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Resumen de la tesis que presenta Gabina Yaneth Santiago Sanchez como requisito parcial para la
obtencidn del grado de Maestra en Ciencias en Ciencias de la Vida.

Evaluacion de Metarhizium anisopliae como agente de biocontrol ante Fusarium vanettenii en
sistemas acuicolas-agricolas integrados modelo

Resumen aprobado por:

Dr. Gilberto Curlango Rivera
Director de tesis

La agricultura convencional demanda un 75% del agua disponible a nivel mundial y de acuerdo con la
CONAGUA, este mismo patrén se mantiene en México. Como alternativa para el uso eficiente del agua,
los sistemas Agricolas-Acuicolas Integrados (IAA, por sus siglas en inglés), como la acuaponia, producen
vegetales y animales para consumo humano, permitiendo la reutilizacidon de nutrientes y agua. En
estos sistemas, las plantas no estan exentas de enfermedades ocasionadas por patdgenos que atacan
el sistema radicular de las plantas. El combate a estos patégenos en los sistemas de produccién
integrados es un area de investigacion en desarrollo, dado que los agroquimicos pueden ser de grado
letal para los organismos acuaticos. Los agentes bioldgicos para el control de patogenos (biocontrol)
pueden ser una alternativa para reducir los efectos negativos en la fisiologia de los peces y las plantas,
a diferencia de los tratamientos convencionales con pesticidas. En este trabajo se evalué el potencial
de biocontrol del hongo entomopatdégeno Metarhizium anisopliae en un sistema IAA modelo. Para
ello, se realizaron estudios de interaccion de plantulas de chicharo (Pisum sativum) con M. anisopliae
y con efluente de un cultivo de tilapia roja (Orechromis mossambicus) con Biotecnologia Biofloc (BFT,
por sus siglas en inglés), ante la presencia del fitopatdgeno de la raiz Fusarium vanettenii. Los
resultados indicaron que M. anisopliae no afecté el desarrollo temprano de la leguminosa P. sativum.
Ademas, mostrd capacidad antagdnica ante F. vanettenii, inhibiendo 15% el crecimiento del
fitopatdgeno y reduciendo 44% los sintomas de infeccion en planta. Adicionalmente, se determiné que
el efluente acuicola (EA) inhibié el crecimiento de F. vanettenii y redujo 60% la infeccidn en planta,
mientras que la combinacién de M. anisopliae y el EA mostraron un 100% de proteccién, sugiriendo
una posible sinergia entre M. anisopliae y el EA. Estos hallazgos enfatizan el potencial de utilizar M.
anisopliae y el EA de sistemas IAA para el biocontrol de enfermedades radiculares.

Palabras clave: Metarhizium anisopliae, Fusarium vanettenii, Pisum sativum, biofléculo, células del
borde de la raiz.



Abstract of the thesis presented by Gabina Yaneth Santiago Sanchez as a partial requirement to obtain
the Master of Science degree in Science the life.

Evaluation of Metarhizium anisopliae as a biological control agent against Fusarium vanettenii in
integrated aquaculture-agriculture model systems

Abstract approved by:

Dr. Gilberto Curlango Rivera
Thesis Director

Conventional agriculture consumes 75% of the available water worldwide, and according to CONAGUA,
this water consumption pattern is present in Mexico. Integrated Agriculture-Aquaculture (IAA) systems
such as aquaponics produce vegetables and animals for human consumption, recycling nutrients and
water. In these systems, plants are not exempt from diseases caused by root pathogens. Control of
these pathogens is an evolving area of research, as agrochemicals can be lethal to aquatic organisms.
Biological control can be an alternative to conventional pesticide treatments to reduce the adverse
effects on fish and plant physiology. This work evaluated the biocontrol potential of the
entomopathogenic fungus Metarhizium anisopliae in model I1AA systems. It studied the interaction of
pea (Pisum sativum) seedlings with M. anisopliae and effluent from a culture of red tilapia
(Oreochromis mossambicus) with Biofloc Technology (BFT), inoculated with the plant pathogen
Fusarium vanettenii. Results showed that M. anisopliae did not affect the early development of the
legume P. sativum. Also, it showed an antagonistic effect against F. vanettenii, inhibiting its growth by
15% and reducing disease symptoms by 44%. In addition, the Aquaculture Effluent (AE) inhibited the
growth of F. vanettenii and reduced plant infection by 60%. The combination of M. anisopliae with AE
showed 100% protection, suggesting a synergism. These findings emphasize the potential of M.
anisopliae and the AE from IAA systems in plant protection.

Keywords: Metarhizium anisopliae, Fusarium vanettenii, Pisum sativum, biofloc, Root Border Cells.
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Capitulo 1. Introduccion y antecedentes

1.1 Problematica del uso del agua en la agricultura

El cambio climatico recrudece en la escasez del agua en paises que enfrentan sequia y falta de alimentos,
por lo que para mitigar sus efectos se propone un enfoque agropecuario con seguridad alimentaria
(Goddek & Keesman, 2018). La escasez y disponibilidad del agua es un problema a nivel mundial, que surge
por el uso excesivo de este recurso en diversos sectores que utilizan grandes volimenes de este liquido
vital (Pedrozo Acufia, 2022). La extraccion de agua dulce genera un nivel de estrés hidrico en el mundo; la
Organizacion de las Naciones Unidas (ONU) plantea metas y proyectos para hacer frente a la escasez de
agua y reducir el nimero de personas que sufren de la falta de este recurso vital. Esta organizacién prevé
gue para el 2030 haya un aumento en la eficiencia y sostenibilidad de los sistemas agricolas para contribuir

a la reduccion de la demanda de agua y cuidar los ecosistemas (United Nations, 2023).

De acuerdo con los datos hidrograficos obtenidos por la ONU, uno de los sectores en los que se utiliza la
mayor cantidad de agua es la agricultura, aproximadamente tres cuartas partes del agua que se extrae
cada afio se destinan a este sector a escala mundial (ONU-Agua, 2021). Por lo que, la Organizacion de las
Naciones Unidas para la Alimentacién y la Agricultura (FAO, por sus siglas en inglés) busca el desarrollo y
la implementacion de tecnologias que fomenten el ahorro del agua en los cultivos a nivel mundial (Gillet
& Biancalani, 2022; ONU-Agua, 2021). De igual manera, en México, la Comision Nacional del Agua
(CONAGUA) reconoce que la agricultura es el sector de mayor impacto para este recurso. Hasta el afio
2024 el 76% de la extraccion de agua se designd a este sector. A nivel mundial, México ocupa el séptimo
lugar con mayor infraestructura para riego rodado y presurizado por medio de aspersion o goteo

(CONAGUA, 2019, 2022b, 202243, 2024).

Una alternativa para el mejoramiento de la eficiencia en el uso del agua en el sector agricola es la
hidroponia, en donde se cultivan plantas con uso limitado de agua. Estd técnica de cultivo optimiza el uso
del agua mediante la utilizacién de soluciones nutrientes formuladas para lograr mayores rendimientos y
dirigidas al sistema radicular de las plantas. Ademads, se obtiene una produccidon de plantas mas
consistente, permitiendo una productividad mayor que en un sistema agricola convencional, lo cual se
refleja en una menor cantidad de agua utilizada (Hanan, 1998; Majid et al., 2021). Otra estrategia que

incrementa el aprovechamiento del agua es la integracidn de la agricultura y la acuicultura, en donde se



le da un doble uso al agua para producir alimentos vegetales y animales (Somerville et al., 2014).

1.2 Integracion de la acuicultura-agricultura

Una préctica tecnoldgica que satisface los requisitos de los Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS)
establecidos por la ONU, es integraciéon acuicola-agricola, practica popularmente conocida como
acuaponia (ONU-Agua, 2021). Los hechos histdricos demuestran que la integracidon de la agricultura y
acuicultura se ha ejercido desde civilizaciones antiguas como la china, desde el aifio 4000-3000 a. C., en
donde se cultivaba arroz y peces simultdneamente. La civilizacidn egipcia en el afio 3500 a. C, utilizaba las
aguas del rio Nilo para cultivar plantas y peces, obteniendo cosechas de mayor tamafio y mas saludables.
Asi mismo, las civilizaciones mesoamericanas en los afnos 1500-1000 a. C, desarrollaron sistemas de cultivo
de plantas en balsas flotantes conocidas como chinampas, las cuales se encontraban principalmente en

los lagos y lagunas de los valles centrales de México (Baoxin & Shujia, 1984; Cartwrigth, 2014; Mark, 2017).

La acuaponia ofrece la posibilidad de reciclar los efluentes de un sistema acuicola para cultivar plantas,
reduciendo el uso de fertilizantes y el uso del agua en la produccidn de alimentos, lo que reduce el impacto
ambiental, en comparaciéon con otros sistemas convencionales que producen alimentos de manera
independiente, como la hidroponia o la acuicultura. Ademas, la produccidn de plantas puede ser mayor a
la agricultura convencional (Watten & Busch,1984) y comparable a un sistema hidropénico, incluso puede

llegar a ser mayor dependiendo de la especie cultivada (Ayipio et al. 2019; Estrada-Pérez et al., 2024).

Un componente de la acuaponia son las comunidades microbianas libres o en fléculos, que contribuyen al
funcionamiento y equilibrio de estos sistemas, beneficiando a las plantas y a los organismos acuaticos (Eck

et al., 2019).

1.2.1 Fldculos microbianos

Los fléculos microbianos (biofldculos) son agregaciones de materia organica y comunidades microbianas
suspendidas en el agua o sedimentables. Los microorganismos presentes en los biofléculos pueden utilizar
la materia orgdnica para su crecimiento. Los biofldculos alojan una gran diversidad de microorganismos
entre ellos bacterias autétrofas y heterdtrofas, microalgas, hongos, protozoarios, nematodos, oligoquetos

y artrépodos como rotiferos entre otros (Hernandez-Mancipe et al., 2019).
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Los sistemas de cultivo con Tecnologia Biofloc (BFT, del inglés “Biofloc Technology”) fomentan el
aprovechamiento del agua con un minimo recambio. El funcionamiento de estos sistemas depende de la
adicién de una fuente de carbono y nitrégeno en distintas relaciones, lo que permite el desarrollo de las
comunidades microbianas principalmente de bacterias heterdtrofas, que metabolizan los carbohidratos
disponibles y el nitrégeno inorgdnico. Los compuestos metabdlicos de los organismos cultivados, como el
Nitrégeno Amoniacal Total (NAT, amonio/amoniaco NH4*/NHs*), el alimento no consumido y la materia
organica producida por los peces, aceleran el crecimiento de estas comunidades bacterianas, que se
conglomeran, formando los biofléculos(De Schryver et al., 2008; Fatimah et al., 2019; Kumar et al., 2021;

Monroy-Dosta et al., 2013)

Los biofldculos son sistemas biolégicos de gran utilidad para la biorremediacién natural, ya que al degradar
y descomponer la materia orgdnica ayudan a mantener la calidad del agua. Ademas de ser una fuente de
nutrientes, principalmente de proteinas, que al ser consumidos por organismos acudticos ayudan a
mejorar el crecimiento. No obstante, en la actualidad no se conoce a profundidad el funcionamiento de
estas comunidades microbianas, se estima que otro beneficio es que pueden combatir enfermedades
infecciosas. Diversos estudios han identificado especies, como bacterias y levaduras de diversos géneros
presentes en estas comunidades, entre ellos: Sphingomonas, Microthrix, Nitrospira, Actinetobacter
Rhodopseudomonas, Micrococcus, Nitrosomonas, Nitrobacter, Cellulomonas, ademas algunas especies
tienen potencial como agentes de biocontrol como Pseudomonas spp. y Bacillus spp. (Kumar et al., 2021;

Monroy-Dosta et al., 2013).

1.3 Retos en la agro-acuicultura integrada: enfermedades de la raiz

Al igual que en la acuicultura y agricultura convencional, los peces y plantas cultivados en sistemas
integrados no estdn libres de enfermedades, que son uno de los principales desafios de la acuaponia.
Existen diversos factores abidticos que ocasionan estos padecimientos, por ejemplo, el ambiente acuatico
o de alta humedad caracteristico de estos sistemas, ofrece las condiciones para la reproduccién de
microorganismos patdgenos que ocasionan enfermedades en los cultivos vegetales o acuicolas afectando

su crecimiento y rendimiento (Goddek et al., 2019).

Las enfermedades mas graves y persistentes en estos sistemas son las ocasionadas en el sistema radicular.
Los patdgenos asociados a las raices que estdn adaptados a las condiciones humedas producen la

enfermedad conocida como pudricién de raiz, que provoca la muerte de la plantula (Goddek et al.,
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2019). Los microorganismos fungicos Fusarium y Rhizoctonia, asi como los oomicetos Pythium y
Phytophthora, son los principales patdégenos que forman este complejo que causa la pudricion de la raiz,
siendo los oomicetos particularmente importantes, ya que producen zoosporas que pueden diseminarse

en el medio liquido (Goddek et al., 2019).

Los tratamientos para estas enfermedades son limitados, porque los agentes quimicos convencionales no
son aptos para utilizarse en estos sistemas, ya que pueden dafiar a las especies acudticas. Una alternativa
a estos tratamientos es el control biolégico, que controla las plagas y enfermedades mediante el uso de
microorganismos benéficos, sin embargo, su adaptacion a los sistemas acuapdnicos sigue siendo parte de

estudios para determinar su efectividad (Stouvenakers et al., 2019).

1.4 Control biolégico

Existen diversos tipos de control de enfermedades en las plantas, tanto fisicos como quimicos, sin
embargo, la legislacion agricola mundial ha cambiado y evolucionado conforme a las necesidades del
consumidor y el medio ambiente. Esta evolucién implica la busqueda de nuevas formas de combatir las
enfermedades en plantas, como estudiar las interacciones entre el patégeno y el hospedero, y la utilizacién
de agentes de control bioldgico (Agrios, 2005; Moreno-Velandia et al., 2018). El control bioldgico es un
método de control de plagas, depredadores, parasitos, o patégenos, en el que se utilizan organismos
naturales denominados Agentes de Control Bioldgico (BCA, del inglés Biological Control Agent), los cuales
son una alternativa ecolégica de controlar las enfermedades ocasionadas por los patdgenos. Los BCA se
pueden encontrar en el suelo cercano a las plantas, donde se pueden asociar de manera natural a las
plantas antes de que los patégenos ataquen, inhiban o destruyan a las plantas (Agrios, 2005; Moreno-

Velandia et al., 2018).

Los BCA han demostrado ser efectivos en el combate a enfermedades, sin embargo, una de sus limitantes
es su adaptacién a diferentes ambientes (Schuman & D’Arcy, 2012). Ademads, se ha demostrado que
comunidades diversas de microorganismos tienen un mayor efecto en la supresion de enfermedades
(McKellar & Nelson, 2003). Por ejemplo, la utilizacidon de Extractos Acuosos de Composta (CWE, del inglés
Compost Water Extract), son mezclas de composta incubadas en agua con aireacion o sin aireacién para
generar una comunidad microbiana densa y diversa con efecto de supresién a enfermedades (Sheuerell &
Mahaffe, 2002). Los CWE en la agricultura convencional se manejan con gran éxito como una alternativa

ecoldgica para el combate a patdgenos foliares o radiculares, por ejemplo, se han estudiado para suprimir



5
de manera efectiva el hongo Mycena citricolor causante del ojo de gallo en hojas de café (Zamora et al.,
2017). En otros estudios, se ha demostrado que los microorganismos presentes en estos CWE presentaron
un efecto supresor de la enfermedad de la pudricién de la raiz en leguminosas y plantas como pepino
(Cucumis sativa), maiz (Zea mays L.) y algoddn (Gossypium hirsutum L.) (Curlango-Rivera et al., 2013;

Tollefson et al., 2015).

Los BCA no solo son utilizados en la agricultura convencional, se han integrado en sistemas hidropdnicos,
y se han realizado estudios para integrarlos en los sistemas acuapdnicos. Aunque las investigaciones de
los BCA en acuaponia son limitados, existen microorganismos que confirman su potencial en estos
sistemas (Rivas-Garcia et al., 2020). Por ejemplo, en el control de plagas y enfermedades foliares, un
estudio determind que el uso de microorganismos como Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae
disminuyeron la abundancia de insectos como la mosquita blanca en los cultivos de col y lechugas (Rios
Da Silva et al., 2020). Otro estudio demostré que hongos entomopatdgenos de las especies Lecanicillium
attenuatum, Isaria fumosorosea y Trichoderma virens pueden controlar enfermedades causadas por el

mildiu polvoroso (Folorunso et al., 2022).

En los sistemas integrados agro-acuicolas surgen diferentes enfermedades como las que se ocasionan en
la raiz y se han evaluado BCA como bacterias del género Pseudomonas y Bacillus que pueden actuar en
defensa de las plantas por medio de la produccidn de sustancias antifungicas y antibacterianas que pueden

contrarrestar las enfermedades (Goddek et al., 2019).

1.4.1 Control biolégico de enfermedades radiculares fungicas en sistemas agro-acuicolas

Sirakov et al. (2016) sugirieron utilizar microorganismos con capacidad para inhibir los patégenos Pythium
ultimum y Saprolegnia parasitica, que atacan a peces y plantas en un sistema acuapdnico. Su estudio se
enfocd principalmente en aislar microorganismos provenientes del biofiltro, del agua del tanque, de las
raices de tomate, de las escamas y material organico secretado por los peces en cultivo. Posteriormente,
se evaluaron in vitro 50 aislados bacterianos contra los patégenos P. ultimum y S. parasitica y se observé

qgue mas del 80% de los aislados tuvieron un efecto inhibitorio contra ambos patégenos.

Stouvenakers et al., (2020) evaluaron la enfermedad de la pudricién de raiz en lechuga (Lactuca sativa),
causada por Pythium aphanidermatum y analizaron la diversidad microbiana presente en el sistema

acuaponico. El analisis demostrd la presencia de microorganismos pertenecientes a las familias
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bulkolderiaceae, methylophiacea y pseudomonadaceae presentes en el agua de cultivo, rizésfera, el
rizoplano, y endosfera de las plantas. Se observdé que estos microorganismos generaban un efecto

inhibitorio contra el patégeno, presentando potencial y capacidad antagdnica.

Suarez-Caceres et al., 2021 describieron la dinamica de transmisién de enfermedades ocasionadas por
Phytophthora cactorum en fresa en sistemas hidropdnicos y acuapdnicos. Se observd que la severidad de
la enfermedad en la fresa en etapa temprana se vio suprimida por la presencia de los microorganismos
presentes en el sistema acuapdnico, a diferencia del sistema hidropdnico. El estudio concluyd que la
microbiota radicular y del efluente del sistema acuapdnico se correlacioné con el efecto supresor ante P.

cactorum.

1.5 Metarhizium como agente de biocontrol

El género Metarhizium comprende especies de hongos entomopatégenos que se han estudiado en
muchas partes del mundo (Mayerhofer et al., 2019). Pertenece al orden hypocreales y a la familia
clavicipitaceae (Brunner-Mendoza et al., 2019). Su rango hospedero incluye alrededor de 200 especies de
insectos pertenecientes a 17 familias. Metarhizium es uno de los géneros mads estudiados en diversas

ramas de la ciencia como ecologia, evolucion, y biologia (Ahmad et al., 2020; Zimmermann, 2007)

Ademas de su importante papel ecolégico como regulador de poblaciones de insectos del suelo, también
esta involucrado en la salud, crecimiento y productividad de las plantas. De esta manera, tiene diversos
estilos de vida como saprofito, patégeno de insectos, y enddfito actuando como simbionte. Por su
habilidad para colonizar las raices de las plantas, se ha aislado de diversas especies de plantas, las cuales
producen hidratos de carbono que es captado por el hongo. A su vez, el hongo adquiere nitrégeno de los
insectos a través del micelio (Moonjely & Bidochka, 2019), translocandolo a las plantas (Stone & Bidochka,
2020). Ademas, se ha encontrado presente en suelos de ecosistemas acuaticos como los humedales (Tian

et al., 2016).

Respecto a la capacidad de Metarhizium de asociarse con las raices de las plantas y promover su
crecimiento, Sasan & Bidochka en 2012, evaluaron la asociacion de M. robertsii con plantas de Panicum
virgatum y Phaseolus vulgaris, en donde determinaron que M. robertsii tiene la capacidad de asociarse
como un colonizador endofitico, induciendo la produccién de vellos radiculares (Sasan & Bidochka, 2012).

Asimismo, se ha estudiado su potencial antagonista (antibacteriano y antifingico) producto de
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metabolitos estructurales, como los glucdsidos, conocidos por su actividad inhibidora contra bacterias

como Pseudomonas aeruginosa (Tian et al., 2016) y cepas patdgenas de Fusarium(Sasan & Bidochka,

2013).

Sasan & Bidochka (2013) evaluaron la capacidad antagdnica del hongo M. robertsii contra el fitopatdgeno
Fusarium solani. El antagonismo in vitro demostrd que M. robertsii inhibid el 60% del crecimiento radial
de F. solani. Adema3s, evaluaron el efecto antagdnico en ensayos en planta de P. vulgaris, demostrando
que las plantas expuestas a M. robertsii con F. solani no presentaron sintomas graves de la enfermedad

de la pudricién de las raices.

Davila-Berumen en 2017, aislé cepas del género Metarhizium y evalud la capacidad antagdnica de los
aislados contra el fitopatdgeno F. oxysporum. Este estudio demostrd que 39 de los 51 aislados generaron
una inhibicidn contra el fitopatégeno. Posteriormente, se selecciond la cepa de M. guizhouense, la cual
presentd un mayor porcentaje inhibitorio, y se evalué en plantas de sorgo y tomate ante el fitopatdgeno.
Las plantas mostraron una disminucién de sintomas de la pudricién de la raiz debido a la presencia de M.
guizhouense, sugiriendo que los metabolitos extracelulares estan relacionados con su actividad

antagonista contra el patdgeno evaluado.

En 2023, un estudio con M. guizhouense establecié que algunas de las fitohormonas liberadas por las
plantas como la estrigolactona, sorgolactina, el acido 3-inolacético y el acido giberélico, influyen en el
crecimiento de las hifas y la colonizacion de las raices. Se cree que Metarhizium podria detectar las
estrigolactonas liberadas por la planta y de esta manera establecer una asociacion beneficiando el

crecimiento de hifas y la induccién del micelio en la raiz de la planta (Pifia-Torres et al., 2023).

1.6 Modelo de estudio Pisum sativum-Fusarium

El afio 2016, fue declarado por la FAO el afio internacional de las leguminosas, ya que son parte esencial
de la alimentacién a nivel mundial desde hace siglos. Las leguminosas se han domesticado a través de
millones de afios y se cultivan en todo el planeta (FAO, 2016). El chicharo (Pisum sativum L.) pertenece a
la familia fabaceae o leguminosae, son una de las plantas mas abundantes en el mundo, con un alto
contenido de proteina (20-30%). Ademas, se caracterizan por su capacidad de fijar nitrégeno atmosférico,

mejorando la calidad del suelo, corto ciclo de vida y bajo consumo de agua. Por su relevancia para el
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consumo, las leguminosas mas conocidas son el chicharo, frijol, soya, habas, garbanzo y lentejas

(D’Ambrosio et al., 2018; FAO, 2016).

A nivel mundial los chicharos se consumen principalmente por sus propiedades nutricionales y son
fundamentales en una dieta saludable; se estima que hacia el afio 2050 su produccién pueda aumentar
hasta un 70%. En México en el afio 2023 el valor del comercio de esta leguminosa fue de 36.4 millones de
délares y Baja California fue el primer productor, seguido de Guanajuato, Sinaloa, Baja California Sur,

Aguascalientes, Sonora y Puebla (Secretaria de economia, 2023).

La demanda de proteinas de origen vegetal ha estimulado la venta del chicharo (P. sativum) y la fuente de
este producto es la agricultura convencional (Wohor et al., 2022). Sin embargo, el rendimiento productivo
de esta actividad puede verse afectada negativamente por la incidencia de la enfermedad de la pudricion
de la raiz ocasionada por el hongo patégeno Fusarium spp. (Chatterton et al., 2019). Se tiene registro que
este hongo puede reducir desde el 15 al 60% de rendimiento en las cosechas, y entre el 80 y 100% cuando
no se controla. El uso de control quimico y bioldgico es crucial para mantener los cultivos de chicharo
saludables, sin embargo, la resistencia del patdgeno a los tratamientos ha evolucionado (Williamson-

Benavides et al., 2020).

En el trabajo de Chatterton et al., 2019 evaluaron la distribucion y la gravedad de la pudricion de la raiz en
plantas de chicharo y lenteja. En el estudio se determind que patdgenos del género Fusarium, Pythium, y
Rhizoctonia solani estaban presentes en las regiones de muestreo y ocasioné la enfermedad en los cultivos
de chicharo. Ademas, en las diferentes regiones del muestreo, el patdgeno con mayor presencia fue F.
avenaceum y F. solani. Las lesiones de los sintomas de la pudricidn de la raiz, fueron de moderados a

graves, de 25 a 99% en las plantas de chicharo y del 8 a 34 % en cultivos de lenteja.

En 2021 se realizé un estudio utilizando como método de control biolégico rizobacterias promotoras de
crecimiento contra el fitopatdgeno F. solani, causante de la enfermedad de la pudricién de la raiz en
plantas de chicharo (P. sativum). El estudio demostré que de 41 aislados de bacterias presentes en
extraidas de la rizésfera, solo las cepas de Bacillus halotolerans y B. subtilis tuvieron un efecto antagdnico
de un 45 a 60 % contra F. solani. Ademas, demostraron que las bacterias disminuyen el tiempo de
germinacion de semillas de chicharo de un 4 a 35%, promoviendo un incremento en la longitud de los
brotes y de la raiz hasta un 78%. Las rizobacterias también redujeron la severidad de la pudricidn de la raiz

entre un 25y 89% (Riaz et al., 2021)



9
Lo anterior implica investigar nuevas estrategias para combatir la enfermedad, asi como entender los

mecanismos de interaccidn en planta que se llevan a cabo en la zona rizosférica (Chatterton et al., 2019;

Williamson-Benavides et al., 2020; Wohor et al., 2022).

1.6.1 Rizosfera y exudados de la raiz

Lorenz Hiltner es conocido como el primer cientifico que definié el término “rizésfera” en 1904, como una
interfase entre la raiz y el suelo circundante (Hartmann et al., 2008). Esta region abarca aproximadamente
de 3-4 mm en la interfase planta-suelo. La extensién de la rizésfera en el suelo depende de la estructura
del suelo, de la composicion de la microflora y las especies de plantas. El microbioma de la rizésfera puede
ayudar a las plantas a enfrentar una variedad de estresores bidticos y abidticos, incluyendo plagas,

enfermedades, salinidad y sequias (Hartmann et al., 2008, Liu et al., 2023, Rabelo de Faria et al., 2020).

En la rizésfera se puede presentar el fendmeno conocido como rizodeposicidn, que se refiere al proceso
mediante el cual las raices liberan exudados (Oliveros-Bastidas et al., 2009). Las diversas interacciones de
la microbiota presente en las raices de las plantas dependen de la composicion de los exudados, cuya

funcién puede incrementar la actividad microbiana (Zhang et al., 2019).

Los exudados pueden ser de bajo o alto peso molecular, encontrandose azlcares, aminoacidos, acidos
orgdnicos, mucilago, proteinas, compuestos volatiles como el CO,, alcoholes y aldehidos. Estos
compuestos quimicos son conocidos como compuestos alelopaticos que se encuentran en el tejido vivo y
tienen actividad fisiolégica. Mediante una comunicacién quimica entre las raices y las poblaciones
microbianas (van Dam & Bouwmeester, 2016), generan una respuesta a las condiciones del medio
ambiente (Oliveros-Bastidas et al., 2009). Los exudados de las raices funcionan como defensa de las
plantas contra una variedad de enemigos naturales, incluidos los hongos patdgenos, oomicetos, bacterias,

virus, nematodos y artropodos que se alimentan de las raices (Schuman & D’Arcy, 2012).

1.6.2 Células del borde de la raiz

En el extremo de la raiz de la planta se encuentra el meristemo apical y el apice de la raiz de la planta, en
esta regidn se encuentran una gran cantidad de células activas, que estan involucradas en la division

celular y crecimiento de la planta. Estas células se diferencian en células especializadas conocidas como



10
células del borde de la raiz (del inglés “Root Border Cells”), las cuales tienen una funcion fisica-bioldgica
en la rizésfera. Las células del borde se han estudiado en mas de 30 especies de plantas, incluyendo
cereales y leguminosas, algunas especies tienen la capacidad de producir hasta 10,000 células por apice.

Se reporta que estas células tienen una viabilidad entre un 90 y 100% (Hawes, 1998).

Se ha demostrado que la separacion de las células del borde varia durante el desarrollo de la planta. En P
sativum, se generan entre 3000 y 4000 células. Las células del borde liberan exudados ricos en nutrientes
en la regién radicular, y ejercen una influencia sobre los niveles y la composiciéon de las poblaciones
microbianas en el suelo (Hawes & Lin, 1990). Las células del borde estan involucradas en la defensa de las
plantas y sus exudados actian como barrera de defensa contra patdgenos de las raices. Las células del
borde funcionan como trampas extracelulares en respuestas a sefales de estrés ocasionado por los

patdgenos, y exportan proteinas antimicrobianas en conjunto con ADN extracelular (Hawes et al., 2016).

1.7 Justificacion

El uso del agua en el sector agricola tiene un gran impacto a nivel mundial, por lo que en la actualidad se
buscan estrategias para poder tener una mayor efectividad de uso de este recurso. Los sistemas acuicolas-
agricolas integrados ofrecen una alternativa para incrementar la eficiencia del agua, ya que reducen su
consumo y se obtienen dos productos alimenticios (peces y plantas). Sin embargo, estos sistemas no estan
exentos de enfermedades, principalmente las ocasionadas por organismos que pueden dafiar las raices de
las plantas. Las enfermedades se vuelven un problema que no es sencillo de tratar con agroquimicos
convencionales, dado que su uso es nocivo para la salud de los organismos acuaticos y pueden ser de grado
letal. Una alternativa sostenible para el tratamiento de las enfermedades que afectan los cultivos acuicola-
agricolas integrados es el uso de microorganismos benéficos que se generan en el mismo sistema o
emplear agentes de control biolégico. Sin embargo, el tratamiento de las enfermedades con estos
microorganismos convencionales presenta un desafio, ya que no todos tienen la capacidad de aclimatarse

a las condiciones semiacuaticas o acuaticas de estos sistemas.

Metarhizium anisopliae es un hongo entomopatégeno utilizado ampliamente en la agricultura tradicional.
Es un agente de biocontrol multipropdsito, ya que también se encuentra asociado a las raices de las
plantas, mejorando su desarrollo y protegiéndolas contra patdgenos. Ademds, se ha reportado que esta

especie habita de manera natural en ecosistemas semiacuaticos como los humedales. Por lo tanto, en este
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trabajo se propuso estudiar el potencial de este hongo como agente de biocontrol en un sistema agricola-

acuicola integrado.

1.8 Hipétesis

Metarhizium anisopliae tiene un impacto positivo en el desarrollo de Pisum sativum en condiciones
semiacudticas, actia como agente protector contra la enfermedad del sistema radicular causada por
Fusarium vanetteniiy en presencia del efluente acuicola de un sistema con biofldculos tiene la capacidad

de contrarrestar la enfermedad de la pudricién de la raiz.

1.9 Objetivos

1.9.1 Objetivo general

Conocer el potencial de Metarhizium anisopliae como organismo de control biolégico de enfermedades

de la raiz del chicharo Pisum sativum en sistemas acuicolas-agricolas integrados.

1.9.1 Objetivos especificos

1. Evaluar el efecto de Metarhizium anisopliae en el desarrollo radicular de plantulas de Pisum sativum.

2. Evaluar la funcion de Metarhizium anisopliae en la proteccién del sistema radicular de plantulas de

Pisum sativum ante el fitopatdgeno Fusarium vanettenii.

3. Describir la interaccion de los efluentes acuicolas con Metarhizium anisopliae en la proteccion de

plantulas de Pisum sativum ante el patégeno de la raiz Fusarium vanettenii.
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Capitulo 2. Metodologia

2.1 Seleccion de la especie de Metarhizium como agente de biocontrol

Se evaluaron de manera cualitativa y cuantitativa cinco diferentes cepas del género Metarhizium
provenientes de un estudio realizado por Pifia-Torres (2017). Las cepas fueron proporcionadas por el
Laboratorio de Genética Molecular de Hongos de la Divisién de Ciencias Naturales de la Universidad de
Guanajuato. La cepa M. brunneum Caro 19 fue aislada del insecto Gerageus senillis (plaga de maiz), las
otras cuatro cepas se aislaron de la rizdsfera de plantas colectadas en dreas naturales protegidas del
estado de Guanajuato. La cepa M. brunneum AT3 se aislé de un bosque de pino-encino; la cepa M.
brunneum LCP 29-1 se aislé de un bosque de encino y de selvas bajas caducifolias; M. robertsii se aislo de
un bosque de encino, y M. anisopliae de un bosque de encino de clima templado subhimedo. La seleccién
de la especie del género de Metarhizium utilizada en este estudio, se llevé a cabo mediante ensayos de
interaccion in vitro con el fitopatdgeno Fusarium vanettenii, en los que se evalud su capacidad antagdnica.
Los ensayos de interaccion se realizaron en cajas de Petri de 100 x 20 mm con medio Papa Dextrosa Agar
(PDA), en donde se inoculd una suspensidn de esporas a una concentracion de 1x10° células/mL (cel/mL)

de las distintas cepas de Metarhizium y F. vanettenii, de acuerdo con el método de Nysanth et al. (2022).

2.1.1 Colecta de esporas

Las cepas de Metarhizium se cultivaron en medio minimo (MM), que contenia por cada litro, 20 g de
glucosa, 3 g de KH,PO4, 1.8 g DE NH4NO3 y 20 mL de concentrado de sales 50X (MgSQ, al 2.5%, ZnSO, al
0.009%, FeS0O, al 0.005%, MnSQO4 al 0.001% y CuSO4 al 0.002%). La colecta de esporas se realizé en una

solucidn de tritén (0.01%) para preparar una suspension de esporas de 1x10° cel/mL.

F. vanettenii se cultivd en medio V8 (25 mL de jugo V8, 0.375 g de CaC03, Agar 2.5 gy 125 mL de agua
destilada). Se realiz6 una coleccidn de esporas con agua destilada y posteriormente se realizaron conteos

en cdmara de Neubauer para la preparacion de una suspension de 1x10° cel/mL.
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2.2 Efecto de Metarhizium anisopliae en Pisum sativum

El efecto de M. anisopliae se determind estudiando el desarrollo radicular de plantulas de chicharo (Pisum
sativum L.), a 24 h y a siete Dias Posinoculacidn (DPI). La radicula se expuso a esporas de M. anisopliae y
las plantulas se cultivaron en sistemas hidropdnicos modelo bajo condiciones de laboratorio a

temperatura ambiente, siguiendo los métodos descritos a continuacién.

2.2.1 Preparacion de plantula

Para los experimentos se utilizaron semillas de chicharo (P. sativum) “Little Marvel” (Victory Seed
Company, Irving, TX, USA). Se esterilizaron en etanol (96%) e hipoclorito de sodio (5%). Las semillas se
colocaron en charolas para germinacion con medio de cultivo agar-agua al 1% (p/v) y se incubaron durante
48 horas en oscuridad. Pasado el tiempo de germinacidn se seleccionaron las plantulas de chicharo sanas

con una radicula de 25 mm de longitud (Gunawardena & Hawes, 2002).

2.2.2 Efecto de M. anisopliae en planta, 24 horas posinoculaciéon

Para evaluar el efecto de M. anisopliae en etapa temprana, se realizd un ensayo in vitro donde se
inocularon plantulas de chicharo con 50 pL de una suspensién de esporas de 1x10° cel/mL de M. anisopliae
durante tres minutos, al término del tiempo las plantas se colocaron en cajas de Petri con agar-agua al 1%
con papel filtro. Después de marcar la posicidon del apice de la radicula, se resguardaron a temperatura
ambiente y en oscuridad por 24 h. Se realizaron un minimo de tres réplicas con sus respectivos controles
negativos (plantulas inoculadas con agua destilada estéril). A las 24 horas posteriores al tratamiento se
midié el crecimiento radicular por plantula de chicharo, se colectaron las células del borde del apice de la
raiz en agua destilada estéril para determinar el nUmero de células producidas y su viabilidad mediante
tincidn con rojo neutro al 1%. Se realizé una tincidn negativa con carbén vegetal para el conteo directo de
las células del borde en muestras de 10 pL. Los conteos se realizaron en duplicado utilizando un

microscopio dptico Nikon eclipse E200, con magnificacion de 100 y 400X.
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2.2.3 Efecto de M. anisopliae en planta, siete DPI

En los ensayos a siete dias se cultivaron las plantas en sistemas hidropénicos modelo bajo condiciones de
laboratorio a temperatura ambiente. Se inocularon 200 pL de una suspension de 1x10°8 cel/mL de M.
anisopliae por plantula. Se verificd el crecimiento cada 24 horas. Al séptimo dia se evalud el desarrollo
biolégico midiendo el crecimiento de la raiz principal, nimero y longitud de las raices laterales, altura de
la planta, peso seco foliar y radicular. Para cuantificar el peso seco de cada parte de la planta se deshidraté
a una temperatura de 60 °C por tres dias. El experimento se replicd tres veces con su respectivo control

negativo, donde, se inoculd la cantidad de 200 pL de agua destilada estéril (Curlango-Rivera et al. 2013).

2.3 Efecto de Metarhizium anisopliae en la patogenicidad de Fusarium

vanettenii

2.3.1 Interaccidn entre M. anisopliae y F. vanettenii

Para analizar si habia un efecto de M. anisopliae sobre F. vanettenii, se realizaron ensayos de interaccion
in vitro donde se inocularon 10 pL de una suspensién de 1X10° cel/mL de M. anisopliae y F. vanettenii en
los extremos opuestos de cajas Petri de 60 x 15 mm con medio de cultivo PDA, con una separacion de 15
mm del extremo de la caja, los cultivos se incubaron a 28 °C por seis dias. Adicionalmente, las especies
fungicas se cultivaron independientemente como control para comparar el crecimiento radial y analizar
su crecimiento con un estereomicroscopio Olympus SZX-ILLB2-100 del Laboratorio Nacional de
Microscopia Avanzada (LNMA) de CICESE. Al término del ensayo, se hicieron los célculos para evaluar si

existié inhibicidn entre las especies fungicas, utilizando la siguiente férmula (Sasan & Bidochka, 2013).

Porcentaje de inhibicion = [(C—T) /C] X 100 (1)

Donde C es el crecimiento radial del control y T representa el crecimiento radial del tratamiento.

2.3.2 Efecto de Metarhizium en la patogenicidad de F. vanettenii en planta, 13 DPI

El efecto protector de M. anisopliae se evalué mediante pruebas de patogenicidad en plantulas de

chicharo P. sativum. Para ello, semillas de chicharo se germinaron en las condiciones previamente
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descritas. Las plantulas se cultivaron en sistemas hidroponicos modelo bajo condiciones de laboratorio a
temperatura ambiente y se mantuvieron irrigadas con agua estéril. Se realizaron inoculaciones con 50 pL
de una suspension de 1x10° cel/mL de M. anisopliae y posteriormente se inoculé con 1x10° cel/mL del
patégeno F. vanettenii. El experimento se replicé tres veces con su respectivo control negativo en el que
se inocularon 50 plL de agua destilada estéril. Se observé la presencia de sintomas de pudricién de raiz a
los 13 DPI, con base a una escala de severidad de las lesiones modificada de Gunawardena & Hawes, 2002,
en donde se tomd en cuenta la coloracidn que presentaba la raiz principal de las plantulas en la zona de
elongacion. El grado de severidad se dividié en cinco niveles de sintomas: 0 = sin sintomas, 1= leve,
2=moderado, 3=fuerte, y 4= severo (tabla 1). Al término del experimento se evalué el desarrollo bioldgico

de las plantulas siguiendo lo descrito en la seccién 2.2.3.

Tabla 1. Escala de severidad de las lesiones necrdticas ocasionadas por F. vanettenii.

Grado de severidad Sintoma Coloracion de raiz
0 Sin sintoma Blanca
1 Leve Amarilla
2 Moderado Café claro
3 Fuerte Café obscuro
4 Severo Negro

2.4 Efecto del efluente acuicola y Metarhizium anisopliae en la patogenicidad

de Fusarium vanettenii en Pisum sativum

2.4.1 Efluente acuicola

Los Efluentes Acuicolas (EA) se obtuvieron de un cultivo de tilapia roja (Oreochromis mossambicus) con
BFT, el cual que se mantuvo en el laboratorio de peces marinos del Departamento de Acuicultura de
CICESE. Los organismos se cultivaron previamente por 8 meses y para este estudio se mantuvieron por 11
meses adicionales. Como fuente de carbono se utiliz6 melaza y posteriormente azlcar en una relacién
Carbono y Nitrégeno (C:N) 1:15, para alimentar a los peces se utilizdé alimento para camaroén al 35% de

proteina. La racion diaria fue equivalente al 1.5% de la biomasa de los peces.
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Durante la fase experimental se analizé la calidad del agua con pruebas bioquimicas comerciales basadas
en colorimetria (API, Freshwater master test kit). Se evaluaron los parametros de Nitrdgeno Amoniacal
Total (NAT, amonio/amoniaco NH4*/NH53’), Nitritos (NO,), Nitratos (NOs), Potencial de Hidrégeno (pH),
Fosfatos (POy), dureza general GH, carbonatos KH, y volumen de fldculos medidos con cono Imhoff.
Ademas, se realizaron biometrias mensuales para evaluar la talla de los peces, asi como su estado de salud.
Con el fin de minimizar el efecto nutritivo del EA en planta, para cada experimento se mantuvieron

constantes los siguientes pardmetros de calidad de agua (tabla 2).

Tabla 2. Parametros de calidad de agua establecidos en los Efluentes Acuicolas (EA) para los diversos experimentos
con planta.

Parametro Valores establecidos en el EA
NHa4/NH3 0 mg/L
NO, 0 mg/L
NO; 0 mg/L
PO4 0-10 mg/L
KH 0a 50 mg/L
GH 100 a 200 mg/L
pH 6.0-7.6
Volumen de biofléculo 35-45mL/L

2.4.2 Ensayos de interaccion del efluente acuicola con M. anisopliae y F. vanettenii

Para evaluar el efecto de los efluentes acuicolas sobre M. anisopliae y F. vanettenii, se llevaron a cabo
ensayos de interaccion in vitro por diez dias. Los ensayos se realizaron en cajas de Petri de 35 x 10 mm con
1 mL de medio Martin y 300 uL del efluente acuicola filtrado. Como control negativo, se utilizd medio
Martin mas 300 uL de agua destilada estéril. Una vez listas las cajas se procedié a inocular con discos de

micelio obtenidos con sacabocados de las cepas de M. anisopliae o F. vanettenii (Martin, 1950).

2.4.3 Efecto del efluente acuicola y M. anisopliae en la patogenicidad de F. vanettenii en

planta, 13 DPI

El efecto de los EA en combinacidon con M. anisopliae sobre las plantas de chicharo se evalué mediante

pruebas de patogenicidad descritas en la seccion 3.3.2, con la diferencia de que se agregaron los siguientes
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tratamientos: EA, EA + M. anisopliae, EA + F. vanettenii, y EA + M. anisopliae + F. vanettenii. Las semillas
se germinaron en las condiciones previamente descritas y se cultivaron en sistemas IAA modelo en

condiciones de laboratorio a temperatura ambiente, y se mantuvieron irrigadas con agua estéril.

Al finalizar el experimento se evalud el sintoma de pudricidon de raiz y el desarrollo biolégico de las
plantulas siguiendo lo descrito en la seccidén 3.3.2 y 2.2.3 respectivamente. Ademas, para verificar la
presencia o ausencia del fitopatdgeno en planta se tomd una secciéon de 5 mm de longitud de la zona
donde fueron inoculadas las plantas. La seccion de la planta se esterilizé por 10 s en alcohol (96%), 1
minuto en hipoclorito de sodio (1%), posteriormente se hicieron lavados con agua destilada estéril, un
lavado en alcohol (70%), y se elimind el exceso de humedad con papel filtro estéril. El segmento de la
planta se incubd en medio PDA durante cuatro dias a temperatura ambiente y en obscuridad. Después de
presentarse crecimiento de micelio, se realizaron cultivos posteriores de purificacién para confirmar la

presencia de Fusarium mediante el analisis morfoldgico de las esporas Gunawardena & Hawes, 2002.

2.4.4 Efecto del efluente acuicola filtrado en la patogenicidad de Fusarium vanettenii en

P. sativum

El efecto del Efluente Acuicola Filtrado (EAF) en la proteccion de plantas se evalué mediante ensayos de

interaccion in vitro y pruebas de patogenicidad en plantulas de la leguminosa P. sativum.

2.4.5 Filtracion de los efluentes acuicolas

Para evaluar si los metabolitos secretados por los microorganismos presentes en el sistema de cultivo
acuicola tenian un impacto positivo o negativo en el crecimiento radial de M. anisopliae y F. vanettenii, se
colecté una muestra de agua del cultivo y se filtré con filtros de celulosa de 90 mm con poro de 30 um
(Whatman International Ltd Maidstone England, Cat No: 1113090). Posteriormente se filtrd con filtros de
fibra de vidrio de 47 mm con poro de 0.696 um (VWR North American, Cat No: 28333-139), seguido de
filtros de membrana PES de 25 mm con poro de 0.20 um (Whatman UNIFLO™, Cat No: 99142502).
Posteriormente se realizaron ensayos de interaccidn entre el EAF de manera individual con las cepas de

M. anisopliae y F. vanettenii siguiendo la metodologia de la seccién 2.4.3.
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El efecto del EAF en plantas de chicharo se evalué mediante pruebas de patogenicidad descritas en la
seccién 3.3.2, con los siguientes tratamientos: control, EA, EAF, F. vanettenii, EA + F. vanettenii, y EAF + F.
vanettenii. Las semillas se germinaron en las condiciones previamente descritas y se cultivaron en sistemas
IAA modelo en condiciones de laboratorio a temperatura ambiente e irrigadas con agua estéril. Al finalizar
el experimento se registraron los sintomas, se verificd la presencia de F. vanettenii, y se realizaron
mediciones para determinar el desarrollo bioldgico de la plantula, siguiendo lo descrito en las secciones

2.3.2,2.2.3.

2.4.6 Analisis estadistico

Los experimentos se llevaron a cabo por triplicado con un minimo de tres repeticiones por tratamiento.
Se realizaron analisis de normalidad (Shapiro-Wilk) e igualdad de varianzas (Levene) de los datos. Para
comparar medias se siguieron las pruebas estadisticas t- Student o analisis de varianza de una via (Anova)
y andlisis post hoc con pruebas de Tukey para identificar tratamientos diferentes. En el caso de datos no
normales, se realizaron las pruebas no paramétricas de U de Mann-Whitney o Kruskal-Wallis, y Bonferroni
para identificar tratamientos diferentes. Para el analisis estadistico se utilizé en el programa SPSS IBM para

Windows version 25.
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Capitulo 3. Resultados

Para este estudio se selecciond a M. anisopliae considerando los resultados de su crecimiento en
interaccion con F. vanettenii (Figura 7, Tabla 18), su antagonismo ante F. vanettenii (tabla 19), y su
desempeno ante el EA (Figura 8, Tabla 20). Estos resultados se resumen en el Anexo A. Ademads, se tomd
en cuenta la procedencia de esta especie la cual es de ambientes subhimedos y que la literatura sefiala

gue esta especie se ha aislado de humedales (Tian et al., 2016).

3.1 Efecto de Metarhizium anisopliae en Pisum sativum

Los experimentos in vitro para evaluar el efecto del hongo M. anisopliae en plantas de P. sativum,
consistieron en dos experimentos independientes, en los cuales se evalud su interaccién a las 24 h

posinoculacién y siete DPI.

3.3.1 Efecto de M. anisopliae en planta, 24 horas posinoculacién

Transcurridas 24 h posinoculacidon se midid la longitud de la radicula y se determind el numero de células
producidas por apice y la viabilidad celular. Los datos estadisticos indicaron que no existieron diferencias
significativas (con un nivel de confianza de 95%), entre los tratamientos, confirmando que M. anisopliae

no presenta un efecto negativo en la radicula a las 24 horas (Tabla 3).

Tabla 3. Efecto de M. anisopliae en el crecimiento radicular, produccidn y viabilidad de células del borde del 4pice de
la raiz de plantulas de chicharo (P. sativum) a 24 h posinoculacién.!

Tratamientos Control M. anisopliae
Longitud radicular (mm)? 18.5+5.6 18.2+4.8
N° de células por apice? 4647 + 971 4422 + 1044

Viabilidad (%)3 8015 86*9

!Los valores representan el promedio * desviacién estandar por tratamiento 2(n=21); 3(n=9).
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3.1.2 Efecto de M. anisopliae en planta, siete DPI

Para evaluar el desarrollo bioldgico de las plantulas de chicharo con M. anisopliae a los siete DPI, se midid
la longitud de la raiz principal, altura de la planta (sistema foliar), longitud total de la planta, nimero y
longitud de las raices laterales, peso seco del sistema foliar, radicular, y total de la planta. Para las variables
analizadas los analisis estadisticos indicaron que no existieron diferencias significativas, (con un nivel de
confianza de 95%), confirmando que las plantulas de P. sativum no se vieron afectadas en la interaccion

inicial con el hongo M. anisopliae (Tabla 4).

Tabla 4. Efecto de M. anisopliae en el desarrollo bioldgico de plantulas de chicharo (P. sativum) a siete DPI.!

Parametro Control M. anisopliae
Longitud raiz principal (mm) 89133 86 39
Altura de la planta (mm) 34+16.0 35.2+25.7
Longitud total de la planta (mm) 122.5%+38 122+ 42
NUmero de raices laterales 19+5.0 25%5.0
Longitud de raices laterales (mm) 20%+6.0 19+4.0
Peso del sistema radicular (g) 0.018 + 0.007 0.024 £0.017
Peso de sistema foliar (g) 0.130 £ 0.027 0.126 +0.036
Peso total de la planta (g) 0.149 £ 0.03 0.150+0.04

!Los valores representan el promedio * desviacion estandar por tratamiento (n=9).

3.2 Efecto de Metarhizium anisopliae en la patogenicidad de Fusarium

vanettenii

Para evaluar la capacidad de M. anisopliae como agente de biocontrol ante el fitopatdgeno F. vanettenii,
se realizaron tres experimentos in vitro e independientes, en los cuales se evalud la interaccién de F.
vanettenii con P. sativum a 24 h posinoculacidn, la interaccién de M. anisopliae con F. vanettenii, y la
capacidad de proteccion de M. anisopliae mediante ensayos de patogenicidad de F. vanettenii en plantulas

de P. sativum.
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3.2.1 Efecto de F. vanettenii en planta, 24 h posinoculacién

Para evaluar el efecto del hongo F. vanettenii en las plantulas de chicharo a 24 h posinoculacién, se midié
la longitud de la radicula de las plantulas, se determind el nimero y viabilidad de células del borde

producidas por apice.

El crecimiento radicular no se vio afectado en la interaccidn inicial con el hongo F. vanettenii. Sin embargo,
el nimero de células del dpice de la raiz fue de 5900 + 1490 y de 5203 + 933 para el tratamiento control y
F. vanettenii, respectivamente, observandose una menor cantidad de células del borde ante la presencia
del fitopatdgeno en comparacidn con las muestras del tratamiento control. De igual manera, ante la
presencia de F. vanettenii se observé una menor viabilidad de las células del borde. El tratamiento control
presentd una viabilidad de 79% + 9, mientras que la viabilidad celular con Fusarium disminuyé a 64% * 10,
15% menor que la del tratamiento control. Los andlisis estadisticos para las variables numero de células y

viabilidad celular indicaron diferencias significativas (P<0.05) (Tabla 5).

Tabla 5. Efecto de F. vanettenii en el crecimiento radicular, produccion y viabilidad de células del borde del apice de
la raiz de plantulas de chicharo (P. sativum) a 24 horas posinoculacién.*

Tratamientos Control F. vanettenii
Longitud radicular (mm) 15.5+3.8° 15.0+4.2°
N° de células por apice 5900 + 1490° 5203 +933°
Viabilidad (%) 79.0+9° 64.0 + 10°

Los valores representan el promedio * desviacién estandar por tratamiento (n=18). Valores con diferentes

superindices representan diferencias estadisticas significativas (P<0.05).

3.2.2 Interaccidon M. anisopliae-F. vanettenii

En los ensayos de interaccion in vitro para evaluar la cepa M. anisopliae como BCA sobre el fitopatdgeno
F. vanettenii a seis DPI (Figura 1), se observé una reduccién en el crecimiento del hongo F. vanettenii
(Figura 1b), y se presencié un halo inhibitorio (Figura 1d, magnificacion 200X). El crecimiento radial de M.
anisopliae fue de 8.7 + 0.3 mm, mientras que en interaccidn con F. vanettenii fue de 8.0 + 0.3 mm, la
reduccion no presento diferencias estadisticas significativas (P>0.05). El hongo F. vanettenii presentd un

crecimiento radial de 27 + 1 mm, mientras que en interaccidon con M. anisopliae fue de 23 + 0.5 mm, con
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una reduccién en su crecimiento del 15%. Los analisis estadisticos indicaron que estas diferencias fueron

significativas (P<0.05) (Tabla 6).

Figura 1. Interaccion M. anisopliae-F. vanettenii, seis DPI. a) F. vanettenii, b) Interaccidn entre F. vanettenii y M.
anisopliae, c) M. anisopliae. d) Halo de inhibicion entre F. vanettenii (flecha blanca) y M. anisopliae (flecha verde).
Escala de barra 100 um.

Tabla 6. Crecimiento radial de M. anisopliae y F. vanettenii en interaccién.!

Tratamiento Crecimiento radial Inhibicidn (%)

M. anisopliae

M. anisopliae 8.7+0.3° -

M. anisopliae + F. vanettenii 8.0+0.3° 7.6+3.6
F. vanettenii

F. vanettenii 27.0+1° -

F. vanettenii + M. anisopliae 23.0+0.5° 15+3.7

YLos valores representan el promedio * desviacion estandar por tratamiento (n=3). Valores con diferentes
superindices representan diferencias estadisticas significativas (P<0.05).

(-) Tratamiento control
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3.2.3 Efecto de M. anisopliae en la patogenicidad de F. vanettenii en planta, 13 DPI

La aparicion de sintomas necréticos en las raices de las plantulas de P. sativum cultivadas en los sistemas
hidropénicos modelo se evaluaron a los 13 DPI. Las plantulas en el tratamiento control y las inoculadas
con M. anisopliae no mostraron sintomas de enfermedad (Figura 2 a y b). Todas las plantulas inoculadas
con F. vanettenii presentaron sintomas de pudricidén de la raiz en la zona de elongacidn desde el tercer
DPI, y lesiones secundarias en la raiz principal y raices laterales a 13 DPI (Figura 2c). El 22% de las plantulas
mostraron sintomas moderados, mientras que el 78% sintomas fuertes (Tabla 7). Igualmente, todas las
plantulas en el tratamiento M. anisopliae + F. vanettenii presentaron sintomas necrdticos (Figura 2d), sin
embargo, se observaron hasta el quinto DPIl. Ademas, las plantulas mostraron una disminucién en la
severidad de los sintomas a diferencia de las plantulas inoculadas con F. vanettenii. El 44% de las plantulas

presentaron sintomas leves, el 44% con sintomas moderados y solo el 12% con sintomas fuertes (Tabla 7).

Posteriormente, se evaluaron las plantulas de chicharo para identificar algun efecto en su desarrollo
bioldgico. Para ello se midid la longitud de la raiz principal, la altura foliar de la planta, la longitud total,
numero de nudos foliares, nimero y longitud de raices laterales, asi como el peso seco del sistema foliar,

radicular, y total de la plantula (Tabla 8).

Tabla 7. Efecto de M. anisopliae en la severidad de sintomas de pudricion de raiz en P. sativum ocasionadas por F.
vanettenii.

Tratamientos Sintomas de pudricién de raiz (%)*
Sin sintoma Leve Moderado Fuerte Grado de
severidad?
Control 100 - - - 0?
M. anisopliae 100 - - - 0?
F. vanettenii - - 22 78 2.7°
M. anisopliae + F. vanettenii - 44 44 12 2.2°

!Los valores representan el porcentaje de plantas con sintomas de pudricién de raiz por tratamiento (n=9).
2Los valores representan el promedio del grado de severidad por tratamiento (n=9). Valores con diferentes
superindices representan diferencias estadisticas significativas (P<0.05).

(-) = Plantas sin sintomas



Figura 2. Efecto de M. anisopliae en la infeccién de plantulas de P. sativum por F. vanettenii a 13 DPI. a) Plantas con
tratamiento control, b) Plantas inoculadas con M. anisopliae, c) plantas inoculadas con F. vanettenii, d) plantas
inoculadas con M. anisopliae + F. vanettenii.
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En cuanto a la longitud de la raiz principal, nimero de raices laterales y peso seco del sistema radicular,
los andlisis estadisticos indicaron que no existieron diferencias significativas (P>0.05), sin embargo, los
menores valores se observaron en las plantulas inoculadas con F. vanettenii, asi como una recuperacion
en las plantulas inoculadas en combinacién con ambas especies fungicas. En contraste, el andlisis
estadistico indicé diferencias significativas en las longitudes de las raices laterales. Se presentd un
crecimiento de 45 + 8.3 mm para las plantulas del tratamiento control, 46 + 14.1 mm para el tratamiento
con M. anisopliae, una reduccion a 27 + 14.7 mm para el tratamiento con Fusarium, y una recuperacién

de la longitud (38 £ 9.3 mm) para el tratamiento M. anisopliae + F. vanettenii, (P<0.05) (Tabla 8).

Los analisis estadisticos indicaron que no existieron diferencias significativas (P>0.05) respecto a la altura
foliar de las plantulas, el numero de nudos, y el peso seco foliar. De igual manera, la longitud total y el
peso seco total de la plantula indicaron que no existieron diferencias significativas (con un nivel de

confianza del 95%), aunque el tratamiento F. vanettenii mostro la menor longitud total (Tabla 8).

Tabla 8. Desarrollo bioldgico de las plantulas de P. sativum en las pruebas de patogenicidad con F. vanettenii y M.
anisopliae.*

Parametro Control M. anisopliae F. vanettenii M. anisopliae

+

F. vanettenii

Longitud raiz principal (mm) 177 +38° 165 + 44° 127 +57° 150+51°
Altura de la planta (mm) 74 £16° 86+ 18° 65+41° 62 +15°?
Longitud total de la planta (mm) 250+47° 251+46° 192 +68° 212 +51°
Numero de nudos por planta 3+1.5° 3+0.6° 2+1° 3+0.6°
NuUmero de raices laterales 36+3.2° 32+11.1° 28 £13.3° 30+9.3?
Longitud de raices laterales (mm) 45+ 8.3 46 +14.1° 27 +14.7° 38+9.3°¢
Peso del sistema radicular (g) 0.052 £0.030° 0.031+£0.008° 0.029£0.017® 0.040 £0.034°
Peso de sistema foliar (g) 0.094 +0.032° 0.097 £ 0.018° 0.098 +0.041® 0.079 £0.028°
Peso total de la planta (g) 0.147 +0.021° 0.129 + 0.022° 0.130+0.001*  0.119 +0.020°

!Los valores representan el promedio + desviacién estandar por tratamiento (n=9). Valores con diferentes

superindices representan diferencias estadisticas significativas (P<0.05).



26

3.3 Efecto de efluentes acuicolas y Metarhizium anisopliae en la patogenicidad

de Fusarium vanettenii en Pisum sativum

Se realizaron experimentos in vitro para evaluar el efecto de los EA en plantulas de P. sativum, en donde
se determind: el efecto del EA en las plantulas a las 24 horas posinoculacién y a cuatro DPI, el efecto del
EA en M. anisopliae, el efecto del EA en F. vanettenii, y el efecto del EA con M. anisopliae en la
patogenicidad de F. vanettenii. Los parametros de calidad de agua del cultivo de tilapia roja (O.

mossambicus) con BFT, de donde se obtuvieron los EA para este estudio, se muestran en el anexo B.

3.3.1 Efecto del efluente acuicola en planta, 24 h posinoculacidn

Para evaluar si el EA generaba un efecto negativo en el desarrollo inicial de P. sativum, se realizd un ensayo
a 24 horas posinoculacion, donde se midid la longitud de la radicula, y se determiné el niumero y viabilidad
de las células del borde producidas por apice. El crecimiento de la radicula, nimero de células del borde y
porcentaje de viabilidad no se vieron afectados por el agua potable utilizada para el cultivo acuicola ni por
el EA. Los analisis estadisticos indicaron que no existieron diferencias significativas (con un nivel de

confianza de 95%) (Tabla 9).

Tabla 9. Efecto del efluente acuicola en planta a 24 horas posinoculacién.!

Tratamientos Control Agua potable Efluente acuicola
Longitud radicular (mm) 175 195 18+5
N° de células por dpice 4949 + 1484 5528 £ 1523 5138 £ 1569
Viabilidad (%) 71+18 7314 75+ 15

!Los valores representan el promedio * desviacién estandar por tratamiento (n= 39).

3.3.2 Efecto del efluente acuicola en planta, cuatro DPI

Posteriormente, se analizd el crecimiento de la raiz principal expuestas al EA, y se evaluod el crecimiento a
cuatro DPI en sistemas IAA modelo en condiciones de laboratorio. El crecimiento de la radicula a los cuatro

DPI no se vio afectada por la presencia del agua potable utilizada para el cultivo acuicola ni por el EA. Los
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analisis estadisticos no mostraron diferencias significativas entre los tratamientos (con un nivel de

confianza del 95%) (Tabla 10).

Tabla 10. Efecto del efluente acuicola en el crecimiento radicular de plantulas de P. sativum a cuatro DPI.}

Tratamientos Control Agua potable Efluente acuicola

Longitud radicular (mm) 96 + 30 107 £ 41 91+28

!Los valores representan el promedio * desviacién estandar por tratamiento (n=9).

3.3.3 Interacciéon del efluente acuicola con M. anisopliae

Se realizaron ensayos de interaccidn in vitro por diez DPI para evaluar el efecto del EA sobre el crecimiento
de M. anisopliae. En el tratamiento control M. anisopliae presenté un crecimiento radial de 10.9 £ 0.7 mm,
mientras que en su interaccion con los EA crecié 1 + 0.2 mm. Los analisis estadisticos indicaron diferencias
significativas (P<0.05). Se observé que el crecimiento del hongo fue minimo, sin embargo, se presenté
crecimiento de micelio aéreo. Los ensayos de interaccion (Figura 13) y el resumen de los resultados (Tabla

21) se muestran en el anexo C.

3.3.4 Interaccion del efluente acuicola con F. vanettenii

Se evalué el efecto del EA en el crecimiento radial de F. vanettenii en ensayos de interaccion in vitro por
10 DPI. F. vanettenii presentd un crecimiento radial de 20 £ 0.4 mm y en su interaccidn con los EA crecié 3
+ 0 mm. Los analisis estadisticos no indicaron diferencias significativas (P>0.05). Los ensayos de interaccién

y el resumen de los resultados se muestran en la seccion 3.4.1, en la figura 5 y tabla 14, respectivamente.

3.3.5 Efecto de los efluentes acuicolas en conjunto con M. anisopliae en la patogenicidad

de F. vanettenii en planta

Para la evaluacion del efecto del EA en la patogenicidad de F. vanettenii en las plantulas, en cada
experimento el EA se mantuvo con los parametros de calidad de agua descritos en la seccidn 2.4.2. Se llevd
a cabo un experimento que consistié en ocho tratamientos (Figura 3), donde se evalud la severidad de la

pudricion de raiz y el desarrollo biolégico de plantulas de P. sativum.
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Los sintomas de la pudricidn de la raiz se evaluaron de acuerdo con la escala de la tabla 1 de la seccién
2.3.2. En comparacién con el tratamiento control, las plantas expuestas al EA, M. anisopliae, y M.
anisopliae + EA (Figura 13 a-d), no se vieron afectadas. En el tratamiento con F. vanettenii, se observaron
sintomas de pudricion de la raiz en todas las plantulas (Figura 3e), en donde el 85% de las plantulas
presentaron sintomas fuertes con un grado de severidad promedio de 2.9 (Tabla 11). En el tratamiento M.
anisopliae + F. vanettenii, se observd una disminucién de las lesiones ocasionadas por el fitopatdégeno
(Figura 3f) con el 20% de las plantulas mostrando sintomas fuertes y un grado de severidad promedio de
1.9. El tratamiento EA + F. vanettenii presentd una disminucidon ain mayor de las lesiones (Figura 3g), en
donde se observd que el 50% de las plantulas no presentaron sintomas de infeccion, el 10% presentaron
sintomas leves, el 30% sintomas moderados y 10% sintomas fuertes. Ademas, se observé una reduccion a
1 en el grado de severidad promedio, la cual fue estadisticamente significativa respecto al tratamiento F.
vanettenii (Tabla 11). El 95% de las plantas tratadas con el tratamiento M. anisopliae + EA + F. vanettenii
estuvieron sanas (Figura 3h) y solo el 5% presentaron sintomas leves con un grado de severidad de 0.1.
Los andlisis estadisticos mostraron diferencias significativas (P<0.05) Unicamente respecto a los

tratamientos F. vanetteniiy M. anisopliae + F. vanettenii (Tabla 11).

Tabla 11. Efecto del efluente acuicola y M. anisopliae en la severidad de sintomas de pudricidn de raiz en P. sativum
ocasionadas por F. vanettenii.

Tratamientos Sintomas de pudricién de raiz (%)*
Sin sintoma Leve Moderado Fuerte Grado de
severidad?
Control 100 - - - 0?
M. anisopliae 100 - - - 0?
EA 100 (0
M. anisopliae + EA 100 - - - 0?
F. vanettenii - - 15 85 2.9°
M. anisopliae + F. vanettenii 15 - 65 20 1.9
F. vanettenii + EA 50 10 30 10 1%
M. anisopliae + EA + F. vanettenii 95 5 - - 0.1°

!Los valores representan el porcentaje de plantulas con sintomas de pudricién de raiz por F. vanettenii (n=15).
2 os valores representan el promedio del grado de severidad por tratamiento (n=15). Valores con diferentes
superindices representan diferencias estadisticas significativas (P<0.05).

EA = Efluente Acuicola.

(-) = Plantas sin sintomas.
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Figura 3. Efecto del EA con M. anisopliae en la infeccion de P. sativum por F. vanettenii, 13 DPI. a) P. sativum, b) P. sativum con EA, c) P. sativum con M. anisopliae,
d) P. sativum con M. anisopliae + EA, e) P. sativum con F. vanettenii, f) P. sativum con M. anisopliae + F. vanettenii, g) P. sativum con EA + F. vanettenii, h) P.
sativum con EA + M. anisopliae + F. vanettenii. EA = Efluente Acuicola. DPI = Dias Posinoculacién.
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Con la finalidad de verificar la presencia del fitopatdgeno en las plantulas inoculadas, se colecté e incubo
una seccion de la radicula. La figura 4 ilustra el crecimiento del fitopatdgeno a partir de secciones de tejido
de la radicula de P. sativum inoculada con el fitopatdgeno F. vanettenii, la presencia de micelio fungico a

los cuatro DPI, y el crecimiento del fitopatdgeno aislado y purificado de la plantula de P. sativum c).

Figura 4. Recuperacidén del fitopatdégeno F. vanettenii a partir de tejido radicular de P. sativum. a) Secciones
colectadas de la radicula, b) crecimiento de micelio proveniente de los segmentos de la radicula a cuatro dias de
incubacidn, c) cultivo purificado de F. vanettenii aislado de P. sativum.

No se presentdé crecimiento de F. vanettenii en los segmentos de tejido de las plantulas de los tratamientos
control, M. anisopliae, EA, M. anisopliae + EA, o M. anisopliae + F. vanettenii + EA. Se verificd la presencia
de F. vanettenii en las plantulas que estuvieron expuestas a los tratamientos F. vanettenii (95%), M.
anisopliae + F. vanettenii (55%), y F. vanettenii + EA (20%). Los analisis estadisticos mostraron diferencias

significativas (P<0.05) (Tabla 12).

Tabla 12. Efecto del efluente acuicola (EA) y M. anisopliae en la presencia de Fusarium vanettenii en P. sativum.*

Tratamientos Presencia de F. vanettenii en planta (%)

Control 0®
M. anisopliae 0?
EA 0?
M. anisopliae + EA 0?

F. vanettenii 95b

M. anisopliae + F. vanettenii 55b¢

F. vanettenii + EA 20%
M. anisopliae + EA + F. vanettenii 0?

!Los valores representan el porcentaje de plantas de donde se recuperd F. vanettenii (n=15). Valores con diferentes

superindices representan diferencias estadisticas significativas (P<0.05).



31

Tabla 13. Desarrollo bioldgico de plantulas de P. sativum en las pruebas de patogenicidad ante F. vanettenii con el EA y M. anisopliae.

Parametros Control M. anisopliae EA F. vanettenii M. anisopliae M. anisopliae F. vanettenii M. anisopliae
+ + + +EA+

EA F. vanettenii EA F. vanettenii
Longitud raiz principal (mm) 173+392 171 +372 152 + 442 176 £ 412 144 + 502 159 + 392 156 +46°2 139 +532
Altura de la planta (mm) 94 +£21° 83+152 99 + 262 92 + 242 96 + 232 81+272 831262 95+ 242
Longitud total de planta (mm) 268 + 432 255+ 452 251 + 452 268 +41° 240 +50° 254 + 402 250+ 432 233 +482
Numero de nudos por planta 4+0.5°2 4+1.3° 4+0.9° 4+04° 4+0.5° 35+12 4+0.6° 4+0.6°
NUmero de raices laterales 3072 23+9° 27 £ 82 31+122 25+8? 25+122 26+6° 22+62
Longitud de raices laterales 49 + 3832 54 + 453 61+42b 45 + 342 69 £39¢ 38 +284d 52 +382 66+ 71bc
(mm)
Peso del sistema radicular (g) 0.105+0.01° 0.101 +0.02° 0.106 +0.032 0.094 +0.01° 0.116 £ 0.04° 0.090 +0.022 0.098 +0.022 0.115+0.032
Peso de sistema foliar (g) 0.033+0.01° 0.030 +0.00° 0.039+0.01° 0.034 +0.00° 0.041+0.01° 0.031+0.02° 0.030+0.01° 0.031 +0.00°
Peso total de la planta (g) 0.138+0.022 0.132+0.022 0.111+0.062 0.129+0.022 0.158 £0.032 0.121+0.022 0.129+0.022 0.140+0.042

Los valores representan el promedio + desviacion estandar por tratamiento (n=15). Valores con diferentes superindices representan diferencias estadisticas

significativas (P<0.05). EA = Efluente Acuicola.
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Respecto al desarrollo bioldgico, la longitud de la raiz principal, nUmero de raices laterales y peso seco del
sistema radicular, los analisis estadisticos indicaron que no existieron diferencias significativas (P>0.05),
sin embargo, el mayor crecimiento de raices laterales se observé en los tratamientos donde se utilizo el
EA (rango de 61 £ 42 mm a 69 + 39 mm), a excepcidn del tratamiento F. vanettenii + EA (52 £ 38 mm), en
donde la longitud de raices laterales estuvo dentro del rango del tratamientos control, M. anisopliae, y F.
vanettenii (45 + 34 mm a 54 + 45 mm). El tratamiento M. anisopliae + F. vanettenii presenté el menor
crecimiento de raices laterales. Las longitudes de las raices laterales presentaron diferencias estadisticas
significativas (P<0.05) (Tabla 13). Los andlisis estadisticos indicaron que no existieron diferencias
significativas (P>0.05) respecto a la altura foliar de las plantulas, el nimero de nudos, y el peso seco foliar.
De igual manera, la longitud total y el peso seco total de la plantula indicaron que no existieron diferencias
significativas (con un nivel de confianza del 95%), aunque el tratamiento M. anisopliae + EA+ F. vanettenii

mostré la menor longitud total (Tabla 13).

3.4 Efecto de efluentes acuicolas filtrados en la patogenicidad de Fusarium

vanettenii en Pisum sativum

Los experimentos para evaluar el efecto del EAF en F. vanettenii en plantulas de P. sativum consistieron
en dos ensayos independientes, en donde se determind la interaccidn in vitro del EAF con F. vanettenii y

un ensayo para evaluar el efecto del EAF en la patogenicidad de F. vanettenii en plantula.

3.4.1 Interaccion del efluente acuicola filtrado con F. vanettenii

Los ensayos de interaccidn in vitro con el fitopatdgeno F. vanettenii se disefiaron para evaluar el efecto de
los metabolitos presentes en el EAF en el crecimiento del hongo. El monitoreo del crecimiento radial se
realizd por 10 DPI, la figura 5 presenta el crecimiento del hongo en los diferentes tratamientos. Se observé
un efecto positivo del EAF en F. vanettenii. El tratamiento F. vanettenii presenté un crecimiento radial de
20 = 0.4 mm, F. vanettenii en interaccion con el EA crecié 3 £+ 0 mm, mientras que F. vanettenii con el EAF
mostré un crecimiento de 30 + 0.2 mm. Los analisis estadisticos indicaron diferencias significativas (P>0.05)
entre los tratamientos F. vanettenii + EA 'y F. vanettenii + EAF, observando que el EAF promovié un mayor
desarrollo de F. vanettenii en comparacion con los otros tratamientos (P<0.05) (Tabla 14). De manera
adicional, los resultados para determinar la interaccion de los EAF con M. anisopliae, se muestran en la

figura 13 y tabla 21 (Anexo C).
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Figura 5. Efecto de efluentes acuicolas filtrados en F. vanettenii. a) F. vanettenii, b) Efluente acuicola con F. vanettenii,
c) Efluente acuicola filtrado con F. vanettenii.

Tabla 14. Efecto de los efluentes acuicolas y efluente acuicola filtrado en F. vanettenii.*

Tratamiento F. vanettenii EA + F. vanettenii EAF + F. vanettenii

Crecimiento radial (mm) 20+ 0.4 3+0° 30+0.2"

!Los valores representan el promedio *+ desviacién estandar por tratamiento (n=3). Valores con diferentes

superindices representan diferencias estadisticas significativas (P<0.05).

3.4.2 Efecto de los efluentes acuicolas filtrados en la patogenicidad de F. vanettenii en

planta

La evaluacién del efecto de los EAF en la patogenicidad de F. vanettenii en las plantulas de P. sativum a 13
DPI, de acuerdo a la escala de la tabla 1 en la seccidn 2.3.2, indicaron que el tratamiento control, EA y EAF
no afectaron a las plantulas (Figura 6a-c). Todas las plantulas bajo el tratamiento F. vanettenii (Figura 6d)
presentaron sintomas fuertes con un grado de severidad 3. Las plantulas en el tratamiento F. vanettenii +
EA mostraron una recuperacién de la severidad de los sintomas (Figura 6e), donde el 40% no presentd
sintomas, el 20% mostro sintomas leves, y el 40% moderados, y una severidad promedio de 1. Las plantulas
en el tratamiento EAF + F. vanettenii presentaron una mayor severidad en los sintomas (Figura 6f). El 40%
presentaron sintomas fuertes y el 60% sintomas severos, con un grado de severidad de 3.6. Los andlisis

estadisticos mostraron diferencias significativas (P<0.05) como se indica en la tabla 15.
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Figura 6. Efecto del EAF en la infeccion de P. sativum por F. vanettenii, 13 DPI. a) P. sativum, b) P. sativum con EA, c) P. sativum con EAF, d) P. sativum con F.

vanettenii, ) P. sativum con EA + F. vanettenii, y f) P. sativum con EAF + F. vanettenii. EA = Efluente Acuicola. EAF = Efluente Acuicola Filtrado. DPI = Dias
Posinoculacion.
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Tabla 15. Efecto del EAF en la severidad de sintomas de pudricion de raiz en P. sativum ocasionadas por F. vanettenii.

Tratamientos Sintomas de pudricién de raiz (%)*
Sin Leve Moderado Fuerte Severo Gradode

sintoma severidad?
Control 100 - - - - (R
EA 100 - - - - (N
EAF 100 - - - - (N
F. vanettenii - - - 100 - 3°b
F. vanettenii + 40 20 40 - - 1°
EA
EAF + F. - - - 40 60 36°
vanettenii

!Los valores representan el porcentaje de plantas de donde se recuperd F. vanettenii (n=10). Valores con diferentes
superindices representan diferencias estadisticas significativas (P<0.05).
2Los valores representan el promedio del grado de severidad por tratamiento (n=10).

EA = Efluente Acuicola. EAF = Efluente Acuicola Filtrado. (-) = Plantas sin sintomas.

De los segmentos colectados de las plantulas para verificar la presencia de F. vanettenii, no se recuperé al
fitopatdgeno en el tratamiento control, EA, y EAF. Se recuperd el fitopatdgeno en plantulas expuestas a F.
vanettenii (80%), F. vanettenii + EA (60%) y EAF + F. vanettenii (40%). Los andlisis estadisticos mostraron

diferencias significativas (P<0.05) (Tabla 16).

Tabla 16. Efecto del EAF en la presencia de F. vanettenii en plantulas de P. sativum en ensayos de patogenicidad.?

Tratamientos Presencia de F. vanettenii en

plantas (%)

Control 0?

EA 02

EAF 0?

F. vanettenii 80"
F. vanettenii + EA 60°
EAF + F. vanettenii 40"

!Los valores representan el porcentaje de plantas de donde se recuperd F. vanettenii (n=10). Valores con diferentes
superindices representan diferencias estadisticas significativas (P<0.05).
EA = Efluente Acuicola.

EAF = Efluente Acuicola Filtrado.



Tabla 17. Desarrollo bioldgico de plantulas de P.

sativum en las pruebas de patogenicidad ante F. vanettenii con el Efluente Acuicola Filtrado (EAF).!

Parametros Control EA EAF F. vanettenii F. vanettenii + F. vanettenii +
EA EAF

Longitud raiz principal (mm) 174 +17° 124 +37° 152 +35° 167 +27° 131+ 36° 129 +41°
Altura de la planta (mm) 104 + 232 102 £ 25° 101 + 38° 87+28°* 88 +33° 86+ 14°
Longitud total de la planta (mm) 278 £19° 212 +79° 253 +42° 255+44° 223 £48° 206 £ 54°2
Numero de nudos por planta 4+0.6° 4+0.5° 4+0.5° 3+0.8° 3+0.8° 4+0.3°
NUmero de raices laterales 30+16° 23t7°2 23+8° 30 6° 20+ 42 23+ 7°
Longitud de raices laterales (mm) 55+ 392 65 + 44° 57 +37°° 43 £ 28° 64 +33° 44 + 30°

Peso del sistema radicular (g)

Peso de sistema foliar (g)

Peso total de la planta (g)

0.031+0.011°

0.095 +0.022°

0.127 £0.029°

0.030 +0.008°

0.107 +£0.029°

0.138 £0.030°

0.036 +0.032°

0.113 +0.025°

0.149 +0.051°

0.035 +0.024°

0.086 +0.012°

0.121+0.031°

0.029 £ 0.007°

0.103 +£0.021°

0.133 +£0.019°

0.043 +£0.033°

0.092 +0.020°

0.135+0.021°

lLos valores representan el promedio * desviacion estdndar por tratamiento (n=10). Valores con diferentes superindices representan diferencias estadisticas

significativas (P<0.05).

EA = Efluente Acuicola.
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En cuanto al desarrollo biolégico de P. sativum, se encontré que la altura foliar de las plantulas, el nimero de
nudos, el peso seco foliar, la longitud y el peso seco total, el nUmero de raices laterales y peso seco del sistema
radicular no indicaron diferencias estadisticas significativas (con un nivel de confianza del 95%), aunque el
tratamiento F. vanettenii + EAF mostrd la menor longitud total. Sin embargo, en los tratamientos EA y F.
vanettenii + EA, la longitud de la raiz principal fue menor (124 + 37 y 131 + 36 mm, respectivamente) en
comparacion con los diferentes tratamientos (Tabla 17). Igualmente, las raices laterales de plantulas expuestas
a F. vanettenii y a EAF + F. vanettenii presentaron una reduccién en su longitud (43 £ 28 mm y 44 + 30 mm,
respectivamente), mientras que los tratamientos EA y F. vanettenii + EA presentaron el mayor crecimiento de las
raices laterales (65 + 44 mm y 64 + 33 mm, respectivamente). Los analisis estadisticos mostraron diferencias

significativas (P<0.05) (Tabla 17).
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Capitulo 4. Discusion

4.1 Efecto de Metarhizium anisopliae en Pisum sativum

En la literatura se ha reportado que los hongos del género Metarhizium colonizan las raices de las plantas
de forma endofitica. Tal es el caso de M. robertsii, que tiene una simbiosis positiva y una asociacion con la
rizosfera de plantas leguminosas como el frijol (Phaseolus vulgaris) (Sasan & Bidochka, 2012), sin embargo,

se desconoce cédmo se llevan a cabo estas interacciones en la rizésfera.

En este estudid se analizaron las interacciones iniciales entre M. anisopliae y la leguminosa P. sativum. La
longitud de la radicula, el nimero de células y su viabilidad no se vieron afectadas por la presencia del
hongo M. anisopliae, indicando que no hubo efecto negativo en el ciclo celular del meristemo apical de la

raiz, y, por lo tanto, se considera una interaccion inicial planta-hongo positiva.

Se encontré que las plantulas control generaron un promedio de 4647 + 971 células del borde por apice,
mientras que bajo el tratamiento con M. anisopliae se generaron 4422 + 1044, las pruebas estadisticas
corroboraron que no hubo diferencias estadisticas significativas entre los tratamientos. Estos datos
concuerdan con los reportados por Hamamoto et al., (2006) y Curlango-Rivera et al. (2010), quienes
reportaron 4500 células del borde por apice de P. sativum y un rango de 3600-4400 células por apice,

respectivamente.

De acuerdo a Hawes & Lin, 1990, las células del borde de P. sativum pueden tener una viabilidad entre un
90 y 100%, no obstante, Curlango-Rivera et al. (2010) reportaron una viabilidad celular de 69-84%. La
viabilidad asociada a los tratamientos en este trabajo no presentd diferencias estadisticas significativas.
Las células del borde de plantulas del tratamiento control en promedio tuvieron una viabilidad del 80% y
ante M. anisopliae 86%, lo cual concuerda con reportes previos y respalda que la interaccidn inicial entre

las plantas de P. sativum con el hongo M. anisopliae no se vio afectada.

El andlisis del crecimiento de la radicula a 24 h y el desarrollo bioldgico de las plantulas a los siete DPI no
mostraron diferencias significativas en las variables analizadas, siendo un indicativo que M. anisopliae no
afecta a P. sativum en etapa temprana. El crecimiento de la radicula fue ligeramente mayor (18.5+5.6y
18.2 + 4.8 mm, tratamiento control y M. anisopliae, respectivamente) en comparacion con los reportados

por Curlango-Rivera et al 2010 (rango de 13-16 mm). Ademas, en estudios previos se ha demostrado que
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las especies fungicas M. robertsii y M. guizhouense son colonizadores de raices y que promueven su

crecimiento (Pifia-Torres et al., 2023; Sasan & Bidochka, 2012).

4.2 Efecto de M. anisopliae en la patogenicidad de Fusarium vanettenii

La presencia del fitopatdgeno F. vanettenii no afecté el crecimiento radicular de P. sativum a las 24 h
posinoculacion, sin embargo, el nimero de células del borde y su viabilidad disminuyeron de manera
significativa. Las plantas en el tratamiento control generaron un promedio de 5900 + 1490 células por
planta, una cantidad similar a la reportada por Hamamoto et al. (2006); Curlango- Rivera et al. 2010. Sin
embargo, en las plantas que fueron inoculadas con F. vanettenii se observé una disminucién del 12% en el
numero de células del borde. Las células del borde rodean la punta de la raiz estableciendo una barrera
de proteccidn, en la cual atrapan a los microorganismos patégenos formando un conglomerado de células
(Gunawardena & Hawes, 2002). La reduccion en el numero de células pudo ser una consecuencia de este
mecanismo de defensa, ya que, al formarse los conglomerados de células, consecuentemente se puede
reducir el nimero de células libres. Sobre la viabilidad celular, se encontré que las plantulas del
tratamiento control tuvieron una viabilidad del 79.2% + 9, menor a la reportada por Hawes & Lin, 1990,
pero dentro del rango reportado por Curlango 2010. Ante la presencia de F. vanettenii |a viabilidad de las
células del borde disminuyd en un 15%. Esta reduccion en la viabilidad asociada a la presencia de un

microorganismo patdgeno también fue observada por Gunawardena et al. (2005).

Respecto a la interaccién M. anisopliae-F. vanettenii, se ha reportado que el género Metarhizium puede
ser antagonista contra patégenos de plantas como Fusarium solani inhibiendo su crecimiento hasta en un
60% (Sasan & Bidochka, 2013). De manera similar, en este trabajo se observé un antagonismo entre M.
anisopliae y F. vanettenii, con una inhibicion del 15% en el crecimiento radial de F. vanettenii. Davila-
Berumen (2017) reportd el antagonismo de 39 aislados de Metarhizium ante F. oxysporum, en donde se
observaron diversos porcentajes de inhibicién dependiendo de la velocidad de crecimiento del
fitopatdgeno (Davila-Berumen, 2017). En este trabajo, M. anisopliae establecié su colonia a las 48 horas
posinoculacién, mientras que F. vanettenii formd su colonia a las 24 horas. Aun con esta desventaja en la

tasa de crecimiento, M. anisopliae no se vio afectado y tuvo capacidad antagdnica ante F. vanettenii.

Los hongos entomopatdgenos del género Metarhizium tienen la capacidad de combatir fitopatdgenos en
el sistema radicular (Davila-Berumen, 2017; Moonjely & Bidochka, 2019). En este trabajo se observé una

reduccion (44%) en la severidad de la enfermedad de la pudricién de la raiz en las plantulas de P. sativum,
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lo cual se puede atribuir al efecto antagonista (15% de inhibicion) sobre el fitopatégeno F. vanettenii.
Aungue no se presentd una diferencia estadisticamente significativa en el grado de severidad de las

lesiones, es relevante la capacidad de M. anisopliae como agente de biocontrol.

Dentro de las variables analizadas para estudiar el desarrollo bioldgico de la plantula, la longitud de raices
laterales fue el Unico pardmetro que presenté diferencias estadisticas significativas entre los tratamientos.
Se pudo observar un menor crecimiento de las raices laterales con el fitopatdgeno F. vanettenii (27 + 14.7
mm); este crecimiento fue mayor (38 + 9.3 mm) cuando las plantulas fueron expuestas al tratamiento M.
anisopliae + F. vanettenii. Es posible que la presencia de M. anisopliae propiciara un mayor crecimiento de
las raices laterales, ya que el tratamiento M. anisopliae mostré un crecimiento mayor (46 £ 14.1 mm),
similar al tratamiento control (45 + 8.3 mm). Este efecto positivo en el crecimiento también fue reportado
por Davila-Berumen (2017), quien observé una recuperacion en el crecimiento de las raices laterales en
plantas de sorgo y tomate cuando se inoculdé M. guizhouense ante la presencia de F. oxysporum. El peso
seco de las plantulas en los diferentes tratamientos no se vio afectado significativamente, lo cual es similar
a lo reportado por Davila-Berumen (2017) en plantas de sorgo que estuvieron expuestas al hongo M.
guizhouense, ya que no tuvieron diferencias de peso en comparacién con las plantas infectadas con el

fitopatdgeno F. oxysporum.

4.3 Efecto de efluentes acuicolas y Metarhizium anisopliae en la patogenicidad

de Fusarium vanettenii en Pisum sativum.

El crecimiento de la radicula, la produccién de células del borde y su viabilidad no se vio afectada por el
EA a las 24 horas posinoculacion. Ademas, el crecimiento de la raiz principal de las plantulas no fue
afectado por el EA a cuatro DPI. Lo anterior demostré que el EA no afecta el sistema radicular de las
plantas, lo cual concuerda a lo observado con los extractos acuosos de composta en las radiculas de P.

sativum (Curlango-Rivera et al., 2013; Tollefson et al., 2015).

El crecimiento radial de M. anisopliae en presencia del EA, se redujo en un 90% (p<0.05). Sin embargo, M.
anisopliae formd una colonia con crecimiento de micelio aéreo. Algunos factores que podrian influir en el
desarrollo de estructuras aéreas son el estrés, competencia por espacio, o cuando el hongo intenta
reproducirse (Talbot, 1999; Wosten & Willey, 2000). Es probable que estos factores aunados a la presencia
de los microrganismos o los metabolitos del EA, hayan sido la causa del crecimiento de micelio aéreo en

M. anisopliae. De igual manera, el crecimiento radial de F. vanettenii con el EA se vio reducido en un 85%
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respecto al tratamiento control, aunque en este caso no se presentaron diferencias estadisticas
significativas. Se sugiere realizar andlisis estadisticos de mayor precisién para explicar estos resultados. Sin
embargo, la reduccién del crecimiento es considerable y pudo deberse a la competencia por espacio, a los
microorganismos del EA, a los metabolitos contenidos en el EA. Curlango-Rivera et al. (2013) observaron
un efecto similar, ya que los extractos acuosos de composta redujeron en un 100% el crecimiento de F.

vanettenii.

El uso del EA en las plantulas de P. sativum tuvo un efecto positivo en el combate al fitopatégeno F.
vanettenii. Se observd una disminucion significativa en el grado de severidad de las lesiones y una
prevencion de la infeccidn en el 60% de las plantas. En otros estudios se ha documentado el efecto
protector de efluentes de sistemas acuapodnicos ante patdgenos del sistema radicular (Stouvenakers 2020;
Sirakov 2016, Suarez 2021). Ademas, los efectos obtenidos son muy similares a los observados por
Curlango-Rivera et al. (2013) con extractos acuosos de composta, ya que los microrganismos del extracto

acuoso mostraron una proteccién >93% de proteccidn ante F. vanettenii.

Con la combinacién del EA y M. anisopliae las plantulas no mostraron los sintomas de pudricién de la raiz
ocasionados por F. vanettenii. Esto se puede atribuir a una posible sinergia entre el EA y M. anisopliae.
Como se discutié anteriormente, M. anisopliae presentd una proteccidon en planta ante F. vanettenii, lo
cual aunado a la proteccion observada por el EA, sugiere que los microorganismos de ambos tratamientos
interactuaron de forma sinérgica y positiva (Ahmad et al., 2022; Pifia-Torres et al., 2023; Sasan & Bidochka,
2013). El género Bacillus, asi como Pseudomonas, se han encontrado entre los microorganismos de los
biofléculos de EA (Monroy-Dosta et al., 2013). Se ha registrado que bacterias del género Bacillus son
capaces de reducir el grado de severidad del dafio en las plantas de chicharo expuestas a F. solani (Riaz et
al.,, 2021). Aunque en este estudio no se identificaron las comunidades microbianas del EA, existe la
posibilidad de que las bacterias del género Bacillus, Pseudomonas u otros microorganismos hayan estado
presente, y que en conjunto con M. anisopliae pueden beneficiar a las plantulas de chicharo e influido en

las interacciones para combatir la patogenicidad de F. vanettenii.

Respecto al desarrollo bioldgico de P. sativum cultivadas con el EA, las raices laterales crecieron en
promedio 61 + 42 mm y con la interaccion del tratamiento M. anisopliae + EA ante F. vanettenii tuvieron
un mayor crecimiento (66 + 71 mm), lo que indica que ademas de prevenir lesiones en las plantulas, el EA
también estimula el desarrollo de las raices laterales. Aunque en este estudio no se identificé el factor que
promueve un mayor crecimiento de las raices laterales, se sugiere que las plantas se benefician de la

interaccion de M. anisopliae con el EA. Microorganismos encontrados en EA como el género Bacillus
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pueden mejorar el crecimiento de las raices laterales en plantas de P. sativum (Riaz, 2021). Estos
resultados abren una perspectiva de trabajo para estudios de las interacciones entre los microoganismos

del EA 'y el hongo M. anisopliae.

El EA se mantuvo en las condiciones mas estables posibles para los experimentos con planta. Debido que
las plantas pueden utilizar los compuestos nitrogenados y el fésforo del EA como nutrientes, las
concentraciones de nitrdgeno amoniacal total (NAT), nitritos NO,, nitratos NOs y fosfatos se mantuvieron
a 0 mg/L. El potasio también es un macronutriente utilizado por las plantas, el cual puede influir de manera
indirecta a prevenir el desarrollo de una infecciéon (Agrios, 2005), sin embargo, en este trabajo no se

cuantifico su contenido en el EA, por lo que su presencia pudo haber influido en los resultados obtenidos.

4.4 Efecto de efluentes acuicolas filtrados en la patogenicidad de Fusarium

vanettenii en Pisum sativum

El EAF no tuvo un efecto negativo en el crecimiento de F. vanettenii. Aunque no se encontraron diferencias
estadisticas significativas (p>0.05), el crecimiento de F. vanettenii con el EAF fue mayor (30 = 0.2) que en
el tratamiento control (20 + 0.4), lo cual sugiere que el hongo puede utilizar los metabolitos presentes en
el EA para favorecer su crecimiento. Se sugiere realizar andlisis estadisticos de mayor precisién para
explicar estas diferencias. Curlango-Rivera et al. (2013) evaluaron el efecto de los extractos acuosos de
composta filtrados y sus resultados fueron similares a los obtenidos en este estudio, ya que los extractos
acuosos filtrados no afectaron a F. vanettenii. En contraste, no se encontré un efecto positivo del EAF en
el crecimiento de M. anisopliae, lo cual sugiere que esta especie fungica no utiliza los metabolitos
presentes en el EA y no promueven su crecimiento (Anexo C). Opuesto al EA, el EAF generd una mayor
severidad en los sintomas de pudricién de raiz ocasionados por F. vanettenii en las plantulas de P. sativum,
lo cual se pudo observar como una coloracidn mds obscura en todo el sistema radicular. Lo anterior sugiere
que F. vanettenii puede utilizar los metabolitos presentes en el EA promoviendo su patogenicidad y
ocasionando una mayor severidad en los sintomas de pudricidn de la raiz de P. sativum. Estos resultados

respaldan lo observado por Curlango-Rivera et al. (2013) con los extractos filtrados de composta.
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Capitulo 5. Conclusiones

El hongo M. anisopliae no tuvo un impacto negativo en el crecimiento radicular, en la produccidén ni en la
viabilidad de las células del borde de la raiz de P. sativum, lo que indica que no afectd el ciclo celular en el
meristemo radicular. Estos resultados contribuyen al conocimiento de las interacciones iniciales planta-

Metarhizium.

En las plantas expuestas a F. vanettenii, se observé una disminucion del 12% en la produccidn de células
del borde y una reduccion del 15% en su viabilidad, esto respalda trabajos previos que indican que las

células del borde son afectadas directamente por el fitopatdgeno alterando su ciclo celular.

M. anisopliae tiene un efecto antagdnico sobre F. vanettenii, ya que reduce un 15% su crecimiento radial
in vitro. Una respuesta similar se observé en la interaccion de F. vanettenii con las plantas de chicharo, ya

que M. anisopliae disminuyd los sintomas de la enfermedad de la pudricion de la raiz en un 44%.

El EA de un cultivo de tilapia roja (0. mossambicus) con la Tecnologia Biofloc, no afecté el crecimiento
radicular, la produccion de células del borde y la viabilidad de P. sativum, por lo tanto, no tiene un impacto
negativo en el ciclo celular de su meristemo radicular. Ademas, el EA en conjunto con M. anisopliae tienen
una posible sinergia ante la patogenicidad de F. vanettenii, protegiendo en un 100% a las plantulas de P.
sativum. Por lo anterior, se propone la utilizacion de efluentes de cultivos acuicolas con biofléculos como
agentes de biocontrol en plantas, asi como la integracidon de M. anisopliae para el control de enfermedades
radiculares en sistemas integrados acuicolas-agricolas. Esta estrategia ofrece una alternativa a los

extractos acuosos de composta utilizados en la agricultura convencional.

No se recomienda el uso de EAF para el biocontrol de F. vanettenii, ya que favorecen su crecimiento y

ocasionan una mayor severidad en los sintomas de pudricidn de raiz en las plantulas de P. sativum.

Por lo que se sugiere en futuras investigaciones indagar sobre los efectos en conjunto de estos

microorganismos de los biofléculos y Metarhizium a nivel molecular y celular.
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A. Interaccion Metarhizium spp. - Fusarium vanettenii

El ensayo de interaccidn in vitro evalué el potencial inhibitorio de cinco especies del género Metarhizium

(Metarhizium spp., M. brunneum Caro 19, M. brunneum AT3, M. brunneum LCP 29-1, M. robertsii, M.

anisopliae) ante el fitopatdgeno F. vanettenii (Figura 7). Se midié de manera independiente el crecimiento

radial de las especies de Metarhizium, verificando si se presentaban cambios en su morfologia colonial

ante la presencia de F. vanettenii. Los analisis estadisticos indicaron que las diferencias entre los

tratamientos no fueron significativas (P>0.05) (Tabla 18). Ademads, se observd una inhibicién en el

crecimiento del hongo F. vanettenii en su interaccién con las cinco especies de Metarhizium (Figura 7b).

Los andlisis estadisticos indicaron que estas diferencias fueron significativas (P<0.05) (Tabla 19).

Figura 7. Capacidad antagdnica de Metarhizium spp. ante F. vanettenii. a) Metarhizium spp. b) Metarhizium spp. en
interaccidon con F. vanettenii. c) F. vanettenii. al y b1l) M. brunneum Caro 19; a2 y b2) M. brunneum AT3; a3y b3) M.
brunneum LCP 29-1; a4 y c4) M. robertsii; a5 y b5) M. anisopliae.

Tabla 18. Crecimiento radial promedio de los hongos control de Metarhizium y en interaccién con el fitopatégeno F.

vanettenii.

Tratamientos Crecimiento (mm) Crecimiento(mm)
Metarhizium spp. Metarhizium spp. + F.

vanettenii

M. brunneum Caro 19 9.7+1.1 9.4+0.7

M. brunneum AT3 10.6 £0.9 10.0x1.1

M. brunneum LCP 29-1 81+1.0 7.6x0.7

M. robertsii 85+1.1 85+15

M. anisopliae 8.7+15 7.6+0.6

!Los valores representan el promedio + desviacién estandar por tratamiento (n=4).
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Tabla 19. Crecimiento radial de F. vanettenii y en interaccién con Metarhizium spp.*

Tratamientos Crecimiento (mm) Inhibicién (%)
F. vanettenii 28.7+1.0° 0
F. vanettenii + M. brunneum Caro 19 23.4+2.6° 18.6
F. vanettenii + M. brunneum AT3 23.7+2.8° 17.4
F. vanettenii + M. brunneum LCP 29-1 25.7+2.0° 10.5
F. vanettenii + M. robertsii 25.5+2.6° 111
F. vanettenii + M. anisopliae 25.2+2.2° 12.2

!Los valores representan el promedio * desviacién estandar por tratamiento (n=4). Valores con diferentes

superindices representan diferencias estadisticas significativas (P<0.05).

Para estudiar el comportamiento de Metarhizium spp. ante el efluente acuicola, se realizd un ensayo de
interaccidn in vitro siguiendo la metodologia de la seccién 2.4.4. El ensayo de interaccion se realizé con las
cinco cepas de Metarhizium y tuvo una duracidn de nueve DPI (Figura 8). En la interaccion con los EA se
observd un crecimiento aéreo de las cinco especies de Metarhizium evaluadas, siendo mds predominante
en M. brunneum LCP 29-1 y M. anisopliae (Figura 8b3 y 8b5, respectivamente); el crecimiento radial no
fue evaluado cuantitativamente a causa del crecimiento excesivo de los microorganismos presentes en el

EA (figura 8b).

Figura 8. Interaccion de Metarhizium spp. ante efluentes acuicolas. a) Metarhizium spp. b) Metarhizium spp. en
interaccién con el EA. c) Metarhizium spp. en interaccidn con el EAF. al, b1y c1) M. brunneum Caro 19; a2, b2 y c2)
M. brunneum AT3; a3, b3y c3) M. brunneum LCP 29-1; a4, b4 y c4) M. robertsii; a5, b5y c5) M. anisopliae.

El EAF no tuvo un efecto negativo en el crecimiento de Metarhizium spp. Todas las especies de
Metarhizium mostraron crecimiento aéreo, formando colonias afelpadas en interaccion con el EAF. Los

analisis estadisticos no presentaron diferencias significativas (P>0.05) (tabla 20).
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Tabla 20. Crecimiento radial promedio de los hongos Metarhizium en interaccion con los efluentes acuicolas filtrados.

Tratamientos Crecimiento (mm) Crecimiento (mm)
Metarhizium spp. Metarhizium spp. + EAF
M. brunneum Caro 19 11.7+0.5 12+0.5
M. brunneum AT3 11.5+1.0 11.6+0.5
M. brunneum LCP 29-1 11.7+£0.5 11.3+1.5
M. robertsii 11.7+0.5 12+1.0
M. anisopliae 13.2+0.9 12.6+0.5

! os valores representan el promedio + desviacién estandar por tratamiento (n=3).

Los resultados mostraron que el crecimiento de las cepas de Metarhizium no fueron afectadas por la
presencia de F. vanettenii y ademas presentaron un antagonismo similar ante el fitopatégeno (p>0.05).
Para seleccionar la especie utilizada en este estudio se tomaron en cuenta otras caracteristicas como las
condiciones ambientales del lugar de procedencia de cada especie de Metarhizium. M. robertsii y M.
anisopliae (11.1% y 12.2% de inhibicién ante F. vanettenii, respectivamente) fueron aisladas de un clima
templado-subhimedo, similar a las condiciones climaticas de Ensenada, B.C. Ademads, se ha reportado que
las cepas de M. anisopliae se han aislado de humedales (Tian et al., 2016), lo cual podria favorecer su
adaptacion a las condiciones semiacudticas de un sistema IAA. Ademas, se ha reportado que M. anisopliae
mejord la taza de germinacién de semillas de sorgo en un 56% (Pifia-Torres, 2017). En base a estos
antecedentes se selecciond a M. anisopliae para evaluar su potencial como agente de biocontrol en

sistemas IAA.
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B. Mantenimiento del cultivo de tilapia

El efluente acuicola utilizado en este estudio se colectd de un cultivo de tilapia con biofldculos. Las tilapias
se alimentaron cinco dias a la semana con alimento comercial y dos dias tuvieron como fuente de alimento
Unicamente los biofldculos, para que el cultivo se autorregulara y se controlaran los parametros de calidad
de agua. Durante el cuidado de los efluentes acuicolas se registré el Nitrégeno Amoniacal Total (NAT,
NH4/NHs) en mg/L por un total de 114 dias. Su concentracion fluctué de 0 a 4 mg/L la mayor parte del
cultivo, sin embrago, se tuvo un registro maximo de 8 mg/L (Figura 9). Los nitritos fluctuaron de 0 a 5 mg/L
y los nitratos, estos se mantuvieron de 0 a 10 mg/L, con dos valores extremos de 20 y 40 mg/L (figura 10),

estos se analizaron en un total de 91 dias durante el tratamiento.

Fluctuacién de Nitrogeno Amoniacal Total (NAT)
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Figura 9. Grafico del comportamiento del nitrégeno amoniacal total en el efluente acuicola.
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Figura 10. Grafico de comportamiento de los nitritos y nitratos en el efluente acuicola.
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El pH se mantuvo estable la mayor parte del cultivo con un valor de 6, sin embargo, se tuvo registro de un

minimo de 5 y maximo de 7.5 en la escala de pH, los registros fueron en un total de 43 dias. Los datos se

muestran en la figura 11.

pH del efluente acuicola

Dias de cultivo analizados

Figura 11. Gréfico de pH registrado en el efluente acuicola.

El volumen de los biofldculos en el cultivo acuicola fue uno de los pardmetros mas dificil de controlar. Al

inicio del cultivo el agua del cultivo tenia un volumen de biofléculos 150 mL/L, y posteriormente se

establecié en un rango de 20 a 60 mL/L (Figura 12), los datos se registraron por un total de 94 dias.
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Figura 12. Grafico de fluctuacién de los fléculos.
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C. Efecto del efluente acuicola y efluentes acuicolas filtrados en M.
anisopliae
Se realizaron ensayos in vitro para evaluar el efecto del EA y el EAF sobre el crecimiento de M. anisopliae.
El experimento se evalud durante diez dias, registrando el crecimiento radial total de M. anisopliae figura
13. En el tratamiento control M. anisopliae tuvo un crecimiento radial de 10.9 £ 0.7 mm, M. anisopliae en
interaccion con los EA crecié 1 £ 0.2 mm, mientras que M. anisopliae en presencia de los EAF presenté un
crecimiento de 10.8 £ 0.5 mm. El crecimiento con el tratamiento control y en presencia de los EAF fue
similar (P>0.05), pero el crecimiento de M. anisopliae con el EA se redujo considerablemente en
comparacion con los otros tratamientos (P<0.05), sin embargo, tuvo un crecimiento de micelio aéreo. Los

resultados de crecimiento radial a los 10 DPI se resumen en la tabla 21.

Figura 13. Efecto del efluente acuicola sobre el crecimiento radial de M. anisopliae. a) M. anisopliae, b) M. anisopliae
con el EA, c) M. anisopliae con el EAF.

Tabla 21. Efecto del efluente acuicola y efluente acuicola filtrado en el crecimiento radial de M. anisopliae. *

Tratamiento M. anisopliae EA + M. anisopliae EAF + M. anisopliae

Crecimiento radial (mm) 10+0.7° 1+0.2° 10.8+0.5°

ILos valores representan el promedio + desviacion estandar por tratamiento (n=>5).

Valores con diferentes superindices representan diferencias estadisticas significativas (P<0.05).



