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Introduccidn

Los hongos forman un grupo de microorganismos muy abundantes en la naturaleza,
pueden crecer en cualquier tipo de sustrato organico vivo o muerto, actuando como
degradadores o descomponedores de la materia organica, creciendo frecuentemente sobre
restos vegetales, como, cortezas, hojas, semillas, troncos, etc. existen muchas que son
benéficos para el hombre y los animales, pero al igual existen muchos que son patégenos o
venenosos para ellos. También son utilizados para la obtencidén y produccion de metabolitos,
como antibiéticos como es el caso de Penicillium, acidos organicos, enzimas, alcohol y otros.
(Cortés Sanchez A.J, Mosqueda Olivares T., 2013)

Por otro lado los hongos aportan mucho econémicamente en diferentes aspectos.
Una de ellas es la produccion de hongos comestibles, que actualmente se cultivan en todo el
mundo, con mayor inversidbn en Europa y Asia, los hongos comestibles no solo son una
fuente de proteinas y vitaminas sino que también muchas especies incluidas en este grupo
tienen propiedades medicinales, resultando asi muy saludables para nuestra dieta. Otro
aspecto muy utilizado es en alimentos fermentados, siendo utilizados desde las primeras
civilizaciones para la produccién de alimentos como son, queso y sus derivados, pan,
cerveza, vino, etc. (Mena P. J., Herrera F. S., Mercado S. A., n.d)

En la agricultura los hongos constituyen pérdidas econémicas importantes, siendo
estos microorganismos uno de los principales agentes causales de una gran variedad de
enfermedades en plantas, provocando un derroche econdémico por perdidas de cultivos
ocasionadas por enfermedades de hongos. Los hongos causan extensos dafos cuando son
introducidos accidentalmente en habitats de los que no son nativos.

Al igual estos microorganismos producen enfermedades importantes en los humanos
y animales. Entre las mas comunes estan las micosis superficiales afectando la piel, pelo y
unas, aunque existen especies que producen enfermedades sistémicas o mortales. Sin
embargo los hongos también pueden ser utilizados como agentes de control bioldgico,
ayudando a mantener a los patdgenos, insectos, nematodos, otros hongos yerbas no

deseables, en un nivel en el cual ya no constituyan un problema. Ayudando asi a disminuir



los problemas ambientales ocasionados con la utilizacién de agroquimicos. (Mena P. J.,
Herrera F. S., Mercado S. A., n.d)

1. Marco tedrico

Los hongos son organismos muy comunes en la naturaleza, puesto que viven practicamente
en todos los medios, dentro de estos tenemos macroscopicos y microscopicos que poseen
una amplia gama de propiedades y caracteristicas benéficas o dafinas. Dentro de los
macroscopicos existen un grupo de hongos que son comestibles, aportando multiples

beneficios para los seres vivos.

1.1 Enfermedades y plagas de los hongos comestibles

En varias etapas de la produccién de hongos, tales como la preparacion del sustrato, el
cultivo, el corrimiento micelial y el desarrollo de los hongos mismos (cuerpos fructiferos),
existen oportunidades para que otros organismos entren y crezcan en el sustrato o en el
micelio, o en el espordforo en desarrollo y estas situaciones consecuentemente causan
enfermedades. Incluidos aqui estan los virus, las bacterias, hongos, nematodos e insectos.
(Ramirez Carrasco, A. P. 2010).

Con esto el estudio de las enfermedades en hongos comestibles ha tomado relevancia en la
investigaciébn ya que estas enfermedades causan una baja importante en produccion y
pérdidas econdmicas en la industria agricola. En especial existen unas especies conocidas

como mohos verdes que afectan la produccion y el cultivo de los hongos comestibles.

1.2 Mohos verdes

Es cualquier enfermedad causada por mohos de color verde sobre hongos comestibles
puede llamarse “enfermedad de mohos verdes”. El color verde mostrado por estos hongos
viene de sus esporas, no de las hifas, las hifas de estos hongos son normalmente hialinas.
Existen mas de 30 hongos causantes de la enfermedad del “moho verde”. Esto es muy
comun en los sustratos que no ha sido adecuadamente pasteurizado. Frecuentemente se
encuentran especies de Trichoderma, Aspergillus y Penicillium. Los mohos suelen
considerarse competidores por los nutrientes, o antagonistas. El “moho verde” causado por
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especies de Trichoderma fue una vez reconocido como indicador de deficiente calidad del
compost y era de menor importancia en el cultivo comercial de hongos comestibles. Sin
embargo, en afos recientes, este “moho verde” se ha vuelto una enfermedad de mayor

importancia y que genera graves pérdidas economicas (Ramirez Carrasco, A. P. 2010).

1.3 Descripcidén de Trichoderma

El género Trichoderma fue introducido por Persoon en 1794 para cuatro hongos
microscépicamente similares, que fueron descritos como de apariencia pulverulenta, con una
cobertura pilosa. Las especies de Trichoderma son hongos que aparecen en cualquier tipo
de suelo y que producen colonias blancas, amarillas o (mas tipicamente) verdes cuando se
cultivan.

Es un hongo anaerobio facultativo, de rapido crecimiento, puede crecer en condiciones
climaticas extremas, es hiperparasito que actia por medio de una combinacién de
competencia por nutrientes, produccion de metabolitos antifungicos y enzimas hidroliticas y
microparasitismo ademas el hongo Trichoderma es ampliamente utilizado como
biocontrolador de algunas especies de hongos fitopatdégenos y nematodos.

(Ramirez Carrasco, A. P. 2010).

Hongo superior

Sub — Divisién: Deuteromycotina

Clase: Hyphomycetes

Orden: Hifales (Moniliales)

Género: Trichoderma (Chavez Garcia M. P. 2006).

1.3.1 Caracteristicas macroscépicas

Las colonias se reconocen facilmente por su crecimiento rapido y su coloracion, blancas -
verdes, amarillo — verdosas; las areas con conidias se presentan con anillos concéntricos
(Chavez Garcia M. P. 2006).

El revés de las colonias es usualmente no coloreado, amarillo, ambar o amarillo-verde y
muchas especies producen grandes cantidades de clamidosporas en cultivos sumergido
(Chavez Garcia M. P. 2006).
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1.3.2 Caracteristicas microscopicas

Los conidiéforos son erectos, hialinos, en su mayoria ramificada, no verticilada, los cuales
pueden ser solitarios o en grupos. Las fialides son en forma de botella, Unicas o en grupos,
hinchadas en la regidn central pero delgada hacia el apice; son hialinas y en angulo recto con
respecto a los conidiéforos. Las conidias son unicelulares subglobosas u oblongas, lisas o
equinuladas, hialinas o verdes y ocurren en masas en los apices de las fialides (Chavez
Garcia M. P. 2006).

1.3.3 Transmision de la infeccion

Individualmente, las esporas verdes son microscopicas. Pueden infectar el sustrato de los
hongos comestibles mas facilmente justo después de sembrar. Se transmiten al sustrato
fresco por el viento, adheridas a las particulas de polvo de sustrato contaminado, o por
acaros que se han alimentado del micelio de Trichoderma en sustrato infectado, en las
manos y ropa de los trabajadores y por la maquinaria. Las esporas y los acaros que las
llevan se producen en muy grandes cantidades y consecuentemente pueden llegar a casi
cualquier parte del hongo (Ramirez Carrasco, A. P. 2010). Provocando asi que el cultivo de
hongos comestibles tenga una diversidad de rutas de contaminacion, implicando asi un
agente de infeccion potencialmente contaminante para los hongos comestibles, uno de ellos

es Pleurotus spp. Que ha tomado gran importancia a nivel mundial.

1.4 El género Pleurotus

En México, los hongos comestibles cultivados del género Pleurotus son conocidos con el
nombre comercial de “setas”, las setas ocupan el segundo lugar en produccion en
Latinoamérica, solo después del champinén.

Actualmente, estos hongos son cultivados en 21 estados de México y se observa que el
interés por cultivarlos se incrementa no solo en este pais, sino en la mayoria de los paises
latinoamericanos, como estrategia de desarrollo econémico, de produccién de un alimento y
de utilizaciéon de subproductos agricolas. México es el principal productor de Pleurotus en
todo América, incluidos Canada y Estados Unidos, por lo mismo, las experiencias nacionales
son relevantes para un grupo de personas interesadas que trasciende las fronteras del pais y
que abarca las esferas econdmica, educativa, biotecnolégica y de investigacién,
principalmente (Sanchez Vazquez J. E., Martinez Carrera D., Mata G., Leal Lara H. 2007).
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Respecto al aporte nutricional del mismo, también tiene apreciables valores alimenticios.

* Proteina bruta entre 26 % y 34 %

* Proteina verdadera = 18 %

* Carbohidratos — 48.9 %

*Grasa—2,2%

« Valor energético — 350 cal/Kg

* Riboflavina — 4.7 mg/100gr

* Niacina — 108.7

* Tiamina — 4.8 (Romero Jiménez, A. M., Rodriguez Garcia, A. S., Pérez Marchena R., n.d.).

1.4.1 Taxonomia
Superreino: Eucaryota
Reino: Fungi

Division: Eumycota
Subdivision: Basidiomycotina
Clase: Holobasidiomycetes
Subclase: Hymenomycetidae
Orden: Agaricales

Familia: Tricholomataceae

Género: Pleurotus (Ramirez Carrasco, A. P. 2010).

1.4.2 Caracteristicas morfoldgicas

El cuerpo fructifero de esta seta, es redondeado, con la superficie lisa abombada y convexa,
recordando la forma de las conchas de las ostras, por esta razén es que comunmente se le
llama "Hongo ostra" (Oyster Mushroom). Su tamafno depende de la edad y oscila entre 5y 15
cm de diametro, aunque pueden encontrarse ejemplares mucho mas grandes. El color es
muy variable, crema, blanco grisaceo, pardo, etc. La carne blanca es de olor fuerte, tierno al
principio y después correoso (Romero Jiménez, A. M., Rodriguez Garcia, A. S., Pérez
Marchena R., n.d.).
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1.4.3 Cultivo

El cultivo de Pleurotus spp empez6 alrededor de 1917 en troncos de Alemania, Falk reporto
por primera vez el cultivo de este hongo. El cultivo ha tenido un desarrollo muy rapido y gran
aceptacion en el mercado, al igual que en la agroindustria. Cultivandose hoy en dia en casi
todo el mundo. Actualmente compite con Lentinula edodes, por el segundo lugar en
produccion mundial de hongos comestibles, solo después de Agaricus bispurus. Todo esto
gracias a su calidad organoléptica, su capacidad de degradar la lignina, celulosa y
hemicelulosa, permitiéndole crecer en gran diversidad de sustratos. También desarrolla en
un amplio rango de temperatura, son faciles de cultivar y no requiere de mucha demanda
para su cultivo como otros hongos, haciendo su cultivo sea tal vez el mas sencillo de todos
los macromicetos conocidos. Gracias a la diversidad de sustratos el cual puede crecer se
puede observar un impacto benéfico para cultivar hongos aprovechando desechos
agropecuarios (Ramirez Carrasco, A. P. 2010).

Su gran aceptacién se debe a las siguientes caracteristicas:

1. El género Pleurotus es cosmopolita con varias especies comestibles.

2. Varias especies se pueden cultivar en diferentes rangos de temperatura, haciendo
posible su cultivo en casi todo el mundo.

3. Es un hongo de “pudricion blanca” capaz de degradar tanto la lignina como la
celulosa. Haciéndolo un agente primario de descomposicion. Capaces de degradar
directamente materiales que llevan celulosa y lignina sin preparacion quimica ni
bioldgica.

4. El crecimiento micelial de todas las especies cultivadas es estimulado por una alta
concentracion de CO,. La concentracion de CO; en el aire de hasta 28% estimul6 el
crecimiento de P. ostreatus y P. “florida”, mientras que el limite para P. eryngii fue de
sblo 22%. La alta concentracion de CO: en el sustrato es util en su establecimiento ya
que otros organismos competidores no pueden tolerar concentraciones tan altas.

Las técnicas de cultivo son baratas y sencillas.
Se dispone de una tecnologia sencilla para la conservacion post-cosecha
(Ramirez Carrasco, A. P. 2010).

En México, el cultivo de hongos comestibles inici6 en el afio de 1933, en un rancho cercano a
Texcoco, Estado de México, propiedad del Sr. José Leben Zdravie. Esto convirtié al pais en
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el tercer lugar de América, donde se emprendia dicho cultivo, sélo antecedido por E.U.A.
(1880) y Canada (1912) (Mora V. M., Martinez C. 2007).

Actualmente, la produccion comercial de hongos comestibles en México ofrece notables
ventajas sociales, econdmicas y ecoldgicas. Se estima que la produccion comercial en fresco
es de aproximadamente 47,468 toneladas anuales. El cultivo de hongos en México ha
evolucionado, sin embargo las setas (Pleurotus) solo representa cerca del 4.62% de la
produccién comercial de hongos comestibles en México. El cultivo de Pleurotus es reciente,
tuvo auge en 1974 en Cuajimalpa, D. F., dentro de las instalaciones de “Hongos de México,
S. A. de C. V.” En 1990, la produccion anual estimada de setas en México fue de 356 ton. A
partir de este ano, la producciéon comercial de setas se increment6 notablemente, alcanzando
alrededor de 1,825 ton en 1997, lo que representd un incremento del 413% durante este
periodo. Esta tendencia se mantuvo alcanzando una produccion nacional estimada de 2,190
ton en el 2005. (Mora V. M., Martinez C. 2007).

1.5 Extractos vegetales: alternativa para el manejo de insectos, plagas y
enfermedades en cultivos

La modernizacién de la agricultura y los aumentos de la produccién, han traido un
incremento en la utilizacidn masiva y a veces indiscriminada de plaguicidas y fertilizantes
generando problemas como desarrollo de resistencia en las plagas, eliminacién de insectos
benéficos, presencia de residuos téxicos en el producto cosechado, desequilibrio del

ecosistema y efectos negativos sobre la salud humana.

Las investigaciones actuales buscan alternativas de plaguicidas que no sean persistentes, no
generen resistencia, que sean especificos, no provoquen toxicidad a los seres vivos, sean
biodegradables y de bajo costo. Ante las exigencias mencionadas, muchos de los productos
vegetales conocidos, constituyen una atractiva fuente, no solo por su diversidad en la
composicidn quimica que poseen, sino por su accion bioldgica como plaguicida y su caracter
menos nocivo sobre el medio ambiente y la salud humana (Luna Geller L.A., Lara Acevedo
G. n.d.).
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1.6 Alelopatia

El término alelopatia (del griego allelon = uno al otro, del griego pathos= sufrir; efecto
injurioso de uno sobre otro) fue utilizado por primera vez para referirse a los efectos
perjudicial o benéficos, que son directa o indirectamente el resultado de la accion de
compuestos quimicos, (Blanco Yaisys, 2006), perjudiciales sobre otras plantas, o de una
planta sobre un microorganismo (hongos, bacterias), o0 de una planta sobre un insecto, como
resultado de la liberacidén al medio ambiente de sustancias o compuestos quimicos llamados
alelopéticos que son producidos por las plantas y que actuan como repelentes, atrayentes,
estimulantes e inhibidores (Luna Geller L.A., Lara Acevedo G. n.d.).

Esta definicibn se ampli6 a «alelopatia se refiere a cualquier proceso que involucre
metabolitos secundarios producidos por las plantas, microorganismos, virus y hongos que
influyen en el crecimiento y desarrollo de sistemas agricolas y biologicos (Blanco Yaisys,
2006). Estos metabolitos secundarios se pueden obtener de diferentes formas en las que se
destacan las siguientes:

1.7 Métodos para obtener extractos de las plantas alelopaticas

1.7.1 Infusion

Las hojas, semillas, flores y tallos tiernos, se colocan en agua caliente, se deja enfriar,
para luego utilizar el liquido. Este método se usa cuando los metabolitos secundarios son
muy volatiles o se desprenden facilmente con el calor. Con este método se obtienen
metabolitos secundarios en bajas concentraciones.

1.7.2 Maceracion
Se maceran las plantas, se le colocan solventes y se dejan reposar por un tiempo
determinado.

1.7.3 Hidrolato

Introducir hierbas frescas o secas, en un recipiente resistente al fuego, al cual se le afade

agua, generalmente en proporcién de tres litros por kilo de hierbas. Se pone al fuego y se
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deja hervir hasta que el agua cambie a colores mas oscuros. Se deja enfriar y se aplica

diluido con mas agua.

1.7.4 Purin

Para extraer los metabolitos secundarios de los tallos de las plantas, en un recipiente
lleno de agua pura, se colocan los tallos y se tapa. La mezcla se remueve diariamente
hasta que la mezcla no haga mas espuma. Se cuela y diluye, para utilizarlo solamente en

la zona de las raices.

1.7.5 Purin hidrolatado

Consiste en poner en remojo las hierbas durante 24 horas y luego colocarlas por 20
minutos a fuego lento, enfriar, colar y utilizar. Este método, suele ser usado cuando se
trabajan principios activos contenidos en plantas muy lefiosas o troncos fuertes. La
concentracion de sustancias por este método es mejor que la del purin, pero es mas baja

que la que se obtiene a partir del hidrolato.

1.7.6 Hidrodestilacion o arrastre con vapor

Es el sistema mas adecuado para extraer o atrapar y concentrar sustancias volatiles y no
volatiles contenidas en flores, hojas, tallos o raices de muchas plantas aromaticas,

responsables de la accidn alelopatica.
(Luna Geller L.A., Lara Acevedo G. n.d.).

1.8 Anacardium occidentale
1.8.1 Taxonomia

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clases: Magnoliopsida
Orden: Sapindales
Familia: Anacardiaceae
Género: Anacardium
Especie: occidentale
(Tello, V, J. 2011)
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1.8.2 Nombres comunes

Cajueiro (Brasil), cashew (USA), maranén (Costa Rica,
Ecuador, Peru), merey (Colombia, Venezuela), Castafa de
caju (en Uruguay, Argentina y Chile) maranén, nuez de la
india (México)

Figura 1. De la cruz E, J. (2014)
Fruto Anacardium occidentale

1.8.3 Descripcion botanica Arbol de 5-8 m con hojas sencillas, oblongas, coridceas y
alternas de 8-12 cm de largo y 4-6 cm de ancho. Flores pequenas unisexuales con caliz de
cinco pétalos, en paniculas terminales muy aromaticas. El color de la flor es blanco cuando
se abre por la mafana y se torna rojizo en la tarde; su fruto es una nuez reniforme de 2-3 cm
verde grisacea sostenida por un pedicelo vistoso, carnoso, de color amarillo 0 anaranjado,
muy jugoso cuando madura (V it, P., 2003).

1.8.4 Usos medicinales

Se le atribuyen las siguientes propiedades o acciones: antidisentérica, anti-inflamatoria,
antitusiva, antiparasiticida, afrodisiaca, febrifuga, hipoglicémica, hipotensiva, purgante,
refrigerante, estomaquica y ténica. Al Fruto (astringente, diurética, aceite, cardol): poderoso
aceite vesicante, vermifugo, se emplea para remover verrugas y para combatir la lepra y
Ulceras. A la hoja, corteza: diabetes, diarrea e hinchazones de origen sifilitico. Al pedunculo
carnoso o hipocarpio (jugo): hemoptisis, bronquitis y tos, enjuague para la inflamacién de
amigdalas. Se usa como ténico general, ducha para las secreciones vaginales, como
astringente para detener sangrados (extraccidbn de dientes), disenteria, hipoglucemia.
Semilla: purgante, afrodisiaca. El aceite (cardol) de la vaina es caustico y ampolla la piel.
(Conabio). Extractos metandlicos de Anacardium occidentale han mostrado actividad
antimicrobiana frente a 13 de 15 aislamientos bacterianos a una concentracién de 20 mg /

mL (Akinpelu D. 2010).
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1.9 Thymus vulgaris

1.9.1 Nombres populares

Thymus vulgaris: Tomillo, tomillo comun, tomello, tremoncillo, estremoncillo
(Canigueral F S, Vanaclocha V B. 2000)

1.9.2 Taxonomia

Reino: plantae

Division: magnoliophyta
Clase: magnoliopsida
Orden: lamiales

Familia: lamiaceae
Género: Thymus Figura 2.Luis Santiago (n.d.) planta de tomillo
(Estrada Orozco, S P. 2010)

1.9.3 Descripcion

El Tomillo pertenece a la familia de las labiadas alcanza de 15 a 30 cm. de altura, muestra
hojas opuestas, lanceo-ladas, con los bordes enrollados y densamente pilosas.

Las flores del Tomillo son diminutas, agrupadas en racimos terminales muy densas, rosadas
o blanquecinas. Caéliz de color rojizo vinoso, con la garganta obstruida por pelitos blancos. El
labio superior muestra tres dientecitos cortos y el inferior dos largas y estrechas lacinias. La
corola mide entre 7 y 8 mm y aparece dividida en dos labios: el superior escotado y en
inferior subdividido en tres I6bulos divergentes. Toda la planta desprende un fuerte aroma al
estar provista de glandulas esenciales. Se recolectan primordialmente el Thymus vulgarisy el
Tomillo salsero o blanco. Los romanos lo introdujeron en la cocina, perfumando vinos y
quesos (Estrada Orozco, S P. 2010).

18



1.9.4 Usos medicinales

El tomillo presenta los siguientes usos medicinales: espasmolitico y expectorante, antitusivo,
antiséptico (antibacteriano y antimicrobiano), antiinflamatorio, para problemas estomacales y

como antioxidante (Canigueral F S, Vanaclocha V B. 2000).

1.10 Ruta chalepensis
1.10.1 Nombres comunes

Ruda, hierba piojera, ruda pestosa

1.10.2 Taxonomia

Reino: Plantae
Subreino: Tracheobionta
Filo: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Rosidae
Orden: Sapindales
Familia: Rutaceae
Género: Ruta

Especie: chalepensis
(Honduras silvestre, n.d)

Figura 3 De la cruz E, J. (2014). Ruda

1.10.3 Descripcion

Ruta chalepensis es una planta herbacea, rizomatosa, de tallos ramosos que alcanzan
alturas de 2 m. Hojas pecioladas grandes, palminervadas, quinquilobadas, cordadas en la
base, incisas, lisas, de matiz verde pdlido por el haz y grisaseo por el envés; olor
especialmente fuerte, sabor amargo; flores pequefas pedunculadas, de color amarillo y
bracteadas, estan reunidas en ramilletes terminales; florece entre primavera y verano dando
lugar a un fruto capsular valvoso, rugoso e indehicente (Aguilar S, LL. 1995).

1.10.4 Usos: En medicina tradicional es utilizado para tratar el dolor de estémago, ayuda al
parto, diarrea, para combatir lombrices y amibas y purifica el aire. El extracto tiene actividad
antibacteriana y antifingica. El aceite esencial presenta toxicidad en ratones a una dosis letal
media. El principio activo es la rutina que le da a la planta propiedades venotdnicos y
vasoprotectoras (Herbario Universidad de Antioquia, 2008).
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2. Planteamiento del problema

Diversos estudios han mostrado el crecimiento que ha tenido la produccién de hongos
comestibles en todo el mundo en los ultimos 30 afos ha aumentado alrededor de 14 veces
su produccion (Ancona M.P, Ancona M.L, Flores N.A, Pech M.V.C. 2005). Aun asi, el nUmero
de especies de macromicetos investigados en nuestro pais son bajas y los que existen son

de origen asiatico y europeo (Juarez Luna, M. A. 2012).

Por otra parte, en México, el diagnostico de las diferentes plantas productoras de hongos
comestibles realizado por Ortega-Garrido (2002) permitié identificar a los principales agentes
biolégicos contaminantes, concluyendo que Trichoderma spp, fue el mas peligroso.
Ocasionando la pérdida de la produccién, la cual se tiene registrado que ha sido desde un
30% hasta un 100%(Reyes Quintanar C.K, 2013). En el pais, la problematica sobre el “moho
verde” Trichoderma radica principalmente en que no existen cepas en el mercado que sean
resistentes, debido a la falta de conocimiento o de aplicacién oportuna de medidas de
manejo, prevencion, control y erradicacion. Provocando asi un gran problema para mantener
una adecuada produccién de hongos comestibles como Pleurotus ostreatus (Ramirez
Carrasco, A. P. 2010).

Los problemas de contaminacion por el “moho verde” Trichoderma han tomado relevancia
entre los agricultores ya que provoca una baja significativa en la produccion de hongos
comestibles, provocando una gran pérdida econdémica en todo el mundo, resultando en la
actualidad una enfermedad muy frecuente y dificil de erradicar. En la actualidad se utilizan
agroquimicos como el benomil, sustancias quimicas como yeso y cal, pero debido a la
capacidad de los hongos de absorber todo tipo de sustancias y nutrientes, resulta perjudicial

tratarlos con lo antes menciono ya que no seria del todo comestible.
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3. Justificacion

En la actualidad existe una problematica en la utilizacién indiscriminada de los fungicidas y
fumigantes, como el benomil para el control de Trichoderma en el cultivo de hongos
comestibles; sin embargo, su uso es cada vez mas restringido por la sociedad debido a que
conlleva a una contaminacion ambiental y posee una alta toxicidad. Por lo que hay que
evitar dicha contaminacién ambiental y alta toxicidad mediante la implementacion de
alternativas de inhibicion Trichoderma mediante extractos naturales, los cuales pueden
proporcionar a los basidiocarpos algunos compuestos que dan propiedades a estas plantas,

generando asi una propuesta ecolégica

Los hongos comestibles tienen del 19 al 35% de proteinas aprovechables en peso seco,
contienen tiamina (vitamina B1), riboflavina (vitamina B2), piridoxina (vitamina B6),
cobalamina (vitamina B12) y acido ascorbico (vitamina C), entre otros; ademas de minerales
como el fésforo, hierro, calcio y potasio (Gaitan H. R. n.d.). Tienen alto contenido de &cido
glutamico -aminoacido que entre otras funciones inmunitarias ayuda a combatir las
infecciones, estas propiedades los hace un alimento de alto valor dietético. Son bajos en
glucosa para la prevencion de la diabetes; bajos en purinas, para prevenir la gota; bajos en
grasas para evitar problemas cardiovasculares; bajos en sodio para prevenir la presion
arterial alta; ricos en fibra, para evitar el estrefiimiento y bajos en calorias para disminuir la
obesidad (Gaitan H. R. n.d.).

Por tal motivo es de suma importancia poder evaluar extractos naturales de diversas plantas
con caracteristicas fungicidas, para poder controlar, inhibir o eliminar el crecimiento del
“‘moho verde” Trichoderma, ayudando asi a la industria agricola a un mayor control y

produccién de hongos comestibles dentro de los cuales se encuentra Pleurotus ostreatus.
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4. Objetivo general

Desarrollar una alternativa para la inhibicibn de Trichoderma aggresivum mediante los
extractos de Ruta chalepensis, Thymus vulgaris y Anacardium occidentale que afecte lo

menos posible la productividad eficiente de Pleurotus ostreatus.

4.1 Objetivos especificos

% Obtener extractos de Ruta chalepensis, Thymus vulgaris y Anacardium occidentale

% Evaluar la capacidad inhibitoria de los extractos de ruda, tomillo y marafién sobre
Trichoderma aggresivum in vitro.

% Probar los extractos de Ruta chalepensis, Thymus vulgaris y Anacardium occidentale

sobre Trichoderma aggresivum en cultivos de Pleurotus ostreatus a nivel piloto.

5. Hipotesis general

Los extractos de Ruta chalepensis, Thymus vulgaris y Anacardium occidental son capaces
de inhibir crecimiento del “moho verde” Trichoderma aggresivum, afectado al minimo el

crecimiento 6ptimo de Pleurotus ostreatus.
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6. Diseno del estudio

6.1 Tipo de estudio
El presente estudio es de tipo experimental “in vitro” y tipo experimental “in vivo” cada uno

con sus respectivos controles

6.2 Material biolégico

Para este trabajo de investigacion se ocup6 una cepa de Trichoderma aggresivum, asi como
la cepa de hongo comestible Pleurotus ostreatus CP-50, ambos provenientes del Colpos
Campus Puebla

6.3 Medios de cultivo

Se utiliz6 medio de cultivo agar con dextrosa y papa (PDA), marca Bioxon.

6.4 Sustrato
Para la obtencién del inéculo primario de Pleurotus ostreatus se utilizd trigo (Mercado

Zapata) y para la produccién de las setas se utilizé paja (municipio de San Pedro Cholula)

6.5 Procedencia del material vegetal

Con base a las investigaciones sobre extractos vegetales con propiedades antifungicas se
seleccionaron plantas de maranén (Anacardium occidentale), ruda (Ruta chalepensis)
provenientes de la localidad de santo domingo ingenio, Oaxaca con coordenadas 94°46'
longitud oeste, 16°35' latitud norte, (figura 4.) y tomillo(Thymus vulgaris) proveniente del

estado de Puebla.
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7. Metodologia

7.1 Diagrama general de trabajo
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7.2 Obtencion de extractos

Se seleccionaron plantas con poder fungicida “Ruta chalepensis (ruda), Thymus vulgaris
(tomillo) y Anacardium occidentale (marafion)”, se trituraron las plantas para obtener un
mayor contacto de superficie, para la ruda se tomaron las hojas, se hizo lo mismo con el
tomillo, mientras que para el marandén se tomaron las hojas, corteza de los troncos y la
corteza de la semilla, se obtuvieron 3 tipos de extractos; por maceracién con etanol,
maceracion con metanol y mediante soxhlet con hexano. Para la técnica de maceracion se
colocaron las plantas trituradas en recipientes de vidrio y se les coloco el solvente hasta
cubrir las plantas se dejé macerar en refrigeracion durante una semana. Para la extraccion
mediante soxhlet se usaron plantas de ruda y marafidn hoja, se prepararon cartuchos con

papel filtro y se obtuvo los extractos mediante la técnica de reflujo.

7.3 Preparacion del in6culo de Trichoderma aggresivum

Se prepar6 un estandar de 0.5 del nefelometro de McFarland (ver tabla 1)

Tabla 1. Estandar 0.5 nefeldémetro de McFarland

McFarland Standard No. 0.5
1,0% de cloruro de bario ( mL) 0.05
1,0% de acido sulfurico ( mL) 9.95

Aprox. densidad celular (1X10 *8 UFC/ mL) 1.5

Absorbancia 0.08a0.1

Mediante comparacion con el estandar se obtuvo el in6culo de Trichoderma aggresivum en

solucién salina isotonica.

25



7.4 Evaluacién in vitro de inhibicién de Trichoderma aggresivum mediante extractos

vegetales

Evaluacion in vitro de inhibicion de Trichoderma
aggresivum mediante extractos vegetales

Preparar
suspensiones

Inocular el medio
(PDA) con 2 ul de
cada suspension

Incubar por 24 horas
20/30°C

Realizar la lectura
alas 24 hry 48 hr

Evaluar que extracto
presento mayor inhibicion
de Trichoderma

Se realizaron tres pruebas de inhibicion in vitro de Trichoderma aggresivum, la primera
prueba se realizd con extractos obtenidos mediante maceracién con etanol y extractos
obtenidos mediante soxhlet con hexano. Se prepararon diferentes suspensiones que se
describen a continuacién en la tabla 2. Se inoculd por triplicado placas de agar papa dextrosa
divididas en 5 secciones con 2 pl de cada suspension, ver figura 5.
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Tabla 2. Suspensiones para la evaluacion in vitro de Trichoderma aggresivum mediante

extractos vegetales

Control negativo

100 pl del extracto

Control positivo

100 pl del inéculo de Trichoderma aggresivum

Solvente + in6culo

100 pl del solvente + 10 ul del in6culo de Trichoderma aggresivum

Directo 100 pl del extracto + 10 pl del in6culo de Trichoderma aggresivum

Dilucién 1:1 100 pl de la dilucion 1:1 del extracto + 10 pl del inéculo de Trichoderma
aggresivum

Dilucién 1:2 100 pl de la dilucion 1:2 del extracto + 10 pl del inéculo de Trichoderma
aggresivum

Dilucién 1:4 100 pl de la dilucién 1:4 del extracto + 10 pl del inéculo de Trichoderma
aggresivum

Dilucion 1:8 100 pl de la diluciéon 1:8 del extracto + 10 pul del in6culo de Trichoderma
aggresivum

Dilucion 1:16 100 ul de la dilucion 1:16 del extracto + 10 ul del in6éculo de Trichoderma
aggresivum

Dilucién 1:32 100 pl de la dilucion 1:32 del extracto + 10 pl del inéculo de Trichoderma

aggresivum

control
negativo
- £

% ontrol
positivg

2 ul de la suspension

Figura 5. Siembra de las suspensiones para la evaluacion in vitro de Trichoderma

aggresivum mediante extractos vegetales
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7.5 Evaluacioén de los extractos contra Trichoderma en cultivos de Pleurotus

oslreatus

Evaluar extractos en
cultivos de Pleurotus
ostreatus

Preparacién del
in6culo primario

1. Produccion en PDA
2. Produccién en semillas
de trigo

Pasteurizacién del
sustrato (>60°C/60 min)

Siembra del in6culo primario
en bolsas de sustrato de
aproximadamente 1.5kg,

con sus respectivos
tratamientos (extractos)

Incubar por 20 dias/20-
28°C

7.6 Preparacion de semilla de Pleurotus ostreatus

La produccién de semilla de Pleurotus ostreatus, se llevé en 2 etapas, la primera produccion
en PDA (En un ambiente estéril, se colocé el hongo, libre de tierra e insectos. Se corta
longitudinalmente con una navaja; con la ayuda de unas pinzas estériles y frias, se tomaron
fragmentos del micelio y se colocaron sobre el medio de cultivo PDA, se incub6 entre 25-
28°C, en la obscuridad, durante una dos semanas). La segunda etapa fue la produccién en
semilla de trigo (las semillas de trigo se hirvieron con cal y yeso durante una hora, una vez
frias y escurridas, se colocaron en recipientes de vidrio, se inocularon con el micelio obtenido
en las placas de PDA, se cerraron los frascos, no herméticamente, se llevd a incubacién
entre 25- 28 °C / 20 dias.
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7.7 Pasteurizacion del sustrato (paja)
Se hirvié el sustrato (paja) durante una hora, para el caso del tratamiento con cal y yeso, se
le agrego las sales descritas en una proporcién de: cal 1% yeso 4% se dejo enfriar y escurrir.

7.8 Siembra de las semillas de Pleurotus ostreatus con sus respectivos tratamientos

(extractos)

El cultivo de Pleurotus ostreatus se llevé de la siguiente manera, en bolsas transparentes de
plastico con agujeros muy pequenos para permitir la entrada de oxigeno, se fue intercalando
el sustrato pasteurizado, extractos (rociado) y semillas de Pleurotus ostreatus, se cerraron

las bolsas, se llevo a incubacién a una temperatura de 20-28°C. ver figura 6.

TR

e

(RS

Figura 6. Bolsas cultivadas de Pleurotus ostreatus

7.9 Analisis por cromatografia de gases acoplado a masas

Después de haber realizado la cosecha de las setas de Pleurotus ostreatus se llevaron a una
estufa para secar las setas, se registré el peso seco, posteriormente se trituraron con la
ayuda de una licuadora, se obtuvieron sus extractos mediante la técnica de soxhlet utilizando
hexano, en el caso de los extractos de marafoén, ruda y tomillo, se tomé 1 mL de cada
extracto, para el caso del marafnon se llevé a cabo una extraccion liquido-liquido con acetona,

estos extractos se analizaron mediante cromatografia de gases acoplado a masas.
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7.10 Efecto de inhibicién (%)

El efecto de inhibicion se calculd en base a la siguiente formula (Reyes Quintanar C.K, 2013)
o/ etttz  C=T
Yo inhibicion =X 100

Donde:

C = promedio de tres réplicas del crecimiento micelial (mm) de los controles.
T = promedio de tres réplicas del crecimiento micelial (mm) de los tratamientos con extracto.

7.11 Eficiencia biolégica

La eficiencia bioldgica se calculé6 mediante la siguiente formula (Viveros Flores y col, n.d)

peso fresco de produccion en gramos

eficienciabiologica =
peso seco del sustrato
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8. Resultados

8.1 Evaluacion in vitro de inhibicion de Trichoderma aggresivum mediante extractos

vegetales

8.1.1 Primera prueba in vitro

Los extractos obtenidos de marafnoén (hojas y corteza), ruda, tomillo mediante el método de
maceracion con etanol se muestran en tabla 3, asi también de los extractos de maranon y

ruda extraidos por soxhlet usando hexano, se muestra la concentraciéon obtenida en la tabla
4.

Tabla 3 Concentracion obtenida de los extractos de las diferentes plantas en etanol

Extraccidén por maceracion con etanol
Planta Peso (g) [ Cantidad del solvente ( mL) | Concentracién (g/ mL)
Marafnon hoja | 24.298 15 1.62
Maranon corteza| 6.652 13 0.51
Ruda 27.842 11 2.53
Tomillo 11.153 50 0.22

Tabla 4 Concentracion obtenida de los extractos de las diferentes plantas en hexano

Extraccién por soxhlet (hexano)
Planta peso (Q) Cantidad del solvente ( mL) | Concentracion (g/ mL)
Marafon hoja 21.663 5 4.33
Ruda 22.491 6 3.75

Los resultados obtenidos de la prueba de inhibicién en placa de Trichoderma aggresivum

con los extractos (maceracion con metanol y soxhlet hexano) se presenta en la figura 7.
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Figura 7. Crecimiento micelial de Trichoderma aggresivum en contacto con diferentes

extractos vegetales en 48 horas.

En la imagen A1 y A2 se observa el crecimiento de Trichoderma aggresivum en contacto
con extracto de maraidn hoja obtenido mediante maceracion con etanol. En la imagen B1 y
B2 se observa el crecimiento de Trichoderma aggresivum en contacto con extracto de
marafdn corteza obtenido mediante maceracion con etanol. Las imagenes C1y C2 muestran
el crecimiento de Trichoderma aggresivum en contacto con extracto de ruda obtenido
mediante maceracion con etanol. En la imagen D1 y D2 se observa el crecimiento de
Trichoderma aggresivum en contacto con extracto de tomillo obtenido mediante maceracién
con etanol. La imagen E1 y E2 muestran el crecimiento de Trichoderma aggresivum en
contacto con extracto de maranon hoja obtenido mediante soxhlet con hexano. En la imagen
F1y F2 se observa el crecimiento de Trichoderma aggresivum en contacto con extracto de
ruda obtenido mediante soxhlet con hexano. En las imagenes A1, B1, C1, D1, E1, F1 se
32



aprecian los controles positivos, negativos y solvente, la confrontacién directa (extracto sin
diluir) y la dilucién 1:1, las imagenes A2, B2, C2, D2, E2, F2 se muestran las confrontaciones
de Trichoderma aggresivum y diluciones 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32. La descripcion de la

confrontacién se muestra en la tabla 5.

Tabla 5. Crecimiento micelial (mm) de Trichoderma aggresivum en 48 horas

Dilucién del extracto
Control | Control |
Extracto Directo| 1:1 | 1:2 | 1:4 | 1:8 |1:16|1:32
(+) (-)
Maranon corteza (etanol) 11.4 - - 6919991 (10.2{10.1]10.4
Maranon hoja (etanol) 11.4 - - 9.2 110.3{10.2{10.3{10.5(10.3
Tomillo (etanol) 12.6 - - 10.6| 9.9 (10.5]/10.2/10.9|10.6
Ruda (etanol) 11.9 - 72 |1 981]199|96 |99 (10.2|10.3
Marafon hoja soxhlet (hexano) | 12.0 - - - | 5777|8887 8.1
Ruda soxhlet (hexano) 11.8 - - - - 133325872

8.1.1.1 Efecto de inhibicion (%)

Conforme a los resultados obtenidos en la gréfica de % de inhibicion (grafica 1) muestra que
el extracto de ruda soxhlet presenta el mayor porcentaje de inhibicién, seguido de marafnon
hoja obtenida mediante soxhlet y como el de menor % de inhibicién al extracto de maranén

corteza obtenido por maceracion con etanol.
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Tabla 6. Porcentaje de inhibicidn presentado por los diferentes tratamientos

Dilucién del extracto

Extracto Directo 1:1 1:2 1:4 1:8 1:16 | 1:32

Maranon corteza, maceracién (etanol) | 100.00 | 19.36 9.68 10.9 | 954 | 7.86 | 10.06

Maranon hoja, maceracién (etanol) 100.00 | 39.55 | 13.07 | 20.06 | 10.15 | 11.24 | 8.98

Tomillo, maceracién (etanol) 100.00 | 15.86 | 20.63 | 16.36 | 18.95 | 13.37 | 15.51
Ruda, maceracién (etanol) 39.24 | 17.29 | 16.49 | 19.3 | 16.68 | 14.31 | 13.5
Marafnén hoja soxhlet (hexano) 100.00 | 100.00 | 52.57 | 35.38 | 25.99 | 26.9 | 32.17
Ruda soxhlet (hexano) 100.00 | 100.00 | 100.00 | 72.46 | 73.20 | 51.25 | 39.22
120
100 -
® Marafidn corteza, maceracion
(etanol)
80 - B Marafién hoja, maceracion (etanol)

® Tomillo, maceracidn (etanol)

= Ruda, maceracioén (etanol)

% de inhibicion
3

B Marafién hoja soxhlet (hexano)

B Ruda soxhlet (hexano)

Directo Dilucidon Dilucion Dilucion Dilucién Dilucién Dilucidn
1:1 1:2 1:4 1:8 1:16 1:32

Grafica 1. Porcentaje de inhibicidn de Trichoderma aggresivum mediante los diferentes

extractos

34




8.1.2 Segunda prueba in vitro

Se obtuvieron extractos de marandn (hoja y corteza), ruda, tomillo mediante el método de

maceracion, utilizando como solvente metanol (Ver tabla 7).

Tabla 7. Concentracion obtenida de los extractos de las diferentes plantas en metanol

Extraccidon por maceracion con metanol
Planta Peso (g)[Cantidad del solvente ( mL) | Concentracién (g/ mL)
Marafién hoja 76.000 50 1.52
Marafnon corteza| 33.852 45 0.75
Ruda 115.627 75 1.54
Tomillo 16.786 45 0.37

El resultado obtenido de la prueba de inhibicion en placa de Trichoderma con los extractos

metandlicos se presenta en la figura 8.
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Figura 8. Crecimiento micelial de Trichoderma aggresivum en contacto con diferentes
extractos vegetales en 48 horas.
En la imagen A1 y A2 se observa el crecimiento de Trichoderma aggresivum en contacto
con extracto de marafnoén corteza obtenido mediante maceracion con metanol. En la imagen
B1 y B2 se muestra el crecimiento de Trichoderma aggresivum frente al extracto de maranon
hoja obtenido mediante maceracion con metanol. Las imagenes C1 y C2 muestran el

crecimiento de Trichoderma aggresivum con extracto de tomillo obtenido mediante
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maceracion con metanol. En la imagen D1 y D2 se tiene el crecimiento de Trichoderma
aggresivum en contacto con extracto de ruda obtenido mediante maceracion con metanol.
En las imagenes A1, B1, C1, D1, se aprecian los controles positivos, negativos y solvente, la
confrontacion directa (extracto sin diluir) y las dilucion 1:1 y 1:2, en las imagenes A2, B2, C2,
D2, se muestran las confrontaciones de Trichoderma aggresivum y diluciones 1:4, 1:8, 1:16,

1:32, 1:64. La descripcion de la confrontacion se muestra en la tabla 8.

Tabla 8. Crecimiento micelial (mm) de Trichoderma aggresivum en 48 horas

Diluciéon del extracto

Control | Control |directo| 1:1 | 1:2 | 1:4 | 1:8 |1:16|1:32 | 1:64

Extracto
(+) ()

Maranén corteza| 16.6 - - 12.2/13.6|/15.0(/15.1({14.6[14.3|14.3
Maranén hoja 17.0 - - 13.6/14.2|/13.9|/13.8(13.5(14.2(14.9
Tomillo 16.7 - - 14.2(13.9(14.3(14.2(14.0(14.7 (151
Ruda 16.8 - - 14.4(14.2|13.6|14.1(13.9(14.7|14.5

8.1.2.1 Efecto de inhibicion (%)

El grafico de porcentaje de inhibicién (grafica 2) nos muestra que los extractos al ser
aplicados de forma directa presentan un porcentaje de inhibicién del 100%, mientras que las
diluciones presentaron un porcentaje de inhibicion por debajo del 20%, a excepcién de la
dilucién 1:1 de marandn corteza que present6 un porcentaje de inhibicién de 26.43%
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Tabla 9. Porcentaje de inhibicion presentado por los diferentes tratamientos

Dilucion del extracto
Extracto Directo [1:1 1:2 1:4 1:8 1:16 |1:32 |1:64
Maranon corteza 100 26.34 (17.49 |9.36 |8.73 |[11.93 |13.30 [13.80
Maranén hoja 100 19.57 |16.06 |17.88 [18.40 |20.55 |16.13 [12.35
Tomillo 100 1452 |16.41 [14.19 [14.90 |[15.89 |11.98 [9.78
Ruda 100 14.07 |15.15 |18.73 |16.22 |16.88 |12.21 [13.55
120
100
80 -
N
5 B Marafidn corteza
£ 60 - ® Marafién hoja
] = Tomillo
X
40 - Ruda
20 -
O A
Directo Dilucidon Dilucidon Dilucidon Dilucion Dilucion Dilucion Dilucion
1:1 1:2 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64

Grafica 2. Porcentaje de inhibicién de Trichoderma aggresivum mediante los diferentes
extractos
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8.1.3 Tercera prueba in vitro

Se obtuvieron extractos de marandn (hojas, corteza y semilla), mediante el método de
maceracion, utilizando como solvente metanol (Ver tabla 10). El resultado obtenido de la
prueba de inhibicion en placa de Trichoderma con los extractos metandlicos en 24 horas se

presenta en la figura 9. El resultado obtenido de la prueba de inhibicién en placa de

Trichoderma con los extractos metandlicos en 48 horas se presenta en la figura 10.

Tabla 10. Concentracion obtenida de los extractos obtenidos de las diferentes plantas en

metanol

Extracciéon por maceracién con metanol

Planta Peso (g) Cantidad del solvente ( mL) Concentracién (g/ mL)
Marafén hoja 175.80 300 0.59
Marafnon corteza 146.00 300 0.49
Marafnon semilla 154.00 200 0.77
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Figura 9. Crecimiento micelial de Trichoderma aggresivum en contacto con diferentes
extractos vegetales en 24 horas.

En la imagen A1 y A2 se observa el crecimiento de Trichoderma aggresivum en contacto
con extracto de maranon corteza obtenido mediante maceracion con metanol. Las imagenes
B1 y B2 se observa el crecimiento de Trichoderma aggresivum en contacto con extracto de
marafnon hoja obtenido mediante maceracién con metanol. En la imagen C1 y C2 se observa
el crecimiento de Trichoderma aggresivum en contacto con extracto de maranén semilla
obtenido mediante maceracion con metanol. En las imagenes A1, B1, C1, se aprecian los
controles positivos, negativos y solvente, la confrontacién directa (extracto sin diluir), la
dilucion 1:1 y 1:2, en las imagenes A2, B2, C2, se muestran las confrontaciones de
Trichoderma aggresivum y diluciones 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64. La descripcion de la

confrontacion se muestra en la tabla 11.
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Tabla no.11. Crecimiento micelial (mm) de Trichoderma aggresivum en 24 horas

Dilucién del extracto
Extracto Control | Control | directo | 1:1 | 1:2 | 1:4 | 1:8 | 1:16 | 1:32 | 1:64
(+) ()
Marandn corteza 4.6 - - - - |15 - - - _
Marafnién hoja 4.7 - - - - |17 - - - -
Marafién semilla 4.5 - - - - - - - - -

Figura 10. Crecimiento micelial de Trichoderma aggresivum en contacto con diferentes
extractos vegetales en 48 horas.
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En la imagen A1 y A2 se observa el crecimiento de Trichoderma aggresivum en contacto
con extracto de marafnodn corteza obtenido mediante maceracion con metanol. En la imagen
B1 y B2 se observa el crecimiento de Trichoderma aggresivum en contacto con extracto de
marandn hoja obtenido mediante maceracion con metanol. En la imagen C1 y C2 se observa
el crecimiento de Trichoderma aggresivum en contacto con extracto de maranén semilla
obtenido mediante maceracion con metanol. En las imagenes A1, B1, C1, se aprecian los
controles positivos, negativos y solvente, la confrontacién directa (extracto sin diluir), la
dilucion 1:1 y 1:2, en las imagenes A2, B2, C2, se muestran las confrontaciones de
Trichoderma aggresivum y diluciones 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64. La descripcion de la

confrontacion se muestra en la tabla 12.

Tabla 12. Crecimiento micelial (mm) de Trichoderma aggresivum en 48 horas

Dilucién del extracto
Extracto Control | Control | directo 1:1 12 |14 [1:8 [1:16 |1:32 | 1:64
(+) ()
Maranén 16.9 - - 13.9 | 145|151 | 145 | 14.7 | 144 | 145
corteza
Maranén 17.8 - - 14.7 | 151 | 15.7 | 15.0 | 15.0 | 15.7 | 15.5
hoja
Maranén 17.9 - - 13.0 | 141 | 15.0| 145|155 | 15.2 | 15.9
semilla
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Gréfica 3. Comparativa del crecimiento micelial de Trichoderma aggresivum en contacto con
extractos vegetales en 24 y 48 horas
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1 W Marafon corteza 24 hr
B Marafién corteza 48 hr

IS H Marafion hoja 24 hr

Maraion hoja 48 hr
B Marafion semilla 24 hr
B Marafion semilla 48 hr

0

Control Control Directo Dilucidon Dilucién Dilucién Dilucién Dilucién Dilucion Dilucion
(+) (-) 1:1 1:2 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64
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En la grafica se puede observar que en el tratamiento directo no hay crecimiento de
Trichoderma aggresivum, en la lectura de las 24 horas el crecimiento de Trichoderma
aggresivum en contacto con las diluciones es casi nulo, al no ser por la diluciéon 1:4 que

presentd crecimiento para los tratamientos de maranén corteza y maranoén hoja.
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8.1.3.1 Efecto de inhibicion (%)

El la grafica de porcentaje de inhibicién de Trichoderma aggresivum mediante los diferentes

extractos en 48 horas (grafica 4), muestra en el tratamiento directo, presento una inhibicion

del 100 %, mientras que las diluciones estan por debajo del 30%.

Tabla 13. Porcentaje de inhibicién presentado a las 48 horas

Dilucién del extracto
Dilucién| Dilucion| Dilucién| Dilucidon| Dilucion| Dilucién| Dilucién
Extracto Directo 1:1 1:2 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64
Maranén
corteza 100 17.77 13.80 10.27 14.08 12.68 14.42 13.99
Maranén
hoja 100 1712 15.19 15.54 15.46 15.72 11.69 12.44
Maranén
semilla 100 27.39 21.34 16.08 18.67 13.63 15.2 11.39
120
100
80
5
% €0 M Marafon corteza 48 hr
'E B Marafon hoja 48 hr
X W Marafion semilla 48 hr
40
20

Dilucion
1:64

0
Dilucion
1:32

Dilucion
1:16

Dilucion  Diluciéon  Diluciéon  Dilucién
1:1 1:2 1:4 1:8

Directo

Grafica 4. Porcentaje de inhibicibn de Trichoderma aggresivum mediante los diferentes

extractos en 48 horas.
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8.2 Resultados de la evaluacién de la inhibicibn de Trichoderma aggresivum

mediante extractos vegetales en cultivos de Pleurotus ostreatus
8.2.1 Primera prueba

Se cultivaron 11 bolsas de Pleurotus ostreatus (CP50) con diferentes tratamientos, los cuales
se muestran en la tabla 14. Utilizando como sustrato paja, el peso de las bolsas es de
aproximadamente 1.5kg, el detalle de la cosecha se muestra en la tabla 15.

Tabla 14. Bolsas cultivadas

N° Tratamiento
bolsas
4 Yeso y cal
2 Ruda + yeso y cal
2 Marafnon corteza + yeso y cal
2 Marafon hoja + yeso y cal
1 Tomillo + yeso y cal

Tabla15. Pesos y porcentaje de humedad de la cosecha

. eso humedo €S0 Seco %
Tratamiento P () P ) hur(n er .
Yeso y cal 99.608 36.395 47.597
Ruda 34.098 12.432 63.530
Marandn corteza 180.544 56.231 68.875
Marafnoén hoja 85.640 37.446 52.175
Tomillo 90.688 16.634 81.650
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Figura 11. Primordios de Pleurotus ostreatus

En la figura 11. Se pueden apreciar la aparicibn de los primordios en la bolsa con el
tratamiento yeso y cal de los cultivos de Pleurotus ostreatus, el tiempo de aparicion del

primordio fue de 26 dias.

Figura 12. Bolsas contaminadas

De las 11 bolsas cultivadas, se contaminaron 2 que fueron los tratamientos de yesoy cal 1y
ruda 2, por lo que los tratamientos presentan un bajo indice de contaminacion, las dos bolsas
contaminadas me indica que no es del todo efectivo la alternativa, por lo que necesita montar

mas experimentos, agregando mas extractos.
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Figura 13. Fructificacion de Pleurotus ostreatus
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8.2.2 Segunda prueba

Se cultivaron 23 bolsas de Pleurotus ostreatus (CP50) con diferentes tratamientos, los cuales
se muestran en la tabla 16. Utilizando como sustrato paja, el peso de las bolsas es de

aproximadamente 1.5 kg, el detalle de la cosecha se muestra en la tabla 17

Tabla 16. Bolsas cultivadas

zZ

° Tratamiento
Marandn corteza
Marafnon hoja
Maranoén semilla
Ruda

Tomillo

Yeso y cal

Fugol

Sin tratamiento

NN W W WWw w s

Tabla 17. Pesos y porcentaje de humedad de la cosecha

Tratamiento Peso humedo | Peso seco | humedad
(9) (9) (%)
Maranon corteza 78.642 20.549 75.005
Marafnon hoja 18.868 6.452 62.695
Maranon semilla 44 532 12.071 70.566
Ruda 36.157 11.382 64.371
Tomillo 28.423 7.778 66.938
Yeso y cal 57.425 10.176 70.310
Fugol 9.520 2.911 69.177
Sin tratamiento 53.712 13.248 77.027
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Figura 15. Bolsas cultivadas de Pleurotus ostreatus con crecimiento micelial

En las figuras 14 se muestran bolsas recién cultivadas de Pleurotus ostreatus, mientras que
la figura 15. Se muestran las mismas bolsas cultivadas pero con un notable crecimiento

micelial de color blanco de Pleurotus ostreatus.
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Figura 16. Fructificacion de Pleurotus ostreatus
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8.2.3 Tercera prueba

Esta prueba se realiz6 en un cuarto ventilado y con mayor exposicion a la luz solar.

Se cultivaron 10 bolsas de Pleurotus ostreatus (CP50) con diferentes tratamientos, los cuales
se muestran en la tabla 18. Utilizando como sustrato paja, el peso de las bolsas es de
aproximadamente 1.5 kg, el detalle de la cosecha se muestra en la tabla 19.

Tabla18. Bolsas cultivadas

N° bolsas Tratamiento
3 Maranon corteza
3 Ruda
3 Tomillo
1 Sin tratamiento

Tabla 19. Pesos y porcentaje de humedad de la cosecha

) Peso humedo humedad
Tratamiento Peso seco (g) °
(9) (%)
Maranoén
corteza 220.559 26.694 86.600
Ruda
150.329 19.127 86.873
Tomillo
68.169 9.316 85.370
Sin tratamiento 86.143 17.263 79.961
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Figura 17. Fructificacion de Pleurotus ostreatus

Figura 18. Bolsas contaminadas.
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Peso humedo de las setas cosechadas
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Gréfica 5. Peso humedo de las setas cosechadas
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Grafica 6. Peso seco de las setas cosechadas
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Grafica 7. Porcentaje de humedad de las setas cosechadas

En las gréficas 5, 6 y 7 se comparan las cosechas presentadas por las tres pruebas, se
aprecia que en la ultima prueba con respecto a peso fresco y % de humedad, es mayor esta
a las dos anteriores, esto se debe principalmente a las condiciones de incubacién de esta
repeticién, mientras que la mayor producciéon en peso seco se dio en la prueba numero 1,
esto se puede apreciar en la grafica 6.Lo que indica que si la cosecha tuviera un mayor

porcentaje de humedad, la produccidén en peso humedo se viera beneficiada presentando un

mayor gramaje.

54




8.2.4 Eficiencia bioldgica (EB)
La eficiencia bioldégica de la evaluacion de la inhibicion de Trichoderma aggresivum

mediante extractos vegetales en cultivos de Pleurotus ostreatus se muestran a continuacion
en las tablas 20, 21y 22.

Tabla 20. Eficiencia biologica de la primera prueba in vivo

peso paja seca
Tratamiento humedo(g) (9) EB%
Yeso y cal 99.608 13.986
Ruda 34.098 4.788
Marafién corteza 180.544 712200 25.350
Maranoén hoja 85.640 12.025
Tomillo 90.688 12.733

Tabla 21. Eficiencia biologica de la segunda prueba in vivo

Peso humedo | Paja seca

Tratamiento (@) (9) EB%
Marafnén corteza 78.642 11.042
Marafnon hoja 18.868 2.649
Maranén semilla 44,532 6.252
Ruda 36.157 712.200 5.076
Tomillo 28.423 3.990
Yeso y cal 57.425 8.063
Fugol 9.52 1.336

Sin tratamiento 53.712 7.541
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Gréfica 8.Comparativa de la eficiencia biol6gica con los tratamientos marafnon, ruda y tomillo

Tabla 22. Eficiencia bioldgica de la tercera prueba in vivo

Peso himedo Peso seco
Tratamiento (9) EB%
Maranén
corteza 220.559 30.968
Ruda 150.329 712.200 21.107
Tomillo 68.169 9.571
Sin tratamiento 86.143 12.095

de las tres pruebas
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8.3 Resultado de analisis por cromatografia de gases acoplada a masas de Pleurotus
cultivadas con diferentes tratamientos

A continuaciéon se muestran los compuestos encontrados en los extractos de los hongos
cosechados mediante el andlisis de cromatografia de gases acoplado a masas. Estos
compuestos se describen en las siguientes tablas. El compuesto mayoritario que presentaron
todos los extractos de los hongos cultivados fue el D-limoneno.

Tabla 23. Compuestos del hongo cultivado con el tratamiento cal y yeso.

Hongo yeso y cal

COMPUESTO # CAS

4-Metil pentanoato 035852-47-2
2-metil-1-penten-3 ol 002088-07-5
1,2-butanodiol 000584-02-1
5-metoxi-2-metil-2-pentanol 055724-04-4
2,5-Dimetil-4-hidroxi-3-hexanona 000815-77-0
3-Hexen-2-ona 000763-93-9
D-Limoneno 005989-27-5
4-Benzil-1,2,-dihidro-1-oxophthalazina 032003-14-8

Tabla 24. Compuestos del hongo cultivado con el tratamiento de marafdn corteza

Hongo marafnon corteza

COMPUESTO # CAS

dihidro-2-metil- 3(2H)-Furanona 003188-00-9
2-metil-1-penten-3 ol 002088-07-5
2,3-dimetil- 3-Buten-2-ol 010473-13-9
4-metil-3-Heptanol 014979-39-6
acido 2-etil-2-metil-butanoico 019889-37-3
3-Hexen-2-ona 000763-93-9
4,4-dimetil-2-Pentano 026232-98-4
D-Limoneno 005989-27-5
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Tabla 25. Compuestos del hongo cultivado con el tratamiento de fugol

Hongo fugol
COMPUESTO # CAS
4-metilpentilo pentanoato 035852-47-2
2-metil-1-Pentan-3-ol 002088-07-5
4-metil- 3-Heptanol 014979-39-6
2- (2-hidroxipropoxi) -1-propanol 000106-62-7
3-Heptanol 000589-82-2
Oxalato de isobutilociclohexilo 1000309-30-4
4- (hexiloxi) -1-butanol 004541-13-3
3-Hexen-2-ona 000763-93-9
4,4-dimetil- 2-Pentano 026232-98-4
D-Limoneno 005989-27-5

Tabla 26. Compuestos del hongo cultivado con el tratamiento de ruda

Hongo ruda
COMPUESTO # CAS
D-Limoneno 005989-27-5
2,5-dimetil- 1,5-Heptadieno-3,4-diol 022607-16-5
2-metil-1-Penten-3-ol 002088-07-5
Z-1-metoxi-2-penteno 1000279-59-4
3-Hexen-2-ona 000763-93-9
2-(2-hidroxipropoxi)- 1-Propanol 000106-62-7
2,2-dimetil-Pentanoico, éster etilico 044970-05-0
2-cloro-1,1,3-trimetil-ciclopropano 098485-99-5
2,5-Dimetil-4-hidroxi-3-hexanona 000815-77-0
Ciclohexilohexilo oxalato 1000309-30-8
4,4-dimetil-2-Pentano 026232-98-4
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Tabla 27. Compuestos del hongo cultivado con el tratamiento de marafnén corteza

Hongo tomillo

COMPUESTO CASH#
2-metil-1-Penten-3-ol 002088-07-5
3-Hexen-2-ona 000763-93-9
D-Limoneno 005989-27-5
Metil 2-isotiocianatoacetato 021055-37-8
3-etil-2,2-dimetil- Oxirano 001192-22-9
3-Metil-6-etil--2,4-dioxadecano 1000334-83-2
4-metil-3-Hexanol 000615-29-2
1-Ciclohexil-3-nitropentano-1-ol 103077-91-4
2,4-dimethyl- 2-Penteno 000625-65-0

8.4 Resultado de analisis por cromatografia de gases acoplada a masas de los extractos
vegetales
En las siguientes tablas se describen los compuestos encontrados en los extractos mediante

cromatografia de gases acoplado a masas.

Tabla 28. Compuestos del extracto de marafdn hoja obtenido por maceraciéon con metanol

MARANON HOJA METANOL
COMPUESTO CAS#
3-metil-2-Ciclohexen-1-one 001193-18-6
1-metil-2- (fenoxi) benceno 003991-61-5
4-[(4-Metoxibenciliden) amino] benzonitrilo 013036-19-6
trans,trans-Dibencilideneacetona 035225-79-7
1H, 3H-nafto [1,8-cd] pirano 000203-84-9
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Tabla 29. Compuestos del extracto de marafidn hoja obtenido con acetona

MARANON HOJA ACETONA

COMPUESTO # CAS
Fenol 000108-95-2
2-Oxabiciclo [3,2,0] hepta-3,6-dieno 013920-54-2
Resorcinol 000108-46-3
Acido salicilico 000069-72-7
1,2,3-Bencenotriol 000087-66-1
Acido Undecanoico 000112-37-8
Acido Heptadecanoico 000506-12-7

La tabla numero 29 muestra los compuestos de maranoén hoja obtenido por maceracion con
metanol, a éste extracto posteriormente se realizd una extraccién liquido-liquido con acetona,
con la finalidad de poder obtener el compuesto caracteristico del marandn, el resorcinol

(cardol).

Tabla 30. Compuestos del extracto de marandn corteza obtenido por maceracion con

metanol

MARANON CORTEZA METANOL

COMPUESTO # CAS
triciclo [4.2.1.1 (2,5)] deca-3,7-dien-9,10-diacetato 076853-18-4
1,4,5,8-Tetrametilnaftaleno 002717-39-7
2,3-Dihidro-8-metilfuro(2,3-b)quinolina 064124-82-9
2-Imino-5-fenil-1,2-dihidro-3H-1,3,4-benzotriazepina | 143869-34-5
trans,trans-Dibencilideneacetona 035225-79-7
1H,3H-Nafto[1,8-cd]pirano 000203-84-9
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Tabla 31. Compuestos del extracto de ruda obtenido por maceracién con metanol

RUDA METANOL
COMPUESTO # CAS
2-Nonanona 000821-55-6
2-Undecanona 000112-12-9
4-fenil- (E)- 3-Buten-2-ona 001896-62-4
1- (8-aminopropil) azacyclotridecan-2-ona 064414-61-5
4 - [(4-Metoxibenciliden) amino] benzonitrilo 013036-19-6
14-isopropil-13-methoxypodocarpa-8,11,13-trien-3-ona 018326-16-4

Tabla 32. Compuestos del extracto de tomillo obtenido por maceracién con metanol

TOMILLO METANOL
COMPUESTO CAS#
2-metil-5-(1-metiletil)fenol 000499-75-2
2-[[S-Bencilltiometillimidazol 1000211-92-7
5-Metil-2-(N-metil-p-metoxifenilamino)-2-tiazolina 075220-52-9

Tabla 32. Compuestos del extracto de tomillo obtenido por maceracién con etanol

TOMILLO ETANOL
COMPUESTO CAS#
1-metil-2-(1-metilletil)- benceno 000527-84-4
timol 000089-83-8
acido hexadecanoico, etilester 000628-97-7
9,12- acido octadecadienoico, etilester 007619-08-1
etil 9,12,15-octadecatrienoato 1000336-77-4
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9. Discusion.

Los ensayos se repitieron durante tres ocasiones, en el ensayo de inhibicidon en placa (in
vitro) los tratamientos de ruda y la hoja de marafién extraidos por soxhlet con hexano
presentaron la mayor inhibicion de Trichoderma aggresivum durante el primer y segundo
ensayo, en el ultimo la semilla y hoja de marandn extraidos con metanol presentaron la
mayor inhibicién en ese orden respectivamente, en general los extractos presentaron mayor
inhibicién cuando fueron probados en forma directa, asi también las diluciones 1:1, 1:2 de
ruda y 1:1 de hoja de marafnodn extraidas con hexano del primer experimento, el resto de las
diluciones solo promovieron la disminucion en la velocidad del desarrollo micelial, los
resultados mencionados de ruda difieren de lo obtenido por Reyes Quintanar C.K (2013),
que evalué la inhibicién de Trichoderma aggresivum también con ruda extraida con hexano
observando solo disminucion en la velocidad de crecimiento micelial al primer dia, existiendo
la diferencia que Reyes Quintanar deshidratd las plantas antes de la extraccién, en este
ensayo se tomo el material vegetal fresco, evitando la perdida de compuestos volatiles por el
proceso de deshidratacion, otra diferencia importante a considerar es que Reyes Quintanar
extrajo por maceracion y en este trabajo se utilizd extraccion por soxhlet, siendo una técnica

de mayor eficiencia de extraccién de compuestos.

La eficiencia de Inhibicion en el crecimiento micelial de Trichoderma aggresivum en
contacto con los extractos de maraidn (corteza, hojas y semilla) a las 24 horas es alta,
disminuyendo en los extractos de maranon corteza y hoja a la dilucion 1:4, esto nos indica
que dichos extractos tienen la capacidad de inhibir o disminuir el crecimiento de Trichoderma
aggresivum en 24 horas. El mayor efecto de inhibicion fue de un 100%, esto se present6 en
todos los extractos en forma directa, lo que sugiere que la aplicacion del extracto
concentrado presenta un incremento de los compuestos inhibitorios. La ruda extraida con

etanol presentd un efecto de inhibicién de 39%.

Mientras que la inhibicién en los cultivos de Pleurotus ostreatus, se podria decir que se
obtuvieron buenos resultados ya que solo hubo contaminacién del 18.18% en el primer
experimento y 20 % en el tercer experimento, teniendo un promedio total de 9% por los tres
experimentos, las bolsas contaminadas fueron con los tratamiento de ruda y cal/yeso del

primer experimento, mientras que las bolsas contaminadas del tercer experimento fueron con
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el tratamiento tomillo y sin tratamiento. Obteniendo un alto indice de eficiencia de inhibicidon

contra Trichoderma.

Por otra parte la cosecha de los hongos no fue la esperada, debido a algunos factores, como
la perdida de humedad en los basidiocarpos, obteniendo los siguientes porcentajes.

La humedad en la primera prueba fue de 62.76 %, la seqgunda 69.51% y la tercera prueba de
84%, resultando una baja humedad, en comparacion con lo obtenido por Juarez Luna (2012),
que fue de 90.66%, esto generod un retraso en la aparicion de los primordios, para la primera
prueba fue en un tiempo promedio de 31 dias, para la segunda de 27 dias y para la tercera
17 dias, en comparacién con lo obtenido por Juarez Luna (2012) que fue a los 15 dias, la
primera y segunda prueba estan retrasados en su aparicion mientras que la tercera prueba
aparecieron en un tiempo similar, ahora comparado con los 25.5 dias obtenido por Ramirez
Carrasco (2010), estos tiempos son similares en ambos trabajos. Fue necesario estimular la
aparicién de primordios por cambio de temperatura al dia numero 23 dejandolo todo una
noche a la intemperie. Otro factor que pudo retardar la aparicién de primordios puede ser que
los extractos pudieron causar un retraso en la aparicion de estos.

Comparando nuestra eficiencia biolégica con lo obtenido por (Ramirez, 2010) y Juarez Luna
(2012), que fue de 32.92 % vy 27.6 % respectivamente, los Unicos tratamientos que
alcanzaron los niveles de eficiencia bioldgica presentada anteriormente fueron maranén
corteza (primera prueba) 25.35 % y maranidn corteza (tercera prueba) 30.96%. La baja

produccién se debid principalmente a la perdida de humedad.

Por otra parte el andlisis por cromatografia de gases detecto compuestos importantes
presentes en las plantas de maranén, tomillo y ruda, como es el caso del cardol, timol y 2-

undecanona.

El método de extraccién con mejores resultados para recuperar los compuestos importantes
de estas plantas fue la extraccion con acetona para el maranon, pudiendo recuperar el acido
salicilico y resorcinol (cardol) responsables de la inhibicién, en especial la actividad
antimicrobiana (Medina R y col. N.d.). En el caso de tomillo la extraccibn mas eficiente fue
con etanol, donde se recuper6 el timol que es el compuesto responsable de la actividad
antimicrobiana del tomillo (Garcia G. R.M., Palou G. E., 2008) y para la ruda la extraccion
con metanol, recuperando 2-undecanona, 2-Nonanona (Garcia L. C. y col., 2010).
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10. Conclusiones

Las técnicas de extraccion por soxhlet y maceracion resultaron ser técnicas, faciles y
practicas de realizar.

Los compuestos importantes caracteristicos de estas plantas se encontraron
presentes en los extractos utilizados en este trabajo

Todos los extractos concentrados presentaron inhibicién in vitro sobre Trichoderma
aggresivum.

Los extractos obtuvieron un alto porcentaje de inhibicién de Trichoderma aggresivum
en cultivos de Pleurotus ostreatus.

La humedad presente en la incubacién fue el principal factor para obtener una
adecuada produccién

El extracto que inhibié Trichoderma aggresivum sin afectar la produccion de Pleurotus

ostreatus fue el extracto de maranon corteza.

11. Perspectivas

Realizar extracciones con otros solventes

Utilizar otros métodos de confrontacion de los extractos contra Trichoderma
aggresivum.

Aumentar las concentraciones de los extractos, para aumentar la inhibicion y evaluar
que este incremento de concentraciones no afecte el cultivo de Pleurotus ostreatus
Mantener una adecuada humedad en el cultivo ya que es uno de los principales
factores para obtener una adecuada produccion.
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