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RESUMEN

El jitomate o tomate (Solanum lycopersicum L.), es la hortaliza mas distribuida
nivel mundial, con mayor valor econémico, por lo que su demanda aumenta
continuamente al igual que su cultivo, produccidn y comercio. México ocupa el
9° lugar de pais productor de tomate, sin embargo, se han reportado perdidas
postcosecha de esta hortaliza, ocasionadas por algunos organismos, tal es el
caso de algunos hongos y bacterias, siendo Fusarium oxysporum uno de los
principales causantes de la pérdida postcosecha de esta hortaliza. Se han
utilizado diferentes métodos para el control de estas enfermedades, como el
método quimico el cual puede llegar afectar la salud del consumidor, por ello
se proponen alternativas de control biolégico usando cepas productoras de
metabolitos secundarios que ayuden a la inhibicion del crecimiento de estos
patdgenos. En el presente estudio se buscaron las variedades de tomate maés
comerciales en los mercados de la Ciudad de Puebla en donde se encontraron
las variedades Bola, Saladette, Criollo de Invernadero y Campo abierto, Uva'y
Cherry, a las cuales se les analizaron pardmetros sensoriales como son la acidez,
dulzura, color, numero de semillas, tamafio, textura y grosor del epicarpio. Se
aislaron tres cepas (HT1, HT2 y HT3) pertenecientes a Fusarium sp.,
provenientes del fruto de tomate de variedad campo abierto. Se utilizaron 12
cepas pertenecientes al grupo Burkholderia sensu lato, las cuales fueron
evaluadas mediante ensayos de antagonismo in vitro para la inhibicion del
hongo F. oxysporum. Las 12 cepas del género Burkholderia presentaron una
inhibicion del crecimiento de F. oxysporum, mediante el ensayo dual, con 35.8
a 72.6% de inhibicion del crecimiento radial a las 120 h. Para el ensayo de

inhibicion simultanea se observé que las 12 cepas produjeron una inhibicion al




enfrentar cada una de ellas al hongo Fusarium oxysporum a las 72 h. En la
evaluacion del de la inhibicion por el ensayo de agar en doble capa, las cepas
D416, GB99 y GB94 inhibieron al hongo F. oxysporum en un 59%, 54% y 53
% respectivamente. En el ensayo de difusion en pozos, no se observaron halos
de inhibicién de F. oxysporum, sin embargo, al utilizar la microscopia se
pudieron observar diversos dafos en el micelio de F. oxysporum como la
degradacion de las paredes celulares, la ruptura micelial, fugas de sustancias

intracelulares y alteraciones en hifas.

Palabras clave: F. oxysporum, antagonismo, Burkholderia, biocontrol.




ABSTRACT

Tomato (Solanum lycopersicum L.) is the most widely distributed vegetable in
the world, with the highest economic value, so its demand increases
continuously as well as its cultivation, production, and trade. Mexico occupies
the 9th place of tomato producing country, however, post-harvest losses of this
vegetable have been reported, caused by some organisms, such is the case of
some fungi and bacteria, being Fusarium oxysporum one of the main causes of
the loss postharvest of this vegetable. Different methods have been used to
control these diseases, such as the chemical method which can affect the health
of the consumer, therefore biological control alternatives are proposed using
strains that produce secondary metabolites that help inhibit the growth of these
pathogens. . In the present study, the most commercial tomato varieties were
searched in the markets of the City of Puebla, where the varieties Bola,
Saladette, Criollo de Invernadero and Campo Abierto, Uva and Cherry were
found, which were analyzed sensory parameters such as They are acidity,
sweetness, color, number of seeds, size, texture and thickness of the epicarp.
Three strains (HT1, HT2 and HT3) belonging to Fusarium sp., from the tomato
fruit of the open field variety, were isolated. Twelve strains belonging to the
Burkholderia sensu lato group were used, which were evaluated by in vitro
antagonism tests for the inhibition of the fungus F. oxysporum. The 12 strains
of the genus Burkholderia showed growth inhibition of F. oxysporum, by means
of the dual test, with 35.8 to 72.6% inhibition of radial growth at 120 h. For the
simultaneous inhibition test, it was observed that the 12 strains produced an
inhibition when each one of them faced the fungus Fusarium oxysporum at 72

h. In the evaluation of the inhibition by the double layer agar test, the strains
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D416, GB99 and GB94 inhibited the fungus F. oxysporum by 59%, 54% and
53% respectively. In the well diffusion test, no inhibition halos of F. oxysporum
were observed, however, when using microscopy, it was possible to observe
various damages in the F. oxysporum mycelium such as degradation of cell
walls, mycelial rupture, leakage of intracellular substances and hyphal

alterations.

Key words: F. oxysporum, antagonism, Burkholderia, biocontrol.
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l. INTRODUCCION

1.1 Generalidades del tomate

El tomate (Licopersicum solanum), pertenece a la familia Solanaceae, es una
baya bi o plurilocular y puede alcanzar un peso que oscila entre unos pocos
miligramos y 600 gramos. Esta constituido por el pericarpio, el tejido
placentario y las semillas (Comunicado InfoAgro). Se cultivan en zonas
templadas y célidas siendo la temperatura 6ptima entre 20 y 24°C (SAGARPA,
2019).

Posee un sabor ligeramente &cido, mide de 1 a 2 cm de diametro en las especies
silvestres, y es mucho méas grande en las variedades cultivadas (InfoRural,
2012). Las caracteristicas como son el olor y sabor dulce-acido estan
determinadas por el contenido de azlcar, aunque también depende de la
variedad y momento de la maduracion de cada especie, e incluso de la
percepcion de cada consumidor, todos estos factores desempefian una funcion

central en la calidad de los frutos y hortalizas (Benito et al., 2016).

Los tomates tienen un alto contenido de agua (94%) y muy bajo de grasa; son
una fuente importante de potasio, fésforo y magnesio (Instituto Nacional de
Tecnologia Agropecuaria, 2013). Existen diversas variedades del fruto las
cuales pueden ser clasificadas como tomates redondos, asurcados, oblongos o

alargados y tomates cereza o de coctel (Norma del Codex para Tomate).

Panorama del mercado mundial del tomate
El tomate es la hortaliza mas distribuida en todo el mundo y la de mayor valor

economico (Comunicado InfoAgro).




China es el productor y consumidor mas importante de tomate, mientras que
Estados Unidos es el principal importador y México el principal exportador de
esta hortaliza. En México, la produccion de tomate rojo se ubica en un maximo

historico de 3.47 millones de toneladas (Panorama Agroalimetario, 2019).

De acuerdo con informacién de la Organizacion de las Naciones Unidas para la
Alimentacién y la Agricultura (FAO) la superficie cosechada de tomate a nivel
mundial se ubico en 4.8 millones de hectareas durante el 2018. El 57.4 por
ciento de la superficie cosechada de tomate en 2018 se concentré en cinco
paises: China (21.2 por ciento), India (16.4 por ciento), Nigeria (12.2 por
ciento), Turquia (3.9 por ciento) y Egipto (3.8 por ciento). México ocupo la
onceava posicion mundial, con una participacién de 1.9 por ciento (Panorama

Agroalimetario, 2019).
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Figura 1. Gréfica de la produccion y area cultivada de tomate a nivel mundial en el periodo de
2012 a 2018. (FAO, 2020)




El cultivo del tomate rojo es el cuarto en importancia por su contribucién en el
valor de la produccién agricola primaria en México. La produccion acumulada
a enero, de tomate rojo (jitomate) para el ciclo primavera-verano (PV) 2019, es
de un millén 902 mil 276 toneladas. La produccion de tomate esta altamente
concentrada en cinco entidades las cuales son: San Luis Potosi, Michoacan,

Zacatecas, Puebla y Coahuila como se muestra en la figura 1.

PRODUCCION DE TOMATE ROJO (JITOMATE) POR
ENTIDAD FEDERATIVA
AVANCE A ENERO 2020* (TONELADAS)
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Figura 2. Produccién de tomate rojo por entidad federativa en México, avance a enero 2020. Las
entidades federativas estan ordenadas de mayor a menor por la produccidon obtenida en el ciclo 2020.
*Cifras preliminares (Fuente: SIAP, 2020).

En el mercado nacional, los precios del tomate principalmente difieren de
acuerdo con el tipo de producto (organico, producido a cielo abierto o en
invernadero, etc.) y de la variedad. En 2017, la produccion de tomate Saladette
representd 83.6 por ciento del total de la produccién de tomate en México, el

tomate bola 12.8 por ciento y el tomate cherry 2.6 por ciento.

Control de la calidad del tomate postcosecha
El consumo del tomate ha ido incrementado con el paso del tiempo y con ello

su produccidn, si bien esta ha sido favorecida también se debe tomar en cuenta
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que en paises en vias de desarrollo se dan perdidas en distintas etapas de la
produccion del fruto y con ello las ganancias. Es de vital importancia conocer
cual es el cuidado que se debe tener postcosecha y la vida util del tomate, las
cuales dependeran en parte de algunas practicas de su manejo y los tratamientos

realizados después de la cosecha (Emana et al, 2017).

Existen algunas practicas de manipulacion como son cosecha, preenfriamiento
(13-20° C) , limpieza y desinfeccion, clasificacion, envasado, almacenamiento,
y el transporte, los cuales desempefian un papel importante para mantener la

calidad y prolongar la vida util del fruto (Arah et al., 2016).

Hay algunos puntos clave que deben considerase y que son de gran relevancia
en el control de la calidad del tomate como son la determinacion de la madurez,
el momento oportuno para la cosecha, las practicas de la cosecha, empaque y
almacenamiento, el uso de estandares de clasificacion, el material del embalaje
y el control de temperatura durante al almacenamiento del fruto y su transporte
(Macheka, et al. 2017)

De manera general, durante la maduracion y almacenamiento de los frutos
ocurren cambios fisioldgicos, bioquimicos y estructurales que influyen en la
pérdida de firmeza y la produccion de compuestos quimicos que generan el
sabor y aroma correspondientes. El ablandamiento de los tejidos varia de
acuerdo con la especie y variedad del fruto debido a la degradacion de pectinas
y hemicelulosas de la pared celular por accion de diferentes enzimas hidroliticas
propias del fruto presentes en un determinado tiempo despues de ser
cosechados. La temperatura es importante en la calidad ya que afecta el
equilibrio del crecimiento de las plantas, el desarrollo y la polinizacién de las

flores, el crecimiento y el desarrollo de la fruta, por lo que tiene una influencia




sustancial en la calidad de la fruta (Deribe, et al., 2019). Los tomates forman
una zona de separacion natural que es la cicatriz del pedinculo y estos son mas
resistentes al ataque de patdgenos gque otros productos que no forman una zona

de separacién y deben ser cortados de la planta (Mahovic et al., 2008).

Enfermedades del tomate postcosecha

Las enfermedades posteriores a la cosecha destruyen entre el 10 y el 30% del
rendimiento de los cultivos y, en algunos casos en los paises en vias de
desarrollo destruyen mas del 30% de rendimiento del cultivo (Naureem et al.,
2009).

Existen caracteristicas propias del tomate que propician factores para presentar
una enfermedad postcosecha dentro de las cuales encontramos la firmeza del
fruto, madurez y el contenido de azUcares y acidos organicos (Pérez-Diaz, et
al., 2020)

Para el desarrollo de una enfermedad hay condiciones que deben estar presentes
en el ambiente como lo son un huésped susceptible y un patégeno virulento, de
tal forma que la interacciéon del huésped, patdgeno y ambiente den como

resultado un dafio del huésped (Martinez et al., 2016).

Los organismos que causan la descomposicion en los tomates son
principalmente las bacterias y los hongos, siendo estos dltimos los més
prevalentes. Otros tipos de patdgenos de plantas son virus y nematodos, y
pueden ser responsables por las pérdidas postcosecha, pero no causan deterioro

progresivo en los tomates (Mahovic et al., 2008).

Los hongos son generalmente mas dificiles de erradicar que las bacterias debido
a que las células fungicas son mucho mas grandes y producen esporas que son

altamente resistentes a la sequedad y a otras condiciones ambientales hostiles o
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estresantes. Las esporas son estructuras de células reproductivas que se
dispersan por el agua o viento, asi como también por animales y equipos. Dentro
de los hongos mas representativos que perjudican tanto al fruto de tomate
postcosecha como también a algunas partes de la planta de tomate, encontramos
los siguientes: Geotrichum candidum (Pudricion amarga), Rhizopus stolonifer
(Podredumbre del tomate), Alternaria arborescens (Tizon temprano del
tomate), Stemphyllium botryosum (Mancha gris de la hoja del tomate) y

Fusarium oxysporum (Marchitamiento del tomate) (Mahovic et al., 2008).

Fusarium oxysporum es una de las especies patdgenas que causan el 60% de la
perdida de la produccion y que afecta considerablemente la calidad del fruto
postcosecha. La severidad de la afectacion por parte de alguna de las especies
del género Fusarium, dependera de la planta huésped, y el 6rgano diana, es decir
si ataca a las hojas, tallo, raices, semillas o frutos (Medina-Romero et, al,. 2017)
(Macias-Bubalcava et al,. 2018). Es un patégeno transmitido por el suelo que
puede persistir durante muchos afios en el suelo sin un huésped (Ignjatov et al.,
2012). Las plantas sanas pueden infectarse con F. oxysporum si el suelo en el
que estan creciendo esta infestado con el patogeno (Ignjatov et al., 2012). La
superficie de las lesiones esta cubierta con un ramillete algodonado de micelio
blanco que tiene varias tonalidades que van desde sombras de rosado y del
naranja al violeta (Mahovic et al., 2008). En un ambiente interior debido a la
alta temperatura y humedad, F. oxysporum puede causar un dafio significativo
(Ignjatov et al., 2012).

Para el tratamiento de estas enfermedades que afectan al fruto postcosecha se
han usado técnicas agroquimicas en los sistemas agroforestales teniendo como
resultado el mejoramiento de la calidad de los cultivos y una mejora en el

rendimiento, sin embrago el uso de estas técnicas traen otras consecuencias
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como los son el aumento de patdgenos resistentes, la contaminacién y dafio a la

salud humana y animal (Macias-Bubalcava et al., 2018)

1.2 Fusarium oxysporum

1.2.1 Clasificacion taxonomica

El género Fusarium fue usado por primera vez por Link y posteriormente en
1821 por Fries y durante los siguientes 110 afios se descubrieron nuevas
especies (Summerell, 2019). Wollenweber y Reinking en 1935 reportaron mil
especies, 55 variedades y 22 formas y esto prevalecio durante 50 afios. El uso
de la terminologia complejos de especies se inicio por primera vez en Fusarium
para F. oxysporum complejo de especies (FOSC). En Fusarium, los complejos
de especies estan fuertemente respaldados por un contexto filogeneético y el
agrupamiento de especies que comparten muchas caracteristicas préacticas
importantes como son la produccion de toxinas y muchas caracteristicas
fenotipicas. La taxonomia de F. oxysporum ha sido una de las areas mas
polémicas dentro del género. Wollenweber & Reinking incluyeron 9 especies,
12 formas y 21 variedades; Snyder & Hansen redujeron esto a solo una especie,
Gerlach & Nirenberg a tres especies, y Nelson et al. a una especie (Summerell,
2019). Un analisis reciente por O’Donnell et al. y Laurence et al. definieron una
serie de clados dentro del complejo de especie en donde determinaron que F.
oxysporum constaba de tres clados que potencialmente representaron varias
especies morfologicamente cripticas. Estos clados fueron designados como
clados 1, 2 y 3 (Lombard, 2018).

Fusarium oxysporum se caracteriza por producir distintas formas especiales

(Nelson, 1981), las cuales no se pueden diferenciar por su morfologia o por las




caracteristicas de las colonias, pero son fisiologicamente diferentes por su
capacidad de parasitar y ocasionar enfermedades en plantas hospedantes
especificas cada una de las cuales es generalmente especifica para un rango
estrecho de hospedadores. Hay mas de 100 formas especiales, pero ahora se ha
demostrado claramente que evolucionaron de forma independiente y la
patogenicidad implica la transferencia horizontal de cromosomas y genes

efectores para conferir la capacidad de causar enfermedades (Summerell, 2019)

1.2.2 Morfologia de F. oxysporum
Fusarium oxysporum es un hongo cosmopolita y oportunista que existe en
muchas formas patogénicas. El género Fusarium es un grupo de hongos
filamentosos ampliamente distribuidos en el suelo y planta y tiene la capacidad
de crecer a 37°C. Pueden causar infecciones sistémicas con una alta mortalidad
en pacientes inmunocomprometidos (Tapia-Amaro, 2014). La morfologia de las
colonias puede ser muy variada y puede presentar dos tipos: una de tipo micelial
caracterizada por la produccion abundante de micelio aéreo, algodonoso, con
coloracién de blanco a rosa durazno (Figura 2) pero usualmente con un tono
purpura o violeta mas intenso en la superficie del agar, y pocas microconidias y
también una morfologia de tipo pionotal con la formacién de poco o ningun

micelio aéreo y abundantes microconidias (Garcés-Granada et al., 2001).




Figura 3. Fusarium oxysporum. A-C: Morfologia de la colonia en medio de agar papa dextrosa, A:
Color rosado de la colonia, B: Crecimiento blanco esponjoso, C: Pigmentacion violeta oscura en la
superficie inferior de la placa; D: macroconidios; E: Microconidios de forma ovalada unicelular y
bicelular; F: células conidiogenas; G — I: formacion de clamidosporas, G: individualmente, H: pares,
I: cadenas cortas; D -1, barra de escala =25 um.( Rafique, et al., 2015)

El hongo produce tres tipos de esporas, una de ellas son las microconidias que
son esporas unicelulares, aseptadas, hialinas y de forma variable, formadas
sobre fialides laterales o sobre conidioforos poco ramificados. Miden entre 5 a
12 micras de largo por 2.5 a 3.5 micras de ancho. La macroconidias son de pared
delgada, fusiformes, largas o0 moderadamente curvas en forma de hoz, poseen
de 3 a 5 septas transversales, con la célula basal elongada y célula apical
atenuada. Las clamidosporas son globosas, de doble pared gruesa, se encuentran
solitarias o en pares, formadas a partir de la condensacion del contenido de las
hifas y las conidias. Con esta estructura el hongo sobrevive en condiciones
ambientales desfavorables y en ausencia de plantas hospedantes (Estupifian-

Rodriguez & Ossa-Canencio, 2007).




1.2.3 Ciclo de infeccion de F. oxysporum

La marchitez del tomate causada por F. oxysporum f. sp. lycopersici (FOL)
razas 1, 2 y 3, es una enfermedad altamente destructiva en variedades
susceptibles y especifica para el cultivo de S. lycopersicum. Mientras que la
pudricion de la corona y raiz, causada por F. oxysporum f. sp. radicis-
lycopersici (FORL), es capaz de afectar cultivos de chile, berenjena, y otras
especies no solanaceas como espinaca, betabel, repollo y algunas leguminosas,
asi como cultivares de tomate, incluyendo los resistentes a FOL razas 1, 2y 3
(Menzies, et al., 1990).

Las tres razas de FOL son idénticas morfologicamente, pero difieren en su
capacidad para parasitar cultivares de tomate. Se sabe que el hongo produce tres
tipos de esporas: clamidosporas, microconidos Yy macroconidios. Las
clamidosporas que son formas de resistencia pueden sobrevivir largos periodos
en el suelo, pero al germinar penetran en las raices o en la zona de elongacion
0 incluso llegan a infectar el fruto de tomate. EI micelio avanza hasta llegar al
xilema, donde se ramifica y produce conidios, los cuales son llevados por la
savia hacia la parte apical de la planta, donde germinan y se reproducen. Los
taponamientos y las enzimas producidas por la planta inducen la marchitez; una
vez que la planta muere, sobre los tejidos en descomposicién se producen
esporodoquios que forman macroconidios (Vasquez-Ramirez & Castafio-
Zapata, 2017)

En la pudricion de la corona y raiz se pueden observar bordes amarillos de las
hojas mas viejas y posteriormente en las hojas superiores, sintoma que puede
confundirse con una deficiencia nutricional. Las plantas se van marchitando
poco a poco hasta el final de la temporada, lo cual afecta directamente la

cantidad y calidad de la produccion. Es posible observar manchas purpuras a
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marron a lo largo de la raiz y en la corona, y puede presentarse una necrosis
vascular que comprime el cuello hasta 25 cm sobre la linea del suelo
(SENASICA, 2019)

Se han estudiado diferentes procesos de colonizacion de F. oxysporum en el
tomate en donde puede colonizar a la plata de tomate como a su fruto. Se ha
reportado que F. oxysporum coloniza desde la raiz, las hifas del hongo crecen
inter e intracelularmente en la corteza. También se puede observar una densa
colonizacion de todo el tejido xilematico radical, extendiéndose el micelio a
través del xilema de la parte inferior del tallo. Por altimo, el crecimiento del
hongo abarca el tejido vascular a diferentes niveles del tallo (Gonzélez et al.,
2012).

Los primeros sintomas de enfermedad que presenta la planta del tomate son el
amarillamiento del follaje y con eso se propicia la caida de las hojas. Las hojas
infectadas posteriormente muestran un encrespamiento bajo, seguidamente se
oscurecen y se secan. También se ha observado que la parte superior de la planta
se marchita durante el dia y se recupera en la noche, pero el marchitamiento
empeora hasta que la planta se marchita completamente observandose el
oscurecimiento vascular en los tallos y los peciolos infectados de las hojas

grandes, con ello las plantas afectadas y sus sistemas de raices se atrofian.

En los cultivares susceptibles la colonizacion continda en una distribucion
secundaria cuando los geles y calosas son degradados por el efecto de enzimas
pectoliticas del patdgeno y el crecimiento de las tilosas es inhibido. En los
cultivares resistentes, flavonoides del tipo de las catequinas y sus productos de
oxidacion inactivan las enzimas, y la distribucion secundaria es confinada a los

puntos de infeccion inicial (Villa-Martinez et al., 2014).
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Se ha reportado que F. oxysporum puede permanecer en el suelo como saprofito
durante muchos afios sin un hospedante (Figura 3), que al entrar en contacto con
un huésped susceptible puede llegar a infectar y ocasionar una enfermedad en
el fruto (Gonzélez et al., 2012).

La quitina, un B-1,4-polisacarido de N-acetilglucosamina, es un componente
estructural de la pared celular de muchos hongos. Los hongos tienen multiples
clases de quitina-sintasas que catalizan la polimerizacibn de N-
acetilglucosamina. Se ha demostrado que la quitina-sintasa V, codificada por el
gen chsV, es requerida por F. oxysporum durante la infeccion del hospedante y
la colonizacion de las plantas de tomate y el crecimiento invasivo en los tejidos
de los frutos (Gonzalez et al., 2012).

Infeccién por inéculo ~

N2 del suelo Plantacion de semillas
S infectadas o frutos

infectados en el suelo

Micelio en
s : e tejido planta ‘
‘ Clamidospora Pt Formacién de
Microconidias 44— . micelio y esporas

LK) en el suelo
" /7 Macroconidias

Figura 4. Ciclo bioldgico de infeccion de F. oxysporum en tomate poscosecha. (Adaptado de
AGRIOS, 2017)
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1.3 Burkholderia sensu lato

El género Burkholderia comprende bacilos Gram negativos, no formadores de
esporas, que, dependiendo de la especie, se mueven mediante uno o varios
flagelos polares. Los individuos que pertenecen al género Burkholderia
presentan una proporcion G + C entre 59 y 69.5%, son aerobios, oxidasa y
catalasa positivas, mesoéfilos y sintetizan polihidroxibutirato como material de

reserva (Espinoza-Victoria, 2020).

Este género se introdujo originalmente para acomodar un conjunto de siete
especies de Pseudomonas, dos de las cuales se transfirieron posteriormente a
Ralstonia. Desde entonces, el nimero de especies de Burkholderia ha crecido

sustancialmente (Estrada de los Santos et al., 2018)

Su taxonomia ha sido evaluada varias veces a través del andlisis de secuencias
de 16S rRNA secuencias de genes concatenados de mantenimiento v,
ultimamente, mediante secuencias de genomas. A partir de estos analisis
taxondmicos se ha realizado la division en seis géneros bacterianos:
Burkholderia, Paraburkholderia, Caballeronia, Robbsia, Mycetohabitans y
Trinickia (Estrada de los Santos, 2019). Las cepas beneficiosas para la planta
y el ambiente (PBE) estan incluidas en los generos Paraburkholderia |,
Caballeronia y Robbsia. EI género Mycetohabitans contiene simbiontes de
hongos con pequefios genomas. Las combinaciones recientemente propuestas
Mycetohabitans. nov., Mycetohabitans rhizoxinica comb. nov., Trinickia
caryophylli comb. nov., Trinickia dabaoshanensis comb. nov., Trinickia soli
comb. nov., y Trinickia symbiotica comb. nov. un género diverso que contiene
bacterias del suelo y asociadas a plantas (Estrada de los Santos, 2018). Mientras
que la mayoria de los agentes patdgenos humanos y animales se conservan en

Burkholderia sensu stricto (Beukes et al., 2017).
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El género Burkholderia es importante en la agricultura debido a sus capacidades
para el biocontrol, la fijacion del nitrogeno, la promocion del crecimiento de
plantas (Bevivino et al.,1998) y la biorremediacion (Onofre-Lemus & Santos
2007). Burkholderia tiene una capacidad para sintetizar una amplia gama de
compuestos antimicrobianos y metabolitos secundarios bioactivos, los cuales se
controlan mediante la deteccion de un quorum vy sus diferentes vias, y con ello

demuestra un gran potencial biotecnoldgico ( Depoorter et al. 2016).

II. ANTECEDENTES

Los hongos patégenos son considerados la principal causa de pérdidas de frutas
y hortalizas frescas postcosecha afectando la distribucion y los niveles de
consumo. Para controlar estas enfermedades, se han utilizado métodos para
poder erradicar las enfermedades, entre ellos el método quimico es el mas
usado. Sin embargo, la creciente preocupacién por los residuos de fungicidas
en el fruto, desarrollo de biotipos resistentes de los patdgenos, asi como los
riesgos asociados con su uso continuo ha impulsado la basqueda de estrategias
alternativas seguras y eficaces. Se ha realizado la investigacion de algunas
estrategias del uso de microorganismos para un control biologico (Spadaro &
Droby, 2015).

Dentro del género de Burkholderia sensu stricto podemos encontrar a
Burkholderia cepacia, la cual ha sido reconocida como una bacteria con gran
potencial para el control bioldgico de hongos fitopatogenos (Parra-Gonzalez et
al., 2009). Sin embargo, existen algunos biopreparados compuestos de
metabolitos activos (sin célula bacteriana), los cuales pueden llegar a ser
eficaces contra el tratamiento de algunos hongos (Yuselin Toledo et al., 2002),
como por ejemplo Fusarium spp (Yuselin Toledo et al., 2002;L.i et al., 2007,
Bevivino et al., 1998), Fusarium oxysporum (Yuselin Toledo et al., 2002,
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Larkin et al., 2001), Fusarium solani(Larkin et al., 2001, Pérez y Terron et al.,
2014), Rhizoctonia solani (Li et al., 2007), Curvularia y Alternaria alternata

(Pérez y Terron, etal., 2014), por mencionar algunos ejemplos.

Se usan biopreparados con algunos antagonistas, donde podemos encontrar a
Burkholderia cepacia y sus metabolitos secundarios, los cuales deben cumplir
con algunas caracteristicas importantes como ser genéticamente estables, ser
eficaces a bajas concentraciones, facilidad de supervivencia a diversos
ambientes y sus condiciones adversas, resistente al ataque de patdgenos,
producciéon de bajo costo, resistente a fungicidas, no ser patogénico al
hospedero y que sus metabolitos secundarios no causen dafio a la salud (Pérez
y Terrén et al., 2014). Se ha demostrado que la produccion pirrolnitrina esta
relacionada con el biocontrol de las enfermedades en plantas y con la
optimizacion de la produccién de antibioticos (Parra-Gonzalez,2012). Se han
realizado ensayos recientemente en donde bacterias pertenecientes a los géneros
Bacillus, Burkholderia y Streptomyces han demostrado una inhibicién del 40%
para el hongo F. oxysporum que es fitopatégeno de plantas de café (Benoit et
al, 2021).

Se reporta el uso de filtrados Burkholderia rinojensis en nanoparticulas de 6xido
de magnesio (MgO) contra el hongo F. oxysporum, en donde la formacion de
biopeliculas fue completamente suprimida (Abdel-Aziz, 2020). También se
reporta la produccion de sideroforo de tipo hidroxamato por Burkholderia
cepacia, inhibiendo el crecimiento de C. gloeosporioides en el Mango Ataulfo
en un 97 = 3% (Santos-Villalobos et al., 2015)

Pese a que existen muchos agentes de biocontrol que afectan a patégenos, muy

pocos estdn de manera disponibles para la aplicacion comercial, debido al
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rendimiento inconsistente en el campo que ocurre principalmente por las
propiedades quimicas y fisicas del suelo, las condiciones meteoroldgicas, las
especies de plantas hospederas, las variaciones en la colonizacion de la rizosfera
por agentes de biocontrol, la presencia de patdgenos vegetales no Diana y las
interacciones con la microflora y la fauna del suelo y asi afectar la capacidad
que tienen muchos organismos beneficiosos aplicados para colonizar,
dispersarse y poder producir compuestos necesarios que sean importantes para

atacar a los diversos patdgenos (Meyer et al.,2001).

Recientemente se ha trabajado en el laboratorio de Ecologia Molecular
Microbiana con la inhibicién de Fusarium oxysporum con las 46 cepas
pertenecientes al género Burkholderia sensu lato que fueron aisladas a partir de
rizosfera de diferentes cultivos y plantas silvestres en cinco regiones del Estado
de Puebla (Antonio-Flores, 2015; Vega-Aguilar, 2016; Cervantes-Alvarez,
2016). Jiménez-Gomez en 2018 realizd un estudio en blsqueda de bacterias
antagonicas a hongos fitopatdgenos a partir del cepario de Burkholderia sensu
lato y demostro que el 50% de las cepas inhibieron el crecimiento radial de F.
oxysporum. Para el desarrollo de este estudio se han elegido a las 12 cepas que
mostraron mayor actividad antagénica para inhibir al fitopatégeno F.

oxysporum en el tomate con base en los resultados de Jiménez Gomez (2018).

I1l. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En la actualidad, existe una gran pérdida de tomate postcosecha tanto a nivel
nacional como internacional, en el campo, la industria, los supermercados, las
centrales de abasto, los mercados y el hogar. Se estima que la perdida de tomate
postcosecha en México es del 33% lo que conlleva al incremento del precio en
el mercado, mientras que en Ameérica Latina hay una pérdida del 55% de frutas

y hortalizas.
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I1l.  JUSTIFICACION

México es uno de los 10 paises con mayor produccion de tomate, el cultivo de
este se encuentra entre las hortalizas de mayor importancia a nivel mundial y
nacional. Sin embargo, en los ultimos afios ha aumentado la pérdida de tomate
postcosecha debido a la infeccion con F. oxysporum y bacterias ya que impiden
que el tomate pueda ser consumido, y como consecuencia ha aumentado el
desperdicio, el aumento en el costo a nivel nacional e internacional. Ante este
problema surge la necesidad del desarrollo de nuevos métodos alternativos que
sean eficientes, naturales, compatibles con el ambiente, y sustentables que
puedan contribuir en la prevencion o reduccién del dafio de los hongos en el
tomate. Por lo anterior, se plantea probar cepas productoras de sustancias
antifingicas producidos por las cepas pertenecientes al grupo de Burkholderia
sensu lato que puedan inhibir o aminorar la incidencia o severidad de afectacion
por parte del hongo F. oxysporum y asi contribuir en un paso inicial para
disminuir la pérdida, extender la vida de anaquel y de almacenamiento,
considerando que sean métodos alternativos menos agresivos para la salud del
consumidor en comparacion con el uso de fungicidas de origen quimico que se

utilizan en la actualidad para inhibir e hongo en el tomate postcosecha.
IV. OBJETIVOS
4.1 Objetivo general

Estudiar el efecto antagénico de una cepa bacteriana contra Fusarium

oxysporum en tomate Solanum lycopersicum L.
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4.2 Objetivos especificos
1. Seleccionar la variedad de tomate mas susceptible a la infeccion con el

hongo F. oxysporum.
2. Aislar e identificar a F. oxysporum en frutos de tomate.

3. Seleccionar la cepa con mayor potencial antagonico por medio de la

evaluacion de ensayos de antagonismo in vitro.

V. HIPOTESIS

Si alguna de las cepas pertenecientes al grupo Burkholderia sensu lato produce
compuestos antifungicos, entonces, el fitopatbgeno Fusarium oxysporum se

vera afectado en sus caracteres morfologicos o en su crecimiento micelial.
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V1. DIAGRAMA EXPERIMENTAL DE TRABAJO

Seleccionar a la variedad de tomate mas Analisis
susceptible a la infeccion con el hongo F. Estadistico
OXySporum (ANOVA)
Analisis
Aislar e identificar a F. oxysporum en frutos de Estadistico
tomate. (ANOVA)

i

Reactivar a las 12 cepas bacterianas

Analisis
Evaluar a las 12 cepas bacterianas y seleccionar a Estadistico
la cepa con mayor potencial antagdnico (ANOVA)

[ Ensayo dual ][ Ensayo J [ Ensayo agar J [ Difusion en J

simultaneo en doble capa pozos
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VII. METODOLOGIA

7.1 Material bioldgico

7.1.1 Hongo fitopatdgeno

El hongo Fusarium oxysporum fue proporcionado por la Planta Piloto

Desarrollo de Agentes de Control Bioldgico, del Instituto de Ecologia, A. C.
(INECOL).

7.1.2 Cepas bacterianas

Cepas D335, D336, D416, D450, GAO1, GA02B, GA06, GA10, GA29, GB90,
GB94 y GB99 del cepario perteneciente al grupo Burkholderia sensu lato
obtenido a partir de plantas silvestres y cultivos de interés agricola procedente
del Estado Puebla e identificadas mediante la secuenciacion del gen 16S rDNA
(Tesis Antonio-Flores 2015; Vega-Aguilar, 2016; Cervantes-Alvarez, 2016). Se
reactivaron y se evaluo su crecimiento, pureza y viabilidad de las células

bacterianas en medio NB.

7.2 Seleccion de la variedad de tomate mas susceptible a la infeccién con el

hongo F. oxysporum

Se realiz6 la busqueda de las variedades de tomates que se venden en los
mercados de la Ciudad de Puebla, las cuales fueron tomate Bola, tomate Criollo
de Invernadero, tomate Criollo de “campo abierto”, tomate Saladette, tomate
Cherry y tomate Uva.

Se realizo el analisis sensorial mediante el cual permitié establecer parametros

de calidad, a través de cualidades visuales y sensoriales que presentaban estas
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variedades, las cuales fueron tamafo, acidez, textura, dulzura, epicarpio, semilla
y color del fruto de tomate.

La evaluacion del tamarfio de tomate se realizé midiendo el largo y ancho del
fruto y se expresd en cm. Para medir la acidez y la dulzura se realizd una
degustacion de cada una de las variedades del fruto de tomate, la acidez y
dulzura se expresaron en cruces de acuerdo con la caracteristica sensorial que
se presentaba en donde tres cruces (+++) es muy acido o dulce y una cruz (+)
poco acido o dulce. Para la evaluacion de la textura del fruto, se realizo al tacto,
es decir palpando los frutos de tomate y ejerciendo una presion sobre ellos. En
la evaluacion del grosor del epicarpio se retird un fragmento de cada una de las
variedades del fruto de tomate y fue observado en un estereoscopio para poder
observar si este era traslicido u opaco, y después se evaluo esta caracteristica
por degustacién, probando que tan facil de masticar era el epicarpio del fruto.
En la evaluacion de la cantidad de las semillas en las diferentes variedades se
realizd un conteo, y por ultimo en la evaluacion del color se observé el color
que presentaban los frutos de tomate realizando una comparacion con
bibliografia reportada en el “Manual de exploracion, colecta y conservacion de

recursos geneticos de jitomate: Avances en la red de jitomate” (2012).

La infeccidn de los tomates con la cepa de Fusarium oxysporum, se llevo a cabo

bajo dos metodologias propuestas en el Laboratorio de Ecologia Molecular.

En la primera metodologia se utilizaron cajas Petri, a las cuales se les
agregd 1 mL de suspension de 4.84 X107 esporas del hongo fitopatégeno por
20 mL de agua esteril. Se colocé la variedad de tomate a probar dentro la caja

Petri dejandola en contacto con el indculo, rotando el fruto cada 5 min, hasta
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abarcar la superficie total del tomate. Posterior a ello, los tomates se retiraron
del inéculo y se colocaron individualmente en bolsas herméticas, bajo
condiciones de humedad (70%) Al control de cada variedad de tomate
solamente se le implementaron las condiciones de humedad. Fueron
almacenados en condiciones de obscuridad a 25°C durante 5 dias,
posteriormente fueron monitoreados cada 24 h.

En la segunda metodologia, se colocaron los tomates de distintas
variedades individualmente en bolsas herméticas 1 mL de suspension de 4.5
x107 esporas del hongo fitopatégeno por 20 mL de agua estéril para las
variedades de tomate grande (Bola, Saladette, Criollo de invernadero y Criollo
de “campo abierto”) y 500 uL de suspension de 4.5X107 esporas del hongo
fitopatogeno por 10 mL de agua estéril para las variedades de tomate pequefias
(tomate Cherry y tomate Uva), los tomates de dejaron en contacto con el indculo
en bolsas separadas durante 12 h a 25°C. Se tomo como control un tomate de
cada variedad, al cual se le agregd solamente agua estéril para alcanzar las
condiciones de humedad. Se cambiaron a una bolsa hermética estéril con
inoculo y dandole condiciones de humedad con una gasa estéril con agua estéril

durante 3 dias a 25 °C, fueron monitoreados cada 24 h.

7.3 Aislamiento e identificacion de F. oxysporum en frutos de tomate

Esta metodologia se efectud con base en el Manual de Topicos selectos de
Agronomia (2014). Primeramente, se seleccionaron los frutos de tomate que
presentaran caracteristicas propias de la infeccidon con el hongo fitopatogeno F.
oxysporum, es decir que en el fruto se presente un ramillete de micelio

algodonoso color blanco o rosado (Mahovic, 2008). El siguiente paso fue lavar

22



el fruto de tomate con agua estéril, luego se cortaron con un bisturi esterilizado
partes infectadas del fruto (1 cm?) para colocarlas en placas Petri con Agar Papa
Dextrosa (PDA) e incubarlas 25°C durante 7 dias en oscuridad.

Después del periodo de incubacion, se realizéd la purificacion de éste bajo la
metodologia de dilucién. Primeramente, se tom6 1 cm? del hongo fitopatogeno
ya crecido y se coloco en 9 mL de caldo LB sin sal, continuando con diluciones
seriadas desde la dilucion 1X107?! hasta 1x10™> e inoculando en medio PDA
bajo el método de extendido en placa. Luego se incubaron a 25°C durante 48h
en oscuridad. Finalmente, tomé una colonia que estuviera aislada y que tuviera
una morfologia diferente y €sta se resembrd en PDA, se incub6 a 25°C durante

5 dias.

Para llevar a cabo la identificacion o determinacion de hongos fue necesario
observar las estructuras fungicas de una manera nitida y con contraste. Para ello
se utilizaron diversos compuestos quimicos para realizar una tincion diferencial.
En este estudio se uso el azul de algodon el cual es un colorante &cido, que tifie
el citoplasma y la quitina presente en las células fungicas. Para tefir
primeramente se tomaron las placas en donde se habia sembrado previamente
el hongo F. oxysporum con un crecimiento de 5 dias en placas de PDA,
posteriormente usando la parte adherible de una cinta adhesiva, se coloco sobre
el micelio aéreo, y este se pego en un portaobjetos el cual tenia una gota de azul

de algodon y se observo al microscopio en un aumento de 40X.

Al llevar a cabo los postulados de Koch, pautas o principios experimentales
empleados para probar la patogenicidad de un organismo conocido, se realizd
la reinfeccion del fruto del tomate con las dos cepas obtenidas (HT1 y HT2)

utilizando la metodologia propuesta por Zhang et al en 2019 en donde se realizo
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la infeccidn de frutos de durazno haciendo una herida utilizando un perforador
de biopsia estéril (biopunch) para inocular el agente infeccioso. Se realizaron
heridas en las variedades de tomates seleccionadas (Bola y criollo a campo
abierto) con un biopunch de 5mm, en donde como resultado se obtuvo la
reinfeccion por los hongos previamente aislados HT1, HT2 y realizando una

comparacion inoculando al hongo fitopatégeno Fusarium oxysporum.

7.4 Seleccién de la cepa con mayor potencial antagdénico (12 cepas

bacterianas)

El potencial antagonico se evalué bajo cuatro metodologias explicadas a

continuacion.

7.4.1 Ensayo dual

Se realiz6 un preindculo del hongo fitopatdgeno F. oxysporum en PDA durante
5 dias y una reactivacion de las 12 cepas seleccionadas del cepario de
Burkholderia sensu lato en medio NB de 48 h de crecimiento y luego se calculo
el volumen de indculo necesario para iniciar los cultivos en matraz a 0.5 ODgo
am, S€ realizo el ensayo dual bajo la metodologia de Macedo-Castillo et al., 2011,
en donde se colocaron 0.5 cm? del hongo fitopatdogeno F. oxysporum en el centro
de una placa de PDA y alrededor se colocaron 5 gotas de 3 uL cada una del
in6culo de la bacteria, esto se realizo por triplicado usando un control para cada
cepa. Se incub6 a 25°C por 5 dias con un monitoreo cada 24 h midiendo el
crecimiento radial del hongo fitopatogeno F. oxysporum.

El efecto antagdnico causado por la bacteria se calcul6 por medio del porcentaje

de inhibicion radial:
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Rc—Ri * 100

% Inhibicion radial =

Donde Rc es el valor del radio del hongo en ausencia de la bacteria (control) y

Ri es el radio del hongo en presencia de la bacteria.

7.4.2 Ensayo simultaneo
Después de realizar una resiembra del hongo fitopatégeno F. oxysporum en
PDA durante 5 dias, se inoculd el hongo fitopatdgeno en caldo LB sin sal,
colocando 1 cm? en 50 mL del caldo LB sin sal y se incubd durante 48 h con
una agitacion constante de 60 rpm a 25° C y la reactivacion de las 12 cepas del
cepario de Burkholderia sensu lato se llevo a cabo en medio NB esperando 48
h de crecimiento a una temperatura de 37°C / 100 rpm. Este ensayo se realizd
bajo la metodologia propuesta por Pérez y Terrdn et al., 2014. Se colocaron 100
uL de una suspension del hongo fitopatogeno F. oxysporum crecido en caldo
LB sin sal y se extiendio sobre una placa con medio sélido del medio PDA
utilizando una espatula de Drigrasky. Posteriormente se inocularon 20 pL del
preindculo de la bacteria previamente ajustando su D.O a 0.5600 nm €n €l centro
de la placa de PDA que tiene inoculado el hongo F. oxysporum y se incubd a
25°C bajo condiciones de oscuridad. Posteriormente, se realizd un monitoreo a

las 24 y 48 h, midiendo el halo de inhibicion presentado.

7.4.3 Ensayo de Agar en doble capa
Este ensayo se realizo utilizando la metodologia de Pérez y Terron et al., 2014
realizando algunas modificaciones en los medios de cultivos utilizados para un
crecimiento 6ptimo de las doce cepas utilizadas en el presente trabajo de tesis.
La reactivacion de las 12 cepas seleccionadas del cepario de Burkholderia sensu

lato se llevo a cabo en medio NB de 48 h de crecimiento a 37°C con agitacion
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constante de 100 rpm y se realiza un ajuste de D.O. Se inocularon 20 mL de
cada una de las cepas el centro de la caja Petri de vidrio que contiene 8 mL de
MM9 modificado. La incubacion fue a 30°C durante 72 h en condiciones de
oscuridad. Posteriormente se retird la bacteria con un portaobjetos estéril y se
expuso a vapores de cloroformo durante 1 h. Se verti6 una segunda capa de
PDA inoculado previamente con el hongo fitopatogeno F. oxysporum,
colocando 50 uL del hongo por cada 20 mL de medio PDA. Se incub¢ a 25°C
y se realiz6 la lectura de placas a las 48 h midiendo el halo de inhibicion

formado.

7.4.4 Ensayo de Difusion en pozos

Este ensayo se utilizo la metodologia de Pérez y Terron et al., 2014 realizando
algunas modificaciones en los medios de cultivos utilizados para un crecimiento
Optimo de nuestras cepas.

Se realizo la reactivacion de las 12 cepas seleccionadas del cepario de
Burkholderia sensu lato en medio NB de 48 h de crecimiento a 37°C con
agitacion constante de 100 rpm. Se realizo un lavado de cé€lulas con un ajuste
de D.O ¢oonm €n un matraz con MM9 modificado, se incub6 por 72 h a 30°C en
agitacion constante. Se prepararon placas de PDA semisélido inoculado con 50
uL de la suspension de 4.9 x107 esporas del hongo fitopatdgeno F. oxysporum
por cada 20 mL de medio y se realizaron 4 pozos por placa.

Por otra parte, las células bacterianas se centrifugaron durante 20 min a 5000
rpm y se separd el sobrenadante. Se inactivaron las células bacterianas
sometiéndolas a 96°C por 10 min. Por otra parte, se realizo una filtracion de las
c¢lulas bacterianas utilizando filtros de jeringa de acetato de celulosa con un

tamafio de poro de 0.22 pum.
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Se inocularon las placas de PDA colocando 100 pL de los inactivados y filtrados
en cada uno de los pozos inoculdndolos a 25°C por 48 h bajo condiciones de

oscuridad. Se monitoreo midiendo el halo de inhibicion formado.

7.5 Analisis estadistico
Los datos fueron analizados estadisticamente mediante el analisis de varianza
(ANOVA) la cual es una técnica estadistica paramétrica utilizada para comparar

grupos de datos.

VIII. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1 Seleccidn de la variedad de tomate mas susceptible a la infeccién con el
hongo F. oxysporum.

El primer enfoque para estudiar el efecto antagonico de los metabolitos
secundarios producidos por cepas del grupo Burkholderia sensu lato contra el
hongo F. oxysporum, fue seleccionar la variedad de tomate mas susceptible a la
infeccidn con este hongo fitopatdgeno.

Se recolectaron las variedades de tomate que se venden en los mercados y

supermercados de la Ciudad de Puebla (Tabla 1)

VARIEDAD DE TOMATE

Saladette

Bola

Criollo “Invernadero”

Criollo “Campo abierto”

Uva

Cherry

Tabla 1. Variedades de tomate que se encuentran en los mercados y supermercados de la Ciudad de
Puebla.
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En la tabla 2 se muestran los parametros sensoriales (tamafio, acidez, textura,
dulzura, epicarpio, semilla y color del fruto de tomate) que presentaron estas
variedades. La variedad Saladette mostrd una textura dura, un epicarpio grueso
de color rojo pélido el cual le da una mayor resistencia al dafio que pudiera sufrir
durante la transportacion y el almacenamiento, la cantidad de semilla es
moderada y posee un ligero sabor dulce (Seminis, 2018). Con respecto a la
variedad Bola su textura es méas blanda en comparacion con la variedad
Saladette, con un color rojo el cual tiende a ser intenso cuando el fruto se
encuentra maduro (Seminis, 2018) y posee epicarpio grueso, tiene un sabor méas
acido con respectos a las demas variedades de tomate. La variedad criollo de
invernadero, tiene una textura blanda un epicarpio medio semilla escasa y color
rojo, no es acido y tiene un ligero sabor dulce. En la variedad criollo “campo
abierto” tiene un epicarpo blando, color rojo palido en comparacion con el de
“invernadero”. Las variedades pequefias, que son uvay el cherry, presentan un
tipo de recubrimiento de cera que protege al fruto, ambas tienen una textura
blanda y un epicarpo medio, tonalidades de rojo obscuro, y este tipo de tomates
poseen un sabor dulce, por lo que suelen ser usados para el acompafiamiento en

las ensaladas (Seminis, 2018).
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Variedad Tamafio (cm) | Acidez | Textura Dulzura Epicarpio Semilla m

Saladette 8.2x5 ++ Dura ++ Grueso Moderada Rojo pélido
Bola 6.8x9.3 +H+ Blanda + Grueso Abundante Rojo
Criollo (Invernadero 6.5 x5 + Blanda ++ Medio Escasa Rojo

1}3““

Criollo (Invernadero 6x 4 + Blanda ++ Medio Escasa Rojo

2}$ H®

Criollo campo 5.5x4 + Dura + Blanda Escasa Rojo palido
abierto

Uva 34x21 + Blanda +H+ Grueso Abundante Rojo

Uva amarillo 3.5x13 + Blanda 4+ Medio Escasa Amarillo
Cherry 34x31 + Blanda +H+ Medio Moderada Rojo oscuro

Tabla 2. Evaluacion de los parametros 6rgano sensoriales en las diferentes variedades de tomates
obtenidos en los mercados de la Ciudad de Puebla.

Acidez: +, ++, +++

Dulzura: +, ++, +++

Textura: Blanda, dura

Epicarpo: Delgado, medio, grueso

*: Dependiendo de la temporada del afio

**: Presencia de un hundimiento en la parte inferior
***: Presencia de alargamiento en la parte inferior

Una vez evaluadas las caracteristicas organolépticas se realizo la infeccion de
las variedades de tomate en donde los resultados obtenidos a las 72 h (Tabla 3)
bajo la técnica propuesta en el laboratorio de Ecologia Molecular Microbiana,
en donde se dejo en contacto el indculo del hongo fitopatdgeno con el fruto de
tomate durante 12 h. El tomate Uva fue el que mayor porcentaje de infeccién
presentd (Figura 4-A) con un 72.5% de infeccion de la totalidad del fruto, el
cual se ha reportado que contiene una gran cantidad de agua con respecto a las
demas variedades (Seminis, 2005). La variedad Bola (Figura 4-B) presentd un
54.25% de infeccidn, la cual tiene una pulpa carnosa de sabor méas acido que
otros tipos de tomate y una gran cantidad de agua, lo que lo hace mas propenso
a infecciones con algunos hongos fitopatogenos (Alvarado-Ortega, 2005). En
tercer lugar, esta la variedad criollo “campo abierto” (Figura 4-C) con un
26.74% de infeccion y la variedad Criollo de “Invernadero” (Figura 4-D) con

un 16% de infeccidn, encontrando por ultimo a la variedad Saladette (Figura 4-
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E) con tan solo un 8.5% de infeccion y este es la variedad lo suficientemente

fuerte y firme que puede dar una larga vida de anaquel (Alvarado-Ortega, 2005).

Variedad Area de tomate (cm Area infectada (cm % de Infeccion (DS)
Bola 63.435(x 1) 33.25 (£ 18.87) 52.25 (+ 30.11)
Saladette 40.5 (+ 0.577) 3.562 (+ 5.81) 8.5 (£ 14.36)
Criollo "invernadero" 23.98 (x 0.671) 5 (x6.16) 16 (+ 16.97)
Criollo "campo abierto" 22.12 (x 0.660) 5.862 (£ 3.21) 26.745 (+ 14.42)
Uva 5.38 (£ 0.174) 3.937 (+ 0.426) 72.5 (x 8.10)

Tabla 3. Tabla de resultados a las 72 h de la infeccion de las variedades de tomate con el hongo
fitopatégeno F. oxysporum

Figura5. Infeccidn de los tomates a las 72 h con el hongo F. oxysporum. A. Variedad Uva. B. Variedad
Bola. C. Variedad criollo “campo abierto”. D. Variedad Criollo “Invernadero”. E. Variedad
“Saladette”.
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8.2 . Aislamiento e identificacion del hongo Fusarium oxysporum en fruto
del tomate

El hongo fitopatdgeno con el que se trabajé fue obtenido de la planta de café y
proporcionado por el INECOL; de acuerdo a los resultados obtenidos en la
infeccién de los tomates con éste, se propuso el aislamiento del hongo
fitopatdgeno proveniente del fruto del tomate, para lo cual se recolectaron
tomates infectados con las caracteristicas tipicas por la infeccion del hongo
Fusarium oxysporum como lo es ramillete de micelio algodonoso color blanco
o rosado (Mahovic, 2008).

Mediante la metodologia usada en el laboratorio en el aislamiento realizado en
placas de PDA, se obtuvieron dos cepas que mostraron dos morfologias en placa

de PDA diferentes a los cuales se les denomino HT1 y HT2 (Figura 5)
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Figura 6. Hongos aislados del fruto de tomate. A. Hongo aislado del tomate 1 (HT1). B. Hongo
aislado del tomate 2 (HT2). C. Fusarium oxysporum aislado de la planta de café.

LacepaHT1 alos 5 dias de crecimiento en PDA presentd un micelio ligermente
algodonoso color blanco-beige, HT2 mostré un micelio algodonoso aereo color
blanco. Se han reportado morfologias del género Fusarium en donde se reportan
micelios algodonosos que van desde el color blanco a tonos parpuras y cafés
(Summerell et al. 2003). Se realiz6 una ticién con azul de algoddn y se observo

al microscopio a 40X (Figura 6). Para el hongo HT1 (Figura 6-A) se observo
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micelio hialino, aseptado y no se observé alguna otra estructura en la tincion.
En el hongo HT2 (Figura 6-B) se observé un micelio hialino, septado y algunos
microconidios de forma ovalada los cuales se encontraban en agrupacion
(Summerell et al, 2003).

A , 7 B
Figura 7. Microscopia de los hongos HT1 y HT2 con tincion de azul de algodon a 40X. A. Hongo

HT1 observado al microscopio en 40 X, se observa el micelio hialino y septado. B. Hongo HT2, se
observa micelio hialino y septado, también se observan microconidias ovales en agrupacion

Para hacer una correcta identificacion del hongo del fruto de tomate se realizé
la purificacién de los hongos HT1 y HT2 usando la técnica de dilucion y
extension en placa y con ello se verificd que el hongo se encontrara puro. Se
realizo una lectura de placas a las 72 h (Figura 7 y 8). En el hongo HT1 (Figura
7-A) se observo en la dilucion 1X10* una colonia de morfologia diferente,
presentandose dos morfologias diferentes. La primera morfologia (Figura 7-B)
presenta un micelio algodonoso y ligeramente mucoide de color blanco. La
segunda morfologia (Figura 7-B) presenté un micelio aéreo algodonoso de color
blanco. Para el hongo HT2 (Figura 8-A) a las 72 h se observo que todas las
colonias obtenidas en las diluciones eran iguales, las cuales observadas al
estereoscopio (Figura 8-B) presentaron un micelio aéreo, algodonoso y color

blanco.
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Figura 8. Aislamiento del hongo de tomate (HT1). A. Diluciones de HT1 en PDA, con la flecha se indica
la presencia de dos morfologias diferentes. B. Observacion al estereoscopio de las dos morfologias
obtenidas de HT1.
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Figura 9. Aislamiento del hongo de tomate (HT2). A. Diluciones de HT2 en PDA con colonias
uniformes. B. Observacion al estereoscopio de la morfologia obtenida de HT2.

Para la observacion de los postulados de Koch se obtuvo como resultado la
reinfeccion por los hongos previamente aislados (Figura 9) HT1, HT2 y
realizando una comparacion inoculando al hongo fitopatdogeno Fusarium
oxysporum en donde se observo que HT1 mostraba un micelio muy similar al
producido por el hongo Fusarium oxysporum, el cual produce un micelio aéreo

abundante y de color blanco (Summerell, 2003).

Figura 10. Reinfeccién de tomate criollo a campo abierto y bola con los hongos HT1, HT2 y
Fusarium oxysporum. A. Tomate criollo a campo abierto infectado con HT1. B. Tomate criollo a
campo abierto infectado con HT2. C. Tomate criollo a campo abierto infectado con Fusarium
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oxysporum. D. Tomate criollo a campo abierto sin infectar. E. Tomate bola infectado con HT1. F.
Tomate bola infectado con HT2. G. Tomate bola infectado con Fusarium oxysporum. H. Tomate bola
sin infectar.

8.3 Seleccion de la cepa con mayor potencial antagonico por medio de la
evaluacion de ensayos de antagonismo in vitro.

Para el tercer objetivo de este trabajo se llevaron a cabo ensayos de antagonismo
con la finalidad de probar a las bacterias productoras de sustancias antifungicas
pertenecientes al grupo Burkholderia sensu lato mediante el ensayo dual y
ensayo simultaneo, y por otra parte probar los metabolitos secundarios
producidos por estas bacterias, antes mencionadas, por el ensayo de Agar en

doble capa y ensayo de difusion en pozos.

8.3.1 Ensayo dual

En este ensayo se coloco en la misma placa (Figura 10) a las 12 cepas contra el
hongo fitopatdgeno Fusarium oxysporum, en donde todas las cepas mostraron
una inhibicion del crecimiento radial a las 120 h del 35.82 al 72.67% (Figura
11). El porcentaje de inhibicién radial se obtuvo restando el radio del control
menos el radio obtenido, entre el radio del control y lo obtenido se multiplicé
por cien. De acuerdo a estos célculos se muestra que la cepa D450 es la que
muestra una mayor inhibicion del crecimiento radial con un 72.67%, seguido
de la cepa GAO2p con un 67.70% de inhibicién y las cepas GA06 (66.88%),
GA29 (66.45%) y D336 (66.06 %) las cuales no muestran diferencias
estadisticamente significativas. Se ha reportado que al usar las diferentes
especies pertenecientes al género Burkholderia han sido eficaces en el
antagonismo contra diferentes patégenos como lo son Fusarium oxysporum
(Guerrero & Fonseca,2010), Ganoderma boninense (Azadeh, B F Sariah, M

Wong, 2010), Trichoderma viride, Fusarium moniliforme, Fusarium solani,
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Aspergillus niger y Penicillium expansum (Gonzalez et al., 2009) por
mencionar algunos ejemplos, existiendo mecanismos antagdnicos como son la
competencia por nutrientes y la sintesis de algunos metabolitos antifangicos
(Guerrero & Fonseca, 2010). Se pudieron observar algunos cambios en la
pirmentacion del hongo provocadas por algunas de las cepas bacterianas, lo cual
ha sido observado también en trabajo realizado por Macedo-Castillo (2012)
trabajo en el que se probaron cepas de Burkholderia y Bacillus contra el hongo
C. gloeosporioides. El cambio de la coloracion del hongo se podria deberse a la
interaccion que tiene el hongo con los metabolitos desarrollados por las cepas
presentes en el medio de cultivo. Asi mismo ciertos metabolitos podrian impedir
el crecimiento del hongo hacia zonas laterales en donde los metabolitos
inhibidores se encuentran en menor concentracion o probablemente no existan,
por lo que se generan I6bulos para que el hongo pueda seguir creciendo por esas

Zonas.
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Figura 11. Ensayo dual de las 12 cepas del grupo Burkholderia sensu lato vs el hongo fitopatdgeno
Fusarium oxysporum. A. Cepa GAO1. B. Cepa GA02p. C. Cepa GA06. D. Cepa GA10. E. Cepa
GA29. F. Cepa GB90. E. Cepa GA29. F. Cepa GB90. G. Cepa GB99. H. Cepa GB99. I. Cepa D335.

J. Cepa D336. K.
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Ensayo dual Burkholderia sensu lato vs F. oxysporum
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% Inhibicién del crecimiento radial

Figura 12. Grafica de porcentaje de inhibicion del crecimiento radial del hongo fitopatégeno
F. oxysporum con las 12 cepas, a las 120 h. p<0.0001.

8.3.2 Ensayo de inhibicion simultanea
Para este ensayo de inhibicion simultanea se observo que las 12 cepas
produjeron un halo de inhibicién al enfrentar cada una de ellas al hongo
Fusarium oxysporum el cual fue inoculado en la superficie del agar PDA
a las 72 h (Figura 12). De los halos de inhibicidn observados, la cepa que
generd un halo mayor fue la cepa GA06 (3.23 cm), seguido de las cepas
GAO02p (2.58 cm), D450 (2.42 cm), D335 (2.29 cm) y GB94 (2.07 cm)
las cuales no muestran diferencias estadisticas significativas (Figura 13).
Después se observaron los halos de inhibicion de las cepas GB99 (1.69
cm), GAO1 (1.49 cm), GB90 (0.99 cm) y GA10 (0.5 cm) las cuales nos

muestran diferencias significativamente estadisticas, y por ultimo las
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cepas D336 (0.93 cm ) y D416 (0.80 cm). Diferentes cepas pertenecientes
al grupo de Burkholderia sensu lato han demostrado un antagonismo en
diferentes grados de inhibicion, los cuales han sido demostrados
mediante esta técnica simultanea (Macedo-Castillo, 2012), en donde se
usa a la bacteria viva frente a el hongo fitopatégeno (esporas), el cual
tiene un tiempo de crecimiento corto, porque se considera que es un
cultivo joven y es inoculado en menor densidad celular que la bacteria, y
aun con ello se puede observar esta inhibicién antagonica. Pese a que se
puede observar un halo de inhibicidn, es inespecifico realizar las
mediciones del halo como de la bacteria ya que no siempre fue un circulo
perfecto (Ramos et al., 2010). Como se ha mencionado previamente las
especies pertenecientes al género Burkholderia han demostrado ser
efectivas para el antagonismo de diversos organismos mediante
diferentes formas de antagonismo (Depoorter et al., 2016), dentro de los
cuales destaca la inhibicidbn por competencia y la produccion de
metabolitos inhibidores liberados en el medio circundante. Aunque no
podemos establecer de manera precisa cual es el mecanismo que llevan a
cabo las cepas utilizadas en este estudio, se puede conjeturar que en la
zona de inhibicion podria existir una concentracion efectiva de
metabolitos con la capacidad de inhibir el crecimiento micelial del hongo,

secretados por la bacteria antagonista en el medio de cultivo.
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Figura 13. Ensayo simultaneo de las 12 cepas del grupo Burkholderia sensu lato frente a el hongo
fitopatdgeno Fusarium oxysporum. A. Cepa GAO1. B. Cepa GA02p. C. Cepa GA06. D. Cepa GA10.
E. Cepa GA29. F. Cepa GB90. E. Cepa GA29. F. Cepa GB90. G. Cepa GB99. H. Cepa GB99. I. Cepa
D335. J. Cepa D336. K. Cepa D416. L. Cepa D450.
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Figura 14. Gréfica de los halos de inhibicion (cm), que presentan las 12 cepas con el crecimiento
del hongo fitopatégeno F. oxysporum, a las 72 h. P<0.001

8.3.3 Ensayo de agar en doble capa

En el ensayo de agar en doble capa de las 12 cepas seleccionadas, Unicamente
las cepas D410 (59.64%), GB99 (54.98%) y GB94 (53.92 %) (Figura 14 y 15)
presentaron una inhibicion. En este método de agar en doble capa no se utiliza
la bacteria viva, lo que se producen son los metabolitos secundarios de la
bacteria que fue inoculada en la primera capa de agar (Mukherjee y Ghosh,
2014). En el antagonismo que se lleva a cabo, las especies pertenecientes al
grupo Burkholderia sensu lato involucran la produccién de metabolitos
secundarios inhibidores del crecimiento de diversos organismos, entre ellos
Fusarium oxysporum, los cuales actdan sin la presencia de la bacteria viva

(Pérez-Y-Terrén et al., 2014) (Cesa- Luna, 2019). Dentro de estas sustancias
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producidas por las diferentes bacterias podemos encontrar la produccion de
bacteriocinas, las cuales son producidas por bacterias gran negativas como el
caso de la taliocina producida por Burkholderia cenocepacia, también podemos
mencionar la produccion sideroforos, compuestos volatiles y no volatiles, asi

como antibidticos de amplio espectro (Cesa- Luna, 2019).

Figura 15. Cepas inhibitorias del hongo fitopatdgeno Fusarium oxysporum por el ensayo de
agar en doble capa. A. Cepa GB94. B. Cepa GB99. C. Cepa D416.
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Figura 16. Gréafica del porcentaje de inhibicion del crecimiento del hongo fitopatdégeno F. oxysporum
enfrentado a los metabolitos de las 12 cepas a las 48 h. P<0.001

A partir de los resultados que se obtuvieron en este ensayo de agar en doble
capa se seleccionaron a las cepas GB94, GB99 y D416, las cuales muestran un
efecto inhibitorio del hongo Fusarium oxysporum sin la presencia de la bacteria

y que pueden ser cepas prometedoras para ser usadas en el biocontrol.

8.3.4 Ensayo de difusion en pozos

Para el ensayo de difusion en pozos se tomaron las cepas seleccionadas en el
ensayo de agar en doble capa y que mostraron buenos resultados en los ensayos
de las cuales fueron la GB94, GB99 y D416. En el primer ensayo realizado
(Figura 16), donde se us6 NH4Cl como fuente de nitrdégeno, las cepas no
mostraron un halo definido, sin embargo, se mostro un cambio en el micelio del
hongo F. oxysporum. Se realizaron observaciones microscopicas del micelio de

cada una de las tres cepas con los tratamientos por inactivacion por calor y
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filtracion (Figura 17). En la cepa GB99 (Figura 17-A, 17-B) se observo
engrosamiento de las hifas, fugas de sustancias y micelios rotos. Para la cepa
GB94 (Figura 17-C, 17-D) se observo la formacion de vacuolas y micelios
rotos. Por ultimo en la cepa D416 (Figura 17-E, 17-F) se observaron rupturas
celulares y malformaciones en las paredes. De acuerdo con lo reportado por
Tenorio-Salgado (2013) sobre las alteraciones microscéopicas observaron la
degradacion de las paredes celulares de hongos, ruptura celular, fugas de
sustancias intracelulares, alteraciones en hifas y micelios rotos, por lo tanto, se

puede establecer que hay dafio en los hongos por accion de los metabolitos

sintetizados y excretados por las cepas bacterianas.

CONTROL

Figura 17. Cepas D416, GB99 y GB94 en el ensayo de difusion en pozos. Las cepas fueron sometidas
a tratamientos por inactivacion por calor y filtracion la para usar los metabolitos secundarios
producidos por cada una de las cepas bacterianas. Afectaciones en el crecimiento del micelio aéreo.
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Figura 18. Observaciones microscopicas del hongo fitopatogeno F. oxysporum frente a los
metabolitos secundarios producidos por las cepas GB99, GB94 y D416 en el ensayo de difusion en
pozos. A. F. oxysporum vs inactivado por calor de la cepa GB99, engrosamiento de las hifas. B. F.
oxysporum vs filtrado de la cepa GB99, fuga de sustancias y micelios rotos. C. F. oxysporum vs
inactivado por calor de la cepa GB94, formacion de vacuolas. D. F. oxysporum vs filtrado de la cepa
GB94, micelios rotos. E. F. oxysporum vs inactivado por calor de la cepa D416, rupturas celulares y
malformaciones en la pared celular. F. F. oxysporum vs filtrado de la cepa D416, micelios rotos.

Se realizd un segundo ensayo en difusion en pozos, pero modificando la fuente
de nitrogeno en donde ahora se utiliz6 NH;NO3, ya que se ha reportado que el

cambiar la fuente de nitrégeno puede mejorar el antagonismo o por el contrario,

———————
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puede disminuirlo y se realizd Unicamente la inactivacion de las células
bacterianas mediante exposicion a calor (96°C). Como consecuencia de haber
cambiado la fuente de nitrogeno (NH;NO3) en el medio de cultivo (MM9
modificado), ya no se observan halos de inhibicién bien definidos vy
macroscopicamente se observa que hay mayor crecimiento de micelio aéreo con
respecto al primer ensayo de difusion en pozos donde se utilizd NH,ClI (Figura
18), las bacterias utilizan el nitrégeno como una fuente para la produccion de
algunos compuestos enzimatico, acidos nucleicos y proteinas, en donde tienen
la capacidad para asimilar nitrégeno de manera reductiva por medio del NH3 y
este se conoce como fijacion del nitrogeno, siendo pocas las bacterias que
poseen esta capacidad metabdlica. El proceso requiere gran cantidad de energia
metabdlica y se inactiva con facilidad por accion del oxigeno (Junco Diaz,
Raquel & Pérez, Carlos, 2001), al modificar la fuente de nitrégeno se podria
plantear que la bacteria no es capaz de utilizar el NH;NO3 para la produccion de
compuestos antifungicos que puedan ayudar a la inhibicion del crecimiento del

hongo F. oxysporum.
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Figura 19. Ensayo de difusion en pozos con NHsNO3s como fuente de nitrogeno. A. Control. B. F.

oxysporum vs inactivado por calor de la cepa GB94. C. F. oxysporum vs inactivado por calor de la
cepa GB99. D. F. oxysporum vs inactivado por calor de la cepa D416.
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X. CONCLUSIONES

Las variedades de tomate encontradas en los mercados de la ciudad de
Puebla fueron el tomate bola, criollo de invernadero, criollo a campo
abierto, Saladette, cherry y uva, en donde al realizar la infeccion de estas
con el hongo F. oxysporum, las variedades “uva”y “bola” fueron las que

presentaron un mayor porcentaje de infeccion.

A partir de frutos de variedad “criollo a campo abierto” infectados, se
lograron obtener tres aislamientos putativos (HT1, HT2 y HT3)

identificados parcialmente como Fusarium ssp.

Para la seleccion de la cepa con mayor potencial antagonico por medio
de la evaluacion de ensayos de antagonismo in vitro de las 12 cepas
seleccionadas todas presentaron una inhibicién micelial radial frente a F.

oxysporum mediante el ensayo dual.

En el ensayo dual la cepa D450 es la que muestra una mayor inhibicion

del crecimiento micelial radial, seguido de la cepa GA02p.

En el ensayo de inhibicién simultdnea se observd que las 12 cepas
produjeron un halo de inhibicion al enfrentar cada una de ellas al hongo

Fusarium oxysporum.

La cepa que generd un halo mayor fue la cepa GAO06, seguido de las cepas
GAO02B, D450, D335 y GB94 las cuales no muestran diferencias

estadisticas significativas.
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Mediante la técnica de agar en doble capa las cepas, D416, GB99 y GB94
fueron las que presentaron una inhibicién del crecimiento del hongo F.

oxysporum.

En el ensayo de difusion en pozos, no se observaron halos de inhibicién
definidos, sin embargo, mediante la microscopia se pudieron observar

diversos dafios a nivel micelial del hongo fitopatdgeno F. oxysporum.

Las cepas GB94, GB99 y D416 presentaron dafios en sus estructuras
fangicas microscopicas en el ensayo de difusion en pozos, en donde se
observaron rupturas del micelio, fuga de sustancias, engrosamiento de las

hifas, formacion de vacuolas y malformacion de las paredes.

Las cepas pertenecientes al grupo Burkholderia sensu lato presentan un

efecto antagdnico con y sin la presencia de la bacteria.

De acuerdo con los ensayos realizados en este estudio mediante la
utilizacion de metabolitos secundarios en los ensayos de agar en doble
capa y difusion en pozos producidos por las cepas de este complejo, las

3 cepas GB94, GB99 y D416 muestran efectos de inhibicidn positivos.
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XI. PERSPECTIVAS

e lIdentificacion molecular de los hongos aislados (HT1, HT2 y HT3) a
partir del fruto del tomate.

e Optimizacion del medio de cultivo para la produccion de idiolitos con
actividad antifungica y evaluarlo con base a criterios de inhibicién
(inhibicidn del crecimiento micelial, inhibicion de la esporulacion, efecto
en la morfologia y la concentracion minima inhibitoria).

e Extraer, purificar e identificar los compuestos con actividad antifungica
producidos por la cepa bacteriana por medio de la utilizacion de resina
acoplado a ensayos de cromatografia (TLC, HPLC, LC-MS/MS).

e Evaluar invitro la actividad antifangica del o de los idiolitos antifungicos
obtenidos con base a los criterios de inhibicién.

e Evaluar in vivo al o los idiolitos con actividad antifungica contra F.

oxysporum en frutos de tomate.
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XI11. ANEXOS

ANEXO |
MEDIOS DE CUTIVO

NB (Caldo nutritivo) modificado

Compuesto (1L de medio de cultivo)
Caldo Nutritivo 8¢g
Acido succinico * 0.05g
Glicerol * 10 ml
LB modificado (sin sal)
Compuesto (1L de medio de cultivo)

Peptona de caseina
Extracto de levadura
Agar

10g
58
75¢g

MM9 modificado

Compuesto

Citrato férrico (g/L)
Goodies

Acido succinico *
Solucion 10XM9
Mg SO,7H,0 1M
Glicerol*

Agar

Goodies

ZnC|z
MnCl,4H,0
BOsH:

CoCl,
CUC|22H20
NiCl.6H,0
NaMoO, 2H,0

Soluciéon 10XM9
Na;H P04
KH,PO,

NacCl

NH.Cl

(1L de medio de cultivo)
1ml

2.5 ml

0.05g

100 ml

1ml

5 ml

15¢g

50 mg
30 mg
300 mg
200 mg
10 mg
20 mg
30 mg

70g
30¢g
58

10g

(*) Modificaciones
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