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RESUMEN

La empresa Berrymex S. de R.L. de C.V. es una empresa dedicada a la produccion
de frutillas como las fresas, frambuesas, arandanos y zarzamoras. La produccion
se ve afectada por problemas fitosanitarios, destacando las enfermedades
causadas por los hongos de los géneros Fusarium 'y Botrytis. Las pérdidas por estos
hongos son del 5 al 20% de la produccién, con un valor aproximado de $61°000,000
de pesos por ciclo de cultivo. Trichoderma, es considerado un agente de control
biolégico capaz de disminuir los dafios causados por estos patogenos. Por ello, el
objetivo de este trabajo fue identificar cepas autdctonas de Trichoderma spp. del
valle de San Quintin, B. C., para controlar a los hongos fitopatégeno Fusarium
oxysporum y Botrytis cinerea, en beneficio de la empresa Berrymex. Se obtuvieron
ocho aislamientos de Trichoderma, cuatro de montafia del rancho Chapala, tres de
rancho Kino y una de Playa Zarahembla. Los analisis morfolégicos y moleculares,
indicaron que tres aislamientos pertenecen a la especie T. harzianum (TRK, TSMC
y TC), tres a T. asperellum (TMC, TSK, y TPZ), una a T. rifaii (TSKa) y una a T.
atroviride (TM). Por la inhibicidn hacia los patégenos, la produccion de sideréforos,
quitinasas, compuestos volatiles y no volatiles, y por su rapido crecimiento y
esporulacion, los aislamientos: T. harzianum TRK, T. asperellum TMC, T.
asperellum TSK 'y T. asperellum TPZ, son excelentes candidatos para usarlos en el
control biolégico de Fusarium oxysporum y Botrytis cinerea. Se recomienda
producirlos masivamente y evaluar su fectividad de Trichoderma en el proceso de

produccion de la empresa Berrymex.



INTRODUCCION

El uso de monocultivos en los suelos agricolas en los ultimos afios, ha resultado en
la reduccion de la biodiversidad de microorganismos en estos ecosistemas y en el
aumento de problemas fitosanitarios, debido a la desapariciéon de los mecanismos
naturales de control, esto aumenta el empleo masivo de agroquimicos para
disminuir las pérdidas econdmicas producidas por estos organismos causantes de

enfermedades (Segrelles et al., 2005).

Las empresas agricolas han incrementado su interés en reducir el uso de
agroquimicos e implementar estrategias amigables con la ecologia del suelo para
disminuir los dafios causados por hongos, bacterias, virus y nematodos, mediante

el uso de agentes de control biolégico (Pal y Gardener, 2006)

En el area del valle de San Quintin se ha encontrado graves problemas por hongos,
bacterias, virus y nematodos en los diferentes cultivos de la region. La empresa
Berrymex S de RL de CV, ubicada en esta zona y dedicada a la produccion de
fresas, frambuesas, zarzamora y arandano; actualmente cuenta con un total de 877
hectareas cultivadas. En los ultimos afios se han observado problemas
fitosanitarios, en especial con hongos como Fusarium, Botrytis, Phytophothora,

Pythium, Macrophomina, Verticillium, entre otros.

Fusarium y Botrytis son hongos capaces de provocar marchitez del area foliar,
pudriciones de hoja, tallo, raiz y frutos, y en algunas ocasiones muerte de la planta,
causando pérdidas econdémicas en los cultivos (Elad et al.,, 2007; Leslie y
Summerell, 2006). En la empresa Berrymex, estos hongos son causantes de
pérdidas econdmicas de entre el 5 al 20% durante un ciclo de cultivo, es por esto
que la empresa ha optado por recurrir al manejo de estos fitopatdégenos por medio

de agentes de control biolégico

Trichoderma es un hongo de vida libre que se encuentra presente en el suelo y

particularmente en la rizésfera de las plantas, se le considera agente de control



bioldgico (ACB), ya que actua como antagonista en contra de hongos fitopatégenos
como Phythium, Phytophthora, Boftrytis, Rhizoctonia y Fusarium, ha sido utilizado
en cerca del 90% de las aplicaciones en la agricultura para combatir estos ultimos
(Benitez et al., 2004). Se le considera un buen ACB, ya que tiene la capacidad de
controlar a los hongos patdgenos por varios mecanismos como: competencia por
nutrientes; promocién de crecimiento de la planta y sus mecanismos de defensa;
modifica la rizosfera liberando sideroféros, antibidticos y enzimas; produce
compuestos volatiles y no volatiles y tiene la capacidad de micoparasitar a los

hongos fitopatdgenos (Benitez et al., 2004; Vinale et al. 2008; Harman et. al., 2004).

Se aislaron e identificaron 8 cepas de Trichoderma procedentes del valle de San
Quintin, con capacidad de producir distintos compuestos como sideroforos,
quitinasas, compuestos volatiles y no volatiles como mecanismos de biocontrol
(Howell, 2003). Las pruebas de enfrentamiento por cultivo dual relizadas en esta
investigacion, arrojaron que todos los aislamientos fueron capaces de inhibir el
crecimiento, in vitro, de los hongos Fusariumy Botrytis, 1o que demuestra que estos
aislados son potenciales agentes de control biolégico y pueden ser capaces de
disminuir las enfermedades relacionadas con estos hongos en los cultivos de fresa,

frambuesa, arandano y zarzamora de la empresa Berrymex.

CAPITULO I: Planteamiento del problema



1.1 Planteamiento del problema

Las practicas agricolas intensivas, el monocultivo y el uso repetitivo de
agroquimicos para controlar enfermedades, incrementan las poblaciones de
microorganismos fitopatdgenos resistentes, lo cual se ha reflejado en la merma de
la productividad de los cultivos y las consecuentes pérdidas econdmicas. En los
campos del drea de San Quintin de la empresa Berrymex S de R.L. de C.V., desde
el 2013 a la fecha, se han observado en los cultivos de frambuesa, fresa, arandano
y zarzamora sintomas como clorosis, marchitez de las hojas, pudricién de tallo, raiz,
frutos y hojas, y progresiva muerte de las plantas. Dichos sintomas se atribuyen
principalmente a la presencia de hongos en el suelo y en la parte aérea de la planta,
entre los que destacan el género Fusarium, Botrytis, Phytophothora, Pythium,

Macrophomina y Verticillium.

La empresa Berrymex tiene mas de 350 hectareas que se cultivan bajo el sistema
de produccion organica, donde el uso de agroquimicos esta prohibido. Una de las
alternativas a seguir es el uso de agentes de control biolégico (ACB). Los ACB se
producen por la propia empresa o se utilizan marcas comerciales. En experimentos
previos realizados por el departamento de produccion de la empresa, después de
la aplicacion de cepas comerciales de Trichoderma spp., se observd que no hubo
reduccion de sintomas caracteristicos causados por Fusarium sp. y Boftrytis sp.
Contar con una coleccion de cepas adaptadas a las condiciones ambientales del
Valle de San Quintin, que estén mejor adaptadas a la regién, puede mejorar el
efecto biocontrolador de estos patégenos, ademas el costo de produccion de
Trichoderma reproducida en el laboratorio de biotecnologia de la empresa
Berrymex, es mas bajo. Para ello, , en este trabajo se realizé el aislamiento, la

caracterizacion y la evaluacién de cepas autoctonas de Trichoderma spp.

1.2 Justificacion



Las pérdidas ocasionadas por enfermedades en plantas reducen los ingresos
econdmicos de la empresa Berrymex y dado que el uso de agroquimicos no es del
interés de la empresa, se ha optado por invertir y producir sus propios organismos
de biocontrol. Por ello, en el 2013, se creo el laboratorio de biotecnologia para

reproducir hongos y bacterias capaces de controlar enfermedades.

Datos internos de la empresa estiman que en los campos de frambuesa, fresa,
zarzamora y arandano, entre el 5y el 20% de las plantas presentan sintomas de
infeccion por los hongos Fusarium y Botrytis, resultando en pérdidas con un valor
aproximado a los $61,000,000 pesos por ciclo de produccion, en las 877 hectareas
cultivadas. El costo del control bioldgico de las enfermedades, considerando el uso
de productos comerciales, asciende hasta $17, 000,000 pesos por el total de la

superficie.

La empresa Berrymex cuenta con las instalaciones necesarias para la investigacion
y aplicacién de la tecnologia para la produccion de Trichoderma sp., se ha estimado
que llevando a cabo la produccién interna del agente de control bioldgico, el costo
total aproximado seria de $3, 400,000 pesos; consecuencia de lo anterior se tendra

un ahorro del 80% del costo, equivalente a $13, 600,000 pesos por ciclo de cultivo.

1.3 Objetivos



1.3.1 Objetivo General:

¢ Identificar cepas autdctonas de Trichoderma spp. del valle de San Quintin,
B. C., para controlar a los hongos fitopatogeno Fusarium oxysporum vy

Botrytis cinerea, en beneficio de la empresa Berrymex.

1.3.2 Objetivo Especifico:

e Aislar y caracterizar molecular y morfolégicamente cepas de Trichoderma

spp. del Valle de San Quintin.
e Seleccionar cepas de Trichoderma spp. de acuerdo a su capacidad de

biocontrol de Fusarium oxysporum y Botrytis cinerea, utilizando ensayos in

vitro.

CAPITULO IIl: MARCO TEORICO



2.1 El género Fusarium en fresas, frambuesas y zarzamoras

El género Fusarium pertenece a la division de los hongos Ascomicetos, estos se
encuentran distribuidos en todas partes del mundo como patégenos, enddfitos y
saprofitos. Destaca su gran capacidad patogénica sobre las plantas, causando
problemas desde germinacion de la semilla hasta plantas vegetativamente maduras
(Moretti, 2009).

Leslie y Summerell (2006) mencionan que existen mas de 80 especies diferentes,
la mayoria de estas se encuentran en la naturaleza como fitopatdégenos, se estima
que de los 101 cultivos econdmicamente importantes en el mundo, 81 presentan
problemas graves con el género Fusarium. Este género causa una variada gama de
enfermedades; algunos sintomas caracteristicos de este hongo son pudricion de

raiz y tallo, cancros, pudricion de frutos y semillas, y deterioro de las hojas.

Las fresas, frambuesas y zarzamoras son susceptibles al género Fusarium. Al
respecto Nam et al. (2009) reportaron en Corea para el cultivo de fresa, la presencia
de sintomas del marchitamiento en las hojas mas viejas del follaje, secado, retraso
en el crecimiento de las plantas y reducciéon de la producciéon de frutos; que
eventualmente provocan la muerte de la planta, causando una pérdida del 30% en
la producciéon del pais. Henry et al. (2016), reportaron la aparicion de esta
enfermedad en California en cultivos de fresa causando pérdidas millonarias y

poniendo en riesgo el abastecimiento del fruto en Estados Unidos.

En Estados Unidos (Powelson, 1956), observaron problemas de pudricion de raiz
de la frambuesa, de donde aislaron satisfactoriamente hongos del género Fusarium.
Darios similares fueron reportados en Lituania (Valiuskaité, 2008) y en Rusia, donde
se describié la enfermedad con un dafio en el sistema vascular de la planta
(Shternshis, 2015).



Fusarium también fue reportado para zarzamora en California y México por primera
vez en 2011, con un grado de infeccion del 10% al 40% del cultivo, observandose
un cuadro sintomatico muy parecido al visto en las plantas de las fresas,
diferenciado por la aparicién de manchas color naranja en los tallos (Gordon et al.,
2016).

2.2 El género Botrytis en fresas, frambuesas y zarzamoras

Botrytis spp. es uno de los patégenos mas importantes a nivel mundial, se puede
encontrar desde zonas tropicales hasta zonas frias, provocando problemas en los
cultivos. Es comun en viveros, hortalizas, ornamentales, huertos y cultivos
extensivos. Se caracteriza por provocar lesiones necréticas y pudricion en diferentes
partes de la planta, asi como pérdida de calidad en el transporte y almacenamiento
de productos de la agricultura. Afecta cerca de 235 especies dicotiledoneas y
solamente a una docena de plantas monocotiledoneas. Después de haber infectado
y causado necrosis en los cultivos, poseen la capacidad de seguir sobreviviendo
mediante estructuras de resistencia como clamidosporas y esclerocios o
simplemente como saprofitos sobre el tejido muerto de las plantas (Elad et al.,
2007).

La aparicion de raices blandas, unido al colapso y el humedecimiento del
parénquima, y la aparicién de masas de conidios y micelios color gris en hojas, tallos
y frutos, son algunos de los sintomas mas comunes que se relacionan con esta
enfermedad (Williamson et al., 2007); por su parte Elad et al. (2007) mencionan que
bajo condiciones de humedad alta, donde la lluvia y suelos con alta retencion de
agua estan presentes, este hongo puede llegar a causar el 50% de pérdidas de los
cultivos, antes y después de la cosecha, convirtiéndose en una amenaza econémica
para los agricultores. Los sintomas anteriormente descritos y por consecuencia los
danos econdémicos asociados, afectan a cultivos de alto valor econémico como vid,
fresa, frambuesa y zarzamora (Tanovic et al., 2009). Al respecto Li et al. (2012),

encontré que la infeccidn causada por el hongo en la parte aérea de la planta de



zarzamora, asi mismo como en frutos antes y después de cosecha se observan
como una gran cantidad de conidios y micelio color gris, siendo ahi de donde se
aislaron cepas de Botrytis. En el cultivo de fresa, las pérdidas precosecha por
pudricion de la fruta causada por Bofrytis, fluctuan entre el 0.5% al 13%, aun con
aplicaciones tradicionales de fungicidas y por encima del 35% en parcelas no
tratadas (Merteley et al., 2000). Kim et al. (2007), reportaron la infeccién de las
hojas y las flores de la fresa y posteriormente la pudricion del fruto cuando este
empieza a madurar, siendo el principal factor de pérdidas del rendimiento en campo.
Se conocen tres enfermedades importantes en la fresa causadas por Botrytis:
Pudricion de hoja, flor y fruto en precosecha y poscosecha (Huang et al., 2011). El
hongo causa problemas en las plantas de frambuesa, presentandose
principalmente como pudricién del fruto, pero también ataca las hojas jovenes y
maduras produciendo una lesidén de color café con margenes amarillos que se
expande a las canas del primer afio o “primocafias” y posteriormente aparece como
una lesién café palido en el tallo principal (Williamson et al, 2007). Por otra parte
Dashwood y Fox (1988) observaron sintomas de infeccion de flores totalmente
abiertas y frutos en plantas de frambuesa donde aparecid el micelio gris

caracteristico de este hongo.

2.3 Control Biolégico de enfermedades

El fundamento del control biolégico es mitigar los efectos negativos de organismos
patdgenos, con el uso de organismos antagdnicos, y compuestos naturalmente
derivados de plantas y animales, con la finalidad de reducir o reemplazar
compuestos sintéticos al integrar estrategias benévolas de proteccion del cultivo con
el medio ambiente y con la finalidad de obtener mejores rendimientos

(Narayanasamy, 2013).

Existen tres tipos de control bioldgico: clasico, aumentativo y por conservacion. El
control clasico se describe como la inoculacion de especies no nativas de la zona

para lograr un nivel de control; las que se puede mantener por un largo periodo. El



aumentativo es la introduccion de altos numeros de individuos periddicamente, con
la finalidad de crear un numero mayor de organismos benéficos, estos tienen que
ser aplicados nuevamente en cada ciclo de cultivo. Por ultimo el control por
conservacion es el que implementa medidas para incrementar la poblacién de los

organismos benéficos enddgenos de la zona (Bale et al., 2008).

El primer registro del uso de un control bioldgico fue en 1200 D. C donde los chinos
usaron hormigas para el control de la chinche apestosa del litchi (Tessarotoma
papillosa); desde ese entones el uso del control biolégico ha evolucionado.
Actualmente se utilizan insectos parasitoides, depredadores, y microorganismo
entomopatdgenos y antagonistas para el control de plagas y enfermedades
(Guédez et al., 2008); incluso el control biolégico se ha propagado a postcosecha
de frutas y verduras, donde los problemas que los patégenos causan en esta etapa,

pueden provocar pérdidas del 20% al 25% de los productos (Sharma et al., 2009).

La depredacion y la parasitacion de insectos plaga en sus estadios larvales y
adultos, son los mecanismos por los cuales los insectos depredadores y
parasitoides ejercen su biocontrol (Badii & Abreu, 2006); en cambio, se han
registrado varios medios por los cuales los microorganismos antagonicos ejercen
biocontrol sobre agentes patdégenos, tales como competencia por espacio y
nutrientes, produccion de antibioticos, parasitismo e induccidn de resistencia en las
plantas (Sharma et al., 2009).

El incremento de la popularidad de la produccion de cultivos organicos a nivel
mundial, donde se evita el uso de quimicos; ha hecho necesario el uso de agentes
de control biolégico en el manejo integrado de plagas y enfermedades, obteniendo
resultados en incremento de los rendimientos de los cultivos y en la calidad del fruto
bajo este sistema (Eilenberg & Hokkanen, 2006).

Se han utilizado agentes de control bioldgico para patégenos en la industria agricola
como: Bacillus, Burkholderia, Lysobacter, Pantoea, Pseudomonas, Streptomyces,

Ampelomyces, Coniothyrium, Dactylella, Gliocladium, Paecilomyces y Trichoderma
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(Pal et al. 2006), destacando el uso de este ultimo en un 90% de las aplicaciones
(Benitez et al., 2004).

2.4 El género Trichoderma

El género Trichoderma pertenece a la division de los Ascomicetos en el reino fungi,
son hongos cosmopolitas de suelos y prevalecen en madera y en materia vegetal
en descomposicion. Se pueden encontrar en cualquier habitat geografico, desde
climas calidos hasta frios, esto se debe a su diversidad metabdlica, su alta habilidad
reproductiva y su capacidad competitiva en la naturaleza (Vijai et al., 2014).
Actualmente se utiliza como agente de control biolégico en contra de fitopatogenos

del suelo y aéreos (Brunner et al. 2005).

Se ha considerado a Trichoderma un excelente agente de control biolégico debido
a sus diferentes mecanismos. Son capaces de competir por nutrientes, promueven
el crecimiento de la planta y sus mecanismos de defensa, modifican la rizésfera
liberando sideroféros, antibidticos y enzimas, producen mas de 100 compuestos
volatiles y no volatiles ya identificados y micoparasitan a hongos fitopatoégenos
(Benitez et al., 2004; Vinale et al. 2008). Trichoderma ha sido reportado como
antagonista de hongos patégenos como: Phythium, Phytophthora, Botrytis,
Rhizoctonia y Fusarium causantes de pérdidas economicas en muchos cultivos
(Benitez et al., 2004).

Carvalho et al. (2014) demostraron por medio de un experimento, donde utilizaban
una suspension de conidios de cinco especies diferentes de Trichoderma en el
tratamiento a semilla de frijol, obteniendo una reduccion en un 40 al 31 % en la
infeccion y muerte por Fusarium. Sundaramoorthy y Balabaskar (2013), aislaron el
patdgeno Fusarium del tejido de plantas de tomate enfermas, realizando ensayos in
vitro, Trichoderma inhibié en un 53% el crecimiento del patégeno, y en plantas
previamente infectadas, se presentd una inhibicion del 75 al 85% del patégeno. Al
respecto Gonzalez-Cardenas et al. (2005) observaron biocontrol por parte de

Trichoderma sobre Fusarium, inoculando plantas de mango, permitiendo el
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desarrollo de la planta sin presentar sintomas por la enfermedad. Asi también
Michel-Aceves et al. (2008) y Gawade et al. (2012), en estudios similares
demostraron que en ensayos in vitro, se obtuvo una inhibicion de Fusarium por parte

de Trichoderma en un 62.9% y 60.78%, respectivamente.

Se ha reportado el efecto antagonista de Trichoderma sobre Botrytis. Donde al
respecto Brunner et al. (2005) utilizaron cepas de Botrytis, Pythium y Rizhoctonia
para realizar un experimento de inhibicion por Trichoderma, en el caso de Bofrytis
se evalud la germinacion de esporas inhibiendo un 61% la germinacién de estas;
para Pythium y Rizhoctonia se observé que a los siete dias de inoculacién en cajas
Petri, Trichoderma parasité a ambas. Bogumil et al. (2013) probaron el biocontrol
ejercido por 52 cepas de Trichoderma en contra de Botrytis, después de seis dias
de incubacion presentaron de un 78 a 45% de inhibicion, reportando también la
produccion de quitinasas, sideroforos y acido indole-3-acético por parte del hongo
benéfico. De manera similar Cheng et al. (2012) observaron la micoparasitacion de
Tichoderma sobre Botrytis al cuarto y quinto dia de incubacion y un porcentaje de

inhibicion del 75% en cajas petri.

2.5 Caracterizacién morfolégica y genética

La morfologia de los hongos ha sido estudiada como parte de su identificacion, las
caracteristicas macro y micro morfolégicas son partes determinantes para lograr
una identificacién acertada La textura, color, olor y las dimensiones, numero y forma
de cada drgano, son registrados para posteriores identificaciones (Watanabe,
2010).

Para algunos hongos filamentosos la identificacion morfolégica por medio de
microscopio se vuelve limitada, debido a la necesidad de presencia de estructuras
reproductivas y la dificultad de determinar la especie (Romanelli et al., 2010). Una
de las técnicas mas efectivas para la identificacion de hongos, es la amplificaciéon y
secuenciacion de las regiones nucleares ITS (por sus siglas en inglés: Internal

Transcribed Spacer). Los ITS pueden variar entre especies dentro de un género y
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estan ubicados entre las subunidades ribosomales 18S (homdlogo de 16S usado
para bacterias y algunos pocos usos para el reino fungi) y 28S, las dos separadas
por la subunidad ribosomal 5.8S (Schoch et al., 2012). Estas regiones pueden ser
amplificadas con los oligonucledtidos ITS1 (TCCGTAGGTGAACCTGCGG), ITS2
(TCCTCCGCTTATTGATATGC), ITS3 (GCATCGATGAAGAACGCAGC), ITS4
(TCCTCCGCTTATTGATATGC) e ITS5 (GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGG)
(White et al., 1990), mediante la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR), la amplificacion da como resultado un fragmento con un tamafio aproximado
de 400 a 700 pares de bases de longitud; aunque para algunos hongos la secuencia
de estas regiones no es suficiente para la identificacion a nivel especie (Romanelli
et al., 2010).

Por otro lado, la secuenciacion del gen factor de elongacion 1-alpha (EF-1a) es la
herramienta mas usada para caracterizar los hongos a un alto nivel taxonémico, ya
gue son genes altamente conservados, estas zonas pueden ser amplificadas con
los oligonucledtidos EF-1 (5-ATGGGTAAGGA(A/G)GACAAGAC-3’), EF2 (5'-
GGA(G/A)GTACCAGT(G/C)ATCATGTT-3"), EF-11
(5°GTGGGGCATTTACCCCGCC-3"), EF-21 (5'-GAGTGGCGGGGTAAATGCC-3")
y EF-22 (5-AGGAACCCTTACCGAGCTC-3"), mediante la técnica de PCR
(O'Donnell et al., 1998). Esta region es muy usadas para el género Fusarium, el
cual cuenta con una extensa base de datos de este gen, para identificacion de la

mayoria de las especies (Tkacz y Lange, 2004).

Kumar et al. (2012), Martinez et al. (2013) y Bogumil et al. (2013) han utilizado las
técnicas antes mencionadas para la identificacion del género y especie del hongo
Trichoderma. Shahnazi et al. (2012) identificaron al género Fusarium por medio de
la secuenciacién de la regién ITS y su morfologia, por su parte Leslie y Summerell
(2006) reportaron la traduccion del factor de elongacion 1-alpha para encontrar
relacion y/o diferencias entre especies de este género. Elad et al. (2007) mencionan
la identificacion de género y especie de Botrytis, por medio de una secuenciacion
de la region ITS y por su analisis morfologico; de igual manera Tanovic et al. (2014)

usaron estos métodos de identificacion para el fitopatogeno.
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CAPITULO lll: METODOLOGIA

3.1 Ubicacion del sitio de estudio

Berrymex S de RL de CV, es una empresa agricola dedicada a la produccion de
frutillas (fresa, frambuesa, arandano y zarzamora) con un total de 900 hectareas en
produccion, destacando la fresa con 325 hectareas, la frambuesa con 312
hectareas, el arandano con 208 hectareas y la zarzamora con 31 hectareas de area
cultivada. Actualmente se manejan cultivos bajo sistemas de produccién
convencional y organica; ésta ultima de alto interés econémico por el valor en el
mercado. En los picos mas altos de produccion la empresa emplea a mas de 4,000

jornaleros y personal técnico para la produccién de estos cultivos.

La empresa Berrymex se encuentra ubicada en el Valle de San Quintin, municipio
de Ensenada (Figura 1). Las coordenadas de la ubicacién son latitud 30°33'37" N,
longitud 115°56'33" O y altitud de 28 msnm.
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Figura 1. Ubicacion del Valle de San Quintin, visto a 10 km. Fuente: Google Maps, 2014.

3.2 Aislamiento de patégenos y agentes de control biolégico

3.2.1 Aislamiento del patégeno Fusarium spp.

Para el aislamiento de este hongo, se recolectaron plantas de frambuesa organica
infectadas. Se tomaron muestras de plantas con sintomas de la enfermedad de
marchitez por Fusarium y se trasladaron al laboratorio de fitopatologia del Centro
de Investigacién Cientifica y de Educacion Superior de Ensenada (CICESE), Baja

California. Se realizaron cortes transversales en los tallos de las plantas donde se
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presentaban sintomas de pudricion, posteriormente se hicieron cuatro rodajas de
un centimetro de ancho por planta, se sumergieron en alcohol al 96%, se flamearon
durante cinco segundos y se cortaron trozos mas pequenos del borde de tejido
necrosado. Cuatro de estos cortes, se colocaron en cajas Petri con agar PDA

suplementado con 25mg/ml de cloranfenicol para evitar el desarrollo de bacterias.
3.2.2 Aislamiento del patégeno Botrytis spp.

En el caso de Botrytis, se recolectaron frutillas de zarzamora previamente
cosechadas en los campos de Berrymex, posteriormente se incubaron bajo
condiciones de refrigeracion convencional a 4°C constante. Al aparecer micelio
color gris caracteristico de este patégeno, se utilizé un palillo de dientes de madera
previamente esterilizado, se extrajo cuidadosamente micelio y conidios del fruto,
para posteriormente colocar sobre una caja Petri con Caldo de Dextrosa y Papa

(PDB) suplementado con 25mg/ml de cloranfenicol.
3.2.3 Trichoderma spp.

Las cepas se obtuvieron mediante la instalacién de trampas de arroz en campo
siguiendo la metodologia descrita previamente (Pardo, 2014) con modificaciones
como sigue. Las trampas se prepararon colocando 10 g de arroz dentro de frascos
de vidrio de un litro, se agregd 20 ml de agua purificada, se coloco una tapadera de
tela cubierta por aluminio, posteriormente se esterilizd en la autoclave y se dejo

enfriar, para colocarse sin la tapa de aluminio enterrada en el suelo.

Para evitar aislar cepas de productos comerciales las trampas fueron instaladas
lejos de los campos de produccion agricola. Se concentraron principalmente en tres
zonas del valle de San Quintin, en los lugares que se muestran en la Figura 2. Se
estimo6 un radio de dos kilbmetros de distancia de cualquier campo agricola para

comenzar a colocar las trampas.

En total, se colocaron 90 trampas de arroz distribuidas en las zonas antes
mencionadas, se instalaron en la base de arbustos y arboles nativos de la zona, a

25 cm del tallo principal y a 10 cm de profundidad, manteniéndose durante 15 dias.
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Posteriormente se recolectaron las muestras, se envolvieron con film de plastico
para evitar la contaminacion en el traslado. En el laboratorio se observaron los
crecimientos bajo un microscopio y se aislaron los microorganismos que
presentaran morfologia similar al de Trichoderma descrita por Watanabe (2010).
Las cepas putativas se colocaron en cajas Petri con PDA suplementado con 25
mg/ml de cloranfenicol, para lo cual se utilizaron palillos de madera previamente

esterilizados. Al finalizar la siembra, las cajas Petri se colocaron en la incubadora

durante cinco dias a 28 °C.
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Figura 2. Ubicacion de las zonas donde se instalaron las trampas en el Valle de San Quintin, visto a 2 km. Fuente: Google Maps,
2017.

3.3 Caracterizacion morfolégica

La caracterizacion morfolégica de las cepas se realizdé por medio de microscopia
Optica, en el laboratorio de fitopatologia microbiologia del CICESE (Centro de
Investigacion Cientifica y de Educacion Superior de Ensenada), mediante un

microscopio invertido Carl Zeiss. Las muestras se obtuvieron de un cultivo puro
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sembrado sobre agar al 15% en agua, incubado durante 5 dias a 28°C. Para las
observaciones se cortd un bloque de agar de la caja que contenia el hongo. La
identificacion de Trichoderma, Fusarium y Botrytis se realizd con base a sus
caracteristicas morfologicas, comparandolas con las reportadas por Watanabe
(2010), Leslie y Summerell (2006) y Elad et al. (2007), respectivamente.

3.4 Caracterizacion molecular

La caracterizacion molecular se realizd6 por medio de la extraccion de ADN
gendémico de un cultivo incubado a 28°C por cinco dias en Caldo de Dextrosa y
Papa (PDB) de donde fue recuperado el micelio que se colocd a -20 °C hasta
congelarlo. Se tomé el micelio congelado y se utilizé el método de CTAB (bromuro
de cetil trimetil amonio) para la extraccion del ADN gendémico (Doyle y Doyle, 1990).
Este método consiste en agregar 400 pl de buffer CTAB al 3% en un microtubo de
1.5 ml con 0.3 g de tejido, se macerd con un pistilo y se agregaron 400 yl mas de
buffer, luego se incubd a 60 °C por 30 minutos con agitaciones cada cinco minutos,
después se anadieron 600 pl de una mezcla de cloroformo y alcohol isoamilico con
una relacion 24:1 y temperatura de -20 °C, enseguida se centrifugaron a 13,000 rpm
durante 10 minutos, posteriormente se transfirié el sobrenadante a otro microtubo
de 1.5 ml, se le agregaron 10 ul de RNAsa a 1 ug.ul-', se homogeneizé la muestra
y se incubd en bafo maria a 37 °C por 30 minutos, luego se adicionaron 600 pl de
la solucién de cloroformo y alcohol isoamilico, y se centrifugd a 13,000 rpm por 10
minutos, enseguida se transfirid el sobrenadante a un tubo de microcentrifuga, se
adiciond isopropanol, se centrifugd a 13,000 rpm durante ocho minutos y se decantd
el isopropanol, para finalizar se le agrega 500 pl de etanol al 70% a -20 °C y se
centrifugd durante tres minutos a 13,000 rpm, hasta obtener la pastilla de ADN. La
verificaciéon de la presencia e integridad del ADN gendmico se realiz6 mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1%, usando 3 yl del ADN extraido, 0.5 yl de
GelStar™ (Nucleic Acid Gel Stain 10,000X - Lonza) y 2 pl de bufer de carga. El gel
de sometié a un voltaje de 70 mV por 40 minutos en Tris acetato- EDTA (TAE) 1X.
La presencia de bandas por medio de una camara de luz UV, revelo la presencia
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del ADN contenido en el gel. El numero de bases se midioé colocando en un extremo
del gel una escalera de 100 pares de bases. Una vez obtenido el ADN, se midio su
concentracion en un nanodrop y se ajusté a 30 ng/pl. Estas muestras se usaron
para amplificar las regiones ITS (Internal transcript spacer) y factor de elongacion
1-alfa (EF1a), usando los oligonucledtidos universales ITS1
(TCCGTAGGTGAACCTGCGG) y ITS4 (White et al., 1990)
(TCCTCCGCTTATTGATATGC), y EF1 (ATGGGTAA GGA(A/G)GACAAGAC) y
EF2 (GGA(G/A)GTACCAGT(G/C)ATCATGTT) (O'Donnell et al., 1998). La mezcla
de reaccion para realizar el PCR consistié en 2 yl de ADN gendmico, 0.25 ul Taq
polymerase (AccuPrime™ 5 U. ul"), 2.5 ul de bufer de la enzima 10X, 1 yl de cada
oligonucledtido, 0.25 ul de una mezcla de dNTPs a 20mM, 1.5 pl de MgCI2 a 25mM,
0.5 pl de BSA a 0.1ug.ul”" y aforando con agua destilada, hasta completar 25 ul de
volumen. ElI PCR fue realizado en un termociclador marca BioRad®, bajo las
siguientes condiciones: un ciclo de desnaturalizacion inicial a 94 °C por tres minutos,
seguido de 35 ciclos de un minuto de desnaturalizacion a 94 °C, 30 segundos
de alineamiento a 60 °C y un minuto de extensién a 72°C, finalizando con un ciclo

de extension final a 72°C por 10 minutos.

Los fragmentos de DNA amplificados se purificaron utilizando PCR Clean columns
(EpochLifeScience) y se cuantificaron con el uso del nanodrop. La calidad del mismo
se confirmé mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% como se describio
arriba. Para secuenciar se usaron 10 ng que se prepararon de acuerdo a las
indicaciones de Clemson University Genome Institute (CUGI). Los resultados
obtenidos fueron comparados con la bases de datos de secuencias reportadas en
el GenBank del NCBI (National Center for Biotechnology Information)
(http://www.ncbi.nIm.nih.gov) y con International Commission for the Taxonomy of

Fungi (ICTF) (http://www.fungaltaxonomy.org).

3.5 Determinacién de produccién de enzimas quitinoliticas en Trichoderma
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La evaluacion de produccion de quitinasas se llevd a cabo por el método de
colorimetria mediante la produccién de N-acetil-D-glucosamina (NAG) liberada por
la accion hidrolitica de la quitinasa (Agrawal y Kotasthane, 2012). Se prepardé quitina
coloidal por el método senalado por Kamala y Devi (2012), y se resguardo a 4 °C,
posteriormente se preparé un medio que contenia 4.5 g de quitina coloidal, 0.3 g
sulfato de magnesio, 3.0 g sulfato de amonio, 2.0 g fosfato de potasio dibasico, 1.0
g acido citrico monohidratado, 15 g agar, 0.15 g purpura de bromocresol y 200 pl

de tween-80. El pH se ajustd a 4.7 y se esterilizé a 121 °C por 15 min.

Las diferentes cepas de Trichoderma se incubaron por cinco dias a 28°C en PDA;
de estos cultivos, se obtuvieron discos de micelio de cinco milimetros. Los discos
se colocaron sobre el medio de deteccion de quitinasas y se incubaron durante cinco
dias a 28 °C. Después de la etapa de incubacién se observaron las cajas Petri en
busca de cambio de coloracién de amarillo a purpura y se evaluo la intensidad de la

zona coloreada (Padey, 2014). El experimento se realizé por triplicado.

3.6 Determinacion de produccion de sideréforos en Trichoderma.

La evaluacion de la produccion de sideroforos se realizé por medio del ensayo de
Cromo Azurol S (Schywn y Neilands, 1987), el cual determina la produccién de estos
compuestos por medio de colorimetria. El agar azul fue vertido sobre cajas Petri,
posteriormente se colocod en el centro de esta un disco de micelio del hongo
previamente incubado por cinco dias a 28 °C en PDA. Las cajas fueron incubadas
a 28 °C por cinco dias. Al término del periodo de incubacion se observaron para
evaluar, mediante el cambio de color en el agar de un azul intenso a rojo magenta
la presencia de sideroforos; se documentd la intensidad del cambio de color vy el
diametro a ese momento (Machuca y Milagres, 2003). El experimento se realizé por

triplicado.

3.7 Inhibicion de crecimiento por el método de cultivos duales
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Se evalud la capacidad de inhibicion de crecimiento de las diferentes cepas de
Trichoderma spp., contra las cepas Fusarium spp. y las cepas Boftrytis spp., por el
meétodo de cultivo dual descrito por Siameto (2010). Se tomaron discos de micelio
de Trichoderma, Fusarium y Botrytis de cajas Petri con PDA incubados por cinco
dias a 28 °C. Los discos de las diferentes cepas de Trichoderma y de los
fitopatogenos fueron colocados en los extremos opuestos de una caja Petri con
PDA, con todas las combinaciones posibles de las cepas de Trichoderma con los
dos patégenos. Se utilizaron controles tanto del hongo antagonista como del
fitopatdgeno; todas las combinaciones se hicieron por triplicado. Después cinco dias
a 28 °C, las interacciones de las colonias fueron observadas y se midieron como
porcentaje de inhibicidn de crecimiento radial de Fusarium y Botrytis, siguiendo la

siguiente formula utilizada por Jeyaseelan et al. (2012):

R1-R2
Porcentaje de Inhibicion= ——— X100
R1
Donde R1 es el crecimiento radial del patégeno hacia el lado opuesto de la caja
control y R2 es el crecimiento radial del patégeno hacia el lado opuesto de la caja

con Trichoderma presente.

3.8 Compuestos organicos volatiles

Se evaluo la presencia de compuestos volatiles producidos por las diferentes cepas
de Trichoderma siguiendo el protocolo con modificaciones de Raut (2014). Se
utilizaron cultivos de los hongos crecidos por tres dias en medio PDA para obtener
discos de micelio de 3 mm de diametro. Los discos se inocularon en medio PDA, se
removieron las tapas, y se colocan una sobre la otra, quedando expuestos entre
ellos ambos microorganismos, en la parte superior el fitopatégeno y en la inferior el
antagonista; las cajas se unieron con cinta adhesiva (cinta de aislar) para evitar el
escape de cualquier compuesto volatil. La evaluacion se realizd midiendo el
crecimiento longitudinal de las colonias cada 24 horas, hasta que el control del

fitopatégeno cubrié la caja por completo. Se colocaron controles, tanto de
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Trichoderma como de los fitopatégenos, usando de fondo una caja Petri solamente

con PDA como tapadera. El ensayo se realizé por triplicado.

3.9 Compuestos organicos no volatiles.

Para determinar la produccion de compuestos organicos no volatiles se utilizo la
metodologia mencionada por Khalili (2012), donde se colocé un circulo de celofan
esterilizado que cubria toda la superficie del PDA de la caja petri; y se coloco un
disco de micelio de Trichoderma incubandose durante 72 horas a 28 °C. Después
del tiempo de incubacién se retird el celofan con el crecimiento de Trichoderma,
posteriormente se inoculd la caja Petri con un disco de micelio de los fitopatégenos
y se incubd por 72 horas a 28 °C. En el caso de los controles, solo se utilizaron los
hongos fitopatdégenos sobre las cajas de PDA donde previamente se habia retirado
el disco de celofan sin crecimiento de Trichoderma. El experimento se realizé por

triplicado y con dos controles.
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CAPITULO IV: RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Resultados

4.1.1 Aislamiento e identificacion de cepas

4.1.1.1 Aislamientos de Fusarium oxysporum

Las cepas se aislaron de tallos de frambuesas enfermas provenientes de los
campos de Berrymex. Se obtuvieron dos cepas nombradas FFOCR por Fusarium
Frambuesa Organica variedad Carmina rancho Rodriguez y FFAC por frambuesa
Fusarium Frambuesa variedad. La cepa FFOCR se caracterizd por un crecimiento
de micelio hialino y aéreo, en cambio la cepa FFAC, produjo micelio hialino y plano.
Ambas cepas se tornaron de un color purpura a los cinco dias de incubacion y en
las dos se observaron macroconidios de diferentes tamanos, septados y curveados
en forma de banano y microconidios redondos y ovalados caracteristicos del género
Fusarium (Figura 3). La determinacion de la especie se determiné mediante analisis

molecular (Cuadro 1).
4.1.1.2 Aislamientos de Botrytis cinerea

Se obtuvieron dos cepas nombradas BFOC por Botrytis Frambuesa Organica
variedad Carmina y BZC-B por Botrytis Zarzamora Convencional rancho Burns. La
cepa BFOC se obtuvo de tejido de tallo enfermo de plantas de frambuesa, mientras
que la cepa BZC-B se aisl6 de fruto de zarzamora; ambas cepas mostraron micelio
grisaceo, algodonoso y ramificado (Figura 3), las hifas mostraban septos, los
conidioforos surgieron directamente del micelio, mostrando forma subglobosa al
igual que los conidios, también se observé la formacion de esclerocios. La especie

se determin6é mediante analisis molecular (Cuadro 1).
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Cuadro 1. Identificacion de aislamientos de las especies de Fusarium y Botrytis en el
de San Quintin B. C.

Valle

Clave Origen Género Especie
FFOCR Tallo de frambuesa Fusarium oxysporum
FFAC Tallode frambuesa Fusarium oxysporum
BFOC Tallo de frambuesa Botrytis cinerea
BZC-B Fruto de zarzamora Botrytis cinerea
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Figura 3 Crecimiento en medio de PDA de los patégenos Fusarium oxysporum A.
FFOCR; B. FFAC y Botrytis cinerea; C. BFOC; D. BZC-B. aislados de los campos de
Berrymex.

4.1.1.3 Aislamientos de Trichoderma

A partir de las trampas de arroz colocadas en zonas no disturbadas por la actividad
agricola, se obtuvieron ocho cepas designadas como TRK, TMC, TSKa, TSK,
TSMC, TPZ y TC, nombradas de acuerdo al rancho de donde fueron aisladas. El
crecimiento de las cepas fue muy similar; al inicio presentaron un micelio hialino,
algodonoso y después de tres dias se tornaron de color verde. Las cepas cubrieron

por completo la superficie del agar a los cinco dias de inoculacion, a excepcion de
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la cepa TM, la cual requirio siete dias para cubrir por completo la caja Petri. Todas
las cepas mostraron las siguientes caracteristicas: conidiéforos hialinos, erectos y
ramificados soportando masas de esporas en el apice de las fidlides, estas ultimas
cortas y gruesas, la forma de los conidios fue ovalada, globosa y subglobosa de
color verde oscuro (Figura 4), solamente se observé produccién de clamidoesporas
terminales e intermedias en TM (T. atroviridae), TC (T. harzianum), TSKa (T.
asperellum) y TRK (T. harzianum) (Figura 5). Las caracteristicas mencionadas
anteriormente, corresponden al género Trichoderma. La determinacion de la
especie de cada una de ellas se obtuvo mediante analisis moleculares y el resultado
del andlisis se muestra en el Cuadro 2. En total se obtuvieron tres cepas de T.
harzianum (TRK, TSMC y TC), tres de T. asperellum (TMC, TSKy TPZ), unade T.
rifaii (TSKa) y una de T. atroviride (TM). De Rancho Kino y de las Montanas del

rancho Chapala fue de donde se aislaron 3 especies diferentes.

Cuadro 2. Identificacion de aislamientos del hongo Trichoderma del Valle de San Quintin, B.C

Clave Lugar de colecta Identificacion molecular
TRK Rancho Kino Trichoderma harzianum
TSMC Montafias del rancho Chapala Trichoderma harzianum
TC Montafias del rancho Chapala  Trichoderma harzianum
T™MC Montafias del racho Chapala Trichoderma asperellum
TSK Rancho Kino Trichoderma asperellum
TPZ Playa Zarahembla Trichoderma asperellum
TSKa Rancho Kino Trichoderma rifaii

™ Montafias del rancho Chapala Trichoderma atroviride
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Figura 4. Cepas aisladas de Trichoderma vistas a 100X bajo microscopio. A. T.
harzianum TRK; B. T. asperellum TMC; C. T. rifaii TSKa; D. T. asperellum TSK; E. T.
harzianum TSMC; F. T. asperellum TPZ; G. T. atroviride TM; H. T. harzianum TC.
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Figura 5. Clamidoesporas de Trichoderma vistas a 100X bajo microscopio. A. T.
atroviride TM; B. T. harzianum TC T. asperellum TMC; C. T. harzianum TRK; D. T. rifaii
TSKa.

4.1.2 Actividad de biocontrol de Trichoderma spp.

4.1.2.1 Competencia por cultivo dual en Fusarium oxysporum

Los resultados del bioensayo en cultivo dual demostraron que todas las cepas de
Trichoderma aisladas inhiben el crecimiento de Fusarium por encima del 50%. Se
observo que la cepa de T. atroviride TM presentd el mejor desempeio, inhibiendo
el crecimiento de FFOCR en un 79.04%, seguido de T. asperellum TPZ con un
76.66% y T. harzianum TRK con 68.57%. En el caso de FFAC, destacaron las
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actividades inhibitorias de T. asperellum TSK, T. asperellum TMC, T. atroviride TM
y T. harzianum TRK con 67.14%, 59.52% ,58.57% y 57.61% de inhibicion,
respectivamente. Se observo crecimiento sobre el patdgeno por parte de todas las

cepas de Trichoderma (Figura 5).

4.1.2.2 Competencia por cultivo dual en Botrytis cinerea

Todas las cepas de Trichoderma inhibieron el crecimiento de ambas cepas de
Botrytis en al menos el 70%. Se registraron inhibiciones para la cepa BFOC del
85.64% por parte de la cepa T. harzianum TC, seguida de T. harzianum TSMCy T.
harzianum TPZ con 85.12% y 80.51%. Para los enfrentamientos con la cepa BZC-
B el mayor porcentaje de inhibicidn lo presentd T. harzianum TRK con 90%, seguida
de T. asperellum TMC con 89.52% y T. asperellum TSK con 86.66%. Todas las
cepas de Trichoderma mostraron capacidad de crecimiento sobre los patéogenos

evaluados (Figura 6).
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Porcentaje de Inhibicion (%)

Cepa FFOCR

FFAC BFOC BZC-B
TRK

57.62 75.90 90.00
T™MC

59.52 78.97 89.52
TSKa

57.62 77.95 80.48
TSK

67.62

86.67
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TSMC

TPZ
TC
68.10 52.86
™
79.05 58.57 71.28

Figura 6. Actividad antagodnica de las cepas de Trichoderma en contra de los hongos Fusarium y
Botrytis.
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4.1.3 Evaluacion de la produccion compuestos volatiles

Todos los aislamientos de Trichoderma produjeron compuestos volatiles  (Cuadro

3). Las cepas T. asperellum TMC, T. asperellum TSK, T. asperellum TSMC, T.

harzianum TC y T. atroviride TM presentaron la mayor inhibicién del crecimiento de

la cepa FFOCR (Fusaium oxysporum), la unica cepa patogena evaluada (Figura 7).

Cuadro 3. Produccién de compuestos volatiles de las cepas de Trichoderma, aisladas en el Valle

de San Quintin, B.C.

Especie Produccion de

Cepa compuestos volatiles”
T™MC T. asperellum ++

TSK T. asperellum ++

TSMC T. harzianum ++

TC T. harzianum ++

™ T. atroviride ++

TSKa T. rifaii +

TPZ T. asperellum +

TRK T. harzianum +

“Indicadores de inhibicién de crecimiento: (+) bajo, (++) medio
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Figura 7. Ensayo de produccion de compuestos voldtiles de las cepas aisladas de
Trichoderma y su efecto sobre F. oxysporum (FFOCR). A. Control;.B. T. harzianum TRK; C.
T. asperellum TMC; D. T. rifaii TSKa; E. T. asperellum TSK; F. T. harzianum TSMC; G. T.
asperellum TPZ; H. T. atroviride TM; |. T. harzianum TC.
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4.1.4 Produccion de compuestos no volatiles

Las cepas T. harzianum TRK, T. asperellum TMC, T. asperellum TSK, T. asperellum
TPZ Y T. atroviride TM, presentaron actividad positiva en la produccién de
compuestos no volatiles disminuyendo el crecimiento de la cepa patogena FFOCR
(Figura 8); mientras que las cepas T. rifaii TSKa, T. harzianum TSMCy T. harzianum

TC no presentaron efecto de inhibicién (Cuadro 4.).

Cuadro 4. Produccién de compuestos no volatiles de las cepas de Trichoderma aisladas en el
Valle de San Quintin , B. C.

Especie Produccion de compuestos no
Cepa volatiles”
TRK T. harzianum +
TMC T. asperellum +
TSK T. asperellum +
TPZ T. asperellum +
™ T. atroviride +
TSKa T. rifaii -
TSMC T. harzianum -
TC T. harzianum -

“Indicadores de inhibicién de crecimiento: (+) bajo, (++) medio

34



Figura 8. Ensayo de produccién de compuestos no volatiles de las cepas aisladas de
Trichoderma y su efecto sobre F. oxysporum (FFOCR). A. Control;.B. T. harzianum TRK;
C. T. asperellum TMC; D. T. rifaii TSKa; E. T. asperellum TSK; F. T. harzianum TSMC; G.
T. asperellum TPZ; H. T. atroviride TM; |. T. harzianum TC.
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4.1.5 Produccioén de quitinasas

Todos los aislamientos de Trichoderma presentaron actividad quitinolitica,

destacando con mayor produccion las cepas T. harzianum TRK, T. asperellum TMC,

T. asperellum TSK, T. harzianum TSMCy T. asperellum TPZ (Cuadro 5); que fueron

las que presentaron el mayor diametro y coloracion purpura en las cajas Petri

(Figura 9).

Cuadro 5. Produccion de quitinasas de las cepas de Trichoderma aisladas en el Valle de San

Quintin B.C.
Especie Actividad de
Cepa quitinasas
TRK T. harzianum +++
TMC T. asperellum +++
TSK T. asperellum +++
TPZ T. asperellum +++
TSMC T. harzianum +++
TSKa T. rifaii ++
TC T. harzianum +
™ T. atroviride +

‘Indicadores de inhibicién de crecimiento: (+) bajo, (++) medio
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Figura 9. Ensayo de produccién de quitinasas de las cepas aisladas de Trichodema. A. T.
harzianum TRK; B. T. asperellum TMC; C. T. rifaii TSKa; D. T. asperellum TSK; E. T.
harzianum TSMC; F. T. asperellum TPZ; G. T. atroviride TM; H. T. harzianum TC.; |. Control.
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4.1.6 Produccion de sideroforos.

Las cepas T. harzianum TRK, T. asperellum TMC, T. asperellum TSK, T. asperellum
TSMC, TPZ y TM produjeron sideroforos tornando el azul del medio de cultivo a un
rojo magenta (Figura 10). Las cepas TSKa y TC no manifestaron produccién de

estos compuestos (Cuadro 6)

Cuadro 6. Produccién de sideroforos de cepas de Trichoderma aisladas en el Valle de San
Quintin B.C.

Especie Actividad de
Cepa sideréforos*
TRK T. harzianum +
TMC T. asperellum +
TSK T. asperellum +
TPZ T. asperellum +
TSMC T. harzianum -
TSKa T. rifaii -
TC T. harzianum -
™ T. atroviride -

“Indicadores de inhibicion de crecimiento: (+) positivo, (-) negativo
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Figura 10. Ensayo de produccion de sideréforos de las cepas aisladas de Trichoderma. A.
T. harzianum TRK; B. T. asperellum TMC; C. T. rifaii TSKa; D. T. asperellum TSK; E. T.
harzianum TSMC; F. T. asperellum TPZ; G. T. atroviride TM; H. T. harzianum TC.; I.
Control.

4. 1.7. Resumen de resultados

El aislado T. harzianum TRK mostré el mas alto porcentaje en inhibicion, en

comparaciéon con todos los aislamiento hacia de B. cinerea BZC-B, asimismo
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presento inhibicion de F. oxysporum FFOCR, F. oxysporum FFAC y B. cinerea

BFOC, también tuvo compuestos volatiles y no volatiles, sideréforos y quitinasas.

La cepa de T. asperellum TSK mostré el mayor porcentaje de inhibicion, de todos
los aislamientos de Trichoderma, en contra de F. oxysporum FFAC, ademas fue
capaz de inhibir el crecimiento de F. oxysporum FFOCR, B. cinerea BFOC y B.
cinerea BZC-B, se observd presencia de los compuestos sideréforos, quitinasas y

volatiles y no volatiles.

Las cepas T. asperellum TPZ y T. asperellum TMC presentaron inhibicién de
crecimiento de las cuatro cepas patdgenas y también produccion de compuestos

volatiles y no volatiles, sideroforos y quitinasas.

La cepa de T. atroviride TM presenté la mayor inhibicidén, de todos los aislamientos
de Trichoderma, en contra de la cepa de F. oxysporum FFOCR; inhibié también a
las cepas F. oxysporum FFAC, B. cinerea BFOC y B. cinerea BZC-B; presentd
produccion de quitinasas y de compuestos volatiles y no volatiles, no se observé
presencia de sideroforos.Su crecimiento y esporulacién fue la mas lenta de todas
las cepas de este género; por lo tanto, no es el mejor candidato para realizar

pruebas en campo y producirse masivamente.

El aislamiento T. harzianum TC mostré la mayor inhibicién hacia el patogeno B.
cinerea BFOC, el mayor porcentaje de todos los aislamientos, igualmente presenté
inhibicion de las cepas F. oxysporum FFOCR, F. oxysporum FFAC y B. cinerea
BZC-B, no presentd produccidon de compuestos no volatiles y sideroforos, en cambio

si se observo la presencia de compuestos volatiles y de quitinasas.

El aislado T. harzianum TRK obtuvo el mas alto porcentaje en inhibicién, en
comparaciéon con todos los aislamiento, de B. cinerea BZC-B, asimismo presentd
inhibicion de F. oxysporum FFOCR, F. oxysporum FFAC y B. cinerea BFOC,
también obtuvo presencia de compuestos volatiles y no volatiles, sideroforos y

quitinasas.
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Las cepas T. harzianum TSMC vy T. rifaii TSKa no presentaron produccién de
sideroforos y de compuestos no volatiles, en cambio si hubo presencia de
quitinasas, y de compuestos volatiles. Ambas cepas inhibieron el crecimiento de los

cuatro aislamientos de patdgenos.
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4.2 Discusion

El objetivo principal de este trabajo fue aislar e identificar cepas autoctonas de
Trichoderma del valle de San Quintin, capaces de controlar a los hongos
fitopatogenos Fusarium sp. y Botrytis sp., hongos fitopatdogenos de cultivos de gran
importancia de la zona y causantes de pérdidas econdmicas de entre el 5 al 20% a

las empresas productoras (Koike et al., 2017; Elad et al., 2007).

El género Trichoderma es cosmopolita de suelos, ya que se le ha encontrado desde
climas calidos a frios y tiene la capacidad de alimentarse practicamente de cualquier
tipo de materia organica (Vijai et al., 2014). Las ocho cepas aisladas se obtuvieron
del suelo de la rizésfera de plantas nativas del area de San Quintin. Las
caracteristicas como su color, olor y morfologia bajo el microscopio fueron
determinantes para seleccionarlas de entre los hongos que crecieron en las trampas
de arroz. El numero de cepas aisladas fue reducido, comparado con las trampas
colocadas, muy probablemente debido a la baja precipitacion pluvial del valle de
San Quintin, el cual es de 50 mm por afio (Gobierno de B. C., 2017), considerando
a esta zona como de clima muy arido (Arriaga et al., 2000). La poca humedad
encontrada en los suelos aridos es un factor limitante para todos los procesos
bioldgicos en el suelo, lo cual afecta al desarrollo de los microorganismos y a sus

sistemas enzimaticos (Paul, 2015).

Existen reportes previos sobre la infeccidon del género Fusarium en plantas de
frambuesa en diferentes paises (Shternshis, 2015; Valiuskaité, 2008), los sintomas
observados en las plantas coinciden con los encontrados en los campos del valle
de San Quintin. Las cepas aisladas fueron obtenidas de tejido vegetal de plantas
enfermas de frambuesa para después comparar su morfolégia con las
descripciones observadas por parte Leslie y Summerell (2006); lo que confirmé el

género del hongo.

En cuanto a las cepas de Botrytis, las dos cepas fueron aisladas de distintas fuentes,

una se obtuvo de tallos de frambuesas infectadas por el hongo (BFOC) y la segunda
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se encontré sobre un fruto de zarzamora (BZC-B), lo cual concuerda con lo
encontrado por Elad et al., (2007), quienes mencionan que Botrytis es un hongo
capaz de producir pudricién en cualquier parte de la planta. Al respecto, Williamson
et al, 2007 observaron que este hongo infecta los tallos de frambuesa, mientras que
Li et al. (2012) lo encontraron colonizando frutos de zarzamora. La morfologia se
comparé con las observada por Khazaeli et al. (2010) el cual describe la coloracién
gris caracteristica del hongo y su morfologia, lo que confirmé el género del hongo y

se confirmd con el analisis de las secuencias obtenidas.

Las identificaciones moleculares de Trichoderma se realizaron por medio de la
amplificacion de las regiones ITS y EF-1 (Savitha y Sriram, 2015), con lo cual se
confirmd la presencia de varias especies, tres pertenecientes a la especie T.
harzianum, tres a T. asperellum, una a T. rifaii y una a T. atroviride. Las ultimas dos
cepas han sido reportadas como enddfitas (Chaverri et. al., 2016; Toghueo et al.,
2016). Sin embargo, la especie T. rifaii solamente habia sido reportada como
enddfita de hojas y tallos de arboles tropicales como Theobroma cacao y
Theobroma gileri, en zonas neotropicales (Chaverri et. al., 2016). Las especies T.
harzianum T. atroviride y T. asperellum ya han sido aisladas de suelo y/o material
vegetal en descomposicion en diferentes zonas geograficas (Toghueo et al., 2016;
Raut et al., 2014; Kumar y Sharma, 2011). Para Bofrytis se utilizé la amplificacion
de la region ITS (Behr et al., 2013), lo que evidencid que las dos cepas aisladas
pertenecian a la especie B. cinerea. La identidad de las especies de Fusarium se
obtuvo amplificando la region EF-1 (Rahjoo et al., 2008), encontrando que ambas

cepas pertenecen a la especie F. oxysporum.

Se ha encontrado que Trichoderma posee una gran actividad antagonica en contra
de los patdégenos de plantas, atacandolos por diferentes mecanismos de biocontrol
(Benitez et al., 2004; Vinale et al. 2008). En estudios previos, la técnica de cultivo
dual para evaluar la capacidad antagonica de las cepas de Trichoderma contra los
hongos fitopatdgenos, destaca a las especies T. atroviride, T. asperellum y T.
harzianum con mayor inhibicion de Fusarium (Toghueo et al., 2016; Vargas-Hoyos
et al. 2015; Carvalho et al.,, 2014) y T. asperellum y T. harzianum para Botrytis
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(Guigdn-Lopez et al., 2010; Cheng et al., 2012), estas especies ya han sido
reportadas con anterioridad controlando estos patdégenos. En nuestro caso, las
cepas que presentaron mayor actividad antagénica fueron las pertenecientes a las
especies T. asperellumy T. harzianum, en reportes anteriores se les ha observado
obteniendo mejores resultados inhibiendo a patdgenos, que otras especies del
mismo género (Rojo et al. 2007; Castillo et al., 2011; Sundaramoorthy y Balabaskar,
2013).

Todas las cepas de Trichoderma aisladas produjeron compuestos volatiles y fueron
capaces de inhibir el crecimiento de Fusarium, destacando las especies T.
atroviride, T. asperellumy T. harzianum. Este mecanismo de inhibicion y el mismo
resultado lo observaron Raza et al. (2014) utilizando T. harzianum en contra de
Fusarium, Raut et al. (2015) observaron el mismo comportamiento usando la
especie T. asperellum y Toghueo et al. (2016) observaron que T. atroviride pudo

inhibir el crecimiento del mismo patdgeno.

La produccion de compuestos no volatiles vario entre las cepas aisladas, solamente
las cepas TRK (T. harzianum), TMC (T. asperellum), TSK (T. asperellum), TPZ (T.
asperellum) y TM (T. atroviride) produjeron este tipo de compuestos y fueron
capaces de inhibir el crecimiento de Fusarium, estudios similares reportan este
mismo efecto al inhibir el crecimiento del patdégeno por parte del hongo benéfico
(Raza et al., 201; Raut et al., 2015; Toghueo et al., 2016). Las cepas TSKa (T.rifai),
TSMC (T. harzianum) y TC (T. harzianum) no presentaron actividad de estos
compuestos. Asi, se evidencia que la actividad biocontroladora no esta determinada
por la especie, ya que esta habilidad de producir estos compuestos no esta dictada
por la especie y algunos aislamientos pueden carecer de esta capacidad (Dennis y
Webster, 1971). Por ello, sigue siendo necesaria la evaluacién individual de las

cepas.

La capacidad de producir la enzima quitinasa se observd en todas las cepas
aisladas. Esta enzima es importante ya que degrada las paredes celulares de los
hongos patdégenos y es usada para micoparasitar a otros hongos (Gupta et al.,

2014). Las cepas que reflejaron mayor actividad de esta enzima fueron TRK (T.
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harzianum), TMC (T. asperellum), TSK (T. asperellum), TSMC (T. harzianum) y
TPZ (T. asperellum), seguidas de las cepas TSKa (T. rifaii) y TC (T. harzianum)
presentando menor actividad de esta enzima. Michel-Aceves el al. (2005) y Vargas-
Hoyos et al. (2015) encontraron esta actividad en todas las cepas aisladas y usaron
esta enzima para inhibir el crecimiento de Fusarium con resultados positivos,
también se observd que no todas las cepas producian la misma cantidad de este
compuesto. Sharaf et al. (2012) utilizdé quitinasas extraidas de Trichoderma para
inhibir el crecimiento de Botrytis en cajas petri. La habilidad de producir quitinasas
le confiere al hongo una ventaja en su poder biocontrolador, es por ello que es

deseable que la presenten.

Los sideréforos son metabolitos secundarios de bajo peso molecular que sirven para
secuestrar hierro (Vinale et al., 2013), las cepas de Trichoderma utilizan estos
compuestos para crecer en condiciones pobres de hierro y para competir por este
elemento con otros microorganismos (Mukherjee et al., 2012). Las cepas TRK (T.
harzianum), TMC (T. asperellum), TSK (T. asperellum), TSMC (T. harzianum), TPZ
(T. asperellum). y TM (T. atroviride) produjeron sideroforos. Vinale et al. (2013)
identificaron al acido harzianico como sideroforo producido por Trichoderma, con
capacidad antifungica y como promotor de crecimiento de las plantas, también
Lehner et al. (2013) demostraron la produccién de estos compuestos por 10
especies diferentes de Trichoderma. Las cepas TSKa (T.rifai) y TC (T. harzianum)
no manifestaron presencia de estos compuestos, Srivastava et al. (2013) reportaron
la diferente capacidad de produccion de sideréforos por diferentes cepas de

Trichoderma.

Previo a esta investigacién, la compafia empleaba cepas comerciales de
Trichoderma, estas podrian no estar adaptadas a la region. Con el analisis de los
resultados obtenidos se concluye que las cepas T. harzianum TRK, T. asperellum
TMC, T. asperellum TSK y T. asperellum TPZ fueron las que presentaron mayor
potencial para usarse en el control biolégico de los microorganismos F. oxysporum
y B. cinerea, altamente patdégenos y causantes de pérdidas en la cosechas de la

empresa Berrymex. Dado que estas cepas presentaron produccién de compuestos
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como sideroforos, quitinasas, compuestos volatiles y no volatiles, mecanismos de
biocontrol de Trichoderma (Benitez et al., 2004), y adicionalmente obtuvieron altos
porcentajes de inhibicion en contra de las cepas patdégenas. Estas cepas podrian
disminuir los dafos causados por estos patdégenos, por lo tanto, se recomienda su

USO en ensayos en campo y su produccion masiva.

46



5 Conclusiones

Se obtuvieron ocho aislamientos de Trichoderma spp. del valle de San Quintin,
cuatro del montanas del rancho Chapala, tres de rancho Kino y una de Playa

Zarahembla.

Los analisis morfolégicos y moleculares, indicaron que tres aislamientos pertenecen
a la especie T. harzianum (TRK, TSMC vy TC), tres a T. asperellum (TMC, TSK, y
TPZ), una a T. rifaii (TSKa) y una a T. atroviride (TM)

Todos los aislamientos mostraron capacidad de controlar in vitro a los hongos
fitopatégenos Fusarium oxysporum y Botrytis cinerea, destacando T. harzianum
TRK, T. asperellum TMC, y T. asperellum TSK que inhibieron el crecimiento de

ambos patogenos.

Las cepas T. harzianum TRK, T. asperellum TMC, T. asperellum TSK y T.
asperellum TPZ, por su produccion de sideréforos, quitinasas, compuestos volatiles
y no volatiles, y por su rapido crecimiento y esporulacion en las cajas petri, son
excelentes candidatos para evaluarlos en campo y posteriormente para producirlos

masivamente.

Con este trabajo se apoya a la empresa Berrymex al proporcionarle aislamientos
de Trichoderma spp. que podrian disminuir los dafos causados por Fusarium

oxysporum y Botrytis cinerea.
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6 Recomendaciones

Evaluar el control de las cepas de Trichoderma aisladas en ensayos en plantas de
fresa, frambuesa, arandano y zarzamora, infectadas por los hongos patéogenos

aislados Botrytis y Fusarium.

Evaluar diferentes sustratos para la produccién a gran escala de Trichoderma,

mediante el uso fermentacién sélida.
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