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RESUMEN

El cultivo de maguey pulquero (Agave salmiana) tiene gran importancia economica y
agricola en México, debido a sus multiples usos; su aprovechamiento es tal que todas y
cada una de sus partes tienen uno o varios fines especificos, el principal producto del
cual derivan su nombre genérico es el pulgue. También tiene importancia a nivel
ecologico; ya que participa en la formacién y conservacion de suelo.

La produccion y calidad del cultivo del maguey pulquero se ven limitadas por diversas
enfermedades causadas por hongos fitopatdogenos, que llevan al productor a aplicar
estrategias de control quimico y en algunos casos abandonar la actividad por un
incremento en las pérdidas; por lo que el control biolégico es una estrategia util para
combatir este tipo de microorganismos.

Este proyecto esta enfocado en uno del problema fitosanitario que se han encontrado en
la entidad; la viruela o negrilla, producida por el hongo Asterina mexicana que causa un

considerable decremento en la produccién del maguey pulquero.
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MARCO TEORICO

1.1 Maguey pulguero

La existencia de maguey pulguero (Agave salmiana) data de tiempos ancestrales; ya que
sus caracteristicas biologicas y ecoldgicas han sido aprovechadas por el hombre,
obteniendo variedad de beneficios; de acuerdo a los usos actuales y la importancia
econdémica que representa, habitantes de Tlaxcala e Hidalgo reconocen multiples
utilidades al maguey pulquero (Vazquez-Garcia et al., 2016).

El maguey pulquero, también conocido con el nombre de maguey manso o maaxo, es
una de las especies con mayor tradicion de uso en México (Aguirre et al, 2001). En el
estado de Hidalgo se tiene registrada la presencia de agaves pulqueros en 71 de sus 84
municipios. Las principales variedades presentes son: Maguey penca-larga o carricillo,
Maguey verde, Maguey savililla, Maguey xamini, Maguey ayoteco, Maguey chalquefio y
Maguey manso (Nieto-Aquino et al., 2016).

Los principales estados productores son: Hidalgo, Estado de México, Puebla y Tlaxcala
y en menor proporcion San Luis Potosi, Michoacan, Querétaro, Morelos, Guanajuato y
Veracruz (Jacinto et al., 2000).

Los magueyes son plantas xeréfitas, capaces de vivir en condiciones climaticas adversas;
es decir, a altas temperaturas, periodos largos de sequia, ambientes secos, suelos con
variaciones de temperatura entre el dia y la noche (Garcia, 2007).

El uso del maguey data de tiempos prehispanicos, cuando los pueblos indigenas lo
utilizaban como fuente abastecedora de materia prima para elaborar cientos de
productos, es por ello que para México es de suma importancia desde el punto de vista

econdémico, ecoldgico y social (Gentry, 1982).
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1.1.1. Caracteristicas morfolégicas

El maguey, metl en ndhuatl, es usualmente de gran talla, con hojas anchas y verdes que
en sus orillas y punta presentan espinas.

Los magueyes son plantas xerdfitas, capaces de vivir en condiciones climaticas adversas;
es decir, a altas temperaturas, periodos largos de sequia, ambientes secos, suelos con
variaciones de temperatura entre el dia y la noche (Garcia, 2007).

El maguey pulquero es de tamafio mediano a grande, con vastagos cortos, formando
rosetas de 1.5 a 2.0 m de alto. Hojas de 100-200 cm de largo y 20-35 cm de ancho,
lineares, acuminadas, color verde, profundamente convexo hacia la base, concava o
hasta acanalada hacia la punta, el apice curveado sigmoide. Inflorescencia grande
cuando carnosa, flores de 7-9 cm de longitud, por lo regular de color amarillo. Se
encuentra presente en el norte y centro de México; Coahuila, Guanajuato, Hidalgo,
Puebla, San Luis Potosi y Zacatecas (Nieto-Aquino et al., 2016).

En el estado de Hidalgo se tiene registrada la presencia de agaves pulqueros en 71 de
sus 84 municipios. Las principales variedades presentes de maguey pulquero en el
estado: Maguey penca-larga o carricillo, Maguey verde, Maguey savililla, Maguey xamini,
Maguey ayoteco, Maguey chalquefio y Maguey manso (Nieto-Aquino et al., 2016).

1.1.2. Reproduccion

La mayoria de los agaves se propagan de manera asexual, produciendo clones en
diferentes partes de la roseta o la inflorescencia, Los hijuelos se desarrollan en la base
de la planta, los hijuelos intrafoliares se originan entre las hojas de la roseta y se
desarrollan cuando se desprenden de la planta madre o esta muere (Garcia-Mendoza,
2007).
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El maguey pulquero es polifacético y multifuncional debido a que puede ser aprovechado
a lo largo de su vida; ya sea en estado entero, capado o saltado y proveer de sus
beneficios.

La planta en procesos de crecimiento y que no ha sufrido alteraciones radicales que
afecten su desarrollo, se denomina maguey entero; de lo contrario cuando la planta ha
madurado lo suficiente se debe extraer su yema apical floral para garantizar mayor
cantidad de savia, en ese momento el maguey se convierte en capado. Cuando al
maguey no se le retira su yema de crecimiento de su centro o “meyolote”, brotara su
vastago floral (tallo largo que producira su inflorescencia y posteriormente semilla); a este
se le llamara maguey “saltado”; puesto que ya no producira aguamiel para elaborar

pulgue y miel, pero ofreceré otro tipo de beneficio (Vazquez-Garcia et al., 2016).

El uso del maguey data de tiempos prehispanicos, cuando los pueblos indigenas lo
utilizaban como fuente abastecedora de materia prima para elaborar cientos de
productos, es por ello que para nuestro pais es de suma importancia desde el punto de

vista econémico, ecoldgico y social (Gentry, 2004).

1.2. Beneficios y usos del maguey pulquero

1.2.1. Mixiotes

Una vez que el maguey ha crecido lo suficientes se puede extraer la cuticula que cubre
la hoja del maguey, llamada mixiote; la cual es utilizada para la coccion de alimentos
(Vazquez-Garcia et al., 2016).

Para no dafar a la planta solo se deben extraer uno o dos mixiotes por penca de manera
cuidadosa, los productores emplean una técnica en la que no es necesario cortar la penca

para su extraccion.
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1.2.2. Penca

Cuando el maguey ya esta en su etapa final de produccion de aguamiel proveen de

insumo gastronémico “penca”.

La penca es muy solicitada por la industria gastrondmica ya que es utilizada para
envolver y preparar numerosos platillos, principalmente carne, la cual adquiere un
sabor y textura sumamente agradables; lo que se conoce como: “Barbacoa”,
platillo tipico mexicano valorado a nivel doméstico y comercial (Narvédez-Suarez,
2016).

Las pencas son empleadas también para obtener ixtle (fibra vegetal), con el cual
se pueden confeccionar diversas artesanias como morrales, prendas de vestir,
manteles, carpetas, bolsas, esponjas corporales para bafo, entre otro. El proceso
de extraccion para obtener ixtle es un poco extenso, pero a grandes rasgos es
cortar la penca, quebrado y tallado, preparacion y lavado de la fibra e hilado

(Vazquez-Garcia et al., 2016).

Las pencas de maguey son empleadas como forraje para vacas, bueyes y
borregos, estas provienen de magueyes podados, quebrados, saltados y de
aguellos que han terminado su produccién de aguamiel o que una vez capados no

produjeron savia (Vazquez-Garcia et al., 2016).

Las pencas de maguey son empleadas como forraje para ganado; ya que son un
alimento muy nutritivo; proporcionando altos niveles de energia digestible,

minerales y agua (Vazquez-Garcia et al., 2016).
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1.2.3. Quiote y flores del maguey

Son base de varios platillos nutritivos y deliciosos que forman parte de la dieta de las
familias campesinas como los guisos de gualumbos, jugo y dulce de quiote (Narvaez-
Suarez, 2016).

El quiote alcanza una longitud de 3 a 5 mts de altura y en su extremo superior se
desarrolla la inflorescencia en forma de racimo de color amarillento en las que las sigue

el fruto capsular. La época de floracion depende de la variedad, suelo, climay cultivo.

1.2.4. Gusanos de maguey: en temporada de lluvia el maguey entero suministra dos
tipos de gusanos comestibles:
- Gusano rojo: también llamados chinicuiles, viven enraices del maguey joven
(Museo Nacional de Culturas Populares, 1998).
- Gusano blanco: estos son ricos en proteinas y grasas, viven en las pencas del
maguey (Museo Nacional de Culturas Populares, 1998) y se cotiza muy alto en el

mercado.

En nuestro pais el consumo de gusanos es una practica que se remonta a la época

prehispanica constituyen un platillo tradicional y de alto valor nutrimental.

1.2.5. Aguamiel

El aguamiel o jugo de agave es la savia de color amarillento y de olor herbaceo que se
obtiene al hacer la capacion del maguey maduro, es decir, el corte de las hojas tiernas
centrales antes del desarrollo del escapo central, posteriormente se raspa el centro del
maguey, seguido del corte de las hojas para formar una cavidad de 20-30 cm de

profundidad la cual servird para su almacenamiento (Mufiz-Marquez et al., 2013).
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Uno de los productos con valor agregado que esta creciendo en el mercado es la miel de
maguey elaborada a base de aguamiel deshidratada, ésta se envasa y se comercializa
con la respectiva marca y disefio de cada productor, es un producto de origen
prehispanico y se elabora de la misma forma que hace cientos de afios (Narvaez-Suérez,
2016).

1.2.6. Pulque

El pulque es una bebida ancestral y forma parte del patrimonio cultural mexicano, su
historial data desde la época prehispanica; en México ha sido una referencia de cultura,
tradicion y gastronomia.

Esta bebida es producida a partir de la fermentacion de la savia fresca conocida como
aguamiel.

La principal produccion en México sigue siendo el estado de Hidalgo donde se
produjeron mas de 260 millones de litros de pulque en 2010, equivalentes al 82% de la
produccion nacional, seguido por Tlaxcala con 13.3% y el Estado de México con 2.68%,

segun a fuentes no oficiales (Escalante et al., 2016).

1.3. Beneficios en el consumo de sus productos

1.3.1. Consumo de Aguamiel

Los efectos beneficiosos del consumo del concentrado de aguamiel de A. salmiana y sus
saponinas extraidas se pueden utilizar como parte de la estrategia dietética para mejorar
las anomalias metabdlicas observadas en sujetos obesos (Leal-Diaz et al., 2016). El
aguamiel también tiene propiedades curativas para combatir la anemia, diabetes,

pardsitos intestinales (lombrices).

En México, las personas diabéticas consumen concentrado de aguamiel (AC) para

mejorar su condicion diabética.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Escalante%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27446061
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Leal-D%26%23x000ed%3Baz%20AM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27678062
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1.3.2. Consumo de pulque

El primer estudio sistematico sobre los beneficios nutricionales del pulque el consumo
asociado con una ingesta regular se llevé a cabo en la poblacion indigena otomi del Valle
del Mezquital (estado de Hidalgo) fue realizado por Anderson et al. 2009. Los resultados
obtenidos del analisis a 100 consumidores adultos, durante 7 dias, determinaron que la
ingesta diaria de pulque (hasta 2 L) proporciona calorias (12%), proteina total (6%),
tiamina (10%), riboflavina (24%), niacina (23%), vitamina C (48%), calcio (8%) y hierro
(51%). Estos resultados indican que el consumo de pulque para este grupo étnico,
constituye el segundo "alimento" mas importante en la dieta después de la tortilla
(Escalante et al., 2016).

1.4. Relevancia econOmica en la industria pulquera

En el Estado de Hidalgo el cultivo de A. salmiana es econGmicamente importante; ya que
de este se obtiene la materia prima para la produccion de pulque.

La produccion de pulque fermentado embotellado/enlatado han sido realizados
principalmente por productores en los estados de Puebla, Tlaxcala e Hidalgo (Ramirez
et al., 2004).

1.5. Agave salmiana

El maguey pulquero, también conocido con el nombre de maguey manso o maaxo, es
una de las especies con mayor tradicion de uso en México. Esta especie se distribuye
por México (Coahuila, Hidalgo, Durango, Zacatecas, San Luis Potosi, Colima, Puebla),
desde los 1000 hasta los 2460 m, en climas subhimedos, semisecos y secos (Aguirre et
al, 2001).

Desde un punto taxondémico, este maguey se incluye dentro de la familia Agavaceae y

subgénero Agave (Gentry, 1992).
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1.5.1. Morfologia del Agave salmiana

Rosetas de 1.5 a 2.0 m de altura, raiz fibrosa, hojas de color verde obscuro, escapo floral
de hasta 4m en los magueyes de 8 y 10 afios de edad, con flores hermafroditas amarillo
verdosas de 10-12 cm de largo, el fruto es una capsula oblonga con pequefias semillas
negras (Gentry, 1982).

1.6. Viruela o negrillaen A. salmiana causada por hongo A. mexicana

1.6.1. Viruela o negrilla

Esta enfermedad es causada por un hongo (Asterina mexicana), de la clase
Ascomycetes, orden Mycrophyrales, familia Mycrotheriaceae. Esta enfermedad se
presenta durante todo el afio; a pesar de esto son raras las ocasiones en que este hongo
mata las plantas a no ser que esté asociado con otro organismo (Dominguez-Rosales,
2009).

1.6.2. Caracteristicas de la enfermedad

De inicio se presentan sobre las pencas pequefias manchitas de color amarillento;
después se tornan negras, como se muestra en la Fiura.1. Cuando el dafio es severo, ya
la penca se encuentra completamente invadida por el hongo y como resultado final, la
planta presenta pencas raquiticas y mal formadas que pueden llegar a secarse

(Dominguez-Rosales, 2009).

11
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Figura 1. Viruela o negrilla (Asterina mexicana)
Fuente: CESAVEG

1.7. Trichoderma spp.

Trichoderma spp. son hongos de vida libre que son altamente interactivos en la raiz, suelo
y ambientes foliares, son heterotrofo, aerobios, que se reproducen asexualmente.

Estos hongos son bien conocidos por su capacidad para producir una amplia gama de
sustancias antibidticas y por su capacidad para parasitar otros hongos; dichos efectos
son beneficiosos para el desarrollo y crecimiento de las plantas (Harman et al., 2004).
El género Trichoderma en su estado vegetativo presenta micelio con septos simples. Las
especies son haploides y su pared esta compuesta por quitina y glucano. Se reproducen
asexualmente por conidios.

Trichoderma spp., tiene efecto antagoénico sobre los microorganismos que se encuentran
en el suelo, por lo es utilizado como controlador bioldgico y antagonista natural de hongos
fitopatégenos del suelo, por medio de sus diferentes modos y mecanismos de accién que
le permiten el control de los mismos (Infante et al., 2009).

El género Trichoderma incluye especies que sirven como agentes de control biolégico
con efecto estimulante en los cultivos e inductor de resistencia sistémica a diferentes

patégenos en plantas (Harman, 2004).

12
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1.7.1. Mecanismos de accion

Un efectivo control biolégico de Trichoderma se logra a través de la combinacion de
diversos mecanismos de accién como: micoparasitismo, competencia por nutrientes
(sustrato) y/o espacio, antibiosis, y la resistencia inducida (Travis et al., 2016).

Romo y Avila (2000) sustentan que Trichoderma spp. tiene propiedades antifungosas y
antibacteriales, gracias a que produce sustancias tales como: trichodermina, dermadina,
sequisterpeno, trichotoxina y acetaldehido; adicionalmente estan implicadas enzimas
extracelulares como (-1,3 glucanasa, quitinasa y celulasa que degradan las paredes

celulares del hospedante y posibilitan la penetracion de las hifas del antagonista.

1.7.2. Competencia por sustrato

Trichoderma spp., no compite por nutrientes del suelo con la planta, se alimenta de los
patdgenos que se encuentra en el suelo; la competencia directa se da por espacio o por
nutrientes; asi como también existe una competencia por el oxigeno por su gran
versatilidad de adaptacion a los suelos, lo cual favorece su rapido crecimiento (Ezziyyani
et al., 2004).

1.7.3. Antibiosis

La antibiosis es el fendmeno por medio del cual un hongo antagonista inhibe o destruye
a un organismo a través de la produccién metabdlica de moléculas tdxicas, volatiles y no
volatiles, asi como de enzimas liticas; las cuales disuelven o dafian polimeros
estructurales, como quitina y 3-1-3-glucanos, de la pared celular en la mayoria de los
hongos fitopatégenos, produciendo un efecto adverso sobre su desarrollo y diferenciacion
(Goldman et al., 1994).

N\
4
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La habilidad de Trichoderma spp. para reducir los dafios causados por hongos
fitopatdogenos, esta relacionada con su capacidad de competencia, antibiosis por la
producciéon de enzimas y metabolitos secundarios y al micoparasitismo (Ghrisalberti et
al., 1991).

1.7.4. Resistenciainducida

Existen cepas de Trichoderma muy tolerantes, que pueden sobrevivir y resistir a los
fungicidas quimicos. EI mecanismo de resistencia de algunos hongos a productos
guimicos fungicidas se debe a mutaciones genéticas, que reduce la susceptibilidad a los
fungicidas y disminuye su eficacia. Dichas mutaciones pueden causar alteraciones en la

adaptacion y la aptitud de los hongos (Chaparro et al., 2011).

1.7.5. Micoparasitismo

Este proceso complejo es la interaccién entre antagonista- patdégeno, que ocurre en
cuatro etapas: la primera es el crecimiento quimiotréfico; donde Trichoderma puede
detectar a distancia a sus posibles hospedantes; para continuar con la etapa de
Reconocimiento: en donde existe una alta especificidad del antagonista por su sustrato.
La tercera etapa es llamada: Adhesién y enrollamiento, ya que ocurre la asociacion de
un azucar de la pared del antagonista con una lectina presente en la pared del patégeno
y asi llegar a la cuarta etapa llamada: Actividad litica: que es la produccién de enzimas
liticas extracelulares, fundamentalmente quitinasas, glucanasas y proteasas, que
degradan las paredes celulares del patégeno y posibilitan la penetracién de las hifas de
Trichoderma (Martinez et al., 2013).

El micoparasitismo concluye con la pérdida del contenido citoplasmatico de la célula

hospedante, mostrando sintomas de disgregacion (Martinez et al., 2013).

14
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Weindling en 1932, demostré la accion de Trichoderma como micoparasito natural, =
después de diversos experimentos fue hasta 1970 que se implementé como control

bioldgico.

Debido a su eficaz control, capacidad reproductiva, plasticidad ecologica, efecto

estimulante sobre los cultivos y su accion como inductor de resistencia sistémica en la

planta a diferentes patdégenos, el género Trichoderma se considera una de las especies
mas ampliamente utilizadas como control biolégico (Infante et al., 2009).

La colonizacién de raices por Trichoderma spp. aumenta el crecimiento y desarrollo de
las mismas, la productividad de los cultivos, la resistencia al estrés abiotico y la
absorcion y el uso de nutrientes (Harman et al., 2004).

Una alternativa eficiente para el control de enfermedades foliares y las ocasionadas por
patdgenos en el suelo es el control bioldgico (Infante et al., 2009).

El género Trichoderma incluye especies que sirven como agentes de control biolégico
con efecto estimulante en los cultivos e inductor de resistencia sistémica a diferentes
patbgenos en plantas (Harman, 2004). La caracterizacion e identificacion de estas
especies es crucial para la adecuada aplicacion en el control biolégico especifico de
patdgenos en los cultivos agricolas.

Algunas especies de este hongo que han sido utilizadas para el control de enfermedades
fungosas son: Trichoderma harzianum, T. asperellum, T. atroviride, T. gamsii y T.

polysporum (Samuels et al., 2010; Schuster et al., 2010),
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2. JUSTIFICACION

El maguey pulquero (Agave salmiana) es una planta de importancia economica,
gastrondmica, historica y cultural en México.

Su cultivo se realiza para la produccion de miel, agua miel, pulque, dulces, papel mixiote
y destilado de pulque, por otro lado, las pencas son un alimento muy nutritivo para el
ganado, ademas de ser utilizadas para elaborar diferentes platillos tipicos como la
barbacoa. También posee importancia ecoldgica al evitar la pérdida por erosion de los
suelos.

El cultivo de esta agavacea en el estado de Hidalgo, ha tenido gran importancia desde
tiempos prehispanico. Actualmente se busca incorporar su produccién en la
agroindustria, no solo para obtener agua miel y sus derivados, sino mas bien, productos
con alto valor agregado, ademas de evitar su depredacion mediante esquemas de
conservacion.

Una de las problematicas mas importantes en el cultivo de maguey pulquero, es la
presencia de plagas y enfermedades que afectan y disminuyen su tiempo de vida,
considerando que para tener una planta productiva tienen que pasar de 8 a 12 afos.
Dentro de los problemas fitosanitarios que se han encontrado en la entidad y que, aunque
no ha sido documentado, se encuentra la viruela o negrilla, producida por el hongo
Asterina mexicana que causa un considerable decremento en la produccion lo que
preocupa a los productores.

Aunque no se tiene una metodologia efectiva para el manejo de la enfermedad, los
compuestos quimicos son la primera eleccion, aun tomando en cuenta las desventajas
gue éstos poseen, al ser altamente téxicos y que inhiben el desarrollo no solo del
fitopatdgeno, sino también de la microbiota benéfica para la planta, ademas de la

seleccidon de cepas patogénicas resistentes a los fungicidas.
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Una alternativa es el uso de hongo micoparasito Trichoderma spp., el cual ha demostrado
ser un eficiente agente de biocontrol en otros cultivos, ademas de que promueve el
desarrollo vegetal e induce la respuesta sistémica de planta como mecanismo de
defensa; sin embargo, cepas aisladas en una region, no son efectivas en otras, por lo que
en este trabajo se evaluaran diferentes cepas de Trichoderma aisladas de la rizosfera de
A. salmiana en el estado de Hidalgo para conocer su efecto antagdnico sobre A.

mexicana, y proponerlas como una alternativa de control de la viruela o negrilla.

3. HIPOTESIS

Las cepas de Trichoderma spp. autdctonas del estado de Hidalgo inhibiran el desarrollo

de A. mexicana.
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4. OBJETIVO GENERAL

Evaluar diferentes cepas de Trichoderma spp. aisladas de la rizosfera de A. salmiana en
el estado de Hidalgo para conocer su efecto antagonico sobre A. mexicana, mediante

técnicas de confrontacion y microbiologicas.

4.1. OBJETIVOS PARTICULARES

- Evaluar las cepas de Trichoderma spp. utilizando pruebas de confrontacion para
la seleccidon de aquellas que presentan actividad antagdnica sobre A. mexicana.

- Analizar las cepas de Trichoderma spp. seleccionadas, para conocer los
mecanismos de antagonismo que poseen sobre A. mexicana mediante la
evaluacion de la produccién de antibioticos y enzimas.

- ldentificar las cepas de Trichoderma spp. con potencial como agentes de control
biolégico de A. mexicana mediante técnicas moleculares para conocer la especie

a la que pertenecen.
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5. METODOLOGIA

Cepas de Trichoderma

Pruebas de confrontaciéon
contra A. mexicana

Seleccion de las cepas
gue inhiben el desarrollo
de A. mexicana

Produccién de
antibioticos
(Volatiles y no volatiles)

Produccion de enzimas:
proteasas y quitinasas

Identificacion
Molecular
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5.1. Microorganismos y condiciones de cultivo

En este trabajo se utilizé la cepa de A. mexicana la cual fue aislada de la localidad de
Zempoala Hgo. El hongo se cultivo en placas Petri con Agar Papa Dextrosa (PDA Difco
™), las cuales fueron incubadas a 28°C durante 8 dias, posteriormente fue conservado
en refrigeracion a 4°C en el mismo medio.

Las 11 cepas de Trichoderma spp. aisladas de la rizosfera de A. salmiana se conservaron
en medio PDA (Agar Papa Dextrosa Difco) en tubos inclinados. Para su activacion se
inocularon en matraces con 35 mL de CPD (Caldo Papa Dextrosa Difco) un cuadro de 1
cm? de cada hongo por separado obtenido de tubos inclinados con PDA. Los matraces
se incubaron a 28°C en agitacion a 150 rpm durante 48 h. Al término de este periodo con
ayuda de un asa bacteriolégica se tomé un pellet y se sembré en el centro de una caja

Petri con medio PDA por un periodo de 5-7 dias a 25°C como se muestra en la Figura 2.

Caldo Papal
Dextrosa ||

Figura 2. Procedimiento de activacion de las cepas de
Trichoderma spp. aisladas de A. salmiana.
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Todos los medios de cultivo fueron esterilizados durante 15 min, a 120°C y 1 atm de

presion.

5.2. Produccién del inoculo de Trichoderma spp.

Para la obtencion de esporas de Trichoderma spp se prepararon matraces de 125 mL
con 25 mL de medio PDA y se inoculé un cuadro de 1 cm? de cada cepa de Trichoderma
spp. Los cultivos se incubaron a 28°C durante 7 dias o hasta observar la esporulacion.
Posteriormente se adicionaron 10 mL de Glicerol al 70% a cada matraz. Con ayuda de
una barra magnética y una parrilla eléctrica con agitaciéon se procedié a realizar el
desprendimiento de los conidios a partir de la colonia del hongo, los cuales fueron
colocados en tubos eppendorf estériles. Este procedimiento se llevd a cabo en

condiciones de esterilidad.

5.3. Produccién del inoculo de A. mexicana

Para la obtencién de esporas de A. mexicana se prepard un matraz de 125 mL con 25
mL medio PDAy se inoculé un cuadro de 1 cm? de A. mexicana, se incubé a 28°C durante
7 dias o hasta observar la esporulacién. Posteriormente se adicionaron 10 mL de Tween
20 al 0.01%, con ayuda de una barra magnética y una parrilla eléctrica con agitacién, se
procedio a realizar el desprendimiento de conidios a partir de la colonia del hongo y se
colocaron en tubos estériles eppendorf. Este procedimiento se llevd a cabo en

condiciones de esterilidad.
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5.4. Pruebas de confrontacidn en placa

5.4.1. Actividad antagénica de Trichoderma spp. sobre A. mexicana.

Para evaluar la actividad antagonica de Trichoderma spp. se utilizé la técnica de Cherif y
Benhamou (1990). Cada tratamiento se realiz6 por duplicado. En un extremo de la caja
Petri con PDA se sembré por picadura micelio activo de la colonia de 8 dias de desarrollo
a 28°C de A. mexicana y se incubd durante 48 horas a esta misma temperatura.
Posteriormente, en el otro extremo de la caja y por picadura se sembré Trichoderma spp.
Las placas fueron incubadas a 25°C con fotoperiodos de 12 h oscuridad/luz como se
muestra en la Figura 3. Se tomaron lecturas cada 24 h para determinar el nimero de dias
del primer contacto entre las hifas de los dos hongos, la zona de interseccion, y a los 10
dias, se clasifico el tipo de antagonismo segun Bell et al. (1982), donde: Grado 1
= Trichoderma crece completamente sobre el patégeno y cubre totalmente la superficie
del medio, Grado 2 = Trichoderma crece sobre las dos terceras partes de la superficie
del medio, Grado 3 = Trichoderma y el patégeno colonizan cada uno aproximadamente
la mitad de la superficie y ningdn organismo parece dominar al otro, Grado 4 = el
patdgeno coloniza las dos terceras partes de la superficie del medio y parece resistir a la
invasion por Trichodermay Grado 5 = el patdogeno sobrecrece completamente

a Trichoderma y ocupa la superficie total del medio.

()

A mmlaa

{ | Incubo durante | " [\ | Incuboa25'C (] J | Setomaron
b & meews 48 horas a ! = -:‘--m' con fotoperiodos N _ 1) lecturas
/ de 12 horas o cada 24

\ 28'C N
v oscuridaduz \_/ horas

Figura 3. Técnica de Cherif y Benhamou (1990), para evaluar la actividad antagonica de

Trichoderma spp.
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5.5. Evaluacion del efecto micoparasitico de Trichoderma spp. sobre A. mexicana

Se tomo un fragmento de tres diferentes secciones de la placa; donde se observaba el
crecimiento de Trichoderma spp, asi como de A. mexicana y finalmente donde estaba la
presencia de ambos hongos. Dichos fragmentos fueron inoculados en 25 mL de medio

CPD e incubados a 28°C por 48h en agitacion a 150 rpm. como se muestra en la Figura
4.

28°C por 48h en agitacion a 150 rpm

Figura 4. Evaluacion del efecto micoparasitico de Trichoderma spp. sobre A. mexicana.

Para observar el efecto inhibitorio de Trichoderma se tomdé un fragmento de tres

diferentes secciones de la placa: — Trichoderma spp A. mexicana y finalmente

donde esta la presencia de ambos

Al cabo de este periodo se observo el crecimiento en cada matraz.

N
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5.6. Produccion de antibiéticos

5.6.1. Produccion de compuestos volatiles

Se inocularon placas de PDA (90 x 25 mm) con un cuadro de 1 cm? del margen de la
colonia de Trichoderma de 3 dias de crecimiento y se incubaron durante 48 h a 25°C.

En otra placa se inoculé un cuadro de micelio de 1 cm? del margen de la colonia del
patbgeno con un crecimiento de 5 a 7 dias. Se reemplaz6 la tapa del cultivo de
Trichoderma por la placa PDA inoculada con el fitopatdgeno para que ambos hongos se
encuentren uno frente al otro. Para la incubacion, A. mexicana debid colocarse sobre
Trichoderma para evitar contaminacion por los conidios fingicos micoparasitarios como
se muestra en la Figura 5. Las condiciones de incubacion fueron a 25°C con fotoperiodo

luz/obscuridad 12h/12h durante 10 dias. Se sellaron las placas de Petri con Parafilm.

= Pathogen
| ' VOCs

r"' \

\ e T——— g Trichodermo

Figura 5. Evaluacion de la Produccion de compuestos
volatiles con actividad antifingica sobre A. mexicana
de las cepas de Trichoderma aisladas de A. salmiana.
Fuente: Glare et al., 2016.
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Para el control, se utilizé una placa PDA sin inocular Trichoderma. Cada tratamiento sera
realizado por triplicado.

Se midié el diametro de la colonia del patdogeno diariamente y se calculd la tasa de
crecimiento radial.

El porcentaje de inhibicién del control del patdégeno de la planta se calculé mediante la

formula:

% de inhibicién del micelio = [(C - T) / C] x 100.

Donde:
C= crecimiento micelial radial del patdgeno de la planta en las placas de control (cm).
T= crecimiento micelial radial del patégeno de la planta en presencia de Trichoderma

(cm).

5.6.2. Produccion de metabolitos no volatiles

Se cubrieron las placas de PDA con papel celofan dulce y se inoculé centralmente con
un cuadro de micelio de 1 cm? del margen de una colonia de Trichoderma de 3 dias de
crecimiento a 28°C. Las placas fueron selladas con una envoltura de plastico y se
incubaron a 28°C en 12/12 h de luz / oscuridad de 2 a 3 dias.

Se retird con extremo cuidado el papel celofan con el crecimiento de Trichoderma de las
placas de PDA y se inoculé en la misma placa una porcién de micelio de 1 cm? del margen
de la colonia del patdgeno del crecimiento de entre 5y 7 dias a 28°C.

Para las placas de control se utilizé una placa de PDA Unicamente con papel celofan sin
inocular Trichoderma; asi como también una placa de PDA que contiene el patégeno de
la planta que se cultiva en una placa sin inocular Trichoderma. Se incubaron a 25°C hasta

gue la colonia del patégeno en el control cubrié toda la placa de Petri.
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Se medio diariamente el diametro de la colonia de A. mexicana tanto en los controles
como en las placas de tratamiento, y se calculé la tasa de crecimiento radial y la inhibicién

mediante la siguiente formula:

% de inhibicion del micelio = [(C-T)/ C] x 100.

Donde:
C= crecimiento micelial radial del patégeno de la planta en las placas de control (cm).
T= crecimiento micelial radial del patégeno de la planta en presencia de Trichoderma

(cm).

5.7. Determinacién de actividades enzimaticas en placa de Trichoderma spp

Se determind la produccién de proteasas y quitinasas en los hongos aislados en los
medios que a continuacion se describen:
Proteasas: Medio PDA-leche descremada

Quitinasas: Agar-Quitina

Para la determinacion de proteasas se utilizaron placas con medio de Agar-leche
descremada, las cuales se prepararon de la siguiente manera: a 400mL de agua destilada
se le adicionaron 3.6 g de agar bacteriolégico y 12 g de leche descremada. Esta solucién
se esterilizé a 121°C durante 15 min, para posteriormente ser vaciada en las placas de
Petri.

La determinacion de la produccion de quitinasas por los hongos en estudio, se realizd

utilizando placas de Agar-Quitina (Quitina coloidal al 10% y Agar al 2%).
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El agar se prepar6 en 400 mL de agua destilada, 12g de Quitina coloidal, 0.8 g de Nitrato
de sodio, 0.4 g de Fosfato Dipotasico, 0.2 g de Sulfato de Magnesio, 0.2 g de Cloruro de
Potasio, 0.04g de Sulfato de Potasio, y 3.6 g de Agar bacterioldgico; para después ser
esterilizado a 121°C durante 15 min y ser vaciada en las placas de Petri

Todas las placas fueron inoculadas en el centro con un disco de 5 mm de didmetro del
crecimiento de los hongos obtenido a partir de un cultivo de 5 dias a 28°C en medio PDA,
posteriormente fueron incubadas a 25°C durante 3 dias monitoreando el crecimiento cada
24 h. Al finalizar este tiempo la actividad enzimética fue evidenciada con el crecimiento
de Trichoderma en el medio.

En el caso de las quitinasas las placas fueron reveladas adicionando Yodo-Lugo al 10%,
durante 24 hrs en oscuridad, la presencia de crecimiento del hongo o un halo claro indicé

una prueba positiva.

5.8. Identificacion molecular de cepas de Trichoderma spp.

Para la identificacion molecular de los hongos aislados se realizo la extraccion de ADN
genomico de micelio. De cada una de las cepas de Trichoderma spp. crecidas en 25 mL
de CPD durante 3 dias a 28°C a 150 rpm, se colecté la biomasa por centrifugacion a 5000
rom durante 30 min y se lavd con agua destilada estéril, se retird el sobrenadante y la
biomasa se pas6 a un tubo de centrifuga de 15 mL, el cual se tap6 con papel cera
adherible, perforando la superficie con poros de ~1 mm de diametro, posteriormente se
congelaron a -80°C durante 48 hrs. Estos tubos con la biomasa se llevaron liofilizacion
por 48h.

Para realizar la extraccion se sigui6é el protocolo reportado por Huanca-Mamani et al.,
2014 con las siguientes modificaciones: la biomasa liofilizada se vacio a un mortero, se
adiciono nitrdgeno liquido y se trituré hasta obtener un polvo fino, que posteriormente se
deposité en un tubo de microcentrifuga de 1.5 mL y se adicionaron 600 pL de buffer de
lisis (CTAB al 2%, TRIS HCI 100Mm, NaCl 1.4 M, Naz EDTA 20 mM, LiCl 0.2%, *PVP al
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incubé a 65°C durante 45 minutos. Pasado el tiempo se dej6é enfriar a temperatura
ambiente y posteriormente se adicionaron 2.5 uL de Proteinasa K (100mg/mL), se incub6
a 37 °C durante 30 minutos. Después se centrifugo a 10 000 rpm, durante 15 min. El
sobrenadante se coloco en otro tubo y se agregaron 500 uL de Fenol Cloroformo, alcohol
isoamilico (25:24:1) mezclando suavemente, se centrifugd a 10 000 rpm durante 15
minutos. El sobrenadante se paso a un tubo nuevo y se agregaron 500 uL de Cloroformo
alcohol isoamilico (24:1), mezclandolo suavemente. Se centrifugd a 10 000 rpm durante
15 minutos, se tomé nuevamente el sobrenadante que contiene los acidos nucleicos y se
paso a un tubo de microcentrifuga nuevo. Para precipitar el DNA se adicionaron 500 pL
de isopropanol frio, se dejo incubar a -20°C durante toda la noche; al termino de ese
tiempo se centrifugo a 13,000 rpm por 20 minutos, se decantd el sobrenadante y se
afadiéo 1 mL de etanol; se centrifugo a 13,000 rpm 5 minutos, posteriormente se decantd
el sobrenadante. Las muestras se dejaron secar para eliminar los restos de etanol y
posteriormente al DNA se le adicionaron 30 L de H20 bidestilada estéril, libre de DNAsas
y conservado a -20°C. La integridad del DNA se verific6 mediante electroforesis en gel
de agarosa al 1% con buffer TAE al 1X y un voltaje de 80 v durante una hora, el DNA se

visualizo por tincion con Bromuro de etidio en un transiluminador.

Para la amplificacion de las regiones ITS 1 e ITS4 del gen 18sSrDNA de cada una de las
muestras se realiz6 por medio de PCR utilizando el protocolo descrito por Peteira et al.,
2008 con algunas modificaciones, en un termociclador. La mezcla de la reaccion se
especifica en la Tabla 7 utilizando los iniciadores ITS1 (5 TCCGTAGGTGAACCTGCGG-
3) e ITS4 (5-TCCTCCGCTTATTGATATGC 3), utilizando como DNA molde el
correspondiente a cada cepa de Trichoderma. El programa consistio en un paso de
desnaturalizacion inicial a 94°C durante 5 min seguido de 35 ciclos a 94°C por 30 s, 59°C
por 30 s, 72°C por 1 min y extension a 72°C por 7 min.

\

[
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Tabla 1. Mezcla de la reaccidn para la amplificacion de la regién
ITS a partir de DNA gendmico del hongo asilado mediante PCR

Reactivo Concentracion Volumen
en pL
Agua Bidestilada -—- 35.25
MgCl: 25 mM 1,5
Buffer oX 5
dNTPs 10 mM 1
ITS1 10 mM 1
ITS 4 10 mM 1
Taq Polimerasa 5 U/uL 0.25
DNA — 5
Volumen Final 50

Los productos de PCR se purificaron con el Kit comercial: Wizard ® SV Gel and PCR

Clean-Up System, siguiendo las indicaciones del fabricante.

Los productos purificados de PCR, fueron enviados para su secuenciacion a la Unidad
de Sintesis y Secuenciacion de DNA de la Universidad Nacional Autbnoma de México,

Instituto de Biotecnologia.

Los electroferogramas fueron transformados a secuencias de nucleo6tidos en formato de
texto, los cuales fueron visualizados, limpiados y editados de forma manual utilizando el
software Chromas lite y BioEdit sequence alignment editor v. 7.2.6. Las secuencias
editadas y obtenidas se compararon mediante el uso del algoritmo del programa BLAST,

en la base de datos del GenBank del National Center for Biotechnologyminformation
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andlisis BLAST, asi como grupos externos y se realiz6 el estudio filogenético.

Para realizar el arbol filogenético se buscaron 10 secuencias de cada cepa con alto nivel
de identidad y similitud en formato Fasta, las cuales fueron sometidas a un alineamiento
multiple mediante ClustalX para determinar las homologias entre ellas y finalmente en el
software BioEdit fueron editadas manualmente.

Las secuencias obtenidas fueron alineadas con el programa CLUSTAL X y editadas con
el programa Bioedit, donde ademéas se empleé BEAST que contiene programas como
BEAST, BEAULi, TreeAnnotator las cuales se utilizaron para generar el arbol filogenético
con el método de maxima verosimilitud empleando una estrategia de busqueda heuristica
conducida por el algoritmo de SPR (Subtree Pruning Regrafting) y 500 replicas de adicion
de taxa secuencial por pseudoreplica. El modelo de sustitucién nucleotidica 6ptimo para
las secuencias en estudio fue el “Criterio de Informacion corregido de Akaike”.
Posteriormente el arbol fue visualizado en el programa Free Tree. Ademas, para definir
la raiz inicial se utilizaron las secuencias de los hongos: Hypomyces corticiicola,
Hypomyces cervinus e Hypomyces robledoi con clave de acceso MH860037, MG953988
MHB86313 respectivamente. Finalmente se utilizd el programa Scape para editar el arbol
filogenético.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

El género Trichoderma incluye diferentes especies las cuales han sido ampliamente
estudiadas por su efecto antifiingico y micoparasitico sobre hongos fitopatdgenos de
interés agricola (Lopez-Ferrer et al., 2017). Los principales mecanismos por los cuales
ejercen esta accion son: la competencia por espacio y nutrientes, antibiosis y

micoparasitismo, (Benitez et al., 2004).

En este trabajo se evaluaron diferentes cepas de Trichoderma spp aisladas de A.
salmiana, con la finalidad de conocer su efecto sobre el hongo A. mexicana, que ocasiona
la viruela o negrilla en esta planta (Dominguez-Rosales, 2009), aportando informacion
del potencial de uso de las cepas evaluadas como agentes de biocontrol de la
enfermedad.

Lo primero en realizase fueron las pruebas de confrontacion en placa para evaluar la
actividad antagoénica de Trichoderma spp sobre A. mexicana, encontrando que de las 11
cepas evaluadas solo 6 presentaron la capacidad de crecer sobre el fitopatbgeno como
se muestra en la Figura 6, por otro lado 5 de ellas alcanzaron el grado 1 de
micoparasitismo a los 10 dias, lo que indica el hongo en estudio crecio6 invadiendo toda

la placa y sobre el crecimiento de A. asterina (Tabla 2).
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Figura 6. Actividad antagonica de Trichoderma spp. sobre A. mexica. A), B), C): cepa 2A; D, E), F): cepa
BA; G), H), 1) cepa 11A; J), K), L): cepa 14A. M), N), O): cepa 2B; P), Q), R). cepa 1C. A= A. mexicana,
T= Trichoderma spp. |= Interaccion entre ambos hongos y C= crecimiento de Trichoderma spp. sobre A.
mexicana.
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Tabla 2. Grado de antagonismo de las cepas de Trichoderma spp
aisladas de A. salmiana sobre A. mexicana

CEPA DIA 2 DIA 5 DIA 10
2A 3 2 1
8A 3 2 1

11A 3 3 2

14A 3 2 1
2B 3 2 1
1C 3 2 1

Se clasifico el grado de antagonismo segun Bell et al. (1982), donde: Grado
1 = Trichoderma crece completamente sobre el patdégeno y cubre totalmente
la superficie del medio, Grado 2 = Trichoderma crece sobre las dos terceras
partes de la superficie del medio, Grado 3 = Trichodermay el patdégeno
colonizan cada uno aproximadamente la mitad de la superficie y ningun
organismo parece dominar al otro, Grado 4 = el patdégeno coloniza las dos
terceras partes de la superficie del medio y parece resistir a la invasion
por Trichodermay Grado 5 = el patdégeno sobrecrece completamente
a Trichoderma y ocupa la superficie total del medio.

El proceso de micoparasitismo en Trichoderma, se encuentra bien documentado, en
donde el hongo invade el micelio del fitopatbgeno envolviéndolo y penetrandolo para
alimentarse de él, lo que ocasiona la pérdida de la viabilidad de este ultimo (Martinez et
al., 2013), probablemente es lo que se observa con las cepas que presentaron Grado 1

en las pruebas de confrontacion.

Para corroborar lo anterior, se tomé el crecimiento de las zonas en las pruebas de
confrontacién en donde se encontraba el crecimiento de la cepa de Trichoderma sobre el
fitopatdgeno y se sembro en un medié liquido como se describié en la metodologia. En
la mayoria de los casos no se observo el crecimiento de A. mexicana solo en la prueba
para la cepa 11A que present6é un Grado 2 de antagonismo (Tabla 3 y Figura 7). Se ha
visto que existen diferencias en el grado de virulencia de diferentes aislados de

Trichoderma sobre los hongos fitopatégenos (Infante et al., 2009) lo cual es similar a los
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sobre A. mexicana no es tan evidente como las demas.

Las pruebas fueron realizadas como se describe en los materiales y métodos.

Los resultados obtenidos en este trabajo se asemejan a los reportados por Michel-Aceves
et al., 2008; en dicho trabajo muestra que de 20 aislados de Trichoderma spp. todos
inhibieron el crecimiento del micelio de Alternaria solani y Phytophthora infestans, de los
cuales solo seleccionaron 6 aislados contra el primero y 6 contra el segundo; en donde
todos los aislados seleccionados se ubicaron en las clases 1 y 2 de antagonismo

respectivamente; lo que demuestra que Trichoderma spp. tiene una alta capacidad

antagonica contra diversos fitopatdogenos.

Tabla 3. Crecimiento en matraz de la seccién en donde
se observo la interaccion de micoparasitismo en placa.
Prueba para corroborar el micoparasitismo.
CEPA A. mexicana Trichoderma

2A - +++
8A - +++
11A + +++
14A - +++
2B + +++
1C - +++

* La presencia de los microorganismos en los cultivos se
evalué mediante observacion directa.
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Figura 7. Prueba para corroborar el grado de micoparasitismo de las cepas de

Trichoderma spp aisladas de A. salmiana sobre A. mexicana. A) Trichoderma spp. cepa
2A, B) Trichoderma spp. cepa 8A, C) Trichoderma spp. cepa 11A, D) Trichoderma spp.
cepa 14A, E) Trichoderma spp. cepa 2B, F) Trichoderma spp. cepa 1C, G) A. mexicana.

T= Crecimiento de Trichoderma. A= Crecimiento de A. mexicana.
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La antibiosis es uno de los mecanismos que utiliza Trichoderma spp. para inhibir el
crecimiento de un fitopatdgeno mediante la produccion de metabdlicos téxicos, sin tener
contacto fisico entre ellos. La mayoria de las cepas de Trichoderma spp. producen
metabolitos téxicos volatiles y no volatiles que impiden la colonizacién por
microorganismos antagonicos (Martinez-Anaya et al., 2008). Actualmente se han
caracterizado cada vez mas metabolitos secundarios que provocan un efecto inhibitorio
o letal en fitopatégenos (Reino et al., 2008); como es la produccion de peptaiboles, estos
presentan un efecto antifingico causando severos dafios como la formacion de poros en
la membrana del hongo parasitado, facilitando la entrada de la hifa en la célula la cual
eventualmente muere sirviendo como alimento al micoparasito (Benitez, et al., 2004;

Atanasova, et al., 2013).

Para evaluar la capacidad de inhibicion de las cepas de Trichoderma spp. sobre A.
mexicana mediante la produccién de metabolitos no volatiles, se desarroll6 la prueba en
placa como se describe en la metodologia; midiendo diariamente el crecimiento micelial
de A. mexicana durante 10 dias y asi calcular el porcentaje de inhibicién; obteniendo
como resultado que todas las cepas de Trichoderma spp. presentaron capacidad de
inhibicién sobre A. mexicana. La cepa de Trichoderma spp. con mayor efectividad fue la
14 A con un porcentaje de inhibicibn maximo de 55.2%, seguida de la cepa 11A con un
53.2 % y la 8A con un 52.6 %, como se muestra en la Tabla 5.
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Tabla 5. Porcentaje de Inhibicion de especies de Trichoderma contra A.
mexicana a través de metabolitos no volatiles.
CRECIMIENTO MICELIAL o -
CEPA DEL PATOGENO (cm) %o DE INHIBICION

2A 46+0.2 40.9

8A 3.7+£0.1 52.6

11A 3.6+0.3 53.2

14A 35+0.1 55.2

2B 4.4+04 42.9

1C 5.1+0.8 33.1

CONTROL 7.7+0.1

Capacidad de Trichoderma para inhibir el crecimiento del micelio de A. mexicana

mediante de la produccién de compuestos volatiles

Estos resultados demuestran que las cepas de Trichoderma spp. en estudio presentan
antibiosis, mediante la produccion de metabolitos no volatiles que inhiben el desarrollo
de A. mexicana. Lo cual concuerda con lo reportado por Miguel-Aceves, et al., 2008; en
donde muestran el % de inhibicion respecto a A. solani y P. infestans se encuentran entre

38.8% a 81.3 % y 16.3% a 85.5% respectivamente, mientras que en este trabajo se

encuentran entre 33.1% a 55.2%.
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En cuanto a la produccion a la produccion de metabolitos voléatiles, se desarroll6 la prueba
en placa como se describe en la metodologia; obteniendo como resultado que todas las
cepas de Trichoderma spp. presentaron capacidad de inhibicion sobre A. mexicana, la
cepa de Trichoderma spp. con mayor efectividad fue la 8A con un porcentaje de inhibicidon

méaximo de 29.5 %, la cepa con el porcentaje de inhibicién minimo fue la 11A con 16.9%

como se muestra en la Tabla 6.

Tabla 6. Porcentaje de Inhibicion de especies de Trichoderma contra A.
mexicana a través de metabolitos volatiles.
CRECIMIENTO MICELIAL o -

CEPA DEL PATOGENO (cm) %0 DE INHIBICION
2A 48+14 21.3
8A 43+04 29.5
11A 51+£0.6 16.9
14A 47+04 23.5
2B 4507 25.7
1C 51+1.2 17.2
CONTROL 6.1+0.1

Capacidad de Trichoderma para inhibir el crecimiento del micelio de A. mexicana

mediante de la produccién de compuestos volatiles,
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Los resultados obtenidos en este trabajo se pueden comparar con los reportados por
Alanis, et al., 2017, en donde analizan tres cepas de Trichoderma spp. que presentan
capacidad de inhibicion frente a Dreschlera teres mediante la produccion de compuestos
volétiles muestran un % de inhibicién de 21.2, 21.3 y 42.82% con el aislado 1, mientras
que el aislado 2 mostré porcentajes de 16.1, 6.33 y 32.2 %, para el caso del aislado 3
mostro de 27.9y 27.4 %.

Los mecanismos involucrados en el control biolégico de las especies de Trichoderma
spp. han demostrado ser eficaces; uno de éstos es la produccion de enzimas liticas, las
cuales son responsables de la supresion del patégeno de la planta, destruyendo asi la
integridad de la pared celular. La produccion de proteasa por Trichoderma spp. también
se ha asociado con el control biologico; debido a que este tipo de enzimas descomponen
las enzimas hidroliticas en cadenas peptidicas y/o sus aminoacidos constituyentes y, por

lo tanto, destruyen su capacidad para actuar sobre las células vegetales (Howell, 2003).

La actividad enzimética en este trabajo se determind en placa como se describe en la
metodologia; de las 6 cepas de Trichoderma spp. en estudio solo 4 presentaron
producciéon de quitinasas, al tener la capacidad de utilizar la quitina como fuente de
carbono, siendo la cepa 1C la que presenté mayor capacidad de crecimiento, con un
diametro de 5.8 cm, mientras que las cepas 8A y 14A no presentaron ningun desarrollo
como se muestra en la Tabla 6. En cuanto a la produccion de proteasa se observa que
todas las cepas de Trichoderma spp. crecieron en el medio que tenia leche como fuente
de carbono y nitrégeno siendo la cepa 2B la que presento mayor desarrollo con un

didmetro de 6.1 cm como se muestra en la Tabla 7.

N\
4
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Tabla 7. Actividad enzimas en las cepas deTrichoderma
spp. aisladas de la rizosfera de de A. salmiana

ACTIVIDAD ENZIMATICA
CEPA P_RQTEASA QU_ITINASA
(crecimiento en cm) | (crecimiento en cm)
2A 48+0.1 3.6+0.1
8A 1.7+£0.1 0
11A 58+0.2 54+0.3
14A 3.2+0.2 0
2B 6.1+0.2 53+0.6
1C 26+0.2 58+0.3

Produccion de enzimas extracelulares de Trichoderma spp. en placa

La participacion de varias enzimas hidroliticas es necesaria para una lisis eficiente de la
pared celular del fitopatdgeno; por lo que el sinergismo entre enzimas y antibiéticos hacen

mas efectivos los procesos de biocontrol (Lorito et al., 1996, Di Pietro et al., 1993)

Los métodos moleculares han surgido como una posible respuesta a los problemas
asociados con las infecciones fungicas, debido al aumento en la prevalencia de las
infecciones y al tiempo que alcanza un diagnéstico mediante las técnicas microbiologicas

clasicas (Rodriguez-Tudela et al., 2008).

Una de las técnicas mas utilizadas en biologia molecular es la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) principalmente para la identificacion de hongos; la cual permite el
analisis de pequefas cantidades de células fungicas, asi como también la seleccién de
cebadores universales especificos para hongos lo que ha proporcionado un facil acceso

a las secuencias de nucleétidos (Guarro et al., 1999).
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La extraccion de ADN de alta calidad de hongos puede ser afectada debido a la presencia
de una pared celular compleja, alto contenido de polisacaridos o metabolitos secundarios;
por lo que en este trabajo se utilizd el protocolo de extraccion reportado por Huanca-
Mamani et al., 2014, con algunas modificaciones como se muestra en la metodologia; el

cual ha demostrado ser un eficaz método para la obtencién de ADN gendémico de hongos.

El método de extraccion utilizado permitié la obtencion de ADN de alta calidad sin
presencia de degradacion: los rendimientos de ADN obtenidos variaron 400 a 900 ng/ uL
con una relacion A260 / A280 cercana a 1,9 y A260 / A230 alrededor de 1,7 indicando
poca contaminacion de proteinas, polisacaridos o compuestos aromaticos.

La integridad del DNA resultante de la extraccion se verifico por medio de electroforesis a través
de un gel de agarosa al 1% que fue teflido con una solucién de bromuro de etidio y visualizado

con luz UV como se muestra en la Figura 8.

1000 bp

Figura 8. Electroforesis en gel de agarosa al 1% de extracciones
de DNA Gendnico de cada muestra de Trichoderma:Carril 1 mar-
cador de peso molecular,carril 2 cepa: 2A, carril 3 cepa 8A, carril
4: 14Ay carril 5: 1C.
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Estos resultados evidencian la efectividad del método de extraccion por lo que el ADN
extraido pudo ser utilizado para su amplificacion mediante PCR como se indica en la

metodologia.

Con el fin de verificar la eficacia y la viabilidad de este método, los genes 18S rRNA de
la region ITS se amplificaron mediante PCR (Figura 9). Utilizando la Cebadores ITS1 /
ITS4, obteniendo bandas Unicas de aproximadamente entre 500 y 600 pb para todas las

cepas de Trichoderma spp.

1000 bp

600 bp

250 bp

Figura 9. Electroforesis en gel de agarosa al 1% de los
productos de PCR de Trichoderma: carril 1:Marcador de
peso molecuar,carril 2: control negativo, carril 3:control
positivo, carril 4: cepa: 2A, carril 5: cepa 8A, carril 6:cepa
14Ay carril 7:cepa 2B.
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Posteriormente fueron purificadas como se describe en la metodologia para su

secuenciacion, obteniendo las secuencias como se muestra en las Tablas 8,9, 10y 11.

Tabla 8. Secuencia de la cepa de Trichoderma spp. correspondiente a la cepa 8A

=8645
COCAACCCAATGTGAACGT TACCAAACTGT TELC T GG GLGETCACGLCCCGLGTGCGT
COCAGOCCCGLAACCAGGTGOCCGLCGLAGGAACC AN CAAACTCTTTCTGTAGTCCCCT
COCGGACGTATTTCTTACAGC TCTGAGCAAAAATTCAAAATGAATCAAAACTTTCAACAA
COGATCTCTTGGT TCTGGCATOGATGAAGAACGCAGCGAAATGC GATAAGTAATGTGAAT
TGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTT TGAACGCACAT TGO GCCCGCCAGTATTCTGEE
GLEGCATGCCTGTCCGAGCGTCAT TTCAACCCTCGAACCCCTCCGLGGGATCGLCGT TGGLG
GATCGGGACCCCTCACACGGLGTGLCGGCCCCGAAATACAGTGLCGGTCTCGOCGCAGCCT
CTCCTGCGCAGTAGT T TGCACAAC TCGCACCGLGAGCGLGLCGCGTCCACGTCCGTAAAL
CACCCAACTTTCTGAAATGT TGACC TCGGATCAGGTAGGAATACCC G TGAAC TTAAGCA
TATCAA

Tabla 9. Secuencia de la cepa de Trichoderma spp. correspondiente a la cepa 2B

Tabla 10.

=8646

ATGTGAACGT TACCAAACTGT TRCCTCGLCGGGATCTCTGOCCCSGGTGCGTCGEAGCCC
COGEACCAAGLCGCCCQCCGLAGGACCAACCTAAAACTCTTATTGTATACCCCCTCGCGGLG
TTTTTTITATAATCTGAGCCTT TCTC GGG TCTCGTAGGOGTTTCGAAAATGAATCAAA
ACTTTCAACAACGLATCTCTTGGT TCTGGCATCGATGAAGAACGCAGC GAAATGCGATAA
GTAATGTGAAT TGCAGAAT TCAGTGAATCATCGAATCTT TGAACGCACATTGLGCCCGCIC
AGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCAT T TCAACCCTCGAAC CCCTOCGLGLGGLG
TCGGCGTTGLGEATC GO CCTCCC T TAGC GGG TGO CGTC TCCGAAATACAGTGGEGGETC
TCRCCGCAGCCTCTCC TGO GCAGTAGT T TGRCACACTCGCATCGLGAGEGCGGIGEGTICA
CAGCCGTTAAAC ACCCAACTTICTGAAATGT TGACC TCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTG
AACTTAAGCATATCA

Secuencia de la cepa de Trichoderma spp. correspondiente a la cepa 2A

=8647
CCAACCCAATGTGAACGT TACCAAAC TGT TGCCTCGGRGGGATCTCTGCCCCGGGETGIGT
CECAGCCCCGEACCAAGGLGCCC G GGAGGACCAACCTAAAACTCTTATTGTATACCCC
CTCGCGGGTTT T T T TATAATC TGAGCCT T TCTCGLCGCCTCTCGTAGGCGT T TCGAAAAT
GAATCAAAACTTTCAACAAC GEATCTCTTGGT TCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAL
TECGATAAGTAATGTGAAT TGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTT TGAACGCACATTG
COCCCGCCAGTATTC TGO GLGCATGCC TOTCCGAGCGTCAT T TCAACCCTCGAACCCCT
COGGGGLLTCGGEGT TOGGGATCGGCCCTCCCTTAGC GGG TGLGCCGTCTCCGAAATACAG
TR GGTC TGO CGCAGCC TCTCC TGO GCAGTAGT T TRCACACTCGCATCGLGAGEGCGG
COCGTCCACAGCCGT TAAAC ACCCAAC TTCTGAAATGT TGACCTCGGATCAGGTAGGAAT
ACCCGCTGAACTTAAGCATATCA
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Tabla 11. Secuencia de la cepa de Trichoderma spp. correspondiente a la cepa 14A

=864 8

AR CCCAATOTGAACGT TACCAAACTGT TECCTCGLCGGGGTCACGOCCCGLGTGEGTCG
CAGDCCCGGAACCAGGOGCCCGCCGGAGGAACCAACCAAACTCTTTCTGTAGTCCCCTCG
COGACGTATTTCTTACAGC TCTGAGC AAAAATTCAAAATGAATCAAAACTTTCAACAACG
GATCTCTTGGT TCTGGRCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTG
CAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTT TGAACGCACAT TGO GCCCOUCAGTATTCTGLEGG
GCATGCCTGTCCGAGCGTCAT T TCAACCCTCGAACCCCTCCGGGGGATCGLIGT THGEGGA
TCGGGACCCCTCACACGGGTGCC GG CCCGAAATACAGTGGCGGTCTCGCCGCAGCCTCT
CCTGCGCAGTAGT T TGCACAACTCGCACCOLGAGCGUGGEGCGTCCACGTCCGTAAAAT A
CCCAACTTTCTGAAATGT TGACCTCGLATCAGGTAGLAATACCCGCTGAACTTAAGCATA
TCAA

Los resultados obtenidos de la comparacion de las secuencias en la base de datos del
GenBank del “National Center for Biotechnology Information” (NCBI) mediante el analisis
BLAST mostraron que, de las 4 cepas, 2 tienen una identidad del 100 % con T. asperellum
y las 2 cepas restantes tienen una identidad del 100% con T. harzianum; sin embargo,

fue necesario elaborar un arbol filogenético para corroborar el resultado.

Los andlisis filogenéticos son una herramienta que apoya y valida los estudios
moleculares, mediante la evidencia evolutiva y las relaciones que pueden mostrar entre

especies (Morrone, 2001).

La ubicacion taxondmica de las cepas en estudio es importante ya que representa el
punto de partida que permitira un mejor disefio de experimentos posteriores a fin de
evaluar su actividad bioldgica bajo diferentes condiciones de crecimiento y determinar los
mecanismos de accidon que desarrollan. Esta informacion en conjunto permitird una mejor
seleccién de los organismos que pueden ser susceptibles de un mejor aprovechamiento

en el biocontrol de patégenos de las plantas (Guigon-Lopez, 2010).
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14A

T. asperellum (MHB06373)
7. asperellum (MK156723)
7. asperelium (KTB76534)
7. asperellum (MH013955)
8A

7. asperelium (MH40081S)

0.02

7. asperelium (GUS89849)

7. asperelium (MHB06366)
T. asperelium (MK209012)

T. asperelium (MH400822)
7. asperelium (KM207842)

1[ 7. asperelium (MH045583)

7. asperelium (JNOD4176)
T. asperefium (MHB09180)

7. asperelium (NOO4180)
-[ 7. aspereiium (KT876620)
{ 7. asperslium (KU4S7723)
{

T. aspersiium (GU723446)
7. asperelium (MH400814)
7. asperelium (KT876621)

"

99.98 % 7. harzianum (MF408403)

T. harzianum (KF494181)
2A

7. harzianum (MF408303)
7. harzianum (KY689240)

l T. harzianum (MFS67515)

T. harzianum (KP749207)
T. harzianum (MFS67528)

T. harzianum (MF408307)
T. harzianum (MF408302)

T. harzianum (KY788127)

.28

M. rodledol (MHB63136)

L38% 2L H. corticticols (MH860037)
M. cervinus (MG953988)

s

Figura 10. Arbol filogenético derivado de los datos de las secuencias de los hongos
para la regiéon ITS de Trichoderma.
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7. CONCLUSION

= Con base en los resultados obtenidos en este proyecto, se logro identificar cepas
de Trichoderma spp. con actividad antagénica sobre A. mexicana.

= Se evidenciaron los mecanismos de antagonismo mediante los cuales cepas de
Trichoderma spp. inhibieron el crecimiento de A. mexicana de manera in vitro.

= Se identifico el género y la especie a la que pertenecen las cepas de Trichoderma

spp. con potencial como agentes de control biolégico de A. mexicana.
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