P P v AUTONOMA CHAPINGO

DEPARTAMENTO DE PARASITOLOGIA AGRICOLA

MAESTRIA EN CIENCIAS
EN PROTECCION VEGETAL

ANTAGONISMO in vitro DE HONGOS ENTOMOPATOGENOS

EN Phytophthora cinnamomi Rands Y Alternaria alternata

{FriFr).

TESIS

QUE COMO REQUISITO PARCIAL PARA OBTENER EL GRADO
DE MAESTRO EN CIENCIAS EN PROTECCION VEGETAL:

PRESENTA:
MARINA ESCOBEDO SALAS

Bajo la supervision de: DR. SAMUEL RAMIREZ ALARCON

CHAPINGO ESTADO DE MEXICO, DICIEMBRE DE 2016




La presente tesis titulada ANTAGONISMO in vitro DE HONGOS
ENTOMOPATOGENOS EN Phytophthora cinnamomi Rands y Alternaria
alternata (Fr.:Fr.), fue realizada por Marina Escobedo Salas, bajo la direccion y
asesoria del consejo particular indicado, ha sido aprobada por el mismo y
aceptada como requisito parcial para obtener el grado de:

MAESTRO EN CIENCIAS EN PROTECCION VEGETAL
CONSEJO PARTICULAR

DIRECTOR:

= ’
Dr. Samuyel Ramirez Alarcén

/ .
7,
CO-DIRECTOR: 4/%

Ve
Dra. Maria Guat/alupe Carrillo Benitez

ASESOR:

ASESOR:

M.C. Raul Velasco Azorsa

Chapingo, Estado de México, Diciembre 2016



DEDICATORIA

2 mi familia, pox su gran apoyo y comprension.



AGRADECIMIENTOS

A la Universidad Auténoma Chapingo, por su formacion académica y por permitirme

cumplir una meta mas en mi vida.

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACYyT), por financiar mis estudios

de posgrado.

A la Dra. Maria Guadalupe Carrillo Benitez por la confianza de permitirme trabajar
con ella y brindarme su amistad, sus conocimientos y apoyo durante la realizacion de

esta investigacion.

A mi director de tesis, Dr. Samuel Ramirez Alarcén por facilitarme las instalaciones y

el material para desarrollar esta investigacion.

Al M.C. Martin Gaona Ponce por su amistad y orientacién en el desarrollo de este

proyecto.

Al M.C. Raul Velasco Azorsa por sus aportaciones durante el desarrollo de esta

investigacion.



11
1.2
1.2.1
1.2.2
1.2.3
124
1.25
1.2.6
1.2.7
1.2.8
1.3
13.1
1.3.2
133
134
1.3.5
1.3.6
1.4
141
1.4.2
1421
1.4.2.2
143
143.1
1.43.2
1.4.3.3

INDICE

ANTECEDENTES

Importancia del cultivo del aguacate

Tristeza del aguacate

Importancia econémica

Hospedantes

Distribucion

Clasificacion taxondmica de Phytophthora cinnamomi Rands
Morfologia

Ciclo bioldgico y Epidemiologia

Sintomas y Dafios

Manejo

Caracteristicas de Alternaria alternata (Fr.:Fr.)
Importancia

Clasificacion taxonémica

Morfologia

Ciclo bioldgico y Epidemiologia

Sintomas y dafios

Manejo

Hongos entomopatdgenos para el control de enfermedades en plantas

Clasificacion sistematica

Caracteristicas Generales de Hongos entomopatégenos
Ciclo de vida

Ecologia

Principales géneros y especies de hongos entomopatégenos

Caracteristicas de Beauveria bassiana (Bals) Vuillemin

Caracteristicas de Metarhizium robertsii Bisch, Rehner y Humber

Caracteristicas de Purpureocillium lilacinum (Thom) Luangsa-ard

1.4.4 Mecanismos de accién de los microorganismos

1.4.5 Microorganismos en el control de enfermedades en plantas
I HIPOTESIS

© © © © 0 00 N N o oo o o 01 A~ b

e T T N S N N S
~N o o oA WOW W NN PP O O O



[l
3.1
3.2

4.1
4.1.1
4.1.2

4.2
421
4.2.2
4.2.3
4.2.4

4.3

4.4
441
4.4.2

4.5

4.6

4.7
4.7.1

4.8

5.1
5.2
5.3
53.1
5.4
5.5

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

OBJETIVOS ESPECIFICOS
METODOLOGIA

OBTENCION DEL MATERIAL BIOLOGICO
Zona de colecta

Colecta de muestras de suelo

Obtencion de aislamientos de Hongos Entomopatégenos
Aislamiento directo

Aislamiento por dilucion de suelo
Obtencién de cultivos monosporicos
Obtencién de aislamientos de Hongos fitopatogenos
Identificacion morfoldgica

Identificacion molecular

Extraccion del ADN gendmico
Amplificacion del ADN

Andlisis filogenético

Pruebas de germinacion

Pruebas de antagonismo in vitro

Pruebas de confrontacion dual

Disefio Experimental y andlisis estadistico
RESULTADOS

Aislamientos obtenidos

Identificacion morfolégica

Identificacion molecular

Andlisis filogenético

Pruebas de germinacién

Evaluacion antagonica in vitro

17

107

VI

18
18
18
18
18
18
19
19
20
20
21
21
21
21
21
22
22
24
24
24
25
27
27
30
30



VI DISCUSIONES 35
VIl CONCLUSIONES 37
VIII LITERATURA CITADA 38

VIl



Cuadro 1.

Cuadro 2

Figura 1.
v

Figura 2
Figura 3

Figura 4.

Figura 5.
\Y

Fig. 6.

Figura 7.

Figura 8.

Figura 9.

Figura 10.

INDICE DE CUADROS
RESULTADOS
Salida del analisis de varianza para los datos de areas
transformadas LOG (y).
Resultado de la Prueba de comparaciones de Medias Tukey

para a=0.05

INDICE DE FIGURAS
ANTECEDENTES
Modo de accién general de hongo entomopatégeno en
insectos (Samuels et al, 2016)
METODOLOGIA
A) Larvas de Tenebrio molitor, B) Recipiente con muestra de
suelo, C) Larva micosada, D) Aislamiento

Fotografia de conidios a 40 X

Confrontacién dual entre hongos entomopatdégenos y
fitopatégenos

Bioensayo de antagonismo de hongos entomopatdégenos contra
Phytophthora cinnamomi y Alternaria alternata

RESULTADOS

Aislamiento de Beauveria bassiana (A), de Metarhizium (B) y de
Purpureocillium lilacinum (C) crecidos en medio de cultivo ADS
Fotografia a 40 x de B. bassiana, (A) se aprecia el raquis en
forma de zigzag de donde emergen las esporas globosas (B),
caracteristicas que distinguen a este género.

Conidios de Metarhizium mostrando masas de conidios
paralelas, formando columnas prismaticas.

Estructuras de Purpureocillium lilacinum se observan los
conidios elipticos, organizados en cadenas en el apice de las
fiélides

Filogenia del aislamiento JALBB1 inferido desde Maxima

31

31

13

19
20

23

23

25

26

26

27
28

VI



Figura 11.

Figura 12.

Figura 13.

Figura 14.

Figura 15.

Figura 16.

verosimilitud (ML) y 1000 réplicas de Boostrap, basado en el
modelo Kimura 2-parametros.

Filogenia del aislamiento JALMR2 inferido desde Maxima
verosimilitud (ML) y 1000 réplicas de Boostrap, y la matriz de
distancia indic6 que entre mas cercano a cero las secuencias
son iguales, basado en el modelo Kimura 2-parametros.
Filogenia del aislamiento JALPL3 inferido desde Maxima
verosimilitud (ML) y 1000 réplicas de Boostrap, basado en el
modelo Kimura 2-parametros.

Porcentaje de inhibicion del crecimiento radial de los hongos
entomopatdégenos Beauveria bassiana, Metarhizium robertsii y
Purpureocillium lilacinum en confrontacion con P. cinnamomi.

Porcentaje de inhibicion del crecimiento radial de los hongos
entomopatégenos Beauveria bassiana, Metarhizium vy
Purpureocillium lilacinum en confrontacién con A. alternata.
Efecto antagonico entre hongos entomopatégenos y hongos
fitopatdogenos. A) B. bassiana-P. cinnamomi, B) M. robertsii-P
cinnamomi C) P. lilacinum- P. cinnamomi

Efecto antagonico entre hongos entomopatdgenos y hongos
fitopatdgenos. A) B. bassiana-A. alternata, B) M. robertsii- A.

alternata C) P. lilacinum- A. alternata

29

30

32

32

33

34



Antagonismo in vitro de hongos entomopatdégenos en Phytophthora cinnamomi Rands y
Alternaria alternata (Fr.:Fr.).
In vitro antagonism of entomopathogenic fungi in Phytophthora cinnamomi Rands and
Alternaria alternata (Fr.:Fr.)
Marina Escobedo Salas®, Samuel Ramirez Alarcon®

RESUMEN

Se aislaron tres hongos entomopatdégenos
(HE) y dos hongos fitopatégenos (HF) de
muestras de suelo de una huerta de
aguacate, los HE se obtuvieron por la técnica
de trampa de insecto cebo y los HF por la
técnica de plantas trampa (Rhododendron
indicum). Se realizé la identificacion
morfologica usando claves taxonomicas y la
identificacién molecular con los primers ITS5
e ITS4, las secuencias fueron comparadas
en el Gen Bank. Los aislamientos fueron:
Beauveria bassiana  (Bals)  Vuillemin,
Metarhizium robertsii JF Bisch, Rehner,
Purpureocillium lilacinum (Thom),
Phytophthora cinnamomi Rands y Alternaria
alternata (Fr.:Fr.). Se realiz6 el &rbol
filogenético para cada aislamiento de HE. Se
realizaron arboles filogenéticos con el modelo
de Maxima similitud (Kimura-2parametros)
para corroborar la identificacion morfolégica
de los HE. Se realizaron pruebas de
germinacion de los aislamientos en cajas
Petri con medio de cultivo ADS, en 48 h
para los tres aislamientos in vitro, los
porcentajes de germinacion fueron de un
100% para los tres casos. Se realizaron
pruebas de antagonismo usando a los HE
contra los hongos fitopatégenos
Phytophthora  cinnamomi y  Alternaria
alternata mediante la técnica de cultivo dual
en cajas Petri con medio de cultivo ADS,
evaluados por Porcentaje de Inhibicion de
Crecimiento  radial (PIC):  Metarhizium
robertsii inhibié a Phytophthora cinnamomi en
un 38.1% y a Alternaria alternata en un 31.7
% en su crecimiento micelial. El efecto
antagonico (DCA/Tukey) mostraron que los
hongos entomopatégenos sobre los hongos
fitopatégenos fueron significativos (p<0.05).

Palabras clave: Antagonismo,
competencia, control biolodgico,
caracterizacion, tristeza del aguacate.

1 Tesista 2 Director

ABSTRACT

Three entomopathogenic fungi (EF) and two
phytopathogenic fungi (PF) from soil samples
of an avocado orchard were isolated; EF
were obtained by the bait insect trap
technique and PF by the trap plant technique
(Rhododendron  indicum).  Morphological
identification was performed using taxonomic
keys and molecular identification with primers
ITS5 and ITS4; the sequences were
compared in Gen Bank. The isolates were:
Beauveria bassiana  (Bals)  Vuillemin,
Metarhizium robertsii JF Bisch, Rehner,
Purpureocillium lilacinum (Thom),
Phytophthora  cinnamomi  Rands and
Alternaria alternata (Fr.:Fr.). The phylogenetic
tree wasperformed for each EF isolate.
Phylogenetic trees were made using the
Maximum Likelihood Method based on the
Kimura-2 parameter model to corroborate the
morphological identification of EF.
Germination tests were carried out in Petri
dishes with ADS culture medium, in 48 h for
the three in vitro isolates; the percentages of
germination were 100% for all three cases.
Antagonism tests were performed using the
EF against the phytopathogenic fungi
Phytophthora cinnamomi and Alternaria
alternata by the dual plate culture technique
in Petri dishes with ADS culture medium,
evaluated by radial Percent Growth Inhibition
(PGI):  Metarhizium  robertsii  inhibited
Phytophthora Cinnamomi in 38.1% and
Alternaria alternata in 31.7% in mycelial
growth. The antagonistic effect (DCA/Tukey)
showed that the entomopathogenic fungi on
the phytopathogenic fungi were significant
(p<0.05).

Keywords: Antagonism, competition,
biological control, characterization, avocado
sadness.



INTRODUCCION

El aguacate es un producto de gran importancia en la agricultura y en la dieta
mexicana. Cuenta con méas de 175 mil hectareas plantadas (SIAP, 2015), menos del
1% de la superficie cultivable nacional, pero aporta cerca del 3.4% del valor de la
produccion agricola total. Las entidades con mayor produccion son: Michoacan,
Jalisco, Estado de México, Nayarit, Morelos y Guerrero. Entre las enfermedades que
afectan a este cultivo, destaca la tristeza del aguacate cuyo agente causal es
Phytophthora cinnamomi Rands, este patégeno provoca una disminucion en la
productividad y rentabilidad de este cultivo. Por otro lado, Alternaria alternata (Fr.:Fr.)
es un género que afecta una gran variedad de cultivos como los cereales, hortalizas
y frutales; ocupa el décimo lugar como patégeno de plantas en términos del nimero
total de especies vegetales sobre las que se ha citado (Farr et al., 1989). Para el
manejo de estas enfermedades se aplican principalmente productos de origen
quimico, los que ejercen una fuerte presidbn de seleccion de las poblaciones,
generando en algunos casos resistencia o disminucion de la sensibilidad a las
moléculas quimicas utilizadas (Dobrowolski et al., 2008), ademas de ocasionar serios
dafios al ambiente y a los alimentos al ser aplicados recurrentemente en pre y
postcosecha sin dejar de mencionar la merma econdémica de los productores. El
resultado de estas tacticas de manejo obligan a buscar alternativas al uso de
plaguicidas, por lo que investigadores han recurrido al uso de microorganismos

inocuos al ambiente pero efectivos para el manejo de las plagas.

En el mundo se conoce un grupo importante de hongos que presentan efecto
antagonico sobre otros microorganismos, contribuyen a la atenuacion de los dafios
que causan las enfermedades en los agroecosistemas donde existan condiciones
para su desarrollo y conservacion (Fernandez, 2001). Entre los hongos que han
demostrado su efecto de competencia, micoparasitismo y antibiosis, se encuentra

Beauveria bassiana y Lecanicillium sp. (Ownley et al., 2010).

Castillo y colaboradores (2014) presentaron el establecimiento exitoso de Beauveria

bassiana y Purpureocillium lilacinum (anteriormente Paecilomyces lilacinus) como



endofitos en algoddn a través de la inoculacion de las semillas; también se confirmé
el efecto antagonista de Metarhizium anisopliae contra Fusarium oxysporum, Botrytis
cinerea y Alternaria solani (Kang et al.,, 1996). Estas y otras investigaciones sobre
diferentes géneros de hongos entomopatdgenos han reportado los diversos roles que
estos pueden desempefiar y abre un nuevo paradigma de cdmo utilizar con éxito
estos microorganismos en programas de control bioldgico (Vega et al., 2009). Una
manera de conocer las relaciones que ocurren entre diferentes organismos presentes
en un mismo sitio son las pruebas de confrontacion dual o pruebas antagonicas (in
vitro) las cuales son precisas para determinar el tipo de relacion que surge entre
hongos entomopatégenos y hongos fitopatdégenos. El propdsito de la investigacion
fue obtener aislamientos de hongos entomopatdgenos nativos de muestras de suelo
recolectadas en una huerta de cultivo de aguacate y evaluar su capacidad

antagonica contra P. cinnamomi y Alternaria alternata.



I.  ANTECEDENTES
1.1. Importancia del cultivo del aguacate
El cultivo del aguacate en el afio 2014 registré6 una produccion de 3, 239, 056 t a
nivel mundial. México, Indonesia, Estados Unidos, Colombia y Republica
Dominicana, fueron los principales productores en el afio 2013. Nuestro pais ocupa
el primer lugar con una produccion de 1,006 ,817.62 t y representa el 31% de la
produccion mundial. (FAOSTAT, 2013).

El aguacate mexicano es comercializado principalmente en Estados Unidos, Canada,
Japon, y Francia. Es un producto del que se obtienen importantes divisas para el
desarrollo del campo debido a que las exportaciones alcanzan alrededor de 600 mil
toneladas con un valor de mas de mil mdd, principalmente dirigidas a EEUU (80%),
Japon (9%) y Canada (5%) (FND, 2014). El Servicio de Informacién Agroalimentaria
y Pesquera (SIAP, 2015) sefalé que anualmente se producen alrededor de un millén
467 mil toneladas en 27 estados del pais. Sin duda los beneficios econémicos son
innumerables para un amplio sector de la poblacion rural y urbana en los estados
donde se practica su cultivo, considerando todo el proceso de produccion, cosecha,
transporte, empaque y comercializacion.

De las entidades con mayor produccion en México, Michoacan es el principal
productor al aportar 8 de cada 10 t; los estados que lo siguen en mayor produccién
son: Estado de México, Jalisco, Nayarit y Morelos, en conjunto generan el 95% de la
produccion nacional (SAGARPA, 2014).

Es importante mencionar que el aguacate posee valiosas propiedades alimenticias
por su alto contenido de aceite (de 12 a 30% y proteina 3-4 %); ademas de su
contenido de carbohidratos, vitaminas y minerales. Esas caracteristicas le confieren

grandes posibilidades en el aumento de su consumo en la dieta humana.

1.2. Tristeza del aguacate.
La tristeza del aguacate, cuyo agente causal es Phytophthora cinnamomi Rands
tiene una gran capacidad destructiva y un amplio rango de hospedantes, provocando

serios daflos en bosques naturales, plantas ornamentales y arboles frutales

4



(Domsch, 1980). La enfermedad fue descrita por Rand en 1922 en arboles de canela,
y detectada en el aguacate por primera vez en Estados Unidos, por Tucker en 1929.
El hongo presenta un rango de hospedantes sumamente amplio, ya que es capaz de
afectar a mas de 900 especies de plantas, lo que se considera como un peligro
potencial no so6lo para el aguacate sino para mdltiples cultivos de importancia
econOmica Zentmyer (1980).

1.2.1. Importancia econémica
En México, una de las principales limitantes en la produccion de aguacate es la
pudricidn de raices producida por este patdgeno; en 1994, esta enfermedad causo la
muerte de 100 000 &rboles de aguacate Persea americana variedad Hass en
Uruapan Michoacan, disminuyendo la produccién con pérdidas econdmicas para los

productores por mas de 32 millones de pesos (Vidales et al, 1999).

1.2.2. Hospedantes
Este hongo, es uno de los patdgenos de suelo mas problematicos, no solo en
aguacate, sino también en otras especies de arboles incluyendo especies de
eucalipto, pino melocotén, pifia, pera, macadamia, ornamentales lefiosas (como
azaleas, camelias y rododendros), y otras especies. Se le atribuye un rango de

hospederos de mas de 950 plantas (Broadley, 1992).

1.2.3. Distribucién
Esta enfermedad se encuentra ampliamente distribuida en zonas productoras del
mundo, como Surafrica, Israel, Nueva Zelandia, California, Australia, Centro América
y el Caribe, siendo un factor limitante para la produccion. En California para 1989 se

estimo que causo pérdidas por valor de 44 millones de ddlares.



1.2.4. Clasificacion taxondmica de Phytophthora cinnamomi Rands

Reino: Protista
Phylum: Oomicota
Clase: Oomycetes
Orden: Pythiales
Familia: Phytiaceae
Género: Phytophthora
Especie: Phytophthora cinnamomi Rands
1.2.5. Morfologia

Las estructuras reproductivas asexuales de P. cinnamomi Rands son los
esporangios, que se producen en hifas especializadas llamadas esporangiéforos. Los
esporangios siempre aparecen en posicién terminal. La forma de los esporangios
puede ser ovoide o elipsoide. Sus dimensiones varian notablemente segun los
aislados, oscilando entre 11-103 x 11-53 pym. Los esporangiéforos son simples o con
ramificacion simpodial y frecuentemente presentan proliferacion interna. Otra
caracteristica de P. cinnamomi Rands es la persistencia del esporangio en el
esporangioforo y la ausencia de papila en su parte apical. Los esporangios tienen la
capacidad de poder germinar y emitir zoosporas méviles. Son esporas asexuales
reniformes y biflageladas. Cuando las zoosporas entran en contacto con las raices
de la planta susceptible engrosan su pared celular y se redondean. En este estado
se denominan quistes. En el estado sexual se producen los gametangios femeninos
u oogonios (saco en el que se forma la oospora) y los gametangios masculinos o
anteridios. Ambos se forman en el extremo de las hifas. El oogonio crece a través del
anteridio, atravesandolo, de forma que el anteridio queda como un cuerpo que rodea
el pedunculo del oogonio, denominandose anteridio anfigino. Los anteridios pueden
ser unicelulares o bicelulares, de dimensiones 19 x 17 um. La oospora resultante de
la union de los gametangios ocupa todo el oogonio, denominandose plerética. La
oospora posee una pared gruesa; en el centro de la oospora esta el ooplasto
(también llamado cuerpo refringente) y en la parte superior se encuentra un cuerpo

transparente que contiene el nicleo. Las oosporas de P. cinnamomi son esféricas,



hialinas y de 19-54 ym de diametro. Las oosporas sobreviven largos periodos de
tiempo: son estructuras de resistencia a las cuales les resulta dificil germinar. La
reproduccion sexual aporta ademas la posibilidad de variacion genética debida a la

recombinacion.

1.2.6. Ciclo biolégico y Epidemiologia
El oomycete sobrevive en el suelo por varios afios en forma abundante como
clamidosporas u oosporas en raices o residuos de aguacate y de otras plantas
cultivadas. Las clamidosporas actian como semillas de propagacion y son
resistentes a condiciones adversas del medio ambiente como sequia, temperaturas
bajas y falta de alimentos, entre otras. Cuando la temperatura aumenta y hay
presencia de humedad por efecto de los riegos pesados, lluvia abundante o por
inundacién combinado con un mal drenaje, las clamidosporas germinan y dan origen
al micelio. El micelio dard origen a los esporangios donde posteriormente se
formaran las zoosporas, estas tienen movimiento propio y se desplazan con agilidad
hacia las raices atraidas por sustancias que secretan las raices que atraen las
esporas, donde se concentran gran numero de ellas para dar inicio a nuevas

infecciones (Agrios, 2005).

1.2.7. Sintomas y Dafos
Phytophthora cinnamomi Rands es el hongo que produce la principal enfermedad de
las plantaciones de aguacate en el mundo. Se denomina Muerte Descendente por la
sintomatologia que presenta la planta en su parte superior y Pudricion Radicular por
los dafios que ocasiona al sistema radicular. La agresividad de este hongo esta
ligada a condiciones de altas temperaturas con abundancia de agua y mal drenaje,
condiciones que facilitan la reproduccion y diseminacion del hongo. Puede atacar las
plantas de aguacates en todas sus etapas, incluyendo plantas certificadas como
tolerantes y moderadamente resistentes a la enfermedad. Los ataques son mas
severos en suelos arcillosos, 0 en suelos arenosos con un subsuelo rocoso o con
capa de arcilla que interfieran con el drenaje del agua. Condiciones de alta humedad
y de sequia pueden acelerar los sintomas. El sintoma mas obvio es la muerte de la

planta desde la parte superior de la copa y de los extremos de las ramas hacia abajo.



A esto se debe el nombre de muerte descendente. Las hojas se presentan
pequefias, descoloridas y generalmente con apariencia marchita. Eventualmente el
arbol pierde las hojas y muere. El hongo ocasiona la destruccidn de las puntas de las
raices, las cuales desempefian la importante funcién de absorcion de agua y de
nutrientes del suelo. Las raices infectadas se necrosan y se desprenden facilmente;
ocasionalmente el hongo coloniza raices gruesas, necesitando una herida para
causar infeccion. Raras veces causa chancros o cancer en la base del tronco. Los
sintomas en el follaje son originados por la reduccion de la absorcién de nutrientes,
agua y su transporte ascendente. Ademds, el arbol pierde mas agua por
transpiracion que la absorbida por un sistema radicular podrido por el hongo. La falta
de agua también reduce la capacidad de las hojas para producir clorofila, que les da
el color verde a las hojas y esto es causa de clorosis o amarillamiento de las hojas
(Téliz, 2000).

1.2.8. Manejo.

En el cultivo del aguacate se han implementado estrategias de manejo de la
enfermedad basadas en la aplicacién aislada de métodos de control que han
resultado inefectivas. La erradicacion de este patdégeno a través de control quimico
es irracional por lo dificil, costoso, inefectivo pero sobre todo, dafino al medio
ambiente. El combate de un patégeno de este tipo requiere una combinacion de
varios procedimientos practicos de manejo, disefiados de modo de reducir la
actividad del patégeno y aumentar la resistencia del hospedero durante periodos
criticos de infeccién. Las practicas de manejo complementarias debieran incluir la
prevencion (cuarentena, higiene en el vivero), el control cultural (drenaje, riego,
adicionan de fertilizantes como calcio), el control biolégico (uso de suelos supresivos,
enmiendas y antagonistas), el control quimico y la resistencia del portainjerto (Coffey,
1987; Erwin y Ribeiro, 1996).

1.3. Caracteristicas de Alternaria alternata (Fr.:Fr.).
Alternaria alternata (Fr.:Fr.) es un hongo extremadamente comun en abonos, plantas

(fresas, crisantemos, tomates, zanahorias y esparragos, citricos), pulpa de madera y



madera podrida, pero también se encuentra en alimentos y tejidos, asi como en

diferentes tipos de suelo.

1.3.1. Importancia
Su distribucién es universal y se considera que es un hongo de espacios abiertos.
Este patdégeno es responsable de considerables pérdidas econdémicas, debido a que
reduce el rendimiento de las cosechas y produce alteraciones en los vegetales

durante su almacenamiento.

1.3.2. Clasificacion taxondmica
Reino: Fungi

Phylum: Ascomycota

Clase: Dothdeomycetes

Orden: Pleosporales
Familia: Pleosporaceae
Género: Alternaria
Especie: Alternaria alternata (Fr.:Fr.)
1.3.3. Morfologia
El micelio es de color oscuro gris verdoso con reverso negro, tienen un micelio
algodonoso y el reverso de la colonia es obscuro en el centro rodeado de un anillo
anaranjado palido (Andrews, 1992).
Los conidios son grandes, alargados y oscuros, o bien multicelulares y en forma de

pera y presentan septos tanto transversales como longitudinales (Agrios, 2005).

1.3.4. Ciclo biolégico y Epidemiologia
El patdgeno se disemina por la lluvia y el viento, y sobrevive en tejidos enfermos. En
casi todos los casos, se comporta como un parasito de heridas. No obstante la
penetracidon estomatal puede ocurrir 0 puede invadir un hospedero que esta
fisiologicamente debilitado causando una destruccion relativamente lenta de los
tejidos del huésped. A medida que avanza la invasion de las hifas, éstos destruyen

las células vegetales de donde obtienen sus nutrientes, y reduciendo con ello el
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potencial fotosintético. El proceso de infeccion conduce a la formacién de lesiones
necréticas de forma redonda ubicadas sobre el haz foliar y su color se intensifica
debido a la esporulacién del hongo (Thomma, 2003). La esporulacién de Alternaria
es optima en 27 °C por lo que es inhibida en menos de 15 °C o mas de 33 °C,

aunque el rango de crecimiento esta entre 0 y 35 °C (Rotem, 1994; Carrillo 2003).

1.3.5. Sintomas y dafios
Los sintomas causados por Alternaria se caracterizan por la presencia de necrosis
en hojas, brotes y la corteza de los frutos. Las lesiones son redondas, secas, de color
café oscuro o negro, de bordes irregulares, con marcados anillos concéntricos

rodeados de un halo clorético (Agrios, 2005).

1.3.6. Manejo
El método para controlar las enfermedades fungicas se basa en la utilizacién de
productos quimicos sintéticos. Para el manejo cultural de esta enfermedad, se
recomienda una amplia y adecuada distancia de siembra; realizar podas para
favorecer la aireacion; tener un adecuado control de malezas; recoleccion y
destruccion de los frutos o partes de la planta afectados para disminuir la fuente de

in6culo de la enfermedad y rotacion de cultivos (Agrios, 2005).

1.4. Hongos entomopatdégenos para el control de enfermedades en
plantas

El control biol6gico de enfermedades en plantas o insectos con agentes microbianos
se convierte en una alternativa viable, tomando en cuenta la reduccion de costos al
compararlo con otras practicas habituales de control y sobre todo de la eficiencia y
estabilidad del microorganismo en el ambiente (Papavizas, 1985).
Los hongos entomopatogenos (HE) son importantes agentes de control biolégico en
todo el mundo y han sido objeto de una intensa investigacion por mas de 100 afios
(Vega et al.,, 2012). Se estima que existen aproximadamente 1,5 millones de
especies en el Reino de los Hongos, de las cuales tan so6lo 110.000 han sido

descritas, y dentro de éstas, 700 especies de 90 géneros son patdgenas de insectos
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(Mueller y Schmit, 2007; Kirk et al., 2008). Son de los primeros organismos en
utilizarse para el biocontrol de plagas, por el hecho encontrarse en todo el cosmos y
tener una gran diversidad representan una solucion sostenible hacia el MIP (Sinha et
al., 2016).

Estos hongos estan presentes de forma natural en el suelo, en el filoplano de las
plantas e incluso en el aire (Meyling y Eilenberg, 2006; Quesada-Moraga et al., 2007;
Quesada-Moraga y Santiago Alvarez, 2008), estan unidos de manera intrinseca a
sus hospedantes, en un proceso de continua co-evolucidbn que hace que estén
adaptados a vivir a expensas de estos de los que se obtienen la energia necesaria
para el desarrollo (Roy et al.,, 2010). De esta forma, en funcion de la asociacion
trofica de los HE con sus hospedantes, se pueden distinguir tres grupos, biétrofos
gue se alimentan Unicamente de células vivas y tal proceso cesa con la muerte de
las mismas, necrotrofos que matan al hospedante y después crecen a expensas de
los tejidos muertos y hemibiotrofos que son inicialmente biotr6fos y una vez que el
hospedante muere se vuelven necrétrofos (Quesada-Moraga y Santiago-Alvarez,
2008; Vega et al., 2009). Asi en la actualidad existen numerosas preparaciones
comerciales de HE que estan basadas en un numero restringido de especies como
Beauveria bassiana (Bals.) Vuill, Metarhizium anisopliae (Metchnikoff) Sorokin,
Beauveria brongniartii (Saccardo) Petch., Isaria fumosorosea (Wize) y Lecanicillium
longisporum (Petch) Zare & W. Gams, entre otros (Quesada-Moraga y Santiago-
Alvarez, 2008; Roy et al., 2010).

1.4.1. Clasificacion sistematica
Los hongos entomopatdégenos tienen una gran capacidad de adaptarse e infectar ya
sean patégenos obligados o facultativos. Estos se encuentran en las divisiones
Zygomycota, Ascomycota, y Deuteromycota (Samson et al.,, 1988; Humber, 1998).
Son hongos que se caracterizan por formar micelio del que se originan las esporas
asexuales o conidios a partir de células conidibgenas especializadas formadas en
hifas simples o ramificadas denominadas conidiéforos. Esta clasificacion retne a la

mayoria de especies utilizadas en el control microbiano
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Dentro del Phylum Ascomycota y Deuteromycota los géneros mas comunes son
Aspergillus, Metarhizium, Hirsutella, Beauveria, Aschersonia, Culicinomyces,
Lecanicillium, Paecilomyces, Tolypocladium, etc. estos hongos presentan un micelio

septado, haploide, y las ascosporas forman cuerpos fructiferos llamados ascas.

1.4.2. Caracteristicas Generales de Hongos entomopatdégenos
1.4.2.1. Ciclo devida

Los hongos entomopatdgenos se encuentran en el medio ambiente, como esporas 0
clamidosporas; en la superficie de las plantas, en el suelo, en el aire 0 en el cuerpo
de insectos muertos. El ciclo de vida de los hongos entomopatdgenos inicia con la
germinacion de la espora sobre la cuticula del hospedero. Las esporas infectan a los
insectos a través de la penetracion de la cuticula, a menudo de las partes mas
delgadas del insecto, como las articulaciones o pliegues de la cubierta protectora. El
acceso de esporas en la epicuticula del huésped, y la posterior germinacién y
crecimiento, son las fases criticas del proceso de infeccion (Ortiz-Urquiza y Keyhani,
2013). Una vez dentro, el hongo crece en el hemocele de los insectos (Figura 1).
Muchos hongos también producen toxinas que aumentan la velocidad de muerte del
insecto. Después de la muerte del hospedero, el hongo crece a través del
exoesqgueleto donde comenzara a producir mas esporas. Las esporas se extienden
pasivamente a través de la accién del viento, la lluvia o el contacto con otros
insectos. Las esporas que no encuentran un hospedero mueren o persisten en el
suelo, la mayoria de ellas son viables durante una temporada de cultivo. Sin
embargo, algunas especies de hongos producen esporas de descanso
(clamidosporas) que al tener condiciones ambientales adecuadas son capaces de

infectar.
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Figura 1. Modo de accion general de hongo entomopatdégeno en insectos (Samuels et al, 2016).

1.4.2.2. Ecologia

Para desarrollarse, los hongos entomopatégenos, requieren una humedad relativa
del 93 % en el sitio de infeccion (Andersen et al., 2006), una temperatura que oscile
entre 20 y 30 °C. Ademas la humedad, la materia organica y el pH son factores
importantes en el proceso de infeccion. El viento y la luz son factores abidticos que
influyen de igual manera; el primer factor ayuda a dispersar las esporas, sin
embargo, la luz solar y los rayos ultravioleta pueden reducir el proceso de infeccion
(Sinha et al, 2016). Por lo que el suelo los protege de la radiacion solar y actia como
un amortiguador frente a condiciones extremas de temperatura y disponibilidad de
agua. De la misma manera es el habitat de muchos insectos huéspedes potenciales,

algunos de los cuales se producen en altas densidades (Humber, 2008).
1.4.3. Principales géneros y especies de hongos entomopatégenos

1.4.3.1. Caracteristicas de Beauveria bassiana (Bals) Vuillemin.
Beauveria bassiana es un hongo que crece naturalmente en el suelo a lo largo del
mundo y actla como un agente patdgeno en varias especies de insectos, causa la
enfermedad muscardina blanca (Sinha et al, 2016). Esta enfermedad fue descrita por

primera vez en 1834 por Agostino Bassi.
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Beauveria bassiana es un hongo entomopatdégeno perteneciente al orden de los
Hypocreales, forma una cubierta densa y blanca sobre el exoesqueleto de sus
hospederos, ocasionalmente forma sinemas; las células conidibgenas usualmente
agrupadas (verticiladas o solitarias), incoloras, con base globosa o parecido a un
frasco y la extension apical denticulada (raquis) sobre los cuales se desarrollan los
conidios; los conidios son aseptados, incoloros o amarillentos, globosos o

elipsoidales (Humber, 2012).
1.4.3.2. Caracteristicas de Metarhizium robertsii Bisch, Rehner y Humber

Metarhizium robertsii JF Bisch, Rehner y Humber (Clavicipitaceae) es un hongo que
tiene la caracteristica de presentar un estilo de vida bifuncional (Sasan et al., 2012).
No soOlo es un hongo entomopatdégeno ya que también coloniza facilmente la
rizosfera de las plantas (Hu y St. Leger, 2002). La utlidad de los hongos
entomopatdégenos para el control de plagas es una alternativa viable a los
insecticidas quimicos. Se ha demostrado que es un hongo competente en la rizésfera

(Hu y St. Leger, 2002), pero esta asociacion aln no ha sido completamente aclarada.

En los inicios de su descripcion en 1883 las especies del genero Metarhizium han
sido ampliamente estudiadas (Rocha et al. 2013), las investigaciones mas recientes
del complejo Metarhizium anisopliae s.l. (Metschnikoff) reconocen diez especies: M.
anisopliae s.s. y M. pingshaense y las nuevas especies M. frigidum, M. globosum y
M. robertsii, y se recupera a M. Brunneum; lo que eleva al nivel de especies a tres
variedades: M. acridum, M. lepidiotae y M. majus y finalmente reconoce a M. taii
como una sinonimia de M. guizhouense. (Bischoff et al. 2006; Bischoff et al. 2009;
Rocha et al. 2013).

Metarhizium robertsii es indistinguible de Metarhizium anisopliae, por la forma y el
tamafio de los conidios que son similares: M anisopliae (5.0-7.0 x 2.0— 3.5 ym) y M.
robertsii (5.0- 7.5 x 2.0-3.5 um); por lo que solo es posible diferenciarlos

molecularmente.
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1.4.3.3. Caracteristicas de Purpureocillium lilacinum (Thom) Luangsa-ard

El género presenta hifas hialinas a amarillentas, septadas de paredes delgadas. La
mayoria presenta ramificaciones verticiladas o irregularmente ramificadas, llevan en
su parte terminal en cada rama grupos de fialides, las cuales pueden ser también
solitarias. Las fialides constan de una porcion basal cilindrica o hinchada,
adelgazandose abruptamente a menudo para formar un cuello muy notorio. Los
conidioforos son ramificados, agrupados o irregulares. Los conidios se encuentran
agrupados en forma de cadena. Presentan un rapido crecimiento de sus hifas. El
conidiéforo presenta grupos de ramificaciones laterales, cada una de las cuales
presenta de 2 a 4 divisiones ovaladas antes de los conidios. Estos ultimos tienen una
longitud de 2,5-3,0 um de largo y de 2,0-2,2 um de ancho y presentan coloracion lila
(Samson, 1975). Las colonias crecen muy rapidamente, alcanzando un diametro de 5
a 7 cm en 14 dias a 25 ° C, forma un micelio aéreo floculante; inicialmente es de
color blanco, pero cuando la esporulacién inicia, se muestra un tono lilaceo. El
crecimiento 6ptimo para el desarrollo del microorganismo ocurre en un rango de 26-
30 °C, con un pH de 2-10 (Domsch et al., 1980).

1.4.4. Mecanismos de accién de los microorganismos
En la naturaleza existe una interaccién continua entre los patégenos potenciales y
sus antagonistas (bacterias, levaduras y hongos), de forma que estos ultimos
contribuyen a que en la mayoria de los casos, la enfermedad no se desarrolle. Se
han descrito varios mecanismos de accion de los antagonistas para controlar el
desarrollo de patégenos. Algunos de éstos son antibiosis, competencia por espacio o
por nutrientes, interacciones directas con el patégeno (micoparasitismo y lisis
enzimatica) e induccion de resistencia. La antibiosis ocurre cuando un
microorganismo produce moléculas que afectan negativamente a otros organismos
por toxicidad o inhibicion del crecimiento. Dentro de este grupo se incluyen los
productos metabdlicos como antibidticos, enzimas liticas y enzimas detoxificadoras.
La definicibn de competencia utilizada para los microorganismos, y los hongos, son
los efectos negativos de un organismo en otro como resultado del consumo de un

recurso de disponibilidad limitada, o de controlar el acceso a un recurso. Los
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Macroecélogos consideran dos tipos de competencia: competencia de interferencia y
competencia de explotacién; La competencia por interferencia se refiere a la
situacion en la que un organismo inhibe a otro por ejemplo, producir sustancias
guimicas alelopaticas o sombrear plantas de crecimiento mas lento o mas pequenas,
mientras que la competencia por explotacion, es la situacion cuando un organismo
utiliza un recurso y por tanto reduce su disponibilidad a otro organismo (Boddy,
2016). EIl parasitismo puede ser definido como una simbiosis antagonica entre
organismos. Sin embargo, la accion antagdnica entre dos hongos, es que uno
(hiperparasito) parasita al otro (micoparéasito) a través de una sintesis de exoenzimas
hidroliticas para facilitar la degradacion de la pared celular del hospedante. Un
antagonista puede utilizar a un hongo como fuente de alimento. El micoparasitismo
se divide en dos grupos: biotropicos, tienen un rango restringido de hospedantes y
necrotrépicos, matan a la célula antes o después de la invasion, excretan sustancias
toxicas y utilizan sus nutrientes (Pérez, 2004). Otro mecanismo importante de los
microorganismos de biocontrol es la capacidad de inducir cambios metabdlicos en
las plantas que aumentan su resistencia a una amplia gama de microorganismos
patégenos (hongos y bacterias). La Resistencia Sistémica Inducida (ISR, por sus
siglas en inglés), mejora la respuesta de las plantas al ataque de patdgenos
estimulando la produccién de compuestos de defensa en las plantas. La ISR
generalmente es de caracter sistémico, ya que la resistencia a enfermedades se
produce en los sitios de distancia, desde la ubicacion de los microorganismos de
biocontrol; la induccién de resistencia incluye la produccion de lipopolisacéaridos,
sideroforos y acido salicilico entre otros (Pieterse et al, 2014). Otra forma en la que
estos organismos benéficos actian, es a través de la promocion del crecimiento de
las plantas mediante la sintesis de fitohormonas, produccién de sideréforos,

solubilizacion de minerales y fijacion del nitrogeno atmosférico entre otros.

1.4.5. Microorganismos en el control de enfermedades en plantas
Existe un grupo importante de hongos y bacterias que presentan efectos antagénicos
contra microorganismos patdégenos de plantas. Los microorganismos mas usados en

control biologico pertenecen a los géneros Rhizobium, Pseudomonas, Bacillus,
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Trichoderma, Streptomyces etc. También se ha reportado el uso de levaduras y
recientemente el uso de entomopatdgenos para manejo de las enfermedades en
plantas (Vega et al., 2009). Desde hace varias décadas se viene documentando el
uso de microorganismos antagonicos para el manejo de enfermedades.

En cuanto al control biolégico contra Phytophthora spp., hay referencias en las
cudles cepas de Streptomyces han sido eficientes en la disminucién de la severidad
de P. megasperma en alfalfa y soja (Xiao et al., 2002), también se han citado a las
especies de Trichoderma harzianum, Trichoderma lignorum (Tode) Harz,
Trichoderma polysporum (Link: Persoon) Rifai, Trichoderma viride (Pers.),
Gliocladium roseum, y Bacillus subtilis, como antagonistas de varias especies de

Phytophthora (Gonzalez Benavente et al., 2002).

HIPOTESIS

“Los hongos entomopatdgenos tienen capacidad antagonica contra Phytophthora

cinnamomi y Alternaria alternata”.

OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL
Obtener aislamientos de hongos entomopatégenos y evaluar su capacidad

antagonica contra hongos fitopatogenos.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Obtener aislamientos de hongos entomopatégenos nativos de muestras de
suelo por la Técnica de insecto trampa usando larvas de Tenebrio molitor L.

- Obtener aislamientos de hongos entomopatdégenos nativos de muestras de
suelo por la Técnica de diluciones.

- Realizar bioensayos in vitro de cultivos duales de los aislamientos obtenidos

contra Phytophthora cinnamomi y Alternaria alternata.
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V.

METODOLOGIA
4.1. OBTENCION DEL MATERIAL BIOLOGICO.

4.1.1. Zona de colecta.

Tepatitlan de Morelos es una Ciudad y Municipio localizado en la Region Altos Sur en
el estado de Jalisco. Su ubicacion regional respecto al estado es al centro y con
respecto a la regidon al sureste, en las coordenadas 20° 54' 50" y los 21° 01' 30" de
latitud norte y los 102° 33' 10" a los 1021 56' 15" de longitud oeste a una altura de

1,800 metros sobre el nivel del mar.
4.1.2. Colectade muestras de suelo

Las muestras fueron recolectadas en 4 parcelas de aguacate cuya edad de los
arboles oscilaba entre los 3 y 6 afos, siendo parcelas relativamente jovenes; los
puntos de recoleccion fueron en la zona de goteo de los arboles, a una profundidad
de 20 cm de la rizésfera del arbol, se tomaron 5 muestras por arbol, de
aproximadamente 1 kg cada una, posteriormente se mezclaron y homogeneizaron
para tomar 1 kg como muestra del sitio. Cada muestra se coloc6 en bolsas de
polipapel, etiquetadas y trasladadas en una hielera para su analisis en laboratorio de
Control Biol6gico del programa de Proteccion Vegetal de la Universidad Autonoma
Chapingo.

4.2. Obtencién de aislamientos de Hongos Entomopatdogenos

4.2.1. Aislamiento directo
Los hongos entomopatégenos fueron aislados de muestras de suelo utilizando la
técnica de insecto trampa (Zimmermann, 1986) (Figura 2). En esta etapa se utilizaron
larvas de Tenebrio molitor L. de 2.5 a 3 cm de longitud. Las muestras de suelo se
tamizaron por separado en el laboratorio de Control Biolégico de la Universidad
Autonoma Chapingo, las muestras se dividieron en 10 sub-muestras, que fueron
depositadas en recipientes nuevos de plastico con tapa, previamente desinfectados
con alcohol, las muestras de suelo fueron humedecidas con agua destilada estéril; en

cada sub-muestra se colocaron 5 larvas de Tenebrio molitor y se incubaron a 25 °C
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en un cuarto obscuro durante 20 dias. Cuando las larvas presentaron sintomas de
infeccion, se retiraron del vaso y se colocaron de manera individual en camaras
hamedas que contenian papel filtro estéril, se incubaron a 28 °C hasta producir
esporulacion. Posteriormente se tomd una pequefia cantidad de conidios con una

aguja y se sembraron en cajas Petri con medio de cultivo ADS (Agar Dextrosa

Sabouraud), se incubaron a 28 °C, por un periodo de 10 dias.

Figura 2. A) Larvas de Tenebrio molitor, B) Recipiente con muestra de suelo, C) Larva micosada, D)
Aislamiento.

4.2.2. Aislamiento por dilucion de suelo
Se utilizé la técnica de diluciones seriadas para la obtencion de hongos
entomopatdgenos, la cual consistio en diluir 0.10 gr de suelo en 900 ul de agua
destilada estéril y se agit6 mecanicamente durante 10 minutos para posteriormente
hacer diluciones de 10, 102, 10° y 10, para realizar las siembras se utilizaron 100
ul de las diluciones 102y 10 en cajas Petri con medio ADS y con ayuda de un
triangulo de vidrio se homogeniz6 la dilucion. Las cajas Petri se incubaron a 28°C
durante dos dias para posteriormente realizar aislamientos, hasta obtener cultivos

puros.

4.2.3. Obtencién de cultivos monosporicos
Para la obtencidon de los cultivos monosporicos se utilizaron los aislamientos puros,
con ayuda de una asa bacterioldgica se toco una colonia de cada hongo aislado con
la finalidad de que conidios y micelio quedaran adheridos, estos se suspendieron en
1 ml de Tween80 estéril al 0.03 % contenido en tubos Eppendorf de 1.5 ml. De esa
suspension se tomaron 100 pl con ayuda de una micropipeta se vaciaron a una caja

Petri que contenia medio de cultivo ADS. Se esparcié con ayuda de un triangulo de
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vidrio y se incub6 a 28 °C durante 24 horas. Pasado este tiempo, se observo en el
microscopio los conidios germinados y se transfirieron individualmente a una nueva

caja Petri con medio de cultivo ADS.

4.2.4. Obtencién de aislamientos de Hongos fitopatégenos

Los aislamientos de Phytophthora cinnamomi y Alternaria alternata se obtuvieron por
trampeo de suelo, metodologia usada por Almaraz et al., 2013.

4.3. Identificacién morfoldgica.

De los aislamientos monospéricos se realizaron preparaciones en seco, que consistio
en colocar una muestra de conidios en un portaobjetos, se cubri6 con un
cubreobjetos; la toma de fotografias se realiz6 en un microscopio con camara licida
(Leica DM750), con el programa Leica Application Suite, LAS EZ version 3.0.0. Se
emple6 el aumento de 40x para obtener una mejor visualizacion de los conidios
(Figura 3). Para la digitalizacion de las fotografias se usé el editor de imagenes
GIMP2.8.2, con el fin de depurar y modificar las ilustraciones, para dar pie a la
imagen final. El programa ImageJ version 1.51c se utilizé para medir el largo y ancho
de los conidios. Para su identificacion se utilizaron las claves taxonOmicas de
Humber 2012.
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Figura 3. Fotografia de conidios a 40 X
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4.4. Identificacién molecular
4.4.1. Extraccion del ADN gendmico.

Para la extraccion del ADN genomico se utilizaron aislamientos con 7 dias de
crecimiento en medio de cultivo ADS. Se sigui6 el protocolo modificado de Manicom
B.Q. (1987).

4.4.2. Amplificacion del ADN

Se amplificaron las regiones espaciadoras de transcripcion interna (ITS) utilizando
los oligonucleotidos ITS5 e ITS4. El volumen de reaccion de la PCR fue de 20 pl,
contenia 8.9 ul de agua, 0.5X de buffer de PCR, 1 mM de dNTP’s, 0.5 mM de cada
primer, 0.25 U/ul de Taq polimerasa y 3 pul de ADN, las condiciones de amplificacion
para la mezcla de reaccion fue: desnaturalizacion inicial a 94°C por 3 min; 35 ciclos
de desnaturalizacién a 95°C por 30s, hibridacion a 42 °C por 1 minuto y extension a
72°C por 2 min; y una extension final a 72°C por 5 minutos. El producto amplificado
fue enviado a secuenciar a Macrogen (Seoul, Korea). Las secuencias obtenidas se
editaron en el programa BioEdit 7.2.5, el alineamiento se realiz6 con el programa
Clustal W y se compararon en el programa BLAST del NCBI (Centro Internacional

para la Informacion Biotecnologica).
4.5. Andlisis filogenético

Las secuencias fueron alineadas con el programa Clustal W, la divergencia entre
individuos fue cuantificada usando el modelo de distancia Kimura dos parametros. Se
crearon arboles por el Método de Maxima Verosimilitud. El analisis fue realizado con
el programa MEGA7 7.0.14.

4.6. Pruebas de germinacion

Para evaluar la viabilidad de los conidios de los aislamientos monospadricos, se
colocaron 50 pl de una dilucién 1X10 en 5 puntos de una caja Petri con medio de
cultivo ADS y se incubaron a 28°C por un lapso de 48 horas. Pasado este tiempo, se
colocd una gota de azul de lactofenol para detener la germinacion, un conidio se

consider6 germinado cuando el tubo germinativo supero el diametro del conidio. Por
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cada lectura en un campo del microscopio de luz con el objetivo de 40X, (contando
cinco campos macroscopicos por alicuota) se conto el total de conidios germinados y
no germinados para determinar luego el porcentaje de germinacion usando la

siguiente férmula:

Total de conidios germinados
Faorcentaje de germinacian = = 100
Total de conidios germinados v no germinados

4.7. Pruebas de antagonismo in vitro

Para realizar los bioensayos, los hongos entomopatégenos se sembraron cinco dias
previos al bioensayo en cajas Petri (100 x 15 mm) con 15 ml de medio de cultivo
ADS; En el caso de los hongos fitopatégenos (HF), se sembraron 10 dias de
anticipacion para el caso de Phytophthora cinnamomi y siete dias para Alternaria
alternata.

Para determinar la concentracidbn de inoculo, los hongos entomopatégenos y
Alternaria alternata crecieron en cajas Petri con medio de cultivo ADS e incubadas en
28 °C durante 15 dias; una vez crecidos y con suficiente esporulacion se rasparon
con una espatula estéril para posteriormente vaciarlos a un tubo Falcon que contenia
30 ml de Tween 80 al 0.03% , se agitd mecanicamente durante 5 minutos, se filtr6 a
través de una gasa estéril para separar conidios de micelio y medio de cultivo; se
procedido a medir la concentracion de esporas por medio de diluciones seriadas, el
conteo se realizé en una camara de Neubauer y un microscopio compuesto. La
concentracion usada para inocular las cajas Petri con medio de cultivo ADS para las
pruebas de confrontacion dual fue de 1x10’, se tomaron 100 pl de cada suspensién y
se dispersd con ayuda de un triangulo de vidrio estéril. De Phytophthora cinnamomi
se tomo un circulo de medio inoculado y se coloco en el centro de la caja Petri, todas

las cajas se incubaron a 28°C en los tiempos sefialados para cada hongo.

4.7.1. Pruebas de confrontacion dual
La evaluacién se hizo por el método de bioensayo dual, metodologia usada por Bell
et al., 1982 la cual fue modificada y consistié en colocar a 1 cm del centro de la caja

Petri un disco de 7 mm de diametro del medio de cultivo con el hongo
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entomopatdégeno (HE) y en direccion opuesta, se colocd a 1 cm del centro de la caja
Petri un disco del agente fitopatégeno (HF) (Figura 4). Se evaluaron los 3 hongos
entomopatdégenos (HE) aislados de suelo de aguacate contra los hongos
fitopatdgenos Phytophthora cinnamomi y Alternaria alternata.

Figura. 4. Confrontacion dual entre hongos entomopatdgenos y fitopatdgenos

Se tuvo un total de 3 tratamientos para cada hongo fitopatégeno con cinco replicas.
Las cajas Petri se incubaron a 28 °C durante 15 dias (Figura 5), durante este tiempo,
se escanearon utilizando un escaner HP Scanjet 5590 cada tercer dia para observar
el crecimiento radial y con ayuda del programa GIMP 2.8.2 se procesaron las
imagenes. Para calcular el area de crecimiento de cada hongo se utilizé el programa

ImageJ version 1.51c.

Figura 5. Bioensayo de antagonismo de hongos entomopatdgenos contra Phytophthora cinnamomi y
Alternaria alternata.
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Con los datos obtenidos, se calcul6 el Porcentaje de Inhibicion del crecimiento radial
(PICR), que mide el antagonismo de los microorganismos confrontados junto con sus

respectivos testigos, empleando la formula utilizada por Royse (1978).

PICR=R1-R2-100
R1

Donde R1 es el radio mayor (radio patdgeno-testigo) y R2 es el radio menor (radio

del patégeno en cultivo dual).

4.8. Disefio Experimental y analisis estadistico

Con el objetivo de seleccionar el mejor tratamiento de inhibicion de crecimiento de
Phytophthora cinnamomi y Alternaria alternata, se utilizd un Disefio Completamente
al Azar, se utilizaron las &reas totales en cm? de los hongos entomopatégenos; los
datos se evaluaron con una prueba de normalidad de Kolmogorov-Smirnov y se
transformaron por LOG (y). Posteriormente se realizé un Andlisis de Varianza y una
prueba de comparaciones multiples de Tukey (p<0.05). Los datos se analizaron en el

Programa SAS v.9.0 para Windows.

V. RESULTADOS
5.1. Aislamientos obtenidos

Se aislaron 2 hongos entomopatdgenos en el trampeo de muestras de suelo (Figura
6), los cuales correspondieron a los géneros de Beauveria y Metarhizium. Mientras
que por el método de dilucion de suelo se obtuvo a Purpureocillium lilacinum. Estos
aislamientos se encuentran conservados en el cepario del Laboratorio de Control
Biologico del Programa de Posgrado en Proteccidon Vegetal de la Universidad

Autonoma Chapingo.
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Figura 6. Aislamiento de Beauveria bassiana (A), de Metarhizium (B) y de Purpureocillium lilacinum

(C) crecidos en medio de cultivo ADS.

5.2. Identificacién morfolégica

La identificacion de los hongos aislados se realizd mediante las claves de Humber
(2012) tomando como base sus estructuras de reproduccion, que en este caso
fueron los conidios para la identificacibn de Beauveria bassiana (Figura 7),

Metarhizium robertsii (Figura 8) y Purpureocillium lilacinum (Figura 9).

Del género Beauveria bassiana (Figura 7) se observé que presenta conidios en
forma globosa a subglobosa y una coloracién blanca cremosa, con un tamafio
promedio de 1.9 x 1.4 um, coincidiendo con Humber (2012) donde refiere que el
tamafo de los conidios oscila entre 1.5 - 3.5 um, estas estructuras se presentan

dispuestas en un raquis en forma de zigzag.
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Figura 7. Fotografia a 40 x de B. bassiana, (A) se aprecia el raquis en forma de zigzag de donde
emergen las esporas globosas (B), caracteristicas que distinguen a este género.

En lo que refiere al género Metarhizium (Figura 8), los conidios son cilindricos u
ovoides, dispuestos en largas cadenas y miden en promedio 3.9 x 2 um, resultados
similares a los sefalados por Bischoff et al (2009) donde menciona que los conidios
miden 5.0-7.5 x 2.0 — 3.5 um.

Figura 8. Conidios de Metarhizium mostrando masas de conidios paralelas, formando columnas
prismaticas.

Purpureocillium lilacinum (Figura 9) presenta conidios en cadenas basipétalas,
unicelulares, ovoides a fusoides, hialinos (Barnet y Hunter, 1998), en éste caso

midieron en promedio 1.7 x 1-2 pm.
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Figura 9. Estructuras de Purpureocillium lilacinum se observan los conidios elipticos, organizados en
cadenas en el apice de las fialides.

5.3. Identificacién molecular

Por los resultados obtenidos se confimé la identidad de los hongos

entomopatdgenos coincidiendo con la identificacion morfolégica.
5.3.1. Analisis filogenético

La amplificacion fue de 585 pares de bases para el caso de Beauveria (JALBB1), el
porcentaje de similitud fue de 99% (E-value=0.0) con la especie bassiana, mientras
gue para el aislamiento de Metarhizium (JALMR2) se generaron 561 pares de bases
y su porcentaje de similitud 97% (E-vale=0.0) con la especie robertsii; se obtuvieron
590 pares de bases; en el caso de Purpureocillium (JALPL3) el porcentaje de
similitud 99% (E-value=0.0) en comparacion con la especie lilacinum. La

comparacion de todos los aislamientos se realizo en el programa BLAST del NCBI.

La secuencia parcial de ITS fue obtenida para el aislamiento JALBB-1 de B. bassiana
con un producto de 560 pb, el analisis mostré que el aislamiento se agrupo, con las
secuencias seleccionadas del GenBank de la especie bassiana (Analisis de Maxima
Verosimilitud; apoyado en 76% de soporte de rama y 1000 réplicas de bootstrap), sin
embargo, la matriz de distancias indicO que al comparar entre secuencias existen
variaciones; mientras que al comparar con la especie B. brongniartii la separacion fue
de 100% (Figura 10).
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KT932308 Beauveria bassiana

0000
JTN3IT9809  Bemnveria bassiana
72 0.000
D.009
16 KC753382  Beawveria bassiana
004 0.000

JALBE1 Beauveria bassiana
0.306 0009

JN3ITO810  Beauveria bassiana
0.000

JQ621962.1 Bemuveria brongniartii
0.320

0.050

Figura 10. Filogenia del aislamiento JALBB1 inferido desde Maxima verosimilitud (ML) y 1000 réplicas
de Boostrap, basado en el modelo Kimura 2-parametros.

En el caso del aislamiento JALMR2 se obtuvieron 561 pares de bases, el analisis
mostré que el aislamiento se agrupd con las secuencias seleccionadas del GenBank
en la especie M. robertsii (Analisis de Maxima Verosimilitud; apoyado en 79% de
soporte de rama y 1000 réplicas de bootstrap); la matriz de distancia indicé que al
comparar entre secuencias existen pequefias variaciones con respecto a la especie
de M. robertsii (Figura 11).
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KU983798.1 Metarhizium robertsii

100 0.000
05 [1-325| HM055440.1  Metarhizium robertsii
1.086 0.000
L KU983796.1 Metarhizium robertsii
9.327 0.129
79 |JALMR2 Metarhizium robertsii
1.074/0 000
KC355179.1 Metarhizium robertsi
2.206
FJ545325.1 Metarhizium anisopliae
12.607
——

2

Figura 11. Filogenia del aislamiento JALMR?2 inferido desde Maxima verosimilitud (ML) y 1000 réplicas
de Boostrap, y la matriz de distancia indicé que entre mas cercano a cero las secuencias son iguales,
basado en el modelo Kimura 2-pardmetros.

Para el caso del aislamiento JALPL3 se obtuvieron 590 pb, el analisis filogenético del
aislamiento P. lilacinum lo agrupo en la especie lilacinum (Analisis de Maxima
Verosimilitud; apoyado en 99% de soporte de rama y 1000 réplicas de bootstrap); la
matriz de distancia fue de 0.00 con respecto a lilacinum, esto indicO que existe

similitud entre las secuencias y el aislamiento en estudio (Figura 12).
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JALPL3  Purpureocillium lidacinum
0.000

99 FI765024.1 Purpureocillium lilacinum
0.020 0.012

HQ607867.1  Purpureocillium lilacinum
0.092 0.001

KI415585.1 Purpureocillium lilacinum
-7 | 0.007

0.003
KR025540.1 Purpureocillium lilacinum

0.001

GU183118.1 Lecanicillium lecanii

0.123

L

0.020

Figura 12. Filogenia del aislamiento JALPL3 inferido desde Méxima verosimilitud (ML) y 1000 réplicas
de Boostrap, basado en el modelo Kimura 2-parametros.

5.4. Pruebas de Germinacion

El porcentaje de germinacion de los aislamientos evaluados correspondié a 100 % a

las 48 horas de evaluacion.

5.5. Evaluacion antago6nica in vitro

Al realizar las confrontaciones para evaluar la inhibicion de los aislamientos de
hongos entomopatégenos contra hongos fitopatbgenos se observé competencia por
espacio. Los resultados del analisis de varianza (Cuadro 1) Pr>F (<.0001), indicaron
gue el efecto de los hongos entomopatdgenos en el crecimiento de Phytophthora y
Alternaria, produce diferencias significativas (P<0.01, a=.0001), es decir, existe

competencia entre los hongos entomopatégenos y los hongos fitopatdgenos.
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Cuadro 1. Salida del analisis de varianza para los datos de areas transformadas LOG

V).

Fuente df Suma Cuadrado de f-valor pr>f
de la media
cuadrados
Modelo ‘ 7 9.9977009 1.42824299 23.70 <.0001
Error ‘ 32 1.92843650  0.06026364
Total 39 11.92613745
correcto

Debido a que se detectaron diferencias en los tratamientos se aplicé la prueba de
comparacion de medias de Tukey (Cuadro 2), observandose que el tratamiento 1
(Testigo P. cinnamomi) es diferente a los demas tratamientos (p<0.05), sin embargo
el Testigo 2 (A. alternata) es ligeramente mas pequefio que el testigo 1, mientras
que los tratamientos 5 P. cinnamomi — P. lilacinum (Pc-PI), 8 A. alternata- P. lilacinum
(Al-PI) y 6 A. alternata-B. bassiana (Al-Bb) tuvieron un crecimiento ligeramente
similar (p>0.05), pero significativamente diferentes de los tratamientos 7 (Al-Mr) y
tratamiento 3 P. cinnamomi-B. bassiana (Pc-Bb).

Cuadro 2. Resultado de la Prueba de comparaciones de Medias Tukey para a=0.05

Agrupamiento Medias n TRATAMIENTO

A 3.8970 5 1(Testigo P. cinnamomi)
BA 3.5372 5 2 (Testigo A. alternata)
BAC 3.4241 5 5 (Pc-Pl)
BDC 3.3129 5 8 (Al-PI)
BDC 3.0850 5 6(Al-Bb)

DC 2.9763 5 4(Pc-Mr)

D 2.9081 5 7(Al-Mr)

E 2.1025 5 3 (Pc-Bb)

Error: 0.0.60264 gl: 32
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Los aislados de hongos entomopatdgenos presentaron porcentajes de inhibicidn
entre 16.24 % y 38.10 % (Figura 13) contra P. cinnamomi. M. robertsii se destaco por

presentar halos de inhibicion que impidieron el desarrollo normal de P. cinnamomi

En confrontacion con A. alternata, M. robertsii inhibié 31.37 %, B. bassiana 29.87 % y

P. lilacinum con 27.14 % (Figura 14).

45
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Figura 13. Porcentaje de inhibicion del crecimiento radial de los hongos entomopatégenos Beauveria

bassiana, Metarhizium robertsii y Purpureocillium lilacinum en confrontacién con P. cinnamomi.
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Figura 14. Porcentaje de inhibicion del crecimiento radial de los hongos entomopatégenos Beauveria
bassiana, Metarhizium robertsii y Purpureocillium lilacinum en confrontacion con A. alternata.
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En las Figuras 15 y 16 se aprecia el crecimiento de los hongos confrontados, se
observa que los aislamientos de Metarhizium, Beauveria y Purpureocillium tienen la

capacidad de inhibir el crecimiento de los hongos fitopatdgenos.

Figura 15. Efecto antagénico entre hongos entomopatdgenos y hongos fitopatégenos. A) B. bassiana-

P. cinnamomi, B) M. robertsii-P cinnamomi C) P. lilacinum- P.cinnamomi
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Figura 16. Efecto antagonico entre hongos entomopatdégenos y hongos fitopatdégenos. A) B. bassiana-

A. alternata; B) M. robertsii- A. alternata; C) P. lilacinum- A. alternata

Los resultados encontrados indican que los aislamientos nativos de hongos
entomopatdégenos pueden ser utilizados en el control biolégico de P. cinnamomi y A.
alternata, la inhibicion que se dio pudo ser por nutrientes o la liberacion de
metabolitos que se liberan al medio de cultivo; con esto, los hongos
entomopatdégenos se pueden considerar como herramientas en el control bioldgico

de hongos fitopatdgenos.
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VI.

DISCUSIONES

Los hongos entomopatdégenos son agentes reguladores de poblaciones de insectos
plaga y recientemente se ha encontrado que muchos de ellos juegan roles
adicionales en la naturaleza (Vega et al, 2009). La inquietud de conocer el
comportamiento entre hongos entomopatdgenos y hongos fitopatbgenos motivo

llevar a cabo esta investigacion.

En la evaluacion de las muestras de suelo de huertas de aguacate en busca de
hongos entomopatdgenos, el resultado fue satisfactorio; se logré aislar a Beauveria
bassiana, Metarhizium robertsii y Purpureocillium lilacinum, agentes de biocontrol en
insectos que tienen una amplia distribucion en suelos de todo el mundo, (Keller and
Zimmermann 1989; Bidochka et al, 1998; Klingel et al.,, 2002; Sun et al., 2008);

Pérez-Gonzélez et al. 2014).

Al estudiar cualquier microorganismo, es necesario conocer los métodos que nos
permitan identificar especificamente la especie a trabajar, para ello se realiza la
identificacion morfolégica usando claves taxondmicas, sin embargo, en las ultimas
décadas se han desarrollado técnicas moleculares de deteccion e identificacion de
microorganismos en cuestion. La identificacidon morfolégica de Beauveria bassiana y
Purpureocillium lilacinum, tomando en cuenta el tamafio de los conidios, coincidio
con Humber (2012), a Metarhizium robertsii se le compar6 y coincidio con resultados
obtenidos por Bischoff (2009) quien evallo las relaciones filogenéticas del complejo
M. anisopliae identificando linajes monofiléticos y aclarando la taxonomia de
especies. Para la identificacion molecular de los aislamientos obtenidos se usaron los
primers ITS5 e ITS4 obteniendo fragmentos de 585, 561 y 590 pares de bases en B.
Bassiana, M. robertsii y P. lilacinum respectivamente, Galan (2012) obtuvo resultados
similares con B. bassiana y M. anisopliae con los ITS5 e ITS2; con el fin de
caracterizar mediante ITS al hongo Paecilomyces identificado macroscépica y
microscopicamente, Suarez-Contreras y colaboradores (2015) realizaron la
comparacién de cepas usando los ITS 4 y 5, concluyeron que molecularmente
algunas de ellas pertenecen a Purpureocillium lilacinum, por lo que se requieren

estudios mas especificos para determinar especies. Al evaluar la germinacion de los
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hongos entomopatégenos a las 48 horas, los resultados demuestran 100 % de
germinacion in vitro. Ruiz Sanchez et al. (2011) obtuvo resultados similares al
evaluar cepas nativas de Metarhizium. Elosegui Claro y Elizondo Silva (2010)
realizaron pruebas de germinacién en cocultivo de Beauveria bassiana, Metarhizium
anisopliae y Lecanicillium lecanii y observaron que el porcentaje de germinacion fue
superior al 95 %. Otros investigadores han estudiado enzimas asociadas a la
germinacion de los conidios encontrando que las proteasas incrementan la virulencia
del hongo debido a la aceleracion de la germinacion (Bidochka y Khachatourians,
1990; Zhanga, 2008). Por otro lado, Tiscornia (2012) determiné que las proteasas
producidas por M. anisopliae se producen rapidamente a las 48 horas, quedando
confirmada esta informacién al comparar el alto porcentaje de germinacion obtenida

en este estudio.

La utilizacion de microorganismos antagonistas plenamente identificados, es una
alternativa viable y amigable con el ambiente, sin dejar de mencionar el beneficio
econOmico respecto a los plaguicidas convencionales. Trabajos previos con estos
agentes de biocontrol mencionan que B. bassiana aislado en tomate se confrontd
con el patégeno Pythium myriotylum observandose parasitismo al enrollar sus hifas
sobre el micelio del patégeno (Ownley et al, 2008); a P. lilacinum junto con B.
bassiana se les ha encontrado satisfactoriamente como endofitos al inocular semillas
de algodoén, cumpliendo ademéas su papel como entomopatégeno; Lozano-Tovar
(2013) uso cepas de M. brunneum y B. bassiana y reporta una inhibicion del 42 al 62
% respectivamente contra Phytophthora spp concluyendo que se da un mecanismo
de antibiosis, en comparacion con los resultados obtenidos, existe una gran
diferencia en porcentaje, debido a que en este experimento el género Metarhizium
logro 38.10 % de inhibicion contra P. cinnamomi y B. bassiana logré 16.24 %, esto
probablemente se debe al distinto medio de cultivo usado en los experimentos. En
este experimento, el aislamiento de P. lilacinum dio los mejores resultados al tener el
porcentaje de inhibicion del crecimiento radial mas alto y observarse una
competencia por nutrientes y espacio contra los dos hongos fitopatdbgenos usados.
M. robertsii presentd un halo de inhibicibn contra P. cinnamomi y A. alternata

inhibiendo su crecimiento, esto se debe a las proteasas que este hongo puede
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generar de acuerdo con Tiscornia (2012). En el caso de B. bassiana, mostré una
inhibicion de 16.24 y 29.87 % contra P. cinnamomi y A. alternata. Los mecanismos
de antagonismo observados se deben, de acuerdo con Franco-Chavez vy
colaboradores (2011), a que los hongos entomopatégenos producen metabolitos que
son usados para inhibir y degradar el crecimiento y la pared celular de los hongos

fitopatégenos.

VII.  CONCLUSIONES

Se obtuvieron dos aislamientos por la técnica de insecto trampa, que
correspondieron a los géneros Beauveria y Metarhizium, mientras que por el método

de diluciones seriadas de suelo se obtuvo a Purpureocillium lilacinum.

El aislamiento nativo de M. robertsii es el antagonista que presento el porcentaje mas
alto de inhibicién contra P. cinnamomi y A. alternata presentando habilidades de
micoparasitismo, competencia por espacio e inhibicién del crecimiento de acuerdo

con las pruebas in vitro.

Los hongos entomopatdgenos tuvieron una inhibicion del 16.24 % al 38.10 % contra

hongos fitopatégenos en condiciones de laboratorio.

M. robertsii, B. bassiana y P. lilacinum se pueden incluir en el manejo de P.

cinnamomi y A. alternata.
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