraud Colonia a ari:ncia tcc))r(r)];n daor:;o eosn g?c?dnézs color verde el
los hongos este criterio crece de algodonosa, atgrcio clad amarillo. de Apariencia d% color medio de
aislados de se tomoé con | color blanco micelio a de (E,)olor a arien’cia algodonosa y blanco. el cultivo, el
acuerdo con sus | el tiempo que | tornandose | membranoso bl’anco con alpodonosa de color centro S’e va centro del
caracteristicas se dejaron un color , con colores crecimiento a%ultado v blanco. tornando micelio es
macroscopicas crecer los | amarillo en el blanco. lento. agrietado. negro. blanco, se va
aislados. centro. tornado
verde con el
crecimiento.
Velocidad de - - - - - - - .
crecimiento a Crecimiento Crecimiento Crecimiento | Crecimiento Crecimiento Crecimiento Crecimiento Crecimiento
lento moderado lento lento
las 24 horas

regular

regular
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7.2 Microcultivos

Con los microcultivos de los aislados para poder identificarlos, no se obtuvieron 6ptimos
resultados para poder observarlos en microscopio ya que al tefiirlos con el Azul de lactofenol
hubo demasiada pigmentacién, de esta manera no se pudieron identificar las formas hifas,
micelios o esporas de los hongos aislados, ademas por el rapido crecimiento de los hongos,
estos invadian el agar generando un acumulamiento de masa que impedia poder ver las

estructuras microscopicas de los aislados.

7.3 Confrontacion con Trichoderma spp

La técnica de confrontacidon que se utilizé fue poner a dos hongos en una caja Petri, un hongo
antagonista y un hongo aislado, uno a un extremo de la caja y el otro en el otro extremo, se
pusieron en incubacion y se analizé el crecimiento de ambos. El hongo Trichoderma spp que
se utilizé en este trabajo fue donando del cepario del Dr. José Roberto Zufiga Silva.

Se realizaron las confrontaciones primero con Trichoderma spp ya que es uno de los hongos
antagonicos con mejor accion fungicida, es el mas utilizado en diversas enfermedades de
cultivos causadas por hongos fitopatégenos. pero ha sido poco estudiado en las plantas del
rosal. Después se utilizé al resto de los hongos antagonistas en las confrontaciones, ya que
estos son hongos entomopatégenos, generalmente utilizados en insectos.

En las confrontaciones los hongos aislados fueron invadidos por Trichoderma, este
hongo antagonista cubrié a los demas, con este resultado podemos tomar en cuenta a este
hongo antagonista como un posible fungicida de plagas en rosal. La invasion de Trichoderma
spp fue rapida, en 24 horas se noto6 el crecimiento de este hongo, en las cajas Petri, por esta
razon no se pudieron realizar mediciones. En la figura 10 se muestra como el hongo

Trichoderma spp cubrié por completo las placas Petri con caracteristicas diferentes en la forma
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del micelio en algunas placas se notaba el micelio mas verde, posiblemente por la composicion
quimica de cada hongo aislado, en algunas placas el micelio crecié de forma algodonosa y en
otras se dividian varias colonias.

Figura 15. Placas de confrontacion invadidas por Trichoderma, crecimiento después de 24 horas, se cubrio completamente

la caja Petri.
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7.4 Confrontaciones con los antagonistas seleccionados

En las confrontaciones se observdé como los hongos se comportaban hacia su contrincante, el
hongo Metarhizium anisopliae fue de los que tuvo mejor efecto fungicida contra los aislados, el
hongo aislado HI fue de los mas resistentes contra los hongos antagonistas, en la mayoria de
las placas donde se puso este hongo se llenaba la placa Petri al tercer dia de incubacion, con
micelio denso color blanco. Ante los aislados el hongo antagonista Penicillium dipodomycola no
crecio, este antagonista se descarta como fungicida para los posibles patégenos del rosal. Con
los resultados obtenidos podemos observar que los hongos antagonistas como el Metarhizium
anisopliae podrian funcionar como un fungicida siendo util para el control de fitopatégenos del

rosal.

En la figura 16 se observan las placas Petri ordenadas conforme a los hongos antagonistas y
los aislados, a las 72 horas de crecimiento, mostrando de manera macroscopica las
caracteristicas de las confrontaciones. Podemos observar el crecimiento del micelio de los
aislados y los antagonistas, caracterizados por su color, forma y tamafo. En la fila de las placas
de Metarhizium anisopliae contra los aislados es visible el crecimiento de este hongo dando un
micelio oscuro y con textura algodonosa. EIl hongo antagonista Beauveria bassiana tuvo
visiblemente un buen crecimiento. También el crecimiento en la columna del hongo aislado HlI,
fue uno de los aislados que fue dificil de contrarrestarse con los antagonistas por su rapido

crecimiento y su denso micelio blanco.
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Tabla 2. Resumen de los resultados obtenidos de los diferentes aislados contra los

antagonistas.

ANTAGONISTAS
JAISLADOS PIl  HI  HIIl PIlll CI Pl Cll

Aspergillus niger | ¥ HF b bR HE dbE bt
Beauveria ++ + ++ +++
bassiana
Aspergillus + + + ++ ++ ++ +++
Japonicus
Metarhizium ++  +4++  +++ A
anisoplae

HIll ++ +  +++ e
Penicillium + + + + + + +
dipodomycola

Los signos de “+” indican la cantidad subjetiva de crecimiento del hongo antagonista:

+ poco crecimiento,

++ crecimiento regular,

+++ mucho crecimiento.

En estas confrontaciones del hongo antagonista Aspergillus niger y los fitopatdgenos, se

observo un crecimiento favorable para la invasién de los fitopatégenos, excepto con los hongos
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HI y PIl estos son unos resistentes, en la mayoria de las confortaciones han crecido de manera

regular ante los antagonistas.

En esta confrontacién del hongo Beauveria bassiana, se observo que pudo invadir a los aislados
Pll, Cl, P y Cll en estos hongos Beauveria bassiana puede funcionar como fungicida, solo se
ha utilizado como insecticida, podemos optar para utilizarlo para combatir algunas plagas

fungicas del rosal. Con el resto de los aislados HI y Hll crecieron casi a la par.

En estas confrontaciones con Aspergillus japonicus, se observa que con los aislados PII, Hl y
HIl no tuvo éxito de inhibicion, con los demas si pudo crecer mejor y combatirlos. Este hongo
Aspergillus japonicus puede utilizarse como fungicida solo para los hongos en los que se

observo una buena invasion.

Las confrontaciones del hongo antagonista Metarhizium anisopliae contra los aislados, se
observo que este hongo antagonista fue de los mejores en poder invadir y controlar a los hongos

aislados, se puede tomar como un buen fungicida.

Las confrontaciones con el hongo CIllI con los fitopatdégenos, observamos que con el aislado HI
y el aislado PII no tuvo éxito de combatirlos, con el resto de los aislados si se observo el 6ptimo

crecimiento del hongo verde.

En estas confrontaciones de Penicillium dipodomycola y de los hongos aislados, el hongo

antagonista no crecio, este hongo no funcionaria para combatir a las plagas del rosal.

En la grafica uno se muestra el crecimiento de los hongos a las 24, 48 y 72 hrs, en la columna
azul se representa al hongo antagonista Metarhizium anisoplae y en la columna anaranjada el
hongo aislado Plll, se demuestra que el hongo Metarhizium tiene de manera considerable mas

crecimiento.
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Tabla 3. Capacidad antagonica de hongos entomopatégenos frente a posibles fitopatégenos aislados
de rosa a las 72 horas de incubacion.

S esy iiil;‘i/aer:? Jap:\r;icus AR AT il Dipod:r.niycola el
Antagonismo n(%) n(%) n(%) n(%) n(%) n(%) n(%) P-valor
Indeterminado | 2(29)  3(43)  4(57) 0(0.0)  3(43) 4(57) 16(38)  0.007*
Antagonismo | 2(29)  0(0.0)  0(0.0) 6(86)  0(0.0) 0(0.0) 8(19)
N
antago‘;ismo 3(42)  4(57) 3(43) 1(14)  4(57) 3(43) 18(43)
Total 7(100) 7(100) 7(100)  7(100) 7(100)  7(100) 42(100)

Abreviaturas: %(porcentaje) n(niimero), A. Niger (Aspergillus Niger), A. Japonicus (Aspergillus Japonicus), P. Dipodomiycola (Penicillum Dipodomiycola).

* Exacta de Fisher (p<0.05)

En la Tabla 3 se presenta la capacidad antagdnica de los hongos entomopatdgenos frente a los
aislados fitopatdgenos después de 72 horas de incubacion. Para cada hongo antagonista se
muestran las frecuencias y porcentajes correspondientes a los ensayos clasificados como
antagonismo, indeterminado y no antagonismo, considerando que cada especie fue evaluada
en un total de siete ensayos (100 %). Metarhizium anisopliae destacé como el antagonista mas
eficaz, ya que en seis de los siete enfrentamientos (86 %) inhibié de manera clara el crecimiento
del hongo aislado. En contraste, Beauveria bassiana y el aislado HIIl registraron la mayor
proporcion de ensayos sin efecto antagdnico. La prueba exacta de Fisher mostré una diferencia
estadisticamente significativa entre los grupos (p = 0.007), lo que indica que la capacidad

antagodnica observada difiere de manera real y no atribuible al azar.
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Grafica 1. Capacidad antagonica de los hongos seleccionados.
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En la grafica se presenta el porcentaje de antagonismo observado segun el patron de
crecimiento de los hongos enfrentados. El color naranja corresponde a las interacciones
clasificadas como antagonismo, en las cuales el hongo entomopatégeno invadié y suprimié el
crecimiento del hongo aislado. En este grupo, Aspergillus niger y Metarhizium anisopliae
mostraron los mejores resultados, siendo Metarhizium el que exhibié la mayor capacidad
antagonica. El color azul representa los casos indeterminados, donde después de 72 horas de
incubacion no se observo un punto de encuentro entre ambos hongos, lo que impidié establecer
el grado de antagonismo. Finalmente, el color gris indica ausencia de antagonismo, situacion
en la que, pese al contacto entre ambas colonias, el hongo aislado avanzé sobre el hongo

antagonista.
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Tabla 4. Evaluacion del grado de antagonismo de hongos entomopatégenos contra
fitopatégenos aislados de Rosa spp. a las 72 horas de incubacion

s Beauveria A Metarhizium  HIll P Total

iger bassiana Japonicus Dipodomiycola

Clase n(%) n(%) n(%) n(%) n(%) n(%) n(%) P-valor
0 2(29) 3(43) 4(57) 0(0.0) 3(43) 4(58) 16(38) 0.036*
1 1(14) 0(0.0) 0(0.0) 5(72) 0(0.0) 0(0.0) 6(14)
2 1(14) 0(0.0) 0(0.0) 1(14) 0(0.0) 0(0.0) 2(5)
3 2(29) 3(43) 0(0.0) 1(14) 3(43) 1(14) 10(24)
4 0(0.0) 0(0.0) 1(14) 0(0.0) 0(0.0) 1(14) 2(5)
5 1(14) 1(14) 2(29) 0(0.0) 1(14) 1(14) 6(14)

Total | 7(100) 7(100) 7(100) 7(100) 7(100) 7(100) 42(100)

Abreviaturas: %(porcentaje) n(nimero), A. Niger (Aspergillus Niger), A. Japonicus (Aspergillus Japonicus), P. Dipodomiycola (Penicillum Dipodomiycola).

*Exacta de Fisher (p<0.05).

En la Tabla 4 se presenta el grado de antagonismo alcanzado por los hongos entomopatégenos
frente a los fitopatdgenos aislados de Rosa spp. después de 72 horas de incubacion, evaluado
conforme a la escala propuesta por Bell et al. (1982) y Askew y Laing (1994). Esta escala
clasifica el avance del crecimiento del hongo antagonista sobre el hongo aislado en seis
categorias: Clase 0, sin crecimiento suficiente para valoracion; Clase 1, invasién completa del
antagonista sobre el aislado; Clase 2, invasion de dos tercios de la superficie; Clase 3, invasion
del 50 %; Clase 4, colonizacién de dos tercios por parte del aislado; y Clase 5, colonizacion

completa del aislado.

Cada hongo antagonista fue evaluado en siete ensayos (100 %), y sus resultados se expresan
en frecuencias y porcentajes. Metarhizium mostré el desempefio mas sobresaliente, con cinco
de los siete ensayos ubicados en la Clase 1, la cual representa el maximo grado de
antagonismo, ya que implica el sobrecrecimiento total del antagonista sobre el fitopatégeno. La
prueba exacta de Fisher evidencié una diferencia estadisticamente significativa entre los grupos
(p = 0.036), indicando que los grados de antagonismo observados varian de manera real entre

las especies evaluadas.
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Grafica 2. Porcentaje en clases de A. Niger
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En la Grafica 2 se representa, mediante un grafico de pastel, la distribucion porcentual del hongo
Aspergillus niger en cada una de las clases de antagonismo evaluadas. La Clase 0 correspondio
al 29 % de los ensayos, en los cuales no se observd crecimiento suficiente para valorar la
interaccion. La Clase 1 represent6 el 14 %, indicando invasion completa del antagonista sobre
el aislado. De igual manera, el 14 % se ubicd en la Clase 2, donde el antagonista avanzé
aproximadamente dos tercios de la superficie de la caja Petri. La Clase 3 concentr6 el 29 % de
los ensayos, caracterizados por un avance del antagonista equivalente al 50 % de la superficie.
No se registraron casos en la Clase 4 (0 %), en la que el aislado coloniza dos tercios del medio.
Finalmente, el 14 % se clasificd en la Clase 5, categoria que indica la colonizacion total del

aislado sobre la superficie del cultivo.
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Grafica 3. Porcentaje en clases de Beauveria bassiana
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En la Grafica 3 se muestra, mediante un grafico de pastel, la distribucion porcentual de
Beauveria bassiana en cada una de las clases de antagonismo evaluadas. La Clase 0 concentro
el 43 % de los ensayos, en los cuales no se registré crecimiento suficiente para valorar la
interaccion. No se observaron casos en las Clases 1y 2 (0 %), que corresponden a una invasion
completa o parcial (dos tercios) del antagonista sobre el aislado. La Clase 3 también representd
el 43 %, indicando un avance del antagonista equivalente al 50 % de la superficie de la caja
Petri. No se reportaron resultados en la Clase 4 (0 %), en la que el aislado coloniza dos tercios

del medio. Finalmente, el 14 % de los ensayos se ubicé en la Clase 5, categoria que indica que

el aislado cubrid por completo la superficie del cultivo.
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Grafica 4. Porcentaje en clases de HIll
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En la Grafica 4 se muestra, mediante un grafico de pastel, la distribuciéon porcentual del hongo
HIIl en cada una de las clases de antagonismo evaluadas. La Clase 0 representé el 43 % de
los ensayos, en los cuales no se registré crecimiento suficiente para valorar la interaccion. No
se obtuvieron resultados en las Clases 1y 2 (0 %), que corresponden a la invasién completa o
parcial (dos tercios) del antagonista sobre el aislado. La Clase 3 también concentré el 43 %,
indicando que el antagonista avanz6 aproximadamente el 50 % de la superficie de la caja Petri.
No se observaron casos en la Clase 4 (0 %), en la que el aislado coloniza dos tercios del medio.
Finalmente, el 14 % de los ensayos se ubico en la Clase 5, categoria que indica la colonizacién

completa del aislado sobre la superficie del cultivo.
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Grafica 5. Porcentaje en clases del hongo A. japonicus
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En la Grafica 5 se presenta, mediante un grafico de pastel, la distribucion porcentual del hongo
Aspergillus japonicus en cada una de las clases de antagonismo evaluadas. La Clase 0
correspondio al 57 % de los ensayos, en los cuales no se registrd crecimiento suficiente para
valorar la interaccién. No se obtuvieron resultados en las Clases 1, 2y 3 (0 %), que representan
la invasién completa, parcial (dos tercios) o del 50 % del antagonista sobre el aislado. La Clase
4 abarco el 14 % de los ensayos, indicando que el aislado coloniz6 aproximadamente dos
tercios de la superficie del medio. Finalmente, el 29 % se ubico en la Clase 5, categoria que

corresponde a la colonizacién total del aislado sobre la superficie de la caja Petri.
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Grafica 6. Porcentaje en clases de Metarhizium
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En la Grafica 6 se muestra, mediante un grafico de pastel, la distribucion porcentual del hongo
Metarhizium en cada una de las clases de antagonismo evaluadas. No se registraron casos en
la Clase 0 (0 %), por lo que todos los ensayos presentaron crecimiento suficiente para su
valoracioén. La Clase 1 represento el 72 % de los ensayos, indicando un antagonismo maximo,
caracterizado por el sobrecrecimiento completo del antagonista sobre el aislado. La Clase 2
concentro el 14 % de los resultados, donde el antagonista avanz6 aproximadamente dos tercios
de la superficie del medio, mientras que la Clase 3 también aport6 el 14 %, correspondiente a
un avance del 50 %. No se observaron casos en las Clases 4 y 5 (0 %), que representan la

colonizacion parcial o total por parte del aislado.

44



Grafica 7. Porcentaje en clases de P. dipodomiycola
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En la Grafica 7 se presenta, mediante un grafico de pastel, la distribucion porcentual del hongo
Penicillium dipodomycola en cada una de las clases de antagonismo evaluadas. La Clase 0
abarco el 57 % de los ensayos, en los cuales no se observo crecimiento suficiente para valorar
la interaccién. No se registraron casos en las Clases 1y 2 (0 %), que corresponden a la invasion
completa o parcial (dos tercios) por parte del antagonista. La Clase 3 representé el 15 % de los
ensayos, indicando un avance del antagonista equivalente al 50 % de la superficie de la caja
Petri. Por su parte, las Clases 4 y 5 concentraron cada una el 14 %, categorias que reflejan la

colonizacion parcial (dos tercios) o total del aislado sobre el medio de cultivo.
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Grafico 8. Mapa de calor que evalua del grado de antagonismo de hongos entomopatdgenos
contra fitopatdgenos aislados de Rosa spp. a las 72 horas de incubacion.

A.Niger Eaa:svi(;:: A. Japonicus Metarizum HIll Dipod:r-nycola Total v:I;)r

Clase| n(%) | n(%) n(%) n(%) n(%) n(%) n(%) Fscala
0 | 2029 | 3@43) 4(57) 0(0.0) 3(43) 4(58) 16(38) 0
1 | 1(14) | 0(0.0) 0(0.0) 5(72) 0(0.0) 0(0.0) 6(14) 1
2 | 1014) | 0(0.0) 0(0.0) 1(14) 0(0.0) 0(0.0) 2(5) |0036| 2
3 |29 | 3(43) 0(0.0) 1(14) 3(43) 1(14) 10(24) 3
4 |0(0.0)| 0(0.0) 1(14) 0(0.0) 0(0.0) 1(14) 2(5)

5 | 1014) | 1(14) 2(29) 0(0.0) 1(14) 1(14) 6(14)

Total | 7(100)| 7(100) 7(100) 7(100) 7(100) 7(100) | 42(100)

En el Gréafico 8 se presenta un mapa de calor (heatmap) que ilustra el grado de antagonismo
de los hongos evaluados segun la cantidad de ensayos en cada clase. La intensidad del color
se interpreta de la siguiente manera: verde muy intenso corresponde a 5 ensayos, verde intenso
a 4 ensayos, verde intermedio a 3 ensayos, verde claro a 2 ensayos, verde muy claro a 1 ensayo
y blanco indica 0 ensayos. De acuerdo con esta escala, Metarhizium fue el unico hongo que
presentdé un verde muy intenso en la Clase 1, lo que evidencia su predominancia en el
antagonismo completo. Aspergillus japonicus y Penicillium dipodomycola mostraron un verde
intenso en la Clase 0, indicando una mayor frecuencia de ensayos sin interaccion efectiva.
Beauveria bassiana y el aislado HlIIl registraron tonos verdes intermedios en las Clases 0 y 3,
asociados a niveles bajos y moderados de avance del antagonista. Aspergillus niger presenté
tonos de verde claro en las Clases 0 y 3, lo que refleja una distribucion similar, aunque con
menor frecuencia. La marcada intensidad de color observada en Metarhizium confirma su mejor

desempeno antagonico, dado que su crecimiento limita eficazmente el desarrollo del aislado,
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una caracteristica de importancia para su posible uso en programas de control biolégico de

plagas.

Tabla 5. "Evaluacion de la capacidad de resistencia de un fitopatégeno al antagonismo
ejercido por un hongo entomopatégeno”

Pl HI HIl Pl Cl Pl (of | Total

P-valor
n%) n%) n%) n%) n®%) n%) n%)  n%)

Indeterminado | 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) 3(50) 4(66) 4(66) 5(83) 16(38) <0.001*

Sensibleal | 4(17) 00.0) 1(17) 283) 1(17) 2(34) 1(17)  8(19)

antagonismo

Resistente al

antagonismo 5(83) 6(100) 5(83) 1(17) 1(17) 0(0.0) 0(0.0) 18(43)
Total 6(100) 6(100) 6(100) 6(100) 6(100) 6(100) 6(100) 42(100)

Abreviaturas: %(porcentaje) n(nimero), A. Niger (Aspergillus Niger), A. Japonicus (Aspergillus Japonicus), P. Dipodomiycola (Penicillum Dipodomiycola).

* Exacta de Fisher (p<0.05)

En la Tabla 5 se presenta la evaluacion de la capacidad de resistencia de los hongos
fitopatégenos frente al antagonismo ejercido por los hongos entomopatdgenos, clasificandose
los resultados en tres categorias: Indeterminado, Sensible al antagonismo y Resistente al

antagonismo. Cada hongo aislado fue evaluado en un total de seis ensayos (100 %).

Los hongos aislados PlII, HI y HIl destacaron por mostrar una mayor proporcion de ensayos en
la categoria de Resistencia al antagonismo, lo que indica que los hongos entomopatégenos

presentaron un efecto fungicida limitado frente a estos organismos.

La prueba exacta de Fisher evidencié una diferencia estadisticamente significativa entre los
grupos (p<0.001), lo cual confirma que la capacidad de resistencia difiere de manera consistente

entre los aislados evaluados.
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Grafica 9. Evaluacion del grado de resistencia de los hongos aislados.
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En la Grafica 9 se muestra la evaluacién de la resistencia de los hongos aislados a las 72 horas
de incubacion. El color gris representa el porcentaje de ensayos clasificados como
indeterminados, es decir, aquellos en los que no se observo un punto de encuentro entre el
aislado y el hongo antagonista, lo que impidi6 valorar la interaccién. El color azul corresponde
al porcentaje de sensibilidad al antagonismo, donde el hongo antagonista logré inhibir parcial o
totalmente el crecimiento del aislado. El color naranja indica el porcentaje de resistencia al
antagonismo, categoria en la que el aislado superd o no fue afectado por el antagonista. De
acuerdo con la distribucion mostrada, el aislado HI presenté un 100% de resistencia, lo que
significa que ninguno de los hongos entomopatdgenos evaluados ejercié efecto fungicida sobre
él.
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Grafica 10. Porcentaje en clases del hongo PIl
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En la Grafica 10 se presenta, mediante un grafico de pastel, la distribucion porcentual del hongo
Pll en cada una de las clases de antagonismo evaluadas. No se registraron casos en la Clase
0 (0 %), por lo que todos los ensayos contaron con crecimiento suficiente para su valoracion.
La Clase 1 también present6 un 0 %, indicando que en ningun ensayo el antagonista logré un
sobrecrecimiento completo sobre el aislado. En la Clase 2 se concentré el 17 % de los ensayos,
donde el antagonista avanzé aproximadamente dos tercios de la superficie de la caja Petri. La
Clase 3 represent6 el 50 %, indicando que en la mitad de los ensayos el antagonista alcanzé
alrededor del 50 % del medio. Finalmente, el 33 % se clasificé en la Clase 4, categoria que
corresponde a la colonizacion de dos tercios del cultivo por parte del aislado, mientras que no

se observaron casos en la Clase 5 (0 %), que refleja la colonizacion total del aislado.
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Grafica 11. Porcentaje en clases del aislado HI
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En la Grafica 11 se presenta, mediante un grafico de pastel, la distribucion porcentual del hongo
HI en cada una de las clases de antagonismo evaluadas. No se registraron casos en las Clases
0,1y 2 (0 %), lo que indica que en ningun ensayo se observé crecimiento insuficiente para la
valoracion, ni tampoco se presentd sobrecrecimiento completo o parcial del antagonista sobre
el aislado. La Clase 3 represento el 17 % de los ensayos, en los cuales el antagonista avanzo
aproximadamente el 50 % de la superficie de la caja Petri. No se observaron casos en la Clase
4 (0 %), correspondiente a la colonizacion de dos tercios del medio por parte del aislado.
Finalmente, el 83 % de los ensayos se ubico en la Clase 5, categoria que indica la colonizacién

total del aislado, lo que refleja una marcada resistencia al antagonismo.
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Grafica 12. Porcentaje en clases del aislado Hll
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En la Grafica 12 se presenta, mediante un grafico de pastel, la distribucion porcentual del hongo
HIl en cada una de las clases de antagonismo evaluadas. No se registraron casos en la Clase
0 (0 %), por lo que todos los ensayos mostraron crecimiento suficiente para su valoracién. La
Clase 1 represento el 16 % de los ensayos, indicando que en esta proporcion el antagonista
logré un sobrecrecimiento completo sobre el aislado. No se observaron resultados en la Clase
2 (0 %), correspondiente a la invasion de dos tercios por parte del antagonista. La Clase 3
concentro el 67 % de los ensayos, donde el antagonista avanzé aproximadamente la mitad de
la superficie de la caja Petri. No se presentaron casos en la Clase 4 (0 %), que indica

colonizacion de dos tercios por parte del aislado. Finalmente, el 17 % de los ensayos se ubico

51



en la Clase 5, categoria que corresponde a la colonizacion total del aislado sobre el medio de

cultivo.

Grafica 13. Porcentaje en clases del hongo aislado Cl/
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En la Gréfica 13 se presenta, mediante un grafico de pastel, la distribucion porcentual del hongo
Cl en cada una de las clases de antagonismo evaluadas. La Clase 0 representé el 67 % de los
ensayos, en los cuales no se registrd crecimiento suficiente para valorar la interaccion. La Clase
1 concentro el 16 % de los resultados, indicando que en esta proporcion el antagonista logré un
sobrecrecimiento completo sobre el aislado. No se obtuvieron casos en la Clase 2 (0 %),
correspondiente a la invasion de dos tercios por parte del antagonista. La Clase 3 abarcé el
17% de los ensayos, donde el antagonista avanzé aproximadamente la mitad de la superficie
del medio. No se registraron resultados en las Clases 4 y 5 (0 %), que representan la

colonizacion parcial o total del aislado, respectivamente.
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Grafica 14. Porcentaje en clases del aislado Pl
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En la Grafica 14 se presenta, mediante un grafico de pastel, la distribucion porcentual del hongo
Pl en cada una de las clases de antagonismo evaluadas. La Clase 0 concentré el 67 % de los
ensayos, en los cuales no se registrd crecimiento suficiente para valorar la interaccion. La Clase
1 represento el 16 % de los resultados, indicando que en esta proporcion el antagonista logré
un sobrecrecimiento completo sobre el aislado. En la Clase 2 se ubicé el 17 % de los ensayos,
donde el antagonista avanz6 aproximadamente dos tercios de la superficie del medio. No se
observaron casos en las Clases 3,4 y 5 (0 %), que corresponden a la invasion del 50 % por

parte del antagonista, asi como a la colonizacién parcial o total por parte del aislado.
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Grafica 15. Porcentaje en clases del aislado ClI
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En la Grafica 15 se presenta, mediante un grafico de pastel, la distribucion porcentual del hongo
Metarhizium en cada una de las clases de antagonismo evaluadas. La Clase O represento el 83
% de los ensayos, en los cuales no se observé crecimiento suficiente para valorar la interaccion.
La Clase 1 concentro el 17 % de los resultados, indicando que en esta proporcion el antagonista
logré un sobrecrecimiento completo sobre el aislado. No se registraron casos en las Clases 2,
3,4y 5 (0 %), correspondientes a grados de invasion parcial del antagonista o a colonizacién

del medio por parte del aislado.
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Tabla 6. Determinacion del grado de resistencia de fitopatégeno al antagonismo ejercido por
un hongo entomopatogeno

Pl HI Hil Pl Cl PI o] Total
Clase n(%) n(%) n(%) n(%) n(%) n(%) n(%) n(%) P-valor
0 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) 3(50) 4(66) 4(66) 5(83) 16(38) <0.001*
1 0(0.0) 0(0.0) 1(17) 2(33) 1(17) 1(17) 1(17) 6(14)
2 1(17) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) 1(17) 0(0.0) 2(5)
3 3(50) 1(17) 4(66) 1(17) 1(17) 0(0.0) 0(0.0) 10(24)
4 2(33) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) 2(5)
5 0(0.0) 5(83) 1(17) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) 6(14)

Total | 6(100) 6(100) 6(100) 6(100) 6(100) 6(100) 6(100) 42(100)

Abreviaturas: %(porcentaje) n(nimero), A. Niger (Aspergillus Niger), A. Japonicus (Aspergillus Japonicus), P. Dipodomiycola (Penicillum Dipodomiycola).

* Exacta de Fisher (p<0.05).

En la Tabla 6 se presenta el grado de antagonismo evaluado de acuerdo con la escala
propuesta por Bell et al. (1982) y Askew y Laing (1994), la cual clasifica el avance del
crecimiento de los hongos en seis categorias. La Clase 0 corresponde a ensayos sin crecimiento
suficiente para ser evaluados, sin invasion de uno u otro hongo. La Clase 1 indica un
antagonismo maximo, en el que el hongo antagonista sobrecrece por completo al aislado y
cubre la superficie de la caja Petri. La Clase 2 representa una invasion de aproximadamente
dos tercios del medio por parte del antagonista, mientras que la Clase 3 sefiala un avance
cercano al 50 %. Las Clases 4 y 5 corresponden a la colonizacién por parte del hongo aislado,

ya sea de dos tercios (Clase 4) o de la totalidad del medio de cultivo (Clase 5).

La prueba exacta de Fisher mostré una diferencia estadisticamente significativa entre los
grupos, lo que confirma variaciones reales en el grado de antagonismo entre los hongos

evaluados. Con base en estos resultados, el aislado HI destacé por presentar la mayor
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resistencia a los hongos antagonistas, ya que en cinco de los ensayos (83 %) alcanz6 un

crecimiento rapido que le permitié colonizar completamente el medio de cultivo.

Grafico 16. Determinacion del grado de resistencia de fitopatégeno al antagonismo
ejercido por un hongo entomopatégeno.

PIl HI HIl PIIl cl PI cil Total
Clase | n(%) | n(%) | n(®%) | n®%) | n®%) | n®%) | n®%) | n(%) | Pvalor | =
0 | 00.0) | 00.0) | 00.0) | 350 BECORTCOREEY 1638) 0
1 | 00.0) | 000) | 117) | 2@33) | 1017) | 117) | 1¢17) | e(14) 1
2 1(17) | 0(0.0) | 0(0.0) | 0(0.0) | 00.0) | 117) | 0(0.0) | 2(5) 2
3 3(50) | 1(17) 117) | 1(17) | 0(0.0) | 0(0.0) | 10(24) | <0.001* | 3
4 | 2(33) 0(0.0) | 0(0.0) | 000.0) | 00.0) | 00.0) | 2(5)
5 | 000.0) 1(17) | 0(0.0) | 0(0.0) | 0(0.0) | 0(0.0) | 6(14)
Total | 6(100) | 6(100) | 6(100) | 6(100) | 6(100) | 6(100) | 6(100) | 42(100)

* Exacta de Fisher (p<0.05)

En el Grafico 16 se presenta un mapa de calor (heatmap) que muestra el grado de resistencia
de los hongos fitopatdgenos frente al antagonismo ejercido por los hongos entomopatogenos,
de acuerdo con la cantidad de ensayos registrados en cada clase. La intensidad del color se
interpreta de la siguiente manera: verde muy intenso corresponde a 5 ensayos, verde intenso a
4 ensayos, verde intermedio a 3 ensayos, verde claro a 2 ensayos, verde muy claro a 1 ensayo
y blanco indica 0 ensayos. El aislado HI destaca con un verde muy intenso en la Clase 5, lo que
confirma que presentd la mayor resistencia al antagonismo. El aislado Cll muestra un verde
muy intenso en la Clase 0, indicando ausencia de crecimiento suficiente para evaluar la
interaccion. Los aislados Cl y Pl exhiben tonos de verde intenso en la Clase 0, reflejando una
tendencia similar. Por su parte, HIl presenta un verde intenso en la Clase 3, lo que indica un
nivel intermedio de resistencia. El resto de los aislados muestran colores que varian entre verde
intermedio y blanco, lo que evidencia una menor resistencia relativa. La prueba exacta de Fisher
arrojo un resultado estadisticamente significativo (p < 0.001), lo que confirma diferencias reales

entre los patrones de resistencia observados.
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8. Discusion de resultados

8.1 Aislamientos

El aislamiento de los hongos se realiz6 mediante la siembra directa de tejido vegetal en un
medio de cultivo. Para ello, se seleccionaron pequefios fragmentos provenientes de las zonas
con lesiones visibles y se colocaron sobre el agar, con el fin de favorecer el desarrollo de los
microorganismos asociados al dano. Si bien existen otras técnicas de aislamiento de
fitopatégenos, como la camara humeda —Ila cual proporciona condiciones controladas de
temperatura y humedad que inducen el crecimiento y manifestacion de signos fungicos
presentes en las muestras, permitiendo posteriormente su aislamiento, caracterizacion,
preservacion e identificacion— (Mufoz, Cisterna, & France, 2020), en este estudio se opt6 por
la siembra directa del tejido vegetal afectado. Esta decision respondio a las condiciones
especificas del laboratorio donde se desarroll6 la investigacion, y permitio obtener de manera

eficiente los hongos asociados al material vegetal enfermo..

8.2 Microcultivos

Los microcultivos realizados con los hongos aislados tuvieron como objetivo favorecer el
desarrollo de estructuras vegetativas y reproductivas que permitieran su identificacion
morfoldgica. Para ello se empled la técnica de microcultivo con tincion de azul de lactofenol. Sin
embargo, la identificacion no fue posible debido al rapido crecimiento de los hongos, lo que
generd una aglomeracion de micelio que dificultd la observacion de estructuras diagndsticas.
Adicionalmente, la saturacion del colorante impidié distinguir con claridad las caracteristicas

reproductivas necesarias para una identificacion taxonémica confiable.
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Es importante sefalar que la dificultad para identificar los aislados se reflejé posteriormente en
los patrones de antagonismo y resistencia observados en este estudio. Por ejemplo, aislados
como HI y HIl mostraron un comportamiento diferencial en los ensayos de confrontacién: Hl
presentoé 83 % de colonizacién total (Clase 5), lo que lo posiciona como el aislado con mayor
resistencia frente a los hongos entomopatdgenos (Tabla 6; Grafico 11). HIl, por su parte, mostro
un predominio en la Clase 3 (67 %), indicando niveles intermedios de resistencia. En contraste,
aislados como Cll y Cl registraron altos porcentajes en Clase 0 (67 % y 67 %, respectivamente),

lo que refleja un crecimiento insuficiente para valorar el antagonismo (Graficos 12y 13).

Dado que las limitaciones técnicas en el laboratorio no permitieron la aplicacion de
metodologias mas avanzadas, no fue posible complementar esta aproximacion con técnicas
moleculares de identificacion, como la secuenciacion de la region ITS (Internal Transcribed
Spacer), ampliamente utilizada para la identificaciéon fungica por su ubicacién entre los genes
18S rRNA, 5.8S rRNA y 28S rRNA (Maldonado Bonilla, Sanchez Espinosa, & Villarruel Ordaz,
2024). Esta técnica permite realizar comparaciones en bases de datos especializadas para
determinar el porcentaje de identidad y asignar género y especie con precision, pero su

implementacion requiere equipo y materiales que no se encontraban disponibles.

Debido a estas limitaciones, en este trabajo los hongos se describen operacionalmente como
“aislados”, ya que no es posible confirmar su caracter fitopatdégeno unicamente con base en su
morfologia macroscopica. No obstante, algunas caracteristicas visibles sugieren posibles
afinidades taxonomicas. Por ejemplo, uno de los aislados (HIIl) presenté un patrén de
crecimiento y pigmentacién compatible con Trichoderma spp., aunque esta asignacion no puede

considerarse definitiva sin evidencia molecular.
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8.3 Confrontaciéon con Trichoderma spp

Trichoderma spp. es un hongo ampliamente reconocido por su capacidad fungicida y su eficacia
como agente de control biolégico en diversos cultivos agricolas. Aunque su interaccién con
patégenos asociados al rosal ha sido poco estudiada, en esta investigacién se incluyé para

evaluar su comportamiento frente a los hongos aislados obtenidos del tejido vegetal afectado.

Los ensayos de confrontacion mostraron que Trichoderma spp. presenté un crecimiento rapido
y consistente, logrando invadir de manera temprana la superficie del medio y limitando de forma
clara el desarrollo de los aislados. En varios casos, su avance fue lo suficientemente marcado
como para impedir la valoracion completa del antagonismo con otros hongos, pero si permitio
confirmar su capacidad competitiva inicial. Este comportamiento es congruente con los
mecanismos previamente descritos para el género, los cuales incluyen antibiosis, competencia
por nutrientes y espacio, asi como micoparasitismo directo (Cortés Hernandez, Alvarado

Castillo, & Sanchez Viveros, 2023).

Aunque Trichoderma no fue incluido de manera cuantitativa en el analisis estadistico junto con
los hongos entomopatdégenos —cuyos resultados si se representaron en las Tablas 3 a6y en
los diversos graficos—, la observacion cualitativa de su interaccién reveld que fue uno de los
antagonistas mas eficientes en desplazar el crecimiento de los aislados. Esto coincide con la
dindmica observada en hongos entomopatégenos como Metarhizium, que alcanz6 una alta
proporcion de ensayos en la Clase 1 (72 %), indicando sobrecrecimiento completo del aislado

(Gréfico 6).

La inclusion de Trichoderma spp. en esta etapa inicial permitié establecer una linea base de

antagonismo, demostrando que los aislados derivados del rosal presentan distintos grados de
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susceptibilidad y resistencia. Por ello, este hongo fungicida se consideré un punto de referencia

util para contextualizar los resultados obtenidos posteriormente con los demas antagonistas.

La razoén principal para trabajar con este género fue, por tanto, evaluar su desempefio frente a
los aislados obtenidos y determinar si estos mostraban patrones de resistencia similares o
distintos a los observados con hongos entomopatdégenos. Los resultados confirman que
Trichoderma spp. es un antagonista altamente competitivo, lo que refuerza su potencial para

futuras investigaciones aplicadas al control biolégico de patégenos en rosales.

8.4 Confrontacién con los demas antagonistas

Los hongos entomopatdégenos evaluados mostraron comportamientos diferenciados frente a los
aislados obtenidos del rosal, reflejando niveles variables de antagonismo y resistencia. Entre
ellos, Metarhizium anisopliae destacdé como el antagonista mas eficaz, de acuerdo con los
resultados presentados en las Tablas 3 y 4 y en los graficos correspondientes. Este hongo
registré el mayor numero de ensayos en la Clase 1 (72 %), que representa el sobrecrecimiento
completo del antagonista sobre el aislado (Grafico 6), y concentrd 86 % de antagonismo en los
ensayos analizados (Tabla 3). Su desempefio quedd reforzado por la significancia estadistica
obtenida en las pruebas exactas de Fisher (p < 0.05), lo que confirma diferencias reales en la

capacidad antagonica entre los hongos evaluados.

El mecanismo de accion de Metarhizium anisopliae es complejo y multifactorial. Ademas de su
rapido crecimiento en medio de cultivo —claramente observado al desplazar a la mayoria de
los aislados—, este hongo produce una amplia variedad de metabolitos secundarios bioactivos,
entre los que se encuentran destruxinas, serinociclinas, metachelinas, fericrocina,

metacridamidas, aurovertinas, cytochalasinas, swainsonina y viridoxinas, entre otros (Pavone,
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2021). Estas moléculas poseen actividades diversas, incluyendo efectos citotdxicos, inhibicion
de enzimas como ATPasa, inmunosupresion y marcada accidén insecticida, lo que ha
consolidado a este organismo como un agente ampliamente utilizado en el control bioloégico de

plagas agricolas.

La fuerte actividad antagonica observada en este estudio frente a los aislados del rosal es
congruente con el perfil bioquimico y ecolégico de M. anisopliae, respaldando su capacidad
para inhibir el crecimiento de otros hongos mediante competencia directa, antibiosis o ambos
mecanismos simultaneamente. Esto se refleja visualmente en el mapa de calor del Grafico 8,
donde Metarhizium fue el Unico antagonista en presentar un verde muy intenso en la Clase 1,

lo que confirma su predominio frente a los demas hongos evaluados.

En contraste, otros antagonistas mostraron un desempefio mas limitado. Beauveria bassiana 'y
el aislado HIll exhibieron valores predominantes en Clases 0 y 3, indicando antagonismo bajo
o moderado (Graficos 3 y 4), mientras que Aspergillus japonicus y Penicillium dipodomycola
concentraron sus resultados principalmente en la Clase 0, lo cual sefiala que en una gran
proporcion de ensayos no hubo crecimiento suficiente para que el antagonismo fuera evaluado
(Gréficos 5y 7). Aspergillus niger, aunque mostro cierto nivel de antagonismo, distribuy6 sus
ensayos entre las Clases 0, 3 y 5 (Grafico 2), lo que refleja una actividad menos consistente

que la mostrada por Metarhizium.

En conjunto, los resultados confirman que Metarhizium anisopliae sobresale como el
antagonista mas efectivo, tanto por su capacidad para inhibir el crecimiento de los aislados del
rosal como por el respaldo bioquimico de sus metabolitos. Esto lo posiciona como un hongo
con un potencial considerable para futuras aplicaciones en programas de control biolégico en

rosales y otros cultivos de importancia agricola.
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8.5 Aislado Hlil

El aislado HIll fue seleccionado para realizar confrontaciones con los demas hongos aislados
debido a sus caracteristicas macroscépicas, las cuales sugirieron su posible identidad como un
Trichoderma spp.. Esta clasificacion se plantea unicamente como una hipétesis, ya que no se
conté con pruebas moleculares que permitieran confirmar su taxonomia. No obstante, su

comportamiento en cultivo y su morfologia coinciden con rasgos tipicos del género.

En las placas de aislamiento, HIIl mostré un crecimiento acelerado, con micelio abundante, de
textura algodonosa y la aparicion progresiva de tonalidades verde-oliva, caracteristicas
comunmente asociadas a especies de Trichoderma. Asimismo, el medio de cultivo adquirié una
coloracién verdosa similar a la observada con los productos comerciales de Trichoderma spp.
disponibles previamente en el laboratorio, lo que fortalecio su seleccion como candidato para la

confrontacion.

Los resultados obtenidos en los ensayos de antagonismo respaldan esta eleccion. De acuerdo
con los graficos correspondientes (Grafico 4), HIll present6 una distribucién notable de ensayos
en las Clases 0 y 3, lo cual indica un comportamiento consistente con hongos de crecimiento
rapido que, aunque dinamicos, no siempre ejercen antagonismo completo. En el analisis
comparativo (Grafico 8), HIIl mostré tonalidades verdes intermedias, especialmente en las
clases 0y 3, comportamiento que sugiere capacidad antagénica moderada frente a los aislados,

alineandose parcialmente con lo observado para Trichoderma spp. en otros estudios.

Aunque no se logré confirmar su identidad mediante técnicas moleculares —debido a

limitaciones de infraestructura— su patron de crecimiento, coloracién y respuesta en
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confrontacién justifican su inclusién en el estudio como un posible Trichoderma spp. y permiten

discutir su papel en la dinamica antagénica observada.

9. Conclusiones

En este estudio se logro aislar ocho hongos distintos a partir de tejido de Rosa spp. que
presentaba signos visibles de dafio asociado a actividad microbiana. Estos aislados representan
posibles fitopatdégenos, dado que su presencia coincidié con lesiones compatibles con procesos
de deterioro vegetal. La metodologia de aislamiento directo en medio de cultivo permitié obtener
organismos viables para su posterior evaluacion, demostrando la eficacia del protocolo

empleado para el estudio inicial de fitopatdgenos en sistemas agricolas.

La evaluacién del antagonismo mediante confrontaciones directas mostré6 que los hongos
entomopatdégenos empleados poseen potencial biotecnoldgico significativo como agentes de
control biolégico. En particular, las confrontaciones con Trichoderma spp. (incluyendo el aislado
HIIl, con caracteristicas compatibles con este género) evidenciaron que este organismo fue
capaz de limitar el crecimiento de varios de los aislados, reafirmando su utilidad ampliamente
reconocida en el manejo de enfermedades vegetales. Los resultados macroscépicos
observados en las placas indican que Trichoderma spp. mantiene un crecimiento rapido y
competitivo, lo que sugiere su pertinencia para estudios aplicados en rosales afectados por

hongos.

Entre todos los antagonistas evaluados, Metarhizium anisopliae destacé como el hongo con
mejor capacidad antifungica, logrando inhibir de manera efectiva a la mayoria de los aislados.
Este resultado se sustenta en los hallazgos cuantitativos presentados: M. anisopliae registro

86% de antagonismo (Tabla 3) y una predominancia en la Clase 1 (72 %) del antagonismo
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segun la escala de Bell y Askew (Grafico 6), con significancia estadistica confirmada mediante
la prueba exacta de Fisher (p < 0.05). La marcada intensidad observada en el mapa de calor

(Gréfico 8) refuerza su superioridad respecto a otros hongos antagonistas.

Por otro lado, se identificd que algunos de los hongos aislados mostraron resistencia a multiples
antagonistas, como se evidencia en la Tabla 5 y en el mapa de calor del Grafico 16. Destacan
especialmente los aislados HI, HIl y Pl, que presentaron porcentajes elevados de crecimiento
en las Clases 3, 4 y 5, e incluso resistencia absoluta en el caso de HI (100 % en Clase 5). Estos
resultados (respaldados por la significancia estadistica de la prueba de Fisher (p < 0.00001))
son fundamentales, ya que evidencian que ciertos aislados poseen mecanismos de resistencia
que podrian dificultar su manejo en campo, subrayando la necesidad de estudios adicionales

para su identificacion taxonémica y su papel como fitopatégenos.

En conjunto, este protocolo experimental demuestra ser valido, reproducible y altamente

relevante en el area de la biotecnologia, ya que permite:

e |dentificar hongos potencialmente fitopatdégenos presentes en rosales.

e Evaluar el desempefio de antagonistas fungicos con aplicacion potencial en control
bioldgico.

e Detectar perfiles de resistencia que pueden orientar futuras estrategias de manejo
integral de enfermedades.

e Generar evidencia experimental para seleccionar candidatos viables (como Metarhizium

anisopliae y Trichoderma spp.) con aplicaciones agricolas sustentables.

Estos hallazgos sientan las bases para estudios posteriores orientados a la caracterizacion

molecular de los aislados resistentes, la validacion en condiciones de campo y el disefio de
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estrategias biotecnolégicas que integren el uso de hongos entomopatégenos como
herramientas efectivas y ecoldgicamente responsables para la proteccidon de cultivos

ornamentales como el rosal.

Perspectivas

Los resultados obtenidos en este estudio abren diversas lineas de investigacion que pueden
fortalecer el entendimiento de las interacciones entre hongos fitopatégenos y antagonistas, asi

como su aplicacion en biotecnologia agricola.

Una prioridad inmediata es la identificacion molecular de los aislados, mediante el analisis de la
region ITS u otros marcadores genéticos, con el fin de confirmar su taxonomia y establecer con
precision si se trata de hongos fitopatdégenos asociados al deterioro en Rosa spp. Este paso es
fundamental para correlacionar los patrones de antagonismo, sensibilidad y resistencia
observados —particularmente en aislados como HI, HIl y Pl— con especies de relevancia

agrondémica.

Asimismo, los datos obtenidos sugieren la necesidad de llevar a cabo estudios orientados a
elucidar los mecanismos de inhibicion involucrados en la interaccion entre los hongos
entomopatdgenos y los aislados. Los resultados de las confrontaciones, especialmente aquellos
donde Metarhizium anisopliae mostré inhibicién significativa (p < 0.05) y sobrecrecimiento
categorizado en la Clase 1, indican que intervienen procesos como competencia por nutrientes,
antibiosis y posiblemente micoparasitismo. Explorar experimentalmente estos mecanismos

permitira comprender con mayor precision la base biolégica del antagonismo observado.
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Otra posible linea de investigacion consiste en la identificacion de las moléculas bioactivas
responsables de la inhibicidn del crecimiento fungico, tanto en Metarhizium anisopliae como en
posibles Trichoderma spp. (incluyendo el aislado HIll). La literatura reporta la presencia de
metabolitos como destruxinas, metacridamidas, swainsonina, cytochalasinas y viridoxinas, pero
el perfil especifico de metabolitos activos contra los hongos aislados del rosal no ha sido
caracterizado. El analisis quimico mediante técnicas como LC-MS/MS o HPLC permitiria

identificar compuestos con potencial antifungico de interés biotecnoldgico.

Propuestas de Aplicaciones Biotecnolégicas

Con base en los hallazgos experimentales, este protocolo de confrontacion fungica se proyecta
como una herramienta valiosa en el desarrollo de tecnologias sustentables para el manejo de

enfermedades en cultivos ornamentales y agricolas.

Algunas aplicaciones potenciales incluyen:

1. Desarrollo de biofungicidas a partir de Metarhizium anisopliae
a. Su desempefio sobresaliente en los ensayos, con 86 % de antagonismo y un
predominio notable en la Clase 1, lo posiciona como un candidato sélido para
generar formulaciones dirigidas al control de hongos que afectan a rosales.
b. La caracterizacion de sus metabolitos podria conducir a productos con actividad
antifungica especifica.

2. Formulaciéon de consorcios microbianos
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a. Al integrar hongos con distintos mecanismos de accion (e.g., Metarhizium +
Trichoderma) podria disefarse un sistema de control biolégico mas robusto y
menos susceptible a la resistencia de ciertos aislados.

3. Desarrollo de kits de diagndstico rapido para viveros y productores

a. Basados en la estandarizacion de técnicas de aislamiento y confrontacion
utilizadas en este estudio, permitiendo identificar la presencia de aislados
resistentes como HI o Pl antes de que se produzcan dafos severos.

4. Optimizacién de protocolos de manejo integrado en rosales

a. La informacién generada sobre sensibilidad y resistencia fungica puede
incorporarse en estrategias de manejo integrado, reduciendo el uso de fungicidas
quimicos y favoreciendo alternativas ecoldgicas.

5. Uso del protocolo como modelo de ensefanza e investigacion

a. La metodologia desarrollada combina elementos de microbiologia, micologia,

ecologia microbiana y biotecnologia, por lo que puede emplearse como plataforma

formativa para estudiantes e investigadores.

Este protocolo permitié identificar hongos potencialmente fitopatégenos en rosales y evaluar de
forma efectiva la capacidad antagonista de hongos entomopatégenos con relevancia
biotecnoldgica. La metodologia empleada demuestra ser util para seleccionar candidatos con
alto potencial, como Metarhizium anisopliae y Trichoderma spp., para el desarrollo de
biofungicidas. Ademas, posibilita detectar aislados resistentes y orientar estrategias futuras de

control biolégico mas precisas, sustentables y aplicables en la agricultura ornamental.
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