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RESUMEN

La presente investigacion tuvo como objetivo aislar e identificar morfolégicamente
cepas nativas de Trichoderma provenientes de suelos agricolas del municipio de
San Jerénimo Tecuanipan y la junta auxiliar de San Miguel Canoa, Puebla,
evaluando su actividad antagodnica in vitro contra cepas fitopatégenas del género
Fusarium aisladas de tejidos infectados de maiz. Se realizaron 13 muestreos de
suelo, a partir de los cuales se obtuvieron 44 cepas de Trichoderma spp., y se

identificaron tres cepas patdégenas de Fusarium spp. (P1, P2y P3).

Las cepas fueron -caracterizadas morfolégicamente mediante observacion
microscoépica y evaluadas en pruebas de confrontacion directa en medio de cultivo
PDAA. Se utilizé un disefio completamente al azar con 28 tratamientos (27 cepas
nativas mas una comercial) y cuatro repeticiones por tratamiento. La actividad
antagonica se midié como porcentaje de inhibicién del crecimiento radial (PICR) del
patégeno. El andlisis de varianza (ANOVA) mostro diferencias significativas
(p<0.0001) entre tratamientos en las tres cepas de Fusarium. La prueba Tukey y
Scheffé permitié identificar cepas estadisticamente superiores o equivalentes a la

cepa comercial.

Destacaron las cepas TJO 2.2, TH1, TP1 1.1, TP1 1.2 y TR2 3.2, con porcentajes
de inhibicion de hasta 100%, confirmando la hipétesis de que algunas cepas nativas
poseen igual o mayor capacidad antagonista que productos comerciales. Estos
resultados evidencian el potencial de los aislados locales como agentes de control
biolégico contra Fusarium spp., l0o que representa una alternativa ecoldgica y

econdmicamente viable para el manejo de enfermedades en cultivos agricolas.
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1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El creciente aumento de la poblacion mundial ha generado una demanda cada vez
mayor de cultivos agricolas. Se prevé que para 2050 la demanda de alimentos
crecera en un 60% (PNUMA, 2022). La intensificacion de la produccién agricola a
su vez genera mayor demanda de plaguicidas vy fertilizantes. En 2016 se utilizaron
en todo el mundo unos 4.1 millones de toneladas de ingredientes activos de
plaguicidas, el doble del volumen utilizado en 1990 (PNUMA, 2022).

La agricultura moderna se ha vuelto dependiente del uso de plaguicidas quimicos
para el control de plagas, induciendo su resistencia, cambios en la diversidad
microbiana edafica y contaminacion ambiental (Hernandez, Ferrera, & Alarcon,
2019). Asi mismo el uso frecuente de fertilizantes inorganicos y su almacenamiento
provocan casi el 40% de las emisiones de GEI procedentes de la agricultura
(PNUMA, 2022).

De acuerdo con el Programa de las Naciones Unidas para el Medio Ambiente los
plaguicidas pueden ser altamente peligrosos, cada afo se producen unos 385
millones de casos de envenenamiento involuntario y no mortal por plaguicidas, y
aproximadamente 11.000 muertes (PNUMA, 2022), siendo los trabajadores
agricolas las principales victimas al realizar la aplicacion de estos productos
quimicos (Nava, Garcia, Camacho, & Elva, 2012). Durante 2021, en México se
reportaron 2112 casos de intoxicacion por plaguicidas, de los cuales 75 casos
sucedieron en el estado de Puebla (SEMARNAT, 2023) posicionandolo en el décimo

primer estado con mayor numero de casos.

El control quimico es el método mas utilizado, con resultados eficientes, sin
embargo, estas sustancias peligrosas no son absorbidas por las plantas, si no que
se acumulan en aguas subterraneas y afectan negativamente al suelo. Por lo que
es vital cambiar el enfoque hacia la produccién de métodos seguros y respetuosos
con el ambiente para la produccién de cultivos sostenibles (Allouzi, Allouzi, Keng,

Supramaniam, & Singh, 2022).
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2. JUSTIFICACION

Las plagas agricolas son un factor negativo e importante en el rendimiento de
cultivos agricolas, pues éste se ve afectado entre un 20 y 30% de la produccion total
(Nava, Garcia, Camacho, & Elva, 2012), por lo que los agroquimicos resultan ser

necesarios y la principal alternativa disponible.

La llamada Revolucién Verde que se inicia hacia los afios 40’s, tuvo como
consecuencia el gran aumento de la produccion agricola mundial, debido
principalmente a la intensificacion de las areas cultivadas y el uso masivo de
fertilizantes y plaguicidas sintéticos. Sin embargo, este avance trajo consigo
consecuencias negativas, como la disminucién de la biodiversidad, la aparicién de
plagas resistentes, desequilibrios en los agroecosistemas y efectos perjudiciales en
el ambiente (Mamani de Marchese & Filippone, 2018). Aunado a la situacion, la
necesidad por desarrollar nuevas estrategias para el control de plagas agricolas que
reduzcan el impacto ambiental y los riesgos que conlleva a la inocuidad de los
alimentos ha tomado mayor auge conforme al paso de los afos, dando paso a

alternativas sostenibles y socioecondmicamente mas razonables.

La Agenda 2030 para el Desarrollo Sostenible marca politicas nacionales e
internaciones que tratan de gestionar diferentes consecuencias ambientales y
sociales (Gonzalez, 2021), donde se encuentran algunas de las ya mencionadas y
nos deja en claro que la industria agricola debe pasar por una transformacion hacia
una agricultura regenerativa que resulta fundamental para alcanzar los Objetivos de
Desarrollo Sostenible y garantizar que las generaciones futuras puedan disfrutar de

alimentos seguros y abundantes.

La agroecologia ha ganado cada vez mas reconocimiento cientifico y politico por su
potencial para abordar problemas ambientales y sociales dentro de la produccion
de alimentos (Bezner, y otros, 2021). Una de las tacticas para el control de plagas
agricolas es el control biolégico, que ha despertado gran interés en detener los
patogenos de plantas y es una respuesta al creciente uso de plaguicidas quimicos
(Suarez, 2008). (Michel-Aceves et al., 2009) menciona que el control biolégico

implica el uso de enemigos naturales para la regulacién de poblaciones de plagas.
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Estos enemigos incluyen bacterias, depredadores, parasitoides protozoarios, virus,

nematodos y hongos.

En México la Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural ha trabajado por impulsar
un campo fuerte que permita alcanzar la seguridad alimentaria con soberania,
precisando la disponibilidad, la inocuidad y el acceso econdmico a todos los
sectores sociales (SADER, 2023), ademas promueve programas como Agrosano,
que impulsa procesos agricolas libres de agroquimicos, sustituyéndolos por
microorganismos para el combate de organismos patogenos en cultivos. Con este
tipo de acciones se sientan las bases de un proceso sistematico de investigacion
aplicada para sustentar la aplicacion de diversos microorganismos, en sustitucion
paulatina de agroquimicos, que a la fecha se utilizan en grandes cantidades
(SADER, 2023).

El género Trichoderma es uno de los hongos mas estudiados y es ampliamente
utilizado como biocontrol ya que incluye especies que son versatiles, adaptables a
diversos ambientes y faciles de manipular (Matas, y otros, 2022). (Djonovic et al.,
2007; Hohmann et al., 2011) alude que Trichoderma es un género fungico de la
rizosfera considerado simbionte oportunista de las plantas que es capaz de producir
elicitores que inducen la defensa vegetal contra patégenos e insectos, ayudan a la
solubilizacién de fésforo, y propician la sintesis de sustancias promotoras del
crecimiento vegetal (Hernandez, Ferrera, & Alarcén, 2019). Trichoderma pueden
crecer y desarrollarse desde 0° C y hasta 40° C segun la especie, ademas se
pueden encontrar en suelos agricolas, bosques, pastizales y suelos desérticos
(Sharma, 2020).

En el estado de Puebla existen unicamente 2 laboratorios que producen hongos
entomopatdgenos y antagonistas: Agroindustria Fungi — Agricola de Oriente S.P.R
DE R.l. elslavel S.A.DE C.V. (SENASICA, 2022) que no son capaces de satisfacer
la demanda de los productores agricolas, por lo que limita su accesibilidad, a

diferencia de los productos quimicos convencionales.

En este sentido el proyecto “Casa de la semilla y huertos urbanos agroecolégicos

en la regién centro de Puebla: una estrategia necesaria de transformacion hacia la
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soberania alimentaria”, adscrito al Programa Nacional Estratégico de Investigacion
e Incidencia (PRONAIi); dentro de su componente laboratorios de medios biologicos
impulsa el establecimiento de laboratorios comunitarios orientados a la produccion
de bioinsumos agricolas en las localidades de San Jeréimo Tecuanipan, San Miguel
Canoa y Concepcion Cuautla. Esta iniciativa posiciona a dichas regiones como

puntos estratégicos para la colecta de cepas nativas de Trichoderma spp.

Pues al ser cepas autoctona, permitira una mayor adaptabilidad a las condiciones
de la region y una mayor potencialidad de uso por sus caracteristicas de tolerancia
y resistencia a los ambientes asociados a la region de donde fueron aisladas
(Alcantara & Garza, 2020), ofreciendo a los productores locales una alternativa
viable, segura y accesible para el manejo sostenible de enfermedades en sus

cultivos.

Asi el estudio de diferentes microorganismos de interés agricola para el control de
plagas es un factor clave para la existencia de mas laboratorios; dentro de este
marco es importante resaltar la necesidad de que estos no tengan como obijetivo la
mercantilizacion, sino una alternativa econémica y eficiente para los productores
agricolas, por lo que recurrir a grupos cooperativistas interesados puede ser una
estrategia para lograrlo, beneficiando asi no sélo a los productores, sino también a

la comunidad.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GENERAL
Aislar e identificar morfolégicamente cepas nativas de Trichoderma spp.
provenientes de suelos periurbanos del estado de Puebla, evaluando su
antagonismo contra el patdogeno Fusarium spp. en comparacidn a cepa

comercial.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Aislar cepas de Trichoderma spp. procedentes de suelos de cultivos
periurbanos del estado de Puebla.
2. Aislar cepas de Fusarium spp. procedentes de tejidos danados de
cultivos de maiz de la periferia de la ciudad de Puebla.
3. ldentificar y caracterizar morfolégicamente las cepas halladas.
4. Realizar pruebas de confrontacion para identificar actividad antagoénica

en las cepas nativas aisladas y la cepa comercial respecto al patégeno.

4. HIPOTESIS

Al menos un aislado nativo de Trichoderma spp. presentara igual o mayor
porcentaje de inhibicion in vitro que la cepa comercial evaluada, con respecto

al fitopatégeno Fusarium spp.

Hy: No existen diferencias significativas en la actividad antagénica contra
Fusarium spp. entre las cepas nativas de Trichoderma spp. y la cepa

comercial.
H,: Existen diferencias significativas en la actividad antagonica contra

Fusarium spp. entre las cepas nativas de Trichoderma spp. y la cepa

comercial.
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5. MARCO TEORICO

5.1.

5.1.1.

Agricultura sostenible
Debido a las diferentes problematicas que han surgido a lo largo de los afios

por la practica de la agricultura convencional, surge la necesidad de una
agricultura que promueva la produccion agricola apoyada en la conservacion
de los recursos naturales elementales tales como el suelo, el agua y la
biodiversidad (Gerwick & Sparks, 2007). En este contexto, la agricultura
sostenible es el sistema integrado de practicas de produccion de plantas y
animales que tiene como objetivo satisfacer la alimentacién humana, mejorar
la calidad del ambiente, hacer un uso eficiente de los recursos no renovables
y mejorar la calidad de vida de los productores agricolas, asi como la de la
sociedad (Osorio, 2008). La agricultura sostenible propone reducir el uso de
agroquimicos, complementandolos con la aplicacién de productos de origen
biolégico cuya produccion dependa de fuentes renovables de materia prima

y de energia (Mamani de Marchese & Filippone, 2018).

Bioinsumos
De la idea de buscar en la propia naturaleza, surgen los bioinsumos agricolas

que representan opciones economicamente atractivas y ecoldégicamente
amigables con el medio ambiente. Un bioinsumo puede ser un fertilizante, o
plaguicida basado en compuestos o extractos de microorganismos o plantas,
0 propiamente algunos microorganismos vivos; que son capaces de mejorar
el rendimiento, calidad e inocuidad sin generar impactos negativos a los

agrosistemas (Gerwick & Sparks, 2007).
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Cultivo de maiz (Zea mays)

Inflorescencia
<—— masculina

Inflorescencia
femenina

Raices
adventicias

Oy

Figura 1. Planta de maiz. Autoria propia.

El maiz es el cultivo mas representativo de México por su importancia
economica, social y cultural. La planta es de porte robusto con tallo simple,
erecto y puede alcanzar 4 metros de altura. (SAGARPA, 2017). Pertenece a
la familia de las gramineas y es una planta anual alta y dotada de un amplio
sistema radicular fibroso (FAO, 1993).

La semilla permite que se siembre tanto en suelos bien preparados como en
suelos con minima labranza; prefiriendo los suelos franco-limosos y franco-
arcillosos y un pH de 5.5 a 7.5. La temperatura 6ptima para su desarrollo es
de 18 a 24°C. El maiz se encuentra en forma de mazorca; el grano es un
cariépside de forma aplastada. Su alto contenido en carbohidratos vy
proteinas lo hacen el cereal ideal todos los dias (SAGARPA, 2017).

17



5.2.1.

5.2.2.

Origen

El maiz (Zea mays) fue una de las primeras plantas en ser cultivadas y
domesticadas por el hombre hace entre 7 000 y 10 000 afos (Paliwal,
Ginzalo, & Honor, 2023). México es el centro del origen y diversidad del maiz,
contando con 59 especies nativas (Hellin & Bellon, 2007).

Segun la evidencia arqueoldgica, su cultivo en Mesoamérica es de
aproximadamente 6.000 afos, pero los datos genéticos indican cerca de
9.000. Entre la poblacion nativa la planta de maiz representa el origen mismo
de la vida (Hellin & Bellon, 2007).

Descripcion botanica

El maiz es una planta herbacea, anual, monoica de amplia adaptacion, posee
un tallo erecto sin ramificacién de color claro y en ocasiones de color morado,
con alturas que van desde los tipos enanos de 80 cm hasta plantas de mas
de 4 m de altura (Avila, Avila, Martinez, & Rivas, 2014).

El sistema radicular del maiz se desarrolla a partir de la radicula de la semilla.
Las raices son fasciculadas y su misién es la de aportar un perfecto anclaje
a la planta. En algunos casos sobresalen unos nudos de las raices a nivel
del suelo y suele ocurrir en aquellas raices secundarias o adventicias
(CONAHCYT, 2023).

Presenta inflorescencia masculina y femenina separada dentro de la misma
planta, la primera tiene una panicula de coloracién amarilla que posee una
cantidad elevada de polen. La florescencia femenina tiene un contenido
menor de granos de polen que se forman en unas estructuras vegetativas
denominadas espadices, las cuales se disponen de forma lateral (SAGARPA,
2017).
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5.2.3. Clasificacion taxonémica

Cuadro 1 Ubicacion taxonémica de Zea mays (iNaturalist, 2023).

Reino: Plantae

Filo: Tracheophyta
Subfilo: Angiospermae
Clase: Liliopsida
Orden: Poales
Familia: Poaceae
Género: Zea

Especie: Zea mays

5.2.4. Produccion en el municipio de San Jeréonimo Tecuanipan

5.3.

En México la produccion de maiz grano se divide en blanco y amarillo. El
maiz blanco representa 86.94% de la produccion y se destina principalmente
al consumo humano. Por otro lado, el maiz amarillo se destina a la industria
0 a la fabricacién de alimentos balanceados para la produccion pecuaria
(SAGARPA, 2017).

En el afo 2019 la produccion total de maiz en el estado de Puebla fue de
835,000 t de las cuales 772,000 t fueron de maiz blanco representando el
92.5% de la produccién total. En el municipio de San Jerénimo Tecuanipan
el principal cultivo sembrado es el maiz blanco con una produccién total de
3,950 ton en 2019 (SIAP, 2023), donde el principal uso es el consumo propio

de los productores agricolas.

Principales patégenos que afectan al cultivo de maiz

El maiz es susceptible a varias enfermedades, que en alguna forma afectan
el normal desarrollo de las plantas. Las enfermedades son favorecidas por
las condiciones ambientales, el tipo de suelo, la susceptibilidad de los
materiales genéticos y en el caso de las enfermedades de origen viral, por
las condiciones que favorezcan la migracion, establecimiento y supervivencia

de los insectos vectores (Varén & Sarria, 2007).
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5.3.1.

5.3.2.

Bacterias

Las bacterias son causantes de diferentes enfermedades en el cultivo de

maiz, algunas de ellas transmitidas por vectores. Las principales bacterias

que dafan este cultivo son:

1. P. avenae, Acidovorax avenae subsp. avenae causan el rayado foliar
donde las hojas desarrollan varias lesiones pequefas de color verde claro
(Programa de Maiz del CIMMYT, 2004).

2. Pantoea stewartii transmitido por coledpteros donde las lesiones son
alargadas y acuosas, y adquieren un color amarillo claro, con margenes

irregulares a lo largo de las hojas (Programa de Maiz del CIMMYT, 2004).

Virus
Las virosis que afectan al maiz pueden ser numerosas y diversas, pudiendo
provocar pérdidas importantes donde destacan sintomas como
decoloraciones en las hojas y donde las mazorcas producidas acaban siendo
pequefias, con pocos granos y facilmente son parasitadas por hongos que
producen podredumbres (Pérez, 2023). Algunos virus que se presentan en el
maiz son:

1. Maiz Dwarf Mosaic Virus (MDMV)

2. Sugarcane Mosaic Virus (SCMV)

3. Johnson Grass Mosaic Virus (JGMV)

4. Sorghum Mosaic Virus (SrMV)
Se caracterizan por la presencia de un moteado leve en la base de las hojas
jovenes. A medida que la planta se desarrolla, toda la lamina foliar se cubre
con el mosaico y se forma un rayado irregular y manchas aceitosas de

apariencia anular (Varon & Sarria, 2007).
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5.3.3.

5.4.
5.4.1.

Hongos

Las enfermedades causadas por hongos ocasionan diferentes dafios foliares
o podredumbres de tallos y raices. Los principales hogos que provocan
dafos al cultivo son:

1. Géneros Peronosclerospora, Sclerospora y Sclerophthora provocan
bandeado clorético o sintomas parciales en las hojas y las vainas, y
enanismo (Programa de Maiz del CIMMYT, 2004).

2. Puccinia sorghi, Puccinia polysora y Physopella zeae causantes de la
enfermedad Roya (Programa de Maiz del CIMMYT, 2004).

3. Fusarium moniliforme sin. Fusarium verticillioides provocan pudricion de
tallos, dafando especialmente el floema (Programa de Maiz del
CIMMYT, 2004).

Fusarium spp.

Generalidades
El género Fusarium tiene una distribucibn cosmopolita y es endémico en

todas las regiones maiceras del mundo, afectando seriamente Ila
productividad (Mendoza, y otros, 2003).

Fusarium spp. en maiz puede causar dafo en todas las etapas del cultivo
(SENASICA, 2023). La infeccion por Fusarium causa enfermedades que
ocasionan el secado prematuro de la planta, la rotura del tallo y la muerte de
la planta y ocurre en todos los ambientes en que se cultiva el maiz: en climas
frios o calidos, en tierras bajas, de media altitud o altas, en climas secos o
humedos. Sin embargo, es mas importante en climas calidos con
temperaturas por encima de 30°C, alta humedad y altos niveles de fertilidad,
crecimiento exuberante de la planta y alta densidad (Avila, Avila, Martinez, &
Rivas, 2014).
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5.4.2. Clasificacion taxonémica

Cuadro 2 Ubicacion taxonémica de Fusarium (NCBI, 2023)

Reino: Fungi

Filo: Ascomycota
Clase: Sordariomycetes
Orden: Hypocreales
Familia: Nectriaceae
Género: Fusarum

5.4.3. Morfologia

Fusarium spp. presenta caracteristicas microscopicas propias de la especie.
La fiadlide es generalmente fina, en forma de botella; simple o ramificada;
cortas o largas; monofialidica (que emergen esporas de un poro de la fidlide)
o polifialidica (de varios poros). Los macroconidios presentan forma de
medialuna, hialinos y septados. Los microconidios, son ausentes en algunas
especies, poseen variadas formas (fusiformes, ovales, clavadas, entre otras),
agrupaciones (estructuras mucoides llamadas “falsas cabezas”) en cadenas
largas o cortas. De pigmentos café, rojo, violeta, naranja, gris o blanco. En
campo, Fusarium spp. se puede identificar porque forma lesiones hundidas
de color negro o marronen la base de los tallos, ademas, pueden presentarse
manchas rojizas en los peciolos cercanos a la copa de la planta y, a veces,
masas de micelios rosadas o blancas que crecen en la base de los esquejes
0 en la copa de una planta (SENASICA, 2023).
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Figura 2. Colonias tipicas y macroconidias de aislados de Fusarium en medio agar
papa-dextrosa y macroconidios en medio de carboximetilcelulosa después de 5 dias
de crecimiento. a) F. equiseti; b) F. oxysporum; c) F. graminearum; d) F. solani; e) F.
comune; f) F. verticillioides; g) F. proliferatum; h) F. fujikuroi; i) F. avenaceum. Barra de
escala = 20 um (Mokobi, 2023).

FUSARIUM

Figura 3. Morfologia de conidios de Fusarium. (Barnett &
Hunter B, 1972)
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5.4.4. Ciclo de enfermedad

El in6culo primario esta presente en los rastrojos y en el suelo, iniciandose la
infeccion en etapas tempranas del cultivo. La podredumbre de las raices
comienza en etapas vegetativas, pero pasa desapercibida hasta que
comienza la migracion de fotosintatos de la base de los tallos a las espigas,
con su consecuente debilitamiento. Como la mayoria de los agentes
causales son habitantes del suelo, la enfermedad se considera monociclica,
ya que, aunque puede haber infecciones secundarias, las pérdidas dependen
del inoculo presente en los lotes al momento de la siembra. En presencia de
raices, las clamidosporas o conidios germinan y penetran en plantas
susceptibles. El hongo ingresa al xilema y crece hacia arriba, tapando el
tejido y reduciendo el movimiento del agua. Se producen toxinas que hacen
que el follaje se vuelva amarillo. Los conidios generalmente no se transmiten
por el aire, pero el hongo puede transmitirse por el aire en trozos de restos
de plantas infectadas, en polvo o en salpicaduras de agua (SENASICA,
2023).

Colonizacién en
flores, semillasy s »

/ tallos
Dispersion de f
conidios por

viento y &

Dispersionde
conidios por
salpicaduras

Micotoxinas
presentes en la
Semilla cosecha
infectada

O ™\
o

Planta marchita

Dispersion de / S

conidios por

salpicaduras
—

Y

Restos de cultivos que contienen
peritecios y esporodoquios (producen un
inoculo primario)

Figura 4. Ciclo de enfermedad de Fusarium. Autoria propia.
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5.4.5. Sintomas en maiz causado por Fusarium spp.
Fusarium spp. puede causar una gran cantidad de sintomas, desde manchas
foliares hasta marchites y pudricion de los esquejes, la copa y la raiz. Las
esporas de Fusarium se mueven facilmente con agua y se pueden salpicar
de una planta a otra (Buechel, 2023).
En semilla, el micelio puede invadir y ocasionar manchas en las cubiertas
externas, causando ademas disminucién de la geminacion por la muerte del
embrion. En plantula y planta adulta, ocasiona acame, asi mismo las plantas
pueden marchitarse y morir rapidamente, conforme progresa la enfermedad,
todo el sistema de raices se torna café y con frecuencia se pudre la raiz
primaria. Aparecen lesiones color café chocolate al nivel del suelo, las cuales
se expanden al sistema vascular. Cuando la humedad es adecuada, se
puede observar la esporulacion del hongo en las lesiones expuestas
(SENASICA, 2023).
Las plantas afectadas por pudricidon de tallos pueden quedar achaparradas y
raquiticas, lo que reduce su potencial de rendimiento; las mazorcas son
pequeinas y no llenan todos los granos y en casos extremos la planta puede
morir (Avila, Avila, Martinez, & Rivas, 2014).
En mazorca los primeros signos de la infeccion son la formacion de micelios
blancos, que van descendiendo desde la punta de la mazorca y dan una
coloracion rojiza y rosada a los granos infectados, el hongo produce
micotoxinas que son toxicas para varias especies animales (Programa de
Maiz del CIMMYT, 2004).

5.4.6. Métodos de control de Fusarium spp.

5.4.6.1. Control cultural
Dentro del manejo agronomico hay diferentes actividades importantes a

considerar para el control cultural del patégeno:

¢ Rotacion del cultivo para reducir el potencial de la enfermedad o
mitigar los efectos de la enfermedad en el rendimiento del cultivo.

e Cosecha anticipada y control de enfermedades foliares.
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e Siembra perpendicular a los vientos predominantes, para facilitar

la recoleccion de plantas volcadas.
¢ Mantener un balance nutricional entre Nitrégeno/Potasio.

¢ Mantener buen drenaje/manejo del riego.

(SENASICA, 2023).

5.4.6.2. Control biolégico

5.5.
5.5.1.

El uso de hongos micoparasitarios como Trichoderma harzianum puede
usarse como agente de biocontrol contra Fusarium, pues el parasito ha
demostrado tener un efecto antagodnico contra Fusarium que causa
pudricion de tallo, raiz y mazorca (Mokobi, 2023). Sim embargo existen
mas biofunguicidas en el mercado, destacando el biofunguicida comercial
Streptomyces griseoviridis que se puede usar tanto en plantas cultivadas

en campo como en invernadero (SENASICA, 2023).

Trichoderma spp.

Generalidades

Trichoderma es un género de hongos con reproduccion asexual (anamorfo),
cuyas cepas se aislan de casi todos los suelos templados y tropicales
(Stocco, 2014). Es un hongo sapréfito que puede ser anaerobio facultativo,
permitiendo una plasticidad ecoldgica (lrazoqui, 2021).

Trichoderma ha sido utilizado por su eficacia en el control biolégico de
enfermedades del sistema radicular provocadas por diferentes hongos

fitopatdégenos (Ortiz, Hernandez, Cruz, Figueroa, & Figueroa, 2013).
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5.5.2. Clasificacion taxonémica

Cuadro 3. Ubicacion taxonémica de Trichoderma (NCBI, 2023).

Reino: Fungi

Filo: Ascomycota
Clase: Sordariomycetes
Orden: Hypocreales
Familia: Hypocreaceae
Género: Trichoderma

5.5.3. Morfologia
Las colonias tipicas de Trichoderma en su inicio presentan una coloracion
blanca a amarilla, que se van tornando verdes oscuros y una esporulacion
densa. El micelio es poco poblado en su mayoria, los conidiéforos son
ramificados que terminan en fiadlides donde se forman las esporas asexuales

o conidios (lrazoqui, 2021).

Figura 5. Morfologia del genero Trichoderma (Barnett &
Hunter B, 1972)

5.5.4. Mecanismos de accién
El género Trichoderma puede actuar a través diferentes mecanismos de
accion que incrementa la respuesta de crecimiento y tolerancia al estrés.

Estos mecanismos pueden depender de la produccién de sustancias
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inhibitorias de los diferentes aislamientos del antagonista, la interaccion de la

planta patdégeno-antagonista y de las condiciones ambientales (Ortiz,

Hernandez, Cruz, Figueroa, & Figueroa, 2013).

5.5.4.1.

5.5.4.2.

5.5.4.3.

Competencia

La competencia por nutrientes de Trichoderma, es principalmente por
carbono, nitratos y hierro. Dentro de las cualidades que favorecen la
competencia de este antagonista resaltan: la alta velocidad de
crecimiento y la secrecion de metabolitos de diferente naturaleza, que
enfrentan o eliminan a los competidores en el microambiente. Bloquea el
paso al patdégeno y resulta importante para la diseminacion del
antagonista (Martinez, Infante, & Reyes, 2013)

Antibiosis

La antibiosis es la secrecion de antibidticos o metabolitos toxicos
producidos por un microorganismo (lrazoqui, 2021). Los metabolitos con
actividad antifungica secretados por Trichoderma constituyen un grupo de
compuestos volatiles y no volatiles, muy diversos en cuanto a estructura
y funcién. Muchas cepas de Trichoderma producen metabolitos
secundarios, que inhiben otros microorganismos sin establecer contacto
fisico, estas sustancias son consideradas antibiéticos (Martinez, Infante,
& Reyes, 2013).

Micoparasitismo
En este proceso la interaccion antagonista-patégeno ocurre en cuatro
etapas:
e Crecimiento quimiotréfico: Donde Trichoderma puede detectar a
distancia a sus posibles hospedantes.
¢ Reconocimiento: Se considera que existe una alta especificidad del

antagonista por su sustrato.
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Adhesion y enrollamiento: Ocurre por la asociacion de un azucar en
la pared del antagonista con una lectina presente en la pared del
patégeno.

Actividad litica: Produccidon de enzimas liticas extracelulares,
quitinasas, glucanasas y proteasas, que degradan las paredes

celulares del patégeno y posibilitan la penetracion de Trichoderma.

El micoparasitismo concluye con la pérdida del contenido
citoplasmatico de la célula hospedante, presentando sintomas de

disgregacion (Martinez, Infante, & Reyes, 2013).
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6. METODOLOGIA

1 Area de estudio @

Colecta de
muestras de suelo.

Obtenciény
purificacion de
cepas de
Trichoderma spp.
de suelos.

Aislamiento y
purificacion de
aislados de
Fusarium
provenientes de
tejidos de maiz.

Identificacion y

5 caracterizacién C Yo

morfoldgica de
Trichoderma spp.

Identificacion y
_____ caracterizacién
morfoldgica de

Fusarium spp.

Evaluacion del
efecto inhibitorio
entre cepas  @---
nativas de
Trichoderma spp.

Figura 6. Diagrama de metodologia. Autoria propia.
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6.1.

Area de estudio

El presente estudio se llevd a cabo en una etapa de campo y otra de
laboratorio. La primera etapa fue en diferentes predios ubicados en el
municipio de San Jerénimo Tecuanipan y en la junta auxiliar de San Miguel
Canoa del estado de Puebla pertenecientes a productores locales, tomando
en cuenta antecedentes del suelo como: uso de la tierra, cultivos sembrados

en los ultimos anos, influencia humana y el manejo y control de plagas.

San Jerénimo Tecuanipan, Pue. Leyenda
Predios muestreados @ casitade Barro BC
@ cCastadeBarroH
® ElParaje 1
® ElParaje 2
® Frailes
Juan Ocelot!
@® Renato P. Amaranto
@ Renato P. Maz
Rio 1
® Ri02

Google Earth

e

igura 8 Ubicacion geogréafica de predios muestreados en el municipio de San
Jerénimo Tecuanipan, Puebla.

1km

San Miguel Canoa, Pue. Leyenda
@ ZonaAtta

@® ZonaBaja
Zona Media

Predios muestreados

Figura 7. Ubicacion geografica de predios muestreados en la junta auxiliar San
Miguel Canoa.
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6.2.

6.3.

El proceso experimental se llevdé a cabo en el laboratorio de microbiologia
perteneciente al Complejo Regional Centro de la Benemérita Universidad

Auténoma de Puebla, ubicado en la localidad de San José Tuzuapan.

San José Tuzuapan, Pue. g Leyenda

Laboratorio de microbiologia del Complejo Regional Centro BUAR.

\ L A \\\
Regional Centro de

Figura 9. Ubicacion Geografica del Tec 4 del Complejo
la Benemérita Universidad Auténoma de Puebla.

Colecta de muestras de suelo

La colecta de cada muestra consistio en tomar cinco muestras simples de
500 g de suelo, colectadas por el método al azar a una profundidad de 40
cm; cada muestra simple se colocd en un recipiente y se homogeniz6 para
obtener una muestra compuesta de 1 kg, de acuerdo con la NOM-021-
RECNAT-2000. Finalmente, las muestras se trasladaron en bolsas de

plastico al laboratorio con su etiquetado correspondiente.

Obtencién y purificacion de cepas de Trichoderma spp. de suelos

Para la purificacion de Trichoderma a partir de la muestra de suelo, se
colocaron 100 g de suelo sobre una charola y se dejaron secar en sombray
a temperatura ambiente.

Se pesaron 0.5 g de cada muestra en una balanza analitica y se

espolvorearon sobre la superficie de una caja Petri con medio de cultivo
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6.4.

selectivo para Trichoderma (TMS) segun (D., 1993) . Incubando las cajas a
25°C de 5 a 10 dias. Cada muestra se proceso por triplicado.

Las esporas de las colonias tipicas de Trichoderma spp. se tomaron con asas
bacterioldgicas estériles, hasta un maximo de 5 colonias por muestra de
suelo; y se sumergieron en tubos Eppendorf, con 1 mL de agua destilada
estéril; la suspension de esporas se homogenizé con vortex y se realizaron
diluciones seriales de esta, transfiriendo 100 pL de la muestra con ayuda de
una micropipeta (Labnet) a otro con 900 pL de agua destilada estéril de
manera consecutiva hasta 1076 (Irazoqui, 2021).

De cada dilucién obtenida se tomaron 100 UL y se inocularon en cajas Petri
con medio de cultivo PDAA, utilizando el método de siembra por extension
en caja. Se incubaron a 25°C por 24 a 48 horas.

Finalmente, transcurridas las 24 o 48 horas se tomé una espora germinada
con un bisturi estéril, transfiriéndola en una nueva placa con medio de cultivo
PDAA (Irazoqui, 2021). Cada procedimiento se realizd en condiciones

asépticas, en campana de flujo laminar (ESCO vertical).

Aislamiento y purificaciéon de aislados de Fusarium spp. provenientes
de tejidos de maiz

Se colectaron mazorcas con dafos por pudricibn de acuerdo con los
sintomas observados de la junta auxiliar de San Miguel Canoa. Los granos
de mazorcas se desinfectaron, con agua corriente e hipoclorito de sodio al
1% por 1 minuto y se lavaron tres veces con agua destilada. Posteriormente
se colocaron los granos de mazorca con dafo aparente en placas Petri con
medio de cultivo PDAA a temperatura ambiente de 5 a 7 dias (Velarde, y
otros, 2018).

Las colonias desarrolladas fueron aisladas y purificadas, con un asa estéril
se tomo un disco de la colonia y se sumergié en un tubo Eppendorf, con 1
mL de agua destilada estéril; la suspensién de esporas se homogenizd con
vortex (Vortex - Genie 2) y se realizaron diluciones seriales de esta, se

transfirieron 100 L de la muestra con ayuda de una micropipeta (Labnet) a
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6.5.

otro tubo con 900 pL de agua destilada estéril de manera consecutiva hasta
1076,

De cada dilucion obtenida se tomaron 100 UL y se inocularon en cajas Petri
con medio de cultivo PDAA, utilizando el método de siembra por extension
en caja. Se incubaron a 25°C por 24 a 48 horas (Irazoqui, 2021).
Finalmente, transcurridas las 24 o 48 horas se tomé una espora germinada
con un bisturi estéril, transfiriéndola en una placa con medio de cultivo PDAA,
con el objetivo de obtener cultivos monosporicos (Martinez, Andrade,
Romero, Villa, & Landeta, 2021). Cada procedimiento se realizd en

condiciones asépticas, en campana de flujo laminar (ESCO vertical).

Identificacion y caracterizacion morfolégica de Trichoderma spp.

De cada aislado se tomé un disco de micelio de 5 mm de diametro y se
colocaron al borde de la caja Petri con medio PDAA, medio SNA y medio
Cornmeal dextrosa agar, por triplicado. Se incubaron durante una semana a
25°C con 12 horas de oscuridad y 12 horas de luz (lrazoqui, 2021). La
identificacion de las colonias fungicas obtenidas se realizé mediante el
analisis de caracteristicas morfolégicas asociadas al género Trichoderma con
claves taxondmicas de identificacion de (Samuels & Hebbar, 2015).

Para medir la tasa de crecimiento radial, se medi6 el crecimiento del radio de
la colonia cada 24 horas, hasta llenar la caja Petri. Aplicando la siguiente
formula:

TC (Crecimiento final — Crecimiento inicial)
B Tiempo de incubacion

Para la descripcion de las caracteristicas micro y macroscopicas se utilizaron
las colonias desarrolladas en los medios de cultivo SNA y Cornmeal dextrosa
agar. Del medio SNA se tomaron en cuenta: color al frente, reverso, tipo de
borde, color de hifa, tamafio de las pustulas, tipo de desarrollo y color de
micelio. Para el medio Cornmeal dextrosa agar se tomaron en cuenta: forma

del conidiéforo, posicion de la clamidospora, formay tamafio de las fialides y
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6.6.

6.7.

conidios. La observacion se realizé con microscopio (Leica DM500) con el

objetivo 100X, utilizando la técnica de cinta adhesiva y (Irazoqui, 2021).

Identificacion y caracterizacion morfolégica de Fusarium spp.

De cada aislado se tomé un disco de micelio de 5 mm de diametroy se coloco
al borde de la caja Petri con medio PDAA por triplicado. Se incubaron durante
una semana a 25°C con 12 horas de oscuridad y 12 horas de luz (lrazoqui,
2021).

Para medir la tasa de crecimiento radial, se medi6 el crecimiento del radio de
la colonia cada 24 horas, hasta llenar la caja Petri. Aplicando la siguiente

formula:

TC = (Crecimiento final — Crecimiento inicial)

Tiempo de incubacién
(Irazoqui, 2021).

La identificacion de las colonias fungicas obtenidas se realiz6 mediante el
analisis de caracteristicas morfolégicas asociadas al género Fusarium con
las claves taxondmicas de identificacion de Barnett y Hunter (2006),
(Martinez, Andrade, Romero, Villa, & Landeta, 2021).

Evaluacion del efecto inhibitorio entre cepas nativas de Trichoderma
spp-

Se utilizé la técnica de cultivo dual segun (Andrade, y otros, 2019) para
determinar el porcentaje de inhibicion de crecimiento radial. Se utilizaron
cajas petri con PDAA libre de antibioticos, depositando en un extremo un
disco de 5 mm de diametro con micelio activo de Fusarium spp. (previamente
desarrollado en PDAA por ocho dias) dejandolo desarrollar durante 3 dias
previo al primer contacto entre el antagonista y el fitopatdégeno, por su
crecimiento lento (Rodriguez & Wang, 2020) y en el extremo equidistante a

una distancia de 5 cm un disco de 5 mm de diametro con micelio de
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Trichoderma spp. (previamente desarrollado en PDAA por tres dias). Las
cajas se incubaron a 25°C con 12 horas luz y 12 horas oscuridad, Se
realizaron 4 repeticiones por cada combinacion de Trichoderma-Fusarium.
Asi mismo se tomaron como controles positivos los cultivos individuales de
cada aislado de Fusarium spp. (Irazoqui, 2021).

Para la evaluacion de la capacidad antagodnica se realizaron mediciones del
crecimiento radial de ambos hongos; la primera medicion se llevd a cabo a
las 24 horas después de la siembra de Trichoderma spp. y la ultima medicion
se realizé cuando el control llené la placa (Irazoqui, 2021). El porcentaje de

inhibicion del crecimiento radial se calcul6 con la siguiente formula:

PICR % = (R1— R2)100
Donde: PICR= porcentaje de inhibicion de crecimiento radial; R1=
crecimiento radial (mm) del patégeno sin Trichoderma spp., R2= crecimiento

radial (mm) del patégeno con Trichoderma spp.

La evaluacion del micoparasitismo ejercido por el antagonista se calculd de

acuerdo con la escala Bell et al. (1982).

Cuadro 4. Eficiencia de micoparasitismo contra Trichoderma spp.

Clase Caracteristicas

1 Trichoderma coloniza el 100% de la superficie del medio y crece
sobre el Fusarium.

2 Trichoderma coloniza al menos el 65% de la superficie del
medio.

3 Trichoderma y Fusarium colonizan cada uno la mitad de la
superficie del medio, ningun hongo domina.

4 Fusarium coloniza al menos el 65% de la superficie del medio.

5 Fusarium coloniza el 100% de la superficie del medio y crece

sobre Trichoderma.
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Para el analisis de los datos obtenidos, se empled un disefio completamente
al azar (DCA) tomando como tratamientos los aislados nativos de
Trichoderma spp, mas una cepa comercial (Trichoderma harzianum) cada
uno con cuatro repeticiones. La variable dependiente fue el porcentaje de
inhibicion del crecimiento radial (PICR) del micelio de los patdégenos
evaluados in vitro.

Se realiz6 un analisis de varianza (ANOVA) para identificar diferencias
significativas entre tratamientos, seguido de pruebas de comparacion de
medias de Tukey y Scheffé, ambas con un nivel de significancia de p < 0,05.
Los analisis estadisticos se efectuaron utilizando el software SAS (version
9.02).

El modelo estadistico utilizado fue el siguiente:

Yij = pu+ arti + &ij

Donde:

Yij: Valor observado del porcentaje de inhibicion en el tratamiento i y
repeticion j

u: Media general

ati: Efecto del tratamiento i respecto a la media general

eij: Error aleatorio asociado a la observacion ij, asumido con distribucion

normal e independiente ~ N(0,02)
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7. RESULTADOS

7.1,

Identificacion morfolégica de Trichoderma spp.

Se aislaron 44 cepas nativas de 13 muestreos de suelo de la periferia del
Valle de Puebla (Cuadro 5) (Figuras 10-12) de las cuales todos los aislados
pertenecieron al género Trichoderma spp. segun las caracteristicas tipicas
morfolégicas (Barnett & Hunter B, 1972).

La tasa de crecimiento radial de las cepas en medio de cultivo PDAA fue de
10 a 31 mm/dia y en medio de cultivo SNA fue de 10 a 20 mm/dia (Grafico
1). La morfologia colonial en medio de cultivo PDAA de las cepas nativas
TP2 3.1, TP2 3.2, TR1 1.1, TR1 1.2, TR2 1.1, TR2 1.2, TR2 2.2, TCA 2.2,
TJO 2.1, TJO 2.2, TJO 3.1, TJO 3.2, TH1, TP1 2.1 y TF presentaron
caracteristicas similares, donde el color de la colonia fue de blanco, amarillo,
verde claro a verde oscuro conforme iban madurando, borde ondulado y
suave con apariencia flocosa. Por otro lado, las cepas TR1 2.1, TR1 2.2, TP2
1.1, TP2 1.2, TP2 2.1, TP2 2.2, TR2 2.1, TR2 3.1, TR2 3.2, TCA 1.1, TCA
1.2, TCA2.1,TCM1.1,TCM 1.2, TCM 2.1, TCM 2.2, TCM 3.1, TCM 3.2, TJO
1.2, TCZB 2, TCZM 1, TCZM 2, TCZA2 y TH2 presentaron color de la colonia
que variaba de verde claro a verde oscuro, borde ondulado y suave con
apariencia flocosa y aracnoidea. Finalmente, las cepas TP1 1.1, TP1 1.2, TP1
22, TCZB 1y TCZA 1 presentaron color de la colonia blanco, borde

ondulado y suave con apariencia flocosa (Figura 13).

El micelio de todas las cepas nativas presenté color blanco e hifas hialinas,
pustulas verdes de 1 a 2 mm de diametro. Conidios lisos, en la mayoria
subglobosos y ovoides y en algunos casos globosos. Conidiéforos largos y
ramificados. Fialides lageniformes y ampuliformes. Se observo presencia de

clamidosporas terminales e intercaladas (Cuadro 6) (Figura 14).
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De acuerdo con las claves taxonémicas descritas por Gerwick & Sparks
(2007) se realizo la presuntiva identificacion a nivel especie de las 12 cepas
que presentaron mayor PICR (escala 1 y 2) en los tres patégenos, donde
TH1, TP1 1.1, TP1 1.2, TP1 2.2, TP2 2.1, TR2 2.2 y TR2 3.2 se identificaron
como presuntivas cepas de Trichoderma harziamun, por otra parte, las
cepas TCZB 2, TCZA, TJO 2.2, TJO 3.1 y TF se asociaron a Trichoderma

viride.

TF TP111 TP112 TP121
Figura 10. Cultivos monosporicos de Trichoderma spp.
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TJIO12 TJO 21

Figura 11. Cultivos monosporicos de Trichoderma spp.
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TCZM1 TCZM 2 TCZB1 TCZB 2

Figura 12, Cultivos monospéricos de Trichoderma spp.
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Cuadro 5. Lugar de procedencia y datos de muestras de las cepas nativs aisladas.

No. 1 I Ubicacion Uso del Control de plagas .
Caodigo Municipio g Observaciones
Muestra geografica suelo y enfermedades
THA San 19.008651 Agricultura
1 TH2 Jerénimo 98.398309’ sintrépica Caldo bordelés, Suelo con manejo
Tecuanipan ' P diatomea, extractos agroecolégico para consumo
vegetales, jabon local y propio.
San potasico. 7 afos libre de agroquimicos.
. 19.008581,
2 N/A Jerommo 08.398433 Frutales
Tecuanipan
TR11.1. S
3 TR11.2  JOR 19.007985, Forestal
TR12.1 STonimo 98 397658 oresta . ,
TR1 2.2 Tecuanipan Suelo a orilla de' rio con
- presencia de contaminantes de
TR2 1.1 N/A ; . . .
TR2 1.2 San reS|duos_ |.ndustr|ales,'agr|colas
) - 19.007969, y de actividades domésticas
4 TR2 2.1 Jerénimo 08.400483 Forestal
TR2 2.2 Tecuanipan '
Acaricidas, -
5 TE \?:rnénimo 19.017876, Fruticultura fungicidas y grueéI‘?]icgertlllzanicr)niccoon usa(l)bogg
! 98.421610 intensiva plaguicidas ganico y guimico,
Tecuanipan P plaguicidas quimicos cada mes.
quimicos.
TP1 1.1 San
6 TP11.2 Jerénimo 19.015737, AgnICl_JItura
TP1 2.1 Tecuanipan 98.406210 organica
TP12.2 P Barreras naturales, Suelo con manejo
TP2 1.1 diatomea, extractos agroecoldgico para consumo
TP21.2 San vegetales, jabon local y propio.
7 TP2 2.1 Jerénimo 19.015426, Agricultura potasico. 12 anos libre de agroquimicos.
TP2 2.2 Tecuanipan 98.406351 organica
TP2 3.1 P
TP2 3.2
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10

1"

12

13

TCM 1.1
TCM 1.2

TCM 2.1 f:r”énim o 19.009610, -  Agricultura
TCM 2.2 T . 98.417509 extensiva Barreras naturales, Suelo con manejo
ecuanipan . -
TCM 3.1 diatomea, extractos agroecolégico para consumo
TCM 3.2 vegetales, jabon local y propio.
TCA 1.1 San potasico. 12 afos libre de agroquimicos.
TCA1.2 Jeronimo 19.009610, -  Agricultura
TCA 2.1 Tecuanipan 98.417509 extensiva
TCA 2.2 P
TJO 1.2
TJO 21 San’ _ 19.008759, - Agricultura Fung|_C|_das y Cultivos de C|cI<_3 temporal para
TJO 2.2 Jerénimo . plaguicidas consumo propio, se realiza
: 98.398767 extensiva Pl " .
TJO 31 Tecuanipan quimicos. rotacion de cultivos.
TJO 3.2
TCZA1 San Miguel  19.166853, -  Agricultura Cultivo d 7 t |
TCZA 2 Canoa 98.069217 extensiva . uttivo de maiz temporal para
i _ Fungicidas y CONsSumMo propio.
TCZM 1 San Miguel ~ 19.137159, - Agricultura plaguicidas Suelos a faldas de la Malinche
TCZM 2 Canoa 98.055760 extensiva quimicos_ con alto porcentaje de
TCZB 1 San Miguel 19.135852, - Agricultura humedad.
TCZB 2 Canoa 98.097438 extensiva
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Velocidad de crecimiento mm/dia
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Gréfica 1. Velocidad de crecimiento en medios de cultivo de aislados nativos.
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Cuadro 6. Caracteristicas morfolégicas de aislados nativos.

Caracteristicas Trichoderma spp.
Crecimiento radial PDAA: 10.61 - 31.85 mm/dia
mm/dia SNA: 10.11 — 20.42 mm/dia
Colonia Color Blanco, verde claro a verde oscuro
Borde Ondulado
Forma Flocosa y aracnoidea
Micelio Color Blanco
Color de hifas Hialinas
Forma Globosas y subglobosas, ovoides, lisa
Conidio Tamano (um) Largo: 2.8 -4.4 mm
Ancho: 2.3 - 3.5 mm
Pustulas Tamafo 1-2 mm
Forma Lageniformes y ampuliformes
Fialides Tamarfio (um) Largo: 5.41- 10.75 mm
Ancho: 2.98 - 3.97 mm
Conidioforos Forma Largos y ramificados
Clamidosporas  Posicion Intercaladas y terminales

Figura 13. Morfologia colonial de Trichoderma spp. Color de la colonia en medio de cultivo SNA
(izquierda) y PDAA (derecha). (A) TF, (B) TH1, (C) TR2 2.2, (D) TR2 3.3, (E) TJO 3.1, (F) TJO
2.2, (G) TCZA 1, (H) TP1 2.2.
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Figura 14. Morfologia microscopica de Trichoderma spp. en medio de cultivo SNA.
Pustulas conidiales (A) TF, (B) TP1 2.2, (C) TJO 3.1; conidios (100x) (D) TP1 2.2, (E)
TR2 2.2, (F) TJO 2.2; conidioéforos (G) TH1, (H) TJO 3.1, () TJO 2.2; clamidosporas
(J) TJO 2.2, (K) TR2 2.2, (L) TP1 1.2.
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7.2. ldentificaciéon de Fusarium spp.

Se aislaron 3 cepas de Fusarium spp. (P1, P2 y P3) provenientes de maices con
dano de pudricion (Figura 15) de la junta auxiliar de San Miguel Canoa, donde P1
se aislé de un maiz blanco y P2 y P3 de maices de color azul. Las cepas P1 Y P3
presentaron morfologia colonial de color rosa a morado y la cepa P2 present6 color
meldn. El micelio de las tres cepas fue algodonoso y blanco, con hifas hialinas. En
todas las cepas se observaron macro conidios en forma de canoa y micro conidios
ovoides oblongos (Figura 16). Los aislados presentaron crecimiento radial de 7 a 10

mm/diaen P1 y P4; para P2 la velocidad de crecimiento fue de 5 a 7 mm/dia (Tabla

7), llenando la placa de 90 mm de 8 a 12 dias.

\ /4 4

Figura 15. Muestras de maiz con aparente dafio por Fusarium spp.

Cuadro 7. Comparacion de caracteristicas morfolégicas de aislados de Fusarium spp.

Caracteristicas P1 P2 P3

Crecimiento PDAA: 7 - 10 PDAA: 5 — 7 PDAA: 8 - 10
Colonia radial mm/dia mm/dia mm/dia mm/dia

Color Rosa Melén Morado

Forma Algodonoso Algodonoso Algodonoso
Micelio Color Blanco Blanco Blanco

Color de hifas Hialinas Hialinas Hialinas
Macro conidios Forma Canoa Canoa Canoa
Micro conidios Forma Ovoides Ovoides Ovoides

oblongos oblongos oblongos
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Figura 16. Morfologia colonial (A) P1, (B) P2, (C) P3 y microscopica de Fusarium spp. en medio de
cultivo PDAA; micro conidios (100x) (D y G) P1, (Ey H) P2, (Fy ) P3.
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7.3.

Evaluacion del efecto antagonico de Trichoderma spp. sobre Fusarium
spp-

La prueba de actividad antagdnica in vitro de los aislados nativos de
Trichoderma spp. sobre las tres cepas de Fusarium spp. mostraron
resultados significativos.

De los 44 aislados de Trichoderma spp. obtenidos, unicamente 27 fueron
seleccionados para el analisis estadistico. Esta seleccion se basé en un
criterio de descarte previo, con el fin de optimizar la interpretacion de los
datos y evitar una sobrecarga de informacion. El criterio aplicado fue el
siguiente: se descartaron aquellos aislados cuya media de inhibicién del
crecimiento radial, evaluada en cuatro repeticiones, correspondia a un valor
igual a 3 o mayor en la escala Bell (1982), en al menos dos de los tres
patdogenos evaluados. Esta escala fue utilizada como indicador de la
actividad antagonica. Por tanto, se conservaron unicamente aquellas cepas
con mayor potencial de antagonismo para las comparaciones posteriores. En
ese sentido, tenemos un total de 28 tratamientos, de los cuales 27
corresponden a las cepas nativas aisladas y uno a la cepa comercial, cada
tratamiento tuvo 4 repeticiones, teniendo un total de 112 unidades

experimentales.

24 de las cepas utilizadas inhibieron significativamente la cepa P1 de
Fusarium spp. (Cuadro 8), con inhibicion del 67.8% a 100%; para la cepa P2,
27 de los aislados nativos mostraron inhibicion de 56% a 100% (Cuadro 9) y
para la cepa P3, 26 cepas de Trichoderma spp. obtuvieron un porcentaje de
inhibicion de 53.75% a 97.50% (Cuadro 10).

El analisis de varianza para el patdégeno P1 reveld un efecto significativo de
los tratamientos sobre la variable PICR (p < 0.0001), con un valor F de 8.47
y un R2de 0.7314, lo que indica un buen ajuste del modelo. El coeficiente de

variacion fue del 15.55%. Las pruebas de Tukey y Scheffé confirmaron
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diferencias significativas entre tratamientos, con umbrales minimos de
significancia de 0.3116 y 0.5358 unidades, respectivamente, permitiendo
identificar tratamientos con mayor eficacia en la inhibicion del patégeno. Las
cepas de Trichoderma TJO 2.2 y TH1 mostraron mayor actividad antagonica
para P1, con un porcentaje de inhibicion de 100% escala 1y 98.75% escala
2 respectivamente, seguidas por la cepa comercial (TC) que obtuvo una
inhibicion del 96.5% escala 2. Por otra parte, las cepas TCZA2, TR221 y
TP232 presentaron el menor porcentaje de inhibicion con medias de 48,

47.25 y 40.5 respectivamente, todas escala 3 (Cuadro 8) (Figura 18).

El anadlisis de varianza para el patdégeno P2 mostré un efecto altamente
significativo de los tratamientos sobre el PICR (p < 0.0001; F = 8.55), con un
R2 de 0.7333, lo que indica un buen ajuste del modelo. El coeficiente de
variacion fue de 12.94%, dentro de lo aceptable para estudios biolégicos. Las
pruebas de Tukey y Scheffé confirmaron diferencias significativas entre
tratamientos, con umbrales minimos de 0.2833 y 0.4871 unidades,
respectivamente. Las cepas Trichoderma TP1 1.1, TP1 2.2,TP1 1.2, TJO 3.1
y TR2 3.2 mostraron mayor actividad antagoénica para P2, con un porcentaje
de inhibicion de 100% escala 1, sin diferencia significativa entre ellas,
seguidas por TH1 y la cepa comercial (TC) obtuviendo una inhibicién del
99.75% y 95% respectivamente escala 2. Las cepas TCZM 2, TCZB2, TCM
1.2 y TJO 2.1 presentaron el menor porcentaje de inhibicion con medias de
59, 59, 58.75Y 56 respectivamente, todas escala 3 (Cuadro 9) (Figura 17).

El analisis de varianza para el patdégeno P3 mostré un efecto significativo de
los tratamientos sobre el PICR (p < 0.0001; F = 8.05), con un R de 0.7213,
lo que indica un buen ajuste del modelo. El coeficiente de variacion fue de
10.85%. Las pruebas de Tukey y Scheffé detectaron diferencias significativas
entre tratamientos, con valores minimos de 0.2272 y 0.3906 unidades,
respectivamente. Para esta cepa de Fusarium contra las cepas nativas de

Trichoderma, la cepa comercial (TC) mostro mayor porcentaje de inhibicién,
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97.5% escala 2, seguida por las cepas nativas TJO 2.2 y TH1 con medias de
95.25 y 95 respectivamente, ambas con escala 2 y sin diferencia significativa
entre ellas. Las cepas con menor porcentaje de inhibicion para P3 fueron TR1
2.2 y TH2con medias de 53.75 y 48 ambas escala 3 (Cuadro 10) (Figura 19).

Se observaron evidencias consistentes de micoparasitismo por parte de
Trichoderma spp. frente a los tres aislados de Fusarium spp. evaluados.
Microscopia o6ptica reveld la presencia de hifas delgadas de Trichoderma
enrollandose alrededor de hifas mas gruesas de Fusarium spp., lo que
constituye un indicio claro de micoparasitismo a través de mecanismos como
el reconocimiento, el contacto, y la posible penetracion a las estructuras del

patogeno (Figura 20).

Figura 17. Antagonismo in vitro de Trichoderma spp. (izquierda) contra cepa P1 de Fusarium spp.
(derecha) (A y a) TC (escala 2), (By b) TJO 2.2 (escala 1), (C y c) TH1 (escala 2), (D y d) TP2
3.2 (escala 3). Letras mayusculas 4 dias después de inocular Trichoderma spp., minusculas 8
dias después de inocular Trichoderma spp.
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Figura 19. Antagonismo in vitro de Trichoderma spp. (izquierda) contra cepa P2 de Fusarium spp.
(derecha) (A y a) TC (escala 2), (By b) TP1 1.1 (escala 1), (C y c) TP1 2.2 (escala 1), (D y d)
TCM 1.2 (escala 3). Letras mayusculas 4 dias después de inocular Trichoderma spp., mindsculas
8 dias después de inocular Trichoderma spp.

Figura 18. Antagonismo in vitro de Trichoderma spp. (izquierda) contra cepa P3 de Fusarium spp.
(derecha) (A ya) TC (escala 2), (Byb) TJO 2.2 (escala 2), (C yc) TH1 (escala 2), (D yd) TR1 2.2
(escala 3). Letras mayusculas 4 dias después de inocular Trichoderma spp., minusculas 8 dias
después de inocular Trichoderma spp.
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Cuadro 8. Antagonismo in vitro de 27 cepas nativas de Trichoderma spp. y 1 cepa comercial
(TC) contra P1 de Fusarium spp., con puntaje (1-5) de acuerdo con la escala Bell et al.
(1982).

Antagonismo de cepas nativas de Trichoderma spp.
Cepa P1 Fusarium spp.

Tratamiento Medias Puntaje (escala
PICR Bell et al. (1982)
TJO 2.2 100.0% a 1
TH1 98.8% a 2
TC 96.5% ab 2
TR2 2.2 93.8% ab 2
TP1 1.2 93.0% ab 2
TH2 91.0% abc 2
TCM 1.1 86.0% abcd 2
TP1 1.1 85.8% abcd 2
TCZB 2 82.3% abcde 2
TJO 3.1 80.5% abcdf 2
TF 80.0% abcdef 2
TCZA 1 79.8% abcdef 2
TR2 3.2 77.0% abcdefg 2
TP1 2.2 75.0% abcdefg 2
TCZM1 73.3% abcdefg 2
TP1 2.1 72.3% abcdefg 2
TCM 1.2 72.3% abcdefg 2
TJO 2.1 69.5% abcdefgh 2
TP2 2.1 67.5% bcdefgh 2
TR2 1.1 67.5% bcdefgh 2
TCZM 2 66.3% bcdefgh 2
TR1 2.2 61.8% cdefgh 2
TCA 21 55.0% defgh 3
TCM 2.1 52.0% efgh 3
TR2 3.1 51.0% fgh 3
TCZA 2 48.0% gh 3
TR2 2.1 47.3% gh 3
TP2 3.2 40.5% h 3
Testigo 0% 5

Medias con una letra en comun no son significativamente diferentes.
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Cuadro 9. Antagonismo in vitro de 27 cepas nativas de Trichoderma spp. y 1 cepa comercial
(TC) contra P2 de Fusarium spp., con puntaje (1-5) de acuerdo con la escala Bell et al.
(1982).

Antagonismo de cepas nativas de Trichoderma spp.
Cepa P2 Fusarium spp.

Tratamiento Medias Puntaje (escala
PICR Bell et al. (1982)
TP11.1 100.0% a 1
TP12.2 100.0% a 1
TP11.2 100.0% a 1
TI03.1 100.0% a 1
TR2 3.2 100.0% a 1
TH1 99.8% a 2
TC 95.0% ab 2
TF 93.5% abc 2
TR2 2.2 93.0% abcd 2
TR2 1.1 92.8% abcde 2
TCZA 1 89.5% abcde 2
TP2 2.1 86.8% abcdef 2
TIO 2.2 85.0% abcdef 2
TCM 1.1 80.5% abcdefg 2
TP1 2.1 77.5% abcdefg 2
TH2 75.0% abcdefg 2
TP2 3.2 73.5% abcdefg 2
TR1 2.2 73.0% abcdefg 2
TCZA 2 73.0% abcdefg 2
TR2 2.1 72.8% abcdefg 2
TCZM 1 66.8% bcdefg 2
TCA 2.1 65.8% cdefg 2
TR2 3.1 64.8% defg 2
TCM 2.1 64.5% efg 2
TCZM 2 59.0% fg 3
TCZB 2 59.0% fg 3
TCM 1.2 58.8% fg 3
TI02.1 56.0% g 3
Testigo 0% 5

Medias con una letra en comun no son significativamente diferentes.
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Cuadro 10. Antagonismo in vitro de 27 cepas nativas de Trichoderma spp. y 1 cepa
comercial (TC) contra P3 de Fusarium spp., con puntaje (1-5) de acuerdo con la escala Bell
etal. (1982).

Antagonismo de cepas nativas de Trichoderma spp.

Cepa P3 Fusarium spp.

Tratamiento Medias Puntaje (escala
PICR Bell et al. (1982)
TC 97.5% a 2
TJO 2.2 95.3% ab 2
TH1 95.0% ab 2
TF 88.5% abc 2
TCZA 1 87.0% abc 2
TP2 3.2 85.3% abcd 2
TP11.1 85.0% abcd 2
TCZB 2 84.5% abcd 2
TR2 3.1 82.3% abcde 2
TP2 2.1 81.8% abcde 2
TI0 2.1 81.5% abcde 2
TCZM 1 80.3% abcde 2
TI03.1 78.8% abcde 2
TP11.2 78.0% abcde 2
TP12.1 78.0% abcde 2
TR2 2.2 77.8% abcde 2
TR2 3.2 77.8% abcde 2
TCM 1.1 76.5% abcde 2
TCZA 2 76.3% abcdef 2
TCZM 2 72.8% bcdef 2
TR2 2.1 70.0% cdefg 2
TR2 1.1 68.5% cdefg 2
TP1 2.2 68.0% cdefg 2
TCA 2.1 64.3% defg 2
TCM 2.1 63.0% defg 2
TCM 1.2 61.3% efg 2
TR1 2.2 53.8% fg 3
TH2 48.0% g 3
Testigo 0% 5

Medias con una letra en comun no son significativamente diferentes.
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Figura 20. Microscopia de micoparasitismo en cultivos duales. (A) TH1 contra P3, (B) TP2
3.2 contra P3.
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8. DISCUSION

La presente investigacion permitidé la identificacion y evaluacion del potencial
antagonico in vitro de 44 cepas nativas de Trichoderma spp. aisladas de suelos

periurbanos del Valle de Puebla contra tres cepas del fitopatégeno Fusarium spp.

Los aislados nativos presentaron diversidad morfoldgica en cuanto a color, textura
y tipo de micelio; sin embargo, todas compartieron caracteristicas clave del género
Trichoderma, como la presencia de conidios lisos, globosos, subglobosos y ovoides,
conidiéforos ramificados y fidlides lageniformes o ampuliformes. También se
observo la formacion de clamidosporas intercaladas y terminales que coincide con
las claves taxonémicas descritas por Gary y Prakash (2015). Cabe resaltar que las
cepas con micelio flocoso y velocidad de crecimiento superior a 15 mm/diatendieron

a mostrar mayor eficacia antagonica.

Segun la hipdtesis propuesta, la cual plantea que al menos un aislado nativo
presentariaigual o mayor efecto inhibitorio que una cepa comercial, fue confirmada

a través de los analisis estadisticos aplicados.

La cepa TJO 2.2 mostré una inhibicion del 100% contra la cepa P1 de Fusarium,
superando a la cepa comercial (96.5%), mientras que TH1 obtuvo una inhibicién de
98.8%. Ambas cepas se ubicaron en el grupo estadistico mas alto segun la prueba
de Tukey (a = 0.05), lo que indica que poseen un efecto antagdnico
significativamente superior o igual al del control comercial. En contraste, cepas
como TP2 3.2, TR2 2.1 y TCZA 2 mostraron niveles bajos de inhibicion (<50%),

ubicandose en los grupos estadisticamente inferiores.

Para la cepa P2 de Fusarium spp., cinco cepas nativas (TP1 1.1, TP1 2.2, TP1 1.2,
TJO 3.1 y TR2 3.2) alcanzaron una inhibicion del 7100%, todas estadisticamente
iguales y superiores a la cepa comercial (95%). Este hallazgo resalta el alto
potencial como biocontrol de multiples cepas nativas frente a P2. Donde varias de
estas cepas provienen de una misma localidad, lo que podria sugerir una adaptacion

ambiental favorable a este tipo de interaccion microbiana.
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La cepa comercial fue la mas efectiva contra P3 (97.5%), sin embargo, fue seguida
muy de cerca por las cepas TJO 2.2 (95.3%) y TH1 (95%), sin diferencias
estadisticas significativas entre ellas. Este patron refuerza la idea de que ciertas
cepas nativas pueden igualar el rendimiento de productos comerciales, incluso
frente a cepas patdgenas diferentes.

Se observd que el mecanismo de accion de las cepas aisladas de Trichoderma en
la mayoria de los tratamientos fue el micoparasitismo, pues una vez que se
encontraban los microorganismos en la placa, Trichoderma comenzaba a crecer
sobre Fusarium. Sin embargo, también se presencié la competencia de nutrientes
al observar que el fitopatégeno disminuia considerablemente su crecimiento al

transcurrir los dias.

En conjunto, estos hallazgos respaldan la viabilidad de utilizar cepas nativas de
Trichoderma spp. como agentes de control biolégico y constituyen una base para

futuras investigaciones en campo y estudios moleculares.

Es importante resaltar que los ensayos fueron realizados bajo condiciones
controladas de laboratorio, lo cual representa una etapa preliminar esencial antes
de su aplicacion en campo. Si bien los resultados obtenidos muestran una alta
efectividad de los tratamientos evaluados contra Fusarium spp., es previsible que
dicha eficacia pueda disminuir en condiciones de campo abierto, donde factores
ambientales y biolégicos son mas variables. Esta posible reduccion no debe
interpretarse como algo negativo, sino como una manifestacion del principio
fundamental del control biolégico que no busca la erradicacion total del organismo
fitopatdbgeno, sino mantener sus poblaciones por debajo del umbral de dafo

econdémico.

Teniendo en cuenta lo anterior, aunque algunas cepas de Trichoderma spp.
mostraron niveles de eficacia del 100% frente a Fusarium spp., esto no implica que
deban ser descartadas, pues un control total no es deseable en estrategias de
manejo agroecolégico. En este sentido, se recomienda realizar pruebas

complementarias en condiciones agroecoldgicas reales, con el fin de validar la
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funcionalidad y estabilidad de las cepas seleccionadas dentro de sistemas

productivos mas complejos y ambientalmente variables.
9. CONCLUSION

Las cepas nativas del género Trichoderma obtenidas de suelos de cultivos del valle
de Puebla inhiben el crecimiento micelial in vitro de 3 fitopatdgenos de Fusarium

spp. proveniente de cultivos de maiz.

10. RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar ensayos en condiciones de invernadero y a campo abierto
para evaluar la eficacia de las cepas nativas mas prometedoras (TJO 2.2, TH1, TP1

1.1, TP1 1.2, TR2 3.2) bajo variables ambientales reales y complejas.

Para complementar la identificacion morfoldgica, se sugiere llevar a cabo analisis
moleculares, secuenciacion del ADN ribosomal que permitan confirmar la identidad
taxonodmica precisa de los aislados y detectar posibles especies o cepas con alto
potencial biotecnolégico. Y asi a partir de las cepas con mejor desempefio, se
recomienda desarrollar formulaciones para bioinsumos de facil aplicacion y viables
para su uso para productores agricolas de la region, siendo una alternativa a los

insumos de sintesis quimica.

Se aconseja estudiar como estas cepas interactuan con otros microorganismos del

suelo, asi como su impacto sobre la microbiota benéfica y los cultivos.
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12. ANEXOS

12.1.

Analisis estadistico

Cddigo SAS

data datos;
input Tratamiento $ Repeticion $ Patogeno $ PICR;
datalines;

TC1P10.94

TC2P10.93

TC 3P11.00

TC 4 P10.99

proc glm data=datos;
class Tratamiento;
model PICR = Tratamiento;

/* Agrupacion de medias tipo letras para Tukey y Scheffé */
means Tratamiento / tukey lines scheffe lines;

by Patogeno; /* Si tienes mas de un patégeno */
run;
quit;

ods graphics off;

ods pdf close;proc sort data=datos;
by Patogeno;

run;

ods output diffs=ComparacionesTukey;
proc glm data=datos;
class Tratamiento;
model PICR = Tratamiento;
Ismeans Tratamiento / pdiff=all adjust=tukey;
by Patogeno;
run;
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Resultados de analisis estadistico

Informacion general

Clase Niveles Valores

Tratamiento 28 TC TCA21 TCM11 TCM12
TCM21 TCZA1 TCZA2 TCZB2
TF TH1 TH2 TJO21 TJO22
TJO31 TP111 TP112 TP121
TP122 TP221 TP232 TR122
TR211 TR221 TR222 TR231
TR232 TZM1 TZM2

N.° observaciones leidas 112

Numero de observaciones usadas 112
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Analisis de varianza Patogeno=P1

Origen DF Suma de cuadrados Cuadrado de Valor F Pr>F

la media
Modelo 27 3.00518125 0.11130301 8.47 <.0001
Error 84 1.10342500 0.01313601
Total 111 4.10860625
corregido
R-cuadrado Var Coef. Raiz MSE Media de PICR
0.731436 15.55385 0.114612 0.736875
Origen DF Tipol SS Cuadrado de lamedia ValorF Pr>F
Tratamiento 27  3.00518125 0.11130301 8.47  <.0001

Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para PICR

Patogeno=P1

Alpha 0.05
Grados de error de libertad 84
Error de cuadrado medio 0.013136
Valor critico del rango estudentizado 5.43780
Diferencia significativa minima 0.3116

Prueba de Scheffe para PICR
Patogeno=P1

Alpha 0.05
Grados de error de libertad 84
Error de cuadrado medio 0.013136
Valor critico de F 1.61885
Diferencia significativa minima 0.5358
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Analisis de varianza Patogeno=P2

Origen DF Suma de Cuadrado de la Valor F Pr>F
cuadrados media
Modelo 27 2.50678571 0.09284392 8.55 <.0001
Error 84 0.91180000 0.01085476
Total 111 3.41858571
corregido

R-cuadrado Var Coef. Raiz MSE Media de PICR
0.733282 12.93664 0.104186 0.805357

Origen DF TipolSS Cuadrado de lamedia ValorF Pr>F
Tratamiento 27 2.50678571 0.09284392 8.55 <.0001

Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para PICR
Patogeno=P2

Alpha 0.05
Grados de error de libertad 84
Error de cuadrado medio 0.010855
Valor critico del rango estudentizado 5.43780
Diferencia significativa minima 0.2833

Prueba de Scheffe para PICR
Patogeno=P2

Alpha 0.05
Grados de error de libertad 84
Error de cuadrado medio 0.010855
Valor critico de F 1.61885
Diferencia significativa minima 0.4871
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Analisis de varianza Patogeno=P3

Origen DF Suma de Cuadrado de la Valor Pr>F
cuadrados media F
Modelo 27 1.51772411 0.05621200 8.05 <.0001
Error 84 0.58637500 0.00698065
Total 111 2.10409911
corregido
R-cuadrado Var Coef. Raiz MSE Media de PICR
0.721318 10.84943 0.083550 0.770089

Origen DF TipolSS Cuadrado delamedia ValorF Pr>F
Tratamiento 27 1.51772411 0.05621200 8.05 <.0001

Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para PICR
Patogeno=P3

Alpha 0.05
Grados de error de libertad 84
Error de cuadrado medio 0.006981
Valor critico del rango estudentizado 5.43780
Diferencia significativa minima 0.2272

Prueba de Scheffe para PICR
Patogeno=P3

Alpha 0.05

Grados de error de libertad 84
Error de cuadrado medio 0.006981
Valor critico de F 1.61885
Diferencia significativa minima 0.3906
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12.2. Formulaciones

1. Hipoclorito 1%
Cloro comercial Cloralex ............cccooevn.... 83.333 ml
Aguadestilada ... 916.667 ml

2. Agar Dextrosa y Papa (PDA)

PDA 39g¢
Aguadestilada ... 1000 ml

*El medio se acidifica afiadiendo acido tartarico al 10%

3. Acido tartarico 10%

Acido tartarico ...........ccocoeiiiiieiiiieiii 1049
Aguadestilada .................oo, 100 ml

4. Medio Selectivo para Trichoderma (TSM)

MgSO,4 7TH,0 oo 0.2g
KoHPO, oo 09g
Kl 0.15¢
NHANO: (o 1
RosadeBengala ..............ccooeiiiiinis 0.15¢
D(+)Glucosa ......covvvviiiiiiiiiiiiiiee, 39
AGAr ..o 2049
*Biocidas por anadir tras el autoclavado

Cloranfenicol ............ccccooiiiiiiiiiii, 0.25¢
Captan 80% .....coovvvviiiiii 0.12g¢
Previcur ... 1.2 ml
Aguadestilada ... 1000 ml



5. Spezieller Nahrstoffarmer Agar (SNA)

KHPOy o, 19
KNO ;g oo 19
MgSO4 7H,0 oo 0.59
KC . 059
GlUCOSA ... 0.2¢
SACAr0SA . ..vuveiiii i 0.2¢g
AQar ..o 209
Agua destilada ...l 1000 mi

Cornmeal ........ccoooviiii 29
Dextrosa ......ccoovvviiiii 1049
AQar .. 15 ¢
Aguadestilada ..................oo, 1000 mi
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