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RESUMEN GENERAL

CEPAS NATIVAS DE Trichoderma spp. CON POTENCIAL PARA EL
MANEJO DE Paramyrothecium roridum [(Tode) L. Lombard y Crous] EN
VIVEROS DE CAFETOS

Se identifico a Paramyrothecium roridum como agente causal de la mancha foliar
en plantulas de cafeto. La cepa patogénica se aislé de hojas con sintomas de
manchas foliares y necrosis de tallo en plantulas proveniente del estado de
Chiapas. Se aislaron cepas nativas de Trichoderma spp. de regiones productoras
de café en el estado de Hidalgo, Puebla y Veracruz, México. Los objetivos de
esta investigacion fueron caracterizar Trichoderma spp. en ecosistemas
silvestres y agroecosistemas, mediante aspectos genotipicos y fenotipicos para
evaluar su eficacia in vitro contra P. roridum. Trichoderma spp. se aislo
directamente de suelo mediante el método de dilucion de esporas en cajas Petri
con medio de cultivo Papa Dextrosa Agar. Dieciséis cepas se identificaron
morfolégicamente como Trichoderma spp. y 2 cepas (T8=MB y T15=CH1)
identificadas morfolégica y molecularmente como Trichoderma harzianum. La
identificacion filogenética se realiz6 mediante marcadores moleculares ITS1 e
ITS4. Se evalud la capacidad antagdnica de cada cepa mediante la técnica de
cultivos duales, analizando las variables: dias al primer contacto entre hifas,
clasificacion de antagonismo y porcentaje de inhibicion. Se utilizé un experimento
completamente al azar con cinco repeticiones. Los datos obtenidos fueron
sometidos a un analisis de varianza y prueba de comparaciéon multiple de medias
(Tukey a=0.05). En general las cepas tuvieron contacto hifal a los 4 dias después
de la siembra con excepcion al T8(MB) que tuvo contacto a los 3 dias. Doce
cepas presentaron clasificacion de antagonismo tipo Il y 6 cepas mostraron
antagonismo tipo I. En el porcentaje de inhibicion el T3 (16.59%) y T12 (17.52%)
fueron los mejores. Este es el primer reporte de control biolégico en México
usando Trichoderma spp. contra P. roridum.

Palabras clave: Trichoderma spp., Paramyrothecium roridum, identificacion,
Mancha foliar, Cafeto.

Tesis de Maestria en Ciencias, Universidad Autbnoma Chapingo.
Autor: Silverio Jarquin Cordero.
Director: Dimas Mejia Sanchez.



ABSTRACT

NATIVE STRAINS OF Trichoderma spp. WITH POTENTIAL FOR THE
MANAGEMENT OF Paramyrothecium roridum [(Tode) L. Lombard y Crous]
IN COFFEE TREE NURSERIES

Paramyrothecium roridum was identified as the causal agent of leaf spot in coffee
seedlings. The pathogenic strain was isolated from leaves with symptoms of leaf
spots and stem necrosis in seedlings from the state of Chiapas. Native strains of
Trichoderma spp. from coffee-producing regions in the state of Hidalgo, Puebla,
and Veracruz, México were isolated. The objectives of this research were to
characterize Trichoderma spp. in wild ecosystems and agroecosystems through
genotypic and phenotypic aspects to evaluate its in vitro efficacy against P.
roridum. Trichoderma spp. was isolated directly from the soil by spore dilution
method in Petri boxes with Potato Dextrose Agar culture medium. Sixteen strains
were morphologically identified as Trichoderma spp. and 2 strains (T8=MB and
T15=CH1) were identified morphologically and molecularly as Trichoderma
harzianum. Phylogenetic identification was performed using molecular markers
ITS1 and ITS4. The antagonistic capacity of each strain was evaluated using the
dual culture technique, analyzing the variables: days to first contact between
hyphae, antagonism classification, and inhibition percentage. A completely
randomized experiment with five replicates was produced. The data obtained
were subjected to an analysis of variance and a multiple comparison test of means
(Tukey a=0.05). In general, the strains had hyphal contact at 4 days after sowing,
with the exception of T8(MB) which had contact at 3 days. Twelve strains
presented type Il antagonism classification and 6 strains showed type |
antagonism. In the percentage of inhibition, T3 (16.59%) and T12 (17.52%) were
the best. This is the first report of biological control in Mexico using Trichoderma
spp. against P. roridum.

Keywords: Trichoderma spp., Paramyrothecium roridum, identification, Leaf
spot, Coffee tree.

Thesis, Universidad Auténoma Chapingo.
Author: Silverio Jarquin Cordero.
Advisor: Dimas Mejia Sanchez.



INTRODUCCION GENERAL

En México el cultivo del cafeto es generador de empleos directos, indirectos y de
divisas para el pais y contribuye a la conservaciéon de la biodiversidad, aporte
econdémico, social, cultural y ecolégico (Rojo, 2014; FIRA, 2017; CEDRSSA,
2020).

A nivel internacional, Brasil es el principal productor de café con 3 700 231 t,
seguido de Vietnam (1 763 476 t), Colombia (833 400 t), Indonesia (773 409t) y
Etiopia (584 790 t). México ocupa el lugar nimero 12 por su produccion de 175
555 t y el sexto lugar por la superficie cosechada con 636 004 ha (FAOSTAT,
2020; Elms, 2021).

En México se tienen establecidas aproximadamente 711 708 ha de cafeto,
distribuidas en 484 municipios de 14 entidades federativas, siendo los principales
Estados productores; Chiapas (384 937 t), Veracruz (229 997 t), Puebla (146 163
t), Oaxaca (85 663 t), Guerrero (38 960 t) e Hidalgo (29 268 t) que en conjunto
concentran aproximadamente el 96 % del total de la produccién (Elms, 2021;
SIAP, 2021).

A nivel nacional el sector cafetalero enfrenta una serie de desafios en el proceso
de produccion, entre éstos destacan el cambio climatico, deficiente manejo
agronémico, escasa técnica de produccién implementada por los pequefios
productores, edad de las plantaciones y el efecto de plagas, entre otros (Fabienne
y Jacques, 2014; ICO, 2018; CEDRSSA, 2019).

Hay importantes enfermedades que causan estragos en las fincas cafetaleras de
todo el mundo, entre éstas destacan la roya (Hemileia vastatrix), la antracnosis
(Colletotrichum kahawae) y la traqueomicosis (Fusarium xylarioides). A nivel de
plantulas existen enfermedades que afectan al cultivo de cafeto, por ejemplo,
Rhizoctonia solani, Fusarium spp., Pythium y el cancro o mancha foliar, causado

por Paramyrothecium roridum (Tode) L. Lombard y Crous (Rojo, 2014).



Entre las principales medidas de manejo fitosanitario destaca el uso de
fungicidas, variedades resistentes y acompafiamiento de practicas culturales al
cultivo. También se han empleado hongos antagonistas como Lecanicillium
lecanii, Trichoderma harzianum, T. koningii, Beauveria bassiana y la bacteria
Burkholderia cepacia (Rojo, 2014; 1ICO, 2018).

En viveros y huertos cafetaleros ubicados en Puebla, Veracruz y Chiapas, se han
observado sintomas similares a las reportadas por Pelayo et al. (2017),
considerando que este patdgeno se inicia en el semillero y se desarrolla en las
plantulas. Los cafetos infectados muestran sintomas de cancros en las partes
bajas de los tallos y pudricién de la raiz pivotante, causa necrosis de tallo y
mancha foliar; particularmente durante lluvias continuas, produce una pérdida de
plantulas de hasta el 33 % (Ranjini y Raja, 2019; Rodriguez, 2019). Por
consiguiente, esta enfermedad estd afectando a viveros de los estados
mencionados, surgiendo la necesidad de identificar al agenta causal y buscar
estrategias de manejo amigables con el ambiente como el uso de agentes

antagonistas nativos.

Se han realizado pocas evaluaciones in vitro de fungicidas y agentes bioldgicos
para el manejo de esta enfermedad; las primeras pruebas se realizaron en Puerto
Rico e India (Mercado y Rodriguez, 2001; Daivasikamani, 2013). En India se
reporta resultados sobre la eficacia de agentes biolégicos nativos aislados de
suelo (Trichoderma harzianum y Trichoderma viride) para el control in vitro de P.

roridum (Ranjini y Raja, 2019).

Actualmente, la informacién en el uso de agentes biologicos en México es
escasa, por lo que se requiere el empleo mas extensivo del control biolégico y
para ello es necesario la obtencion de agentes biocontroladores mas eficaces de
los que existen actualmente, agentes nativos que sean capaces de competir con

los fitopatdgenos dentro de un mismo nicho ecolégico (Andrews, 2002).



JUSTIFICACION

El proceso de produccion agricola del cafeto en México se ve afectado por
enfermedades causadas por hongos patégenos, principalmente debido a las
condiciones ambientales en las que se desarrolla este cultivo; en este sentido, se
destaca el primer informe de la mancha foliar en cafeto (Variedad Oro Azteca)
provocada por P. roridum, que Pelayo et al. (2017) observan en un vivero ubicado
en la region de la Candelaria, Loxicha, Oaxaca. En visitas a viveros y huertos
cafetaleros ubicados en Puebla, Veracruz y Chiapas, se han observado sintomas
similares a las reportadas por Pelayo et al. (2017); por consiguiente, se infiere
gue esta enfermedad, de confirmarse que P. roridum es el agente causal, podria

estar afectando a viveros de los Estados mencionados.

En México el uso de variedades como Costa Rica 95, Marsellesa y Oro Azteca
introducidas a campo como tolerantes/resistentes para el manejo fitosanitario de
la roya del cafeto, implica la formacidn de viveros en grandes superficies a nivel
nacional. P. roridum se ha observado en viveros de la variedad Oro Azteca y de
no generar métodos de manejo correctos, la situacion podria constituir un
problema serio para los productores a nivel de vivero y campo. Hasta el afio 2020,
el manejo implementado para las enfermedades de raiz en cafeto ha estado
enfocado al complejo: Pythium, Rhizoctonia y Fusarium spp., por lo que con esta
investigacion se busca generar métodos de manejo dirigidos al agente causal de
la mancha foliar a fin de prevenir pérdidas considerables en viveros y la muerte
de plantulas establecidas en campo. Con base a lo anterior y la falta de trabajo
en México sobre evaluaciones del manejo bioldgico de este patdégeno, resalta la
importancia del presente estudio que busca aportar informacion util como parte

del esquema de manejo integral del cultivo.



1)

1)

2)

3)

1)

2)

3)

OBJETIVO GENERAL

Caracterizar Trichoderma spp. en ecosistemas silvestres vy
agroecosistemas, mediante aspectos genotipicos y fenotipicos para

evaluar su eficacia in vitro contra Paramyrothecium roridum

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Verificar la identidad del agente causal de la mancha foliar y necrosis en

plantulas de cafeto variedad Oro Azteca.

Caracterizar Trichoderma spp. mediante aspectos morfolégicos vy
moleculares para determinar especies con potencial antagonico contra

Paramyrothecium roridum.

Evaluar en condiciones in vitro la capacidad antagénica de aislamientos

de Trichoderma spp. contra Paramyrothecium roridum

HIPOTESIS

Mediante métodos de identificacibn morfolégica y empleo de marcador
molecular por ITS se confirmard que muestras de hojas con mancha foliar
y tallos necrosados de plantulas de cafeto tienen como agente causal de

la enfermedad a P. roridum

Al menos una especie de Trichoderma spp. tendra capacidad antagonica

contra P. roridum

Ninguna especie de Trichoderma spp. tendra capacidad antagdnica contra

P. roridum
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CAPITULO I. ENFERMEDADES FUNGOSAS DEL CAFETO

1.1. Origeny distribucién del cafeto (Coffea arabicaL.)

El cafeto (Coffea arabica L.) es originario de Etiopia en donde se encuentra el
mayor acervo genético del mundo (Moat et al., 2017; Mulatu et al., 2022). La
distribucion del cafeto a nivel mundial se logré gracias al movimientos de
germoplasma, iniciando con la introduccién de semilla a Yemen traidas de los
bosques del suroeste de Etiopia, donde posteriormente el cultivo se expandi6
para satisfacer la demanda creciente en Moca y el Cairo a fines del siglo XV. A
principios del siglo XVI se extendi6 por Medio Oriente, Norte de Africa, Europa,
Indonesia y América. De Indonesia, a través de Europa, la variedad Typica llegd
a América en 1723. La segunda variedad fue Bourbon, que llegb a América a
mediados del siglo XIX. Actualmente, el café se cultiva en mas de 70 paises,
principalmente en las regiones ecuatoriales de Ameérica, Sudeste de Asia, el
subcontinente Indio y Africa. Los paises clasificados por mayor produccion de
café son Brasil, Vietham, Colombia, Indonesia, Etiopia, Honduras, India, Uganda,

México y Guatemala (Scalabrin et al., 2020; De Nadai Fernandes et al., 2022).

1.2. Importancia del cafeto

El café es uno de los productos de cultivos agricolas mas comercializados en
todo el mundo, tan solo detras del petréleo y sin considerar el agua, el café es la
bebida mas consumida por la poblacién humana. Este cultivo es trabajado por
aproximadamente 25-30 millones de pequefios, medianos y grandes productores
en alrededor de 70 regiones tropicales y subtropicales, comprendidos por los
Trépicos de Cancer y de Capricornio en donde la mayoria de estas regiones
estdn en proceso de desarrollo o son subdesarrollados, los cuales son
responsables del 70 % de la produccion mundial. El café es un componente
importante de la economia a nivel mundial, mas de 125 millones de familias

dependen de la industria del café para mejorar sus condiciones de vida y es una



fuente de divisas para los paises que lo producen (ICO, 2019; Mufioz et al., 2019;
Chalchissa et al., 2022).

En el afio 2020, los mayores productores de café fueron; Brasil (3 700 231 t),
Vietnam (1 763 476 t), Colombia (833 400 t), Indonesia (773 409 t) y Etiopia (584
790 t). México se posiciono en el doceavo lugar con una produccion de 175 555
t y fue el sexto lugar por la superficie cosechada con 636 004 ha. Por otro lado,
los principales paises exportadores son: Brasil (2 372 633 t), Vietnam (1 231 314
t), Colombia (694 928 t) e Indonesia (375 671 t). México ocupa el lugar 14 con
una exportacion de 100 767 t (FAOSTAT, 2020).

En México, la producciéon de café esta distribuido en 14 entidades federativas,
con una superficie sembrada de 700 993 ha, cosechada de 404 208 ha, y una
produccion total de 340 013 t; no obstante, mas del 96 % de la produccion se
concentra en Chiapas (384 937 t), Veracruz (229 997 t), Puebla (146 163 t),
Oaxaca (85 663 t), Guerrero (38 960 t) e Hidalgo (29 268 t) (SIAP, 2021).

1.3. Enfermedades del cafeto causadas por hongos

No obstante que el cultivo de cafeto es clave para la economia mundial, una de
las bases principales, la produccion presenta limitaciones determinadas por
factores abiéticos y bibticos que afectan el rendimiento y la calidad del café en
todo el mundo. Como factores biéticos se encuentran las enfermedades fungicas
gue afectan en diferentes etapas fenolégicas del cultivo, desde plantula en vivero
hasta el almacenamiento de la cosecha, infectando los diferentes 6rganos de la
planta como raices, tallos, hojas y frutos, provocando pérdidas en el mercado

nacional e internacional (Dechassa, 2019).

Los agentes causales de las enfermedades del cafeto se han identificado y
agrupado segun su importancia en la incidencia y severidad en el cultivo. Las
principales enfermedades a nivel mundial son: roya del cafeto (Hemileia
vastatrix), enfermedad del fruto del cafeto (Colletotrichum kahawae) y Marchitez

del cafeto (Gibberella xylarioides). Mientras que como enfermedades



secundarias son:. pudricion de la raiz (Armillaria mellea), antracnosis
(Colletotrichum gloeosporioides), tizon foliar por Ascochyta y muerte regresiva de
brotes (Ascochyta tarda), el marchitamiento de las plantulas o damping off
(Rhizoctonia spp., Phytium spp., Fusarium spp., y Paramyrothecium roridum),
mancha de hierro (Cercospora coffeicola), ojo de gallo (Mycena citricolor), mal de
hilachas (Pellicularia koleroga) y quema o derrite del cafeto (Phoma
costarricensis), (Monroig et al., 2002; Hindorf y Omondi, 2011; IICA, 2016;
Dechassa, 2019; Jayanna et al., 2021).

En México se tiene documentado un aproximado de 17 enfermedades de
importancia econdmica que afectan al cafeto, sobresaliendo la roya del cafeto,
mal de hilachas, ojo de gallo, mancha de hierro y antracnosis (Figura 1). Estas
enfermedades se encuentran diseminadas en todas las regiones cafetaleras. El
grado de los dafios que estas enfermedades generan son determinados por las
condiciones del ambiente fisico natural, sistemas de cultivo y del manejo
agronoémico principalmente (SENASICA, 2018; SADER, 2019).

Figura 1. Principales enfermedades fangicas del café en México. A)

Roya del café. B) Mal de hilachas. C) Ojo de gallo. D) Mancha de
hierro. E) Quema o derrite del cafeto. Créditos: SENASICA, 2016.




1.3.1. Importancia de la mancha foliar causada por Paramyrothecium
roridum en el cultivo del cafeto

La mancha foliar, causada por Paramyrothecium roridum es una de las
enfermedades del cultivo de café con importancia econdmica en los paises
productores como: China, Brasil, India, Colombia, Costa Rica, Guatemala,
Indonesia, Puerto Rico y las Islas Virgenes, debido a que esta enfermedad
ocasiona dafios en plantulas a nivel vivero con incidencias que van del 4 al 30 %,
una mortalidad que oscila entre 5y 33 % (Daivasikamani et al., 2013; Silva et al.,
2014; Ranijini y Raja, 2018; Ranijini y Raja, 2019; Huaman et al., 2021; Wu et al.,
2021).

Es importante mencionar que en Puerto Rico, Bautista y Rodriguez (1996)
consignan la presencia de P. roridum asociado con Rizoctonia solani causando
pudricion de raices y cancro de tallo en plantulas de cafeto en vivero,
ocasionando mas del 50 % de pérdidas. Por su parte, Rodriguez et al. (1996)
identificaron a P. roridum asociado con R. solani atacando a plantulas de cafeto
de la variedad Caturra y Bourbon a nivel de vivero, en donde obtuvieron que R.
solani fue patogénico a la raiz y al tallo; sin embargo, P. roridum fue el mas
agresivo induciendo sintomas en 100 % de las inoculaciones y ocasionando 30 y
100 % de incidencia en Bourbon y Caturra, respectivamente. Con respecto al
porcentaje de mortalidad de plantulas, varié de 40 a 60 %. Los mismos autores
mencionan que por varios afios, en los viveros de cafeto de Puerto Rico se han
observado perdidas del 100 % cuando P. roridum se asocia con otros hongos

patdgenos como R. solani, formando complejos.

Como muchos cultivos, el café tiene la amenaza latente de la aparicion de nuevas
enfermedades de nuevo encuentro como resultado de la adaptabilidad de un
patdgeno nativo a un cultivo introducido (Dechassa, 2019). Bajo estas
condiciones, esta enfermedad también se ha observado en una de las principales
regiones cafetaleras de México por Pelayo et al. (2017) quienes reportaron por

primera vez la enfermedad de la mancha foliar causada por P. roridum en
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plantulas Oro Azteca (Coffea arabica x Hibrido de Timor) de un vivero en el

Estado de Oaxaca.

En un trabajo realizado por Huaman et al. (2021) sobre caracterizacion
morfolégica de hongos asociados con el agroecosistema café en el Estado de
Tabasco, México lograron identificar en hojas de plantas establecidas en campo,
a 2 afos del trasplante, a P. roridum como agente causal de la mancha foliar,
convirtiéndose asi, en un problema fitopatolégico potencial a futuro por ser un

peligro directo para los viveros en México.

1.3.2. Agente causal de la mancha foliar

Las especies de Paramyrothecium spp. son habitantes del suelo, presentes en
regiones templadas y tropicales del mundo, la mayoria de las especies
identificadas se reportan como saprofitos que coexisten en materia organica en
proceso de descomposicién, como hojas o tallos. Particularmente P. roridum es
un hongo cosmopolita con una amplia gama de hospedantes, causando dafios a
cultivos econdmicamente importantes (Ranjini y Raja, 2018).

Ubicacion taxondmica

Diferentes autores coinciden que la clasificacibn taxonomica de

Paramyrothecium roridum (Tode) L.Lombard & Crous es:

Dominio: Eukaryota

Reino: Hongos

Filo: Ascomycota

Clase: Sordariomycetos

Orden: Hypocreales

Familia: Stachybotryaceae

Género: Paramyrothecium

Especies: Paramyrothecium roridum (Tode) L. Lombard & Crous
(EPPO, 2002; CABI, 2021; GBIF, 2021; Catalogue of Life, 2022)
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Sinonimias de la enfermedad: mancha foliar del café, necrosis del tallo del café,
podredumbre anular, cancro del tallo (EPPO, 2002; CABI, 2021).

Sinonimia (Catalogo de la vida, 2022): Myrothecium roridum Tode, (1790);
Dacrydium roridum (Tode) Link, (1809); M. advena Sacc, (1908); M. roridum var.
violae Lobik, (1928); M. roridum var. eichhorniae Ponnappa, (1970); M. roridum
var. apiculatum Haware & Pavgi, (1971); M. advena var. terricola, (2014);
Paramyrothecium roridum (Tode) L. Lombard & Crous, (2016) y el Basiénimo:
Myrothecium roridum Tode, (1790).

1.3.3. Rango de hospedantes

P. roridum tiene un rango de hospedantes con mas de 200 especies de plantas
de diferentes tipos como son: ornamentales, frutales y hortalizas. Entre las
especies mas importantes se encuentra el tomate, la soya, el cafeto, cacao,

cucurbitaceas, papa y algodon (Sajjad et al., 2017; Ruiz et al., 2020).

A continuacion, se mencionan algunos ejemplos a nivel mundial de diferentes
especies de plantas en donde se ha reportado a P. roridum como agente causal
de mancha foliar: en Pakistan, se encontré a P. roridum como agente causal de
manchas foliares en nueve variedades de calabaza amarga (Sajjad et al., 2017).
También en Pakistan, Yousaf et al. (2018) evaluaron la patogenicidad de P.
roridum en momordica (Momordica charantia), melén cantalupo (Cucumis melo),

pepino (Cucumis sativus) y sandia (Citrullus lanatus), resultando susceptibles.

En Brasil, Cabral et al. (2009) reportan manchas foliares en pepino (Cucumis
sativus), pepinillo (C. anguria) y calabaza (Cucurbita moschata), identificando
como agente causal a P. roridum. En ese mismo pais, Quezado et al. (2010)
confirman el primer registro de P. roridum como agente causal de manchas
foliares en pimiento dulce (Capsicum annuum), tomate (Solanum lycopersicum),
en la planta ornamental cuna de moisés (Spathiphyllum), plantas flamenco
(Anthurium), diefembagia (Dieffenbachia) y en mala hierba o solanacea (Nicandra

physaloides).
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Durante una investigacion relacionada con la identificacion de microorganismos
en macetas de Anturio (Anthurium) en Corea, Japén, se concluye que el agente
causal de manchas foliares es P. roridum (Kwon et al., 2014). En este mismo
pais, Kim et al. (2003) reportan por primera vez a P. roridum como agente causal

de manchas foliares en sandia (Citrullus vulgaris).

Haudenshield et al. (2018) dan a conocer por primera vez a P. roridum en soya

(Glycine max) cultivada en Africa.

En un estudio realizado en la India dirigido a semillas de sandia variedad Arka
Manik y Sugar Baby con la finalidad de identificar agentes causales de pudricion,
se encontré alta incidencia de Myrothecium roridum, el cual producia
esporodoquios de color verde claro sobre las semillas infectadas (Bharath et al.,
2006).

A nivel mundial se habia documentado a Myrothecium roridum como patégeno
de una amplia gama de hospedantes entre las angiospermas y faltaba registro
de dafos en las gimnospermas, pero en 2009 se informa sobre dafios en hojas
con formaciones de anillos concéntricos y presencia de esporodoquios de color
verde oscuro a negro en pino de corteza blanca (Pinus albicaulis) (Worapong et
al., 2009).

Los informes sobre P. roridum a través de los afios en diferentes paises sobre
los dafilos que ocasiona en distintas especies de plantas, sugieren que es
consecuencia del cambio climatico, propiciando condiciones Optimas para la
infeccion de este patdgeno, o bien, es el resultado de una coevolucién de
subespecies o razas especificas con otras especies vegetales que facilitan un
surgimiento de una gama mas amplia de hospedantes (Kim et al., 2003;
Worapong et al., 2009).

1.3.4. Sintomas de la enfermedad

Los sintomas de la mancha foliar en plantulas de viveros se observan en hojas,

tallos y raices. En hojas las lesiones iniciales causan pequefos puntos circulares
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de color marrén a marrén oscuro con margenes amarillos en el haz y envés, que
al transcurrir el tiempo se extiende gradualmente tornandose de color café
oscuro. Estos puntos se vuelven mas grandes formando anillos concéntricos y
posteriormente se van uniendo para formar parches o manchas necréticas
irregulares que alcanzan 1.5 a 3.0 mm de didmetro o hasta cubrir toda la hoja.
Los signos en la hoja son los esporodoquios de color negro producido en la
superficie del envés de la hoja. Al avejentarse, las lesiones, el tejido vegetal
dafiado se desprende durante la temporada de lluvias formando un agujero (Da
Silveira et al., 2007; Pelayo et al., 2017; Ranjini y Raja, 2018; Ruiz et al., 2020;
CABI, 2021; Wu et al., 2021).

En tallo, los sintomas son la coloracion grisacea en varios puntos de tejido hasta
que finalmente provoca el estrangulamiento en el cuello o cancro, como
consecuencia de la infeccion a las plantas por medio de esporas. En el tallo se
forman llagas de color negro y ocurre un posterior marchitamiento. Como signos,
se ha observado la formacion de esporodoquios rodeados de abundante micelio
blanco, lo cual facilita la dispersion del inoculo por salpique, mediante el riego por
aspersion, lluvia o por el viento en los campos de cultivo (Urhan, 1951; Ranjini y
Raja, 2018; Ruiz et al., 2020).

En las raices, los sintomas se aprecian como pudricién de la raiz pivotante y
reduccion significativa del sistema radical. Existen casos en que las plantas
infectadas tienen follaje vigoroso gracias a la fertilizacién foliar, sin embargo, su
sistema radical es muy pobre. Estas plantulas pueden llegar a establecerse en
campo, pero sus probabilidades de éxito para superar el estrés del postrasplante,
sequia y condiciones del ambiente durante el proceso de produccion agricola es
minima (Bautista y Rodriguez, 1996; Rodriguez et al., 1996; Monroig et al., 2002;
Rojo, 2014).

En el caso de las semillas depositadas directamente en el suelo, se produce
necrosis y, aunado a esto, existe la presencia de toxinas y enzimas producidas

por el patégeno que inhiben la germinacion (Ruiz et al., 2020).

14



1.3.5. Condiciones favorables para el desarrollo de la enfermedad

Las lluvias prolongadas y la alta humedad relativa (mayor a 60 %) favorece la
incidencia y severidad de la enfermedad. Suelos muy humedos y mal drenados;
hojas con pelicula de agua, rocio permanente y escaza luz, son sitios de elevada
infeccion (Loria, 2021). La temperatura 6ptima para su desarrollo es de 27 °C
pero en temperaturas superiores a 30 °C el crecimiento es inhibido. Este
patdbgeno puede crecer normalmente en un amplio rango de pH, aunque su
crecimiento se reduce en medios muy acidos con pH de 2.8 (Urhan, 1951; Sajjad
et al., 2017). Al germinar, los conidios producen hifas, las cuales se aglomeran
constituyendo el micelio. Después, se forman los esporodoquios que ocasionan

los sintomas como el estrangulamiento en el tallo y mancha foliar (Ulate, 2019).

1.3.6. Cualidades de Paramyrothecium roridum

Los hongos endofitos tienen la capacidad de asociarse simbidticamente con las
plantas sin mostrar ningun sintoma de enfermedad. Por el contrario, estos
organismos son una fuente de productos bioactivos naturales o metabolitos
secundarios que tienen una fuerte actividad antifingica y antibiotica. Las
especies del género Myrothecium spp. son un grupo de hongos cosmopolitas que
se encuentran en todo el mundo y la mayoria son endoéfitos (Frohlich y Hyde,
1999; Hyde, 2008; Lin et al., 2010).

Isaka et al. (1999) reportan propiedades citotéxicas de los tricotecenos y sus
analogos macrélidos producidos por la especie Myrothecium verrucaria con alta
actividad antipaltudica o antimalaria. Por su parte, Amagata et al. (2003) refieren
la presencia de micotoxinas tales como el acetato de roridina E, roridina A,
verrucarina A, verrucarina J (tricotecenos macrociclicos), con actividad
antimalaria o antipaltdica los cuales se obtuvieron de aislados de raiz del arbol

blanco (Vatica mangachapoi).

Ademas de ser reportado a P. roridum como patdgeno en algunos cultivos, Liu et

al. (2005) encontraron de este género mas de 50 compuestos bioactivos, algunos
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metabolitos aislados con actividad antifungicos fueron: roridina A, verrucarina A,
8B-acetoxi-roridina H, cerevisterol, N-fenil-B-amino-naftaleno (tricotecenos

macrociclicos).

Los metabolitos obtenidos del género Myrothecium spp. tienen un gran potencial
en el tratamiento de pacientes que padecen infecciones fungicas secundarias de
enfermedades como el SIDA, cancer de higado y tumores hepaticos (Liu et al.,
2005).

En un trabajo realizado en Nigeria por Okunowo et al. (2010) se identificé a M.
roridum como un agente de control micoherbicida potencial sobre la maleza

acuatica nociva conocida como Jacinto de agua (Eichhornia crassipes).

Dong et al. (2015) evalian a Myrothecium verrucaria contra el nematodo
agallador (Meloidogyne hapla) de hortalizas encontrando que, en las etapas de

huevo, juvenil y adulto, los efectos resultan letales (22—71 % de mortalidad).

En este contexto, Turhan y Grossmann (1994), conjuntamente con Murakami et
al. (1998) informan que M. roridum produce toxinas en medio de cultivo
demostrando que estas toxinas tienen efecto antibidtico potencial contra una
amplia gama de bacterias y hongos tales como: Bacillus subtilis, Clavibacter
michiganensis subsp. michiganesis, Botrytis cinerea, Colletotrichum acutatum,
Colletotrichum demantio, Rosellinia necatrix, Sclerotinia sclerotiorum, Diaporthe
nomurai y Cochliobolus miyabeanus.

Al menos ocho especies del género Myrothecium, incluidas M. gramineum, M.
roridum y M. verrucarium, podrian controlar varias malezas en campo teniendo
gran potencial como bioherbicida en sistemas de produccion. Por ejemplo, M.
verrucaria ha sido estudiada como un potencial agente de biocontrol para
Lygodium microphyllum, Taraxacum officinale, Amaranthus hybridus, A. spinosus
y A. lividus. La especie M. roridum puede ser oportunista y puede causar graves
dafios en hojas y tallos (Yang y Brenner. 1997; Walker y Tilley, 1997; Boyette et
al., 2002; Boyette et al., 2007; Clarke et al., 2007).
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Las enzimas documentadas obtenidas del género Paramyrothecium tienen uso
biotecnoldgico en la industrias alimentaria y farmacéutica, industrias papeleras,
conversion de biomasa de residuos agricolas e industriales a materias primas
quimicas, biocombustibles y alimentos para animales (Zaldiva, 2001; Ikram et al.,
2006; Tarek y Nagwa, 2007; Acharya et al., 2008).

1.3.7. Manejo integral de Paramyrothecium roridum

La enfermedad de la mancha foliar del cafeto causado por P. roridum también se
ha identificado en muchos cultivos, pero actualmente hay pocos estudios
realizados relacionados con su manejo. Todo parece indicar que la incidencia y
severidad de esta enfermedad se incrementa en diferentes regiones cafetaleras
del mundo, en parte debido al conocimiento limitado de los productores sobre el
manejo y confusion en la identificacion correcta de sintomas y signos del

patdgeno.
Control quimico

Al momento de la aparicion de este patdgeno, podria controlarse aplicando
fungicidas protectores, a base de cobre (Hidroxido de Cobre), ditiocarbamato de

sodio y dietilditiocarbamato (Monroig et al., 2002; Da Silveira et al., 2007).

En trabajos realizados a nivel almacigos de cafeto en Costa Rica, Loria (2021),
evalua fungicidas contra M. roridum, como 6xido cuproso, piraclostrobina +
epoxiconazol, azoxistrobin y piraclostrobina, obteniendo eficacias de 20, 17, 17,
y 9 %, respectivamente. Este autor recomienda que cuando se tenga el problema
en hojas, se debe aplicar fungicidas protectores como sulfato de cobre y

estrobilurinas cada 15 dias en épocas de lluvia.

Con la finalidad de generar un mejor manejo para la enfermedad de la mancha
foliar causada por M. roridum en la India, Daivasikamani et al. (2013) ensayan
siete fungicidas en condiciones in vitro e in vivo. De los siete fungicidas, el mayor
porcentaje de inhibicion se registré con tebuconazol (0.05 % i. a) con 90 % de

inhibicion, seguido del mismo ingrediente activo a una dosis de 0.025 % con 84.3
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% y propiconazol (0.05 % i. a) con 83.9 %. Sin embargo, los fungicidas como
metiram, triadimefon, fosetil-al, inhiben el crecimiento del patégeno Unicamente
en 18.30, 19.70 y 34.07 %, respectivamente. En invernadero los resultados
indicaron que tanto tebuconazole (0.02 % y 0.03 % de i. a) como propiconazole
(0.02 % y 0.03 % de i. a) resultan significativamente superiores al resto de los

fungicidas.

McMillan (2010) evaluando la eficacia a nivel in vitro de seis fungicidas contra M.
roridum, agente causal de la mancha foliar de la planta ornamental conocida
como Loteria (Dieffenbachia picta Schott cv. compacta). Los resultados
mostraron que todos los fungicidas probados tuvieron efectos significativos en el
porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial. Los fungicidas Pageant
(piraclostrobina), fludioxonil, Insignia (piraclostrobina), y azoxystrobin producen
los mejores resultados con 94.9, 94.3, 94.6, 94.3 %, respectivamente, seguidos
de clorotalonil (87.4 %), iprodiona (84.6 %) y trifloxystrobin (42.2 %).

Quezado et al. (2010) al probar algunos fungicidas en condiciones in vitro contra
M. roridum, registran crecimiento micelial del patégeno durante 7 dias. Los
fungicidas como el sulfato de cobre, tebuconazol, hidroxido de cobre, la mezcla
de dietilditiocarbamato mas sulfato de cobre y amonio cuaternario generan los

mejores resultados al inhibir el crecimiento micelial en un rango de 80 a 100 %.

Sajjad et al. (2017) evaltuan fungicidas a nivel in vitro contra M. roridum,
identificado como agente causal de mancha foliar en calabaza amarga. Los
fungicidas evaluados fueron propineb, piraclostrobina + metiram, tebuconazole +
trifloxistrobina, tiofanato metilico y difenoconazol en concentraciones de 50, 100,
150, 200, 250 ug mL, respectivamente, se encuentra que difenoconazol influye
mayor porcentaje de inhibicion en el crecimiento micelial con un 49 %, seguido
de tebuconazole + trifloxistrobina y tiofanato metilico con valores de 48 y 47 %,
respectivamente. Por su parte, Propineb fue el menos efectivo con un valor de

22 % de inhibicion, seguido de piraclostrobina + metiram con 28 %.
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Control cultural

Las précticas culturales desempefian un papel determinante en el manejo integral
de la enfermedad. De manera preventiva diferentes autores recomiendan iniciar
con la seleccién de semilla libre de enfermedades, certificada; y en la elaboracion
de semilleros, con buena desinfeccion de la cama de germinacion y de las bolsas
de almécigo o el suelo. Evitar el exceso de riego, particularmente por las noches,
reducir encharcamientos y minimizar la escorrentia o salpique. Regular exceso
de sombra; facilitar la buena ventilacién, evitando ambientes cerrados y de alta
humedad, tener buena separaciéon de bolsas y plantas y finalmente monitorear
con supervisiones periédicas (Monroig et al., 2002; Loria, 2021). Cuando la
enfermedad se ubica en las hojas, se recomienda la poda de ramas y eliminacion
de hojas. En caso de estar presente en tallo, se recomienda eliminar las plantas

afectadas y no llevarlas a campo (Da Silveira et al., 2007; Loria, 2021).

En campo, utilizar la densidad de plantacibn adecuada, comenzando por
seleccionar rigurosamente la plantula para el trasplante y no usar plantulas

ubicadas a 25 cm del foco de infeccién (Monroig et al., 2002).

En el caso de injertacién, las plantas infectadas deben eliminarse y quemarse.
Ademas, la navaja de injertar debe desinfestarse con algodén empapado con
alcohol después de cada injerto a fin de prevenir la diseminacion del hongo por
medio de las herramientas. Por otra parte, se recomienda usar siempre papel
parafinado nuevo para proteger los injertos y evitar que sea una posible fuente
de infeccion (Urhan, 1951).

Control Organico

El uso de fungicidas quimicos puede tener un efecto negativo en la calidad del
producto y salud del productor, ademas de una inminente contaminacion
ambiental. Por ello, existe la necesidad de generar nuevas formas de manejo de
enfermedades fungicas que sean, eficientes, efectivas, econdmicas y amigables

con el medio ambiente. Actualmente hay poca informacion de la actividad

19



antifangica o actividad alelopatico de plantas en el manejo de patégenos a fin de
generar nuevas estrategias para el manejo integrado de la enfermedad (Vyvyan,
2002).

A continuacién, se mencionas algunos trabajos reportados a nivel mundial que

proporciona una excelente alternativa:

En México, Ruiz et al. (2020) aplicando la bioprospeccion para busqueda de
metabolitos secundarios, trabajan con el arbusto llamado escoba (Baccharis
conferta); los metabolitos secundarios obtenidos se evaluaron como fungicida en
condiciones in vitro contra Myrothecium roridum y se r eporta inhibiciéon del
crecimiento micelial en 11.6 % de este patdgeno con el extracto de las flores

femeninas en la fenofase antesis de B. conferta a una concentracion de 10 mg.

En Pakistan, Naz et al. (2015) evaluan, mediante la técnica de medio
envenenado, extractos acuosos de cenizo o quinhuilla (Chenopodium album L),
escoba (Parthenium hysterophorus L), verdolaga de caballo (Trianthema
portulacastrum L), malva rizada (Malvestrum coromandelianum L), yerba del
ciervo (Coronopus didymus L), cardo globo indio oriental (Sphaeranthus indicus
L), falso amaranto (Digera muricata L), hierba mora (Solanum nigrum L) y tabaco
Tex-Mex (Nicotiana plumbaginifolia) contra Myrothecium roridum, agente causal
de mancha foliar de la calabaza amarga. El mejor extracto resultante fue Tabaco
Tex-Mex que inhibe el crecimiento micelial en 88 %, seguido de la hierba llamada
escoba con 71 %; la hierba mora, yerba de ciervo, cardo globo indio oriental y la
verdolaga de caballo inhiben 66, 65, 64 y 60 %, respectivamente, por el contrario,

falso amaranto inhibe 11 %.

En Veracruz, México, Bravo et al. (2018) hacen pruebas in vitro con extractos
metanadlicos de corteza y hojas de ocho arboles de neem (Azadirachta indica)
contra M. roridum, causante de la enfermedad de la mancha foliar en cafeto y
tomate. Los resultaros mostraron efecto fungicida del extracto metandlico de
corteza roja a una concentracién de 10 000 pg ml* de medio de cultivo inhibiendo
el 100 % del crecimiento micelial de este hongo.
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Abid et al. (2017) utilizan extractos etandlicos de cinco plantas medicinales como
el mango (Mangifera indica), arbol del paraiso (Melia azedarach), tabaco
(Nicotiana tabacum), moringa (Moringa oleifera) y eucalipto azul (Eucalyptus
globulus) para evaluar sus efectos antifungicos a nivel in vitro contra M. roridum,
mediante la técnica de difusion en agar y prueba de las concentraciones 0.01,
0.10, 1.0 y 10.0 ug mL?; los resultados indican que el tabaco inhibe el mayor
crecimiento con 13.40 y 8.28 mm, seguido del &rbol del paraiso (9.00 y 6.48 mm)
y la inhibicion més baja se obtuvo con eucalipto azul (6.04 y 3.88 mm). El andlisis
fitoquimico de las plantas seleccionadas revela riqgueza en alcaloides,

terpenoides, flavonoides y fenoles.
Control biolégico

El control biologico de las enfermedades fungicas en plantas cada vez ha tenido
mayor relevancia durante los udltimos diez afios; en todo el mundo se han
comercializado mas de 80 productos de control bioldgico donde se incluye a
Coniothyrium minitans, especies de Gliocladium, Trichoderma, Streptomyces y
Bacillus, relacionados con el manejo de patdgenos como Sclerotinia, Pythium,
Rhizoctonia spp. y Fusarium spp. El uso de agentes bioldgicos tiene un potencial
prometedor, dentro de una estrategia de manejo integral para el manejo de
enfermedades foliares, tallos, raices y frutos en varios cultivos y en el futuro

podria predominar sobre los pesticidas quimicos (Dechassa, 2019; Loria, 2021).

Fujinawa et al. (2020) evaltan en condiciones in vitro y mediante la técnica de
cultivos apareados, el antagonismo de Trichoderma asperellum y Gliocladium
roseum, contra M. roridum, patégeno aislado de Begonia, y para ello se analizan
compuestos volatiles, competencia por colonizacion y parasitismo. Tanto
Gliocladium como Trichoderma producen compuestos volatiles en medio de

cultivo, inhibiendo el desarrollo de M. roridum con 26 y 23 %, respectivamente.

Promwee e Intana (2022) en un estudio in vitro para evaluar la efectividad de una

cepa nativa de Trichoderma asperellum contra Cercospora lactucae-sativae de
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lechuga tailandesa muestra que T. asperellum inhibe el crecimiento micelial del

patdgeno en un 72.5 %.

Galleti et al. (2008) evaluaron in vitro a Trichoderma hamatum contra Cercospora
beticola Sacc. Y reportan un valor de inhibicion del crecimiento micelial de 63.5
%.

Machado y Menezes (1997) ensayan seis aislados de Trichoderma: T. koningii
(T15), T. harzianum (T25), T. viride (TR2, TM, TPET y TSM) aplicados
individualmente y en mezcla contra M. roridum, un nuevo patégeno que causa
cancro en la base del tallo y fruto del melén. La accion de los antagonistas se
evalu6 mediante el tratamiento de semillas utilizando suspension de esporas
empleando dos métodos; con el método de aspersion se detectan mejores
antagonistas T25 (100 % de inhibicion), TM'y TSM (90 %) y TPET (75 %), pero
por inmersion los mejores tratamientos resultantes T25 (100% de inhibicion),
TPET (95 %), TM (85 %) y TSM (85 %).

Vitale et al. (2012) provando la cepa T22 de Trichoderma harzianum como
agente de biocontrol de la pudricion de cuello y raiz causada por Calonectria
pauciramosa, agente causal en clavel, evaluan la produccién de microesclerocios
y destacan que este antagonista inhibe 23 % la formacién de esta estructura de

supervivencia del patdgeno.

Aunque Trichoderma spp. se ha evaluado en condiciones in vitro contra
diferentes patégenos y con buenos resultados, pero son pocos los trabajos
realizados contra Paramyrothecium roridum, causante de la mancha foliar en

cafetos.
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CAPITULO Il.- CARACTERIZACION MORFOLOGICA Y
MOLECULAR DE Paramyrothecium roridum PARA
VERIFICACION COMO AGENTE CAUSAL DE LA MANCHA
FOLIAR DE CAFETO EN MEXICO

2.1. RESUMEN

En un vivero ubicado en el Estado de Chiapas, municipio de Tapachula, se
observaron plantulas de cafeto variedad Oro Azteca con sintomas de manchas
foliares. El objetivo de este estudio fue caracterizar morfol6gica y molecularmente
al agente causal de la enfermedad, informacién necesaria para un manejo
adecuado. ElI patégeno aislado se identific6 morfolégicamente como
Paramyrothecium roridum y se confirmé con la secuenciacion de la region
espaciadora interna transcrita (ITS) parcial del ADNr utilizando los iniciadores
ITS1 e ITS4. La prueba de patogenicidad mostré que P. roridum es un patdégeno
potencial del cafeto. La informacion sobre esta enfermedad resulta util para
implementar métodos de manejo en plantulas de cafeto.

Palabras clave: Mancha foliar, plantulas, caracterizacién, Paramyrothecium
roridum, Cafeto.

Tesis de Maestria en Ciencias, Universidad Autbnoma Chapingo.
Autor: Silverio Jarquin Cordero.
Director: Dimas Mejia Sanchez.
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2.2. ABSTRACT

MORPHOLOGICAL AND MOLECULAR CHARACTERIZATION OF
Paramyrothecium roridum FOR VERIFICATION AS A CAUSAL AGENT OF
COFFEE LEAF SPOT IN MEXICO

In a nursery located in the State of Chiapas, municipality of Tapachula, seedlings
of the Oro Azteca coffee tree with symptoms of leaf spots were observed. The
objective of this study was to characterize morphologically and molecularly the
causal agent of the disease, information necessary for proper management. The
isolated pathogen was morphologically identified as Paramyrothecium roridum
and confirmed by sequencing the partial internal transcribed spacer (ITS) region
of the rDNA using primers ITS1 and ITS4. The pathogenicity test showed that P.
roridum is a potential pathogen of coffee. The information on this disease is useful
to implement management methods in coffee seedlings.

Keywords: Leaf spot, seedlings, characterization, Paramyrothecium roridum,
Coffee tree.

Thesis, Universidad Auténoma Chapingo.
Author: Silverio Jarquin Cordero.
Advisor: Dimas Mejia Sanchez.
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2.3. INTRODUCCION

El café se ha consolidado desde hace muchos afios como uno de los productos
primarios mas valiosos en la economia mundial, tan solo por detras del petréleo
y en su proceso de produccién agricola proporciona empleo a millones de
personas (ICO, 2022). En México el cafeto es considerado un cultivo estratégico
para su economia, empleando a mas de 500 mil productores de 14 entidades
federativas y 480 municipios (SADER, 2018; SIAP, 2021). Sin embargo, la
produccion de café se ha visto afectada por factores abioticos y biéticos, en este
altimo, las enfermedades fungicas juegan un papel determinante en calidad y
rendimiento de la produccién del cultivo al infectar al arbol de cafeto, debilitando

a las plantas e incluso eliminandolas (CEDRSSA, 2019).

En este contexto, diferentes autores han reportado los dafios de hongos
fitopatdbgenos del suelo como Paramyrothecium roridum (Tode) L. Lombard y
Crous, el cual es un hongo con una amplia gama de hospedantes que asciende
a mas de 300 especies vegetales como hortalizas, frutales, ornamentales,
cultivos extensivos, entre otros (Lombard et al., 2016; Moumni et al., 2020;
Soliman, 2020). Conocer las caracteristicas morfolégicas de este patdégeno es
importante, asi como los sintomas y signos que produce en las plantas para su
identificacion correcta, lo cual es el paso inicial en el plan de manejo por parte de
técnicos y productores (Kusai et al., 2015). En adicion a la caracterizacion
morfologica, se recomienda utilizar los métodos moleculares como el andlisis de
secuencias de ADN de la region del espaciador transcrito interno (ITS) y la PCR
por ser métodos rapidos y mas confiables en la actualidad (El-Kazzaz et al., 2008;
Singha, 2016).

En el Departamento de Parasitologia Agricola de la Universidad Autonoma
Chapingo se esta trabajando un proyecto sobre desarrollo de innovacion
tecnoldgica para control biolodgico de la roya del café, toda vez que se verifique
la identidad del agente causal de la enfermedad y posteriormente se evallen

poblaciones de organismos antagonicos al hongo fitopatogeno.
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Con la idea general del proyecto, se visitd un vivero bajo cubierta en Tapachula,
Chiapas y se observaron sintomas de manchas foliares en plantulas de cafeto
cultivado de la variedad Oro Azteca, coincidentes con caracteristicas similares
reportadas por Pelayo et al. (2017), pero, por rigor cientifico, no se consideré
evidencia suficiente para asumir que el agente causal de los sintomas referidos
fuera P. roridum, por lo que se plante6 recurrir a métodos morfolégico y molecular
para identificacion precisa del agente causal de la enfermedad, toda vez que
puede haber incidencia multiple de organismos causantes de sintomas parecidos
a la mancha foliar y necrosamiento en tallos. Con esta base segura, se podria

avanzar con otras partes del proyecto.
2.4. MATERIALES Y METODOS
2.4.1. Obtencion del agente causal de la mancha foliar

2.4.1.1. Material vegetal

Muestreos dirigidos a plantas sintomaticas en viveros cafetaleros de Tapachula,
Chiapas se implementaron, considerando plantulas con necrosis basal del tallo,
cancros y/o pudricidn de raices y hojas con manchas foliares. Las muestras se
colocaron en bolsas de plastico y se transportaron al Laboratorio de Patosistemas
Vegetales de la Universidad Auténoma Chapingo, en Texcoco, Estado de

México.
2.4.1.2. Aislamiento y purificacion del patégeno

En laboratorio, cada planta de cafeto se limpi6é con agua de la llave para eliminar
suelo en raiz, tallo y hoja; despues se realizaron cortes (1 cm?) de la zona de
avance de la enfermedad. Cada porcion de tejido se desinfectdé con hipoclorito
de sodio al 1.5 % (v/v) por 2 min y se elimind el residuo con agua destilada estéril;
posteriormente cada tejido se sembro en cajas Petri con medio de cultivo PDA
(Papa-Dextrosa-Agar) y se incubaron a 28 + 2 °C (Esparza, 2009). A las 24 h se

tomaron explantes de PDA con crecimiento micelial de la colonia y se transfirieron

33



a nuevas cajas Petri. Los aislamientos obtenidos se dejaron desarrollar durante
12 dias para proseguir con el reaislamiento y purificacion mediante la técnica de

cultivo monospdérico o punta de hifa (Waller, 2002).
2.4.2. Pruebas de patogenicidad

Con base en los postulados de Koch (Agrios, 2005), se realizaron diez aislados
correspondientes a hoja, tallo y raiz, utilizando 20 macetas de plantulas de cafeto
de la variedad Oro Azteca de dos meses de edad sin sintomas de marchitez, de
las cuales 10 macetas se inocularon con micelio del hongo y 10 macetas se

utilizaron como testigos.

Las primeras 10 plantulas se inocularon por aspersion con una suspension de
1x10°© conidios mL1, ademas de incisiones con aguja de insulina para facilitar la
absorcién de la suspension e incubadas a 28 °C durante 72 h. A las 10 macetas
que fungieron como testigos solo se les asperjé agua destilada estéril, dandoles
las mismas condiciones experimentales. Las macetas se colocaron en el interior
de bolsas plasticas que contenian papel filtro, las cuales se humedecieron con
agua destilada estéril para lograr humedad relativa alta (cAmaras humedas).
Después del desarrollo de sintomas se procedié a realizar el reaislamiento,

siguiendo el procedimiento anteriormente descrito (Esparza, 2009).

2.4.3. ldentificacion morfoldgica del patégeno

La identificacion morfolégica de las cepas representativas obtenidas que
ocasionaron patogenicidad se realiz6 con ayuda de un microscopio Olympus
BX41 (objetivos 40 y 100X), buscando presencia, forma y tamafio de 50 conidios,
50 conidiéforos, 50 fialides y esporodoquios, con base en lo descrito por Holliday
(1980), Tuset (1986), Pelayo et al. (2017), Ulate (2019), Matic et al (2019),
Soliman (2020), Wang et al. (2020) y Huaman et al. (2021).
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2.4.4. ldentificacién molecular

2.4.4.1. Extraccion de ADN

La extraccion del ADN gendmico se llevé a cabo usando la metodologia de
Dellaporta Mini, descrito por Dellaporta y Hicks (1983) con algunas
modificaciones. El crecimiento del hongo por 14 dias en cajas Petri con medio de
cultivo PDA incubado a 25 £+ 2 °C fue una condicion necesaria. El protocolo
utilizado se describe a continuacion: en tubos tipo Eppendorf se adicion6é 1 mL
de buffer de lisis (urea 3 M; NaCl 0.35 M; tris 0.05 M; EDTA 0.02 My 1 %
sarcosina), dejandolos en reposo durante 10 min. Posteriormente los microtubos
se guardaron en ultracongelador a una temperatura de -70 °C durante 12 h.
Transcurrido este tiempo las muestras se agitaron en Vortex durante 1 min.
Después se centrifugaron a 12 000 rpm por 1 min. El sobrenadante se colocé en
un microtubo nuevo y a la mezcla se le adicioné 500 pL de fenol cloroformo (12:4
v/v) (Sigma®Chemicals, EE. UU.). Otra centrifugacién de 12 000 rpm durante 3
min se realizd. El DNA que contenia el microtubo se dividio en tres fases, la fase
acuosa se recupero colocandola en un microtubo nuevo, agregando 200 uL de
cloroformo y centrifugando por 20 min. En la segunda fase, los &cidos nucleicos
se recuperaron en un microtubo nuevo y precipitados con 500 uL de isopropanol
y 50 pL de acetato de sodio (10 M), enseguida se incubaron durante 20 min en
frio en un ultracongelador. En la tercera fase, el DNA se sediment6 mediante
centrifugacion a 12 000 rpm durante 15 min y se eliminé el sobrenadante. La
pastilla se lavé con 50 pL de etanol al 70 %, se centrifugd nuevamente a 12 000
rpm por 5 min, descartando el sobrenadante. Para finalizar, se adicionaron 50 uL
de agua grado PCR y las muestras fueron conservadas a — 20 °C. La calidad y
concentracion del DNA se verifico usando electroforesis en gel de agarosa al 1
% y mediante espectrofotometria usando un NanoDrop 2000 UV-Vis (Thermo
Scientific®, EE. UU.).
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2.4.4.2. Amplificacién por PCR

Para la amplificacién molecular se utilizaron los iniciadores universales ITS 1 (5'-
CTTGGTCATTTAGAGGGAAGTAA-3)elITS 4 (5-TCC TCC GCT TAT TGATAT
GC-3") (White et al., 1990). La reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) se
llevo a cabo en un volumen final de 25 uL, con 1 x PCR Buffer, 1.5 mM de MgClz,
0.2 mM de cada dNTP, 0.6 uM de cada oligonucleétido, 1.5 U de Taq polimerasa
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) y 10 ng de DNA. Para las condiciones de PCR
se tomd como referencia lo reportado por Infante et al. (2013) comenzando con
una desnaturalizacion inicial a 94 °C durante 3 min, 35 ciclos de desnaturalizacion
a 94°C por 30 seg, una temperatura de alineamiento de 55 °C por 1 min,
extension de 72 °C durante 1 min y una extension final de 72 °C por 6 min
(termociclador BIO-RAD T100 Thermal Cycler). Una alicuota de 5 pL se analiz6
por electroforesis en gel de agarosa (Promega, USA) al 1.5 % (w/v) en Buffer
TBE. Dicho gel fue tefiido con bromuro de etidio y se visualizO en un
fotodocumentador (DNR minibis-pro) (Sambrook y Russell, 2001). Finalmente,

los amplicones se enviaron a secuenciacion al laboratorio de Macrogen © Korea.

2.4.4.3. Andlisis de las secuencias

Las secuencias obtenidas se analizaron y compararon con secuencias
disponibles en el centro Nacional de Estados Unidos de America para la
Informacién Biotecnolégica (Genbank-EMBL) (Altshul et al., 1990). El nimero de
acceso de cada secuencia se obtuvo considerando mayor porcentaje de similitud

y cobertura.

2.4.4.4. Andlisis filogenético

El alineamiento multiple de secuencias se realiz6 con un método iterativo
(MUSCLE) (Robert, 2004) y el modelo de sustitucion de nucleétidos se llevo a
cabo en MEGA7 (Kumar et al., 2016). La reconstruccion filogenética se infirio

aplicando el método de Neighbour-Joining, el modelo de Tamura (Tamura et al.,
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2004) y 1000 repeticiones de bootstrap (Felsenstein, 1985); se utilizdé secuencias

obtenidas del Blast.

2.5. RESULTADOS

2.5.1. Aislamiento del patégeno

Del material vegetal enfermo procesado en laboratorio se obtuvieron diez
aislamientos de un hongo con morfologia similar. Estas cepas se desarrollaron

en medio de cultivo PDA incubadas durante 14 dias a temperatura de 25 + 2 °C.

2.5.2. Pruebas de patogenicidad

A los 3 dias después de la inoculacion (ddi) de las plantulas aparecieron puntos
oscuros pequefios en el area de inoculacién, tanto en tallo y hojas, que
posteriormente se fueron uniendo hasta formar areas negras irregulares de tejido
muerto. Las lesiones en las hojas presentaban manchas foliares circulares con
anillos concéntricos; en el haz, la lesiéon presentaba color café oscuro y, en el
envés, color café y margenes con tonalidades de café oscuro. En el tallo se
observé necrosis abarcando desde la zona apical hasta la raiz, teniendo una

apariencia atizonada de color negro grisaceo (Figura 2).
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Figura 2. Sintomas en plantulas de cafeto a 3 ddi. A) Camaras humedas. B)
sintoma inicial en cuello de tallo. C) sintoma en hojas. D) Plantulas con
sintomas para reaislamiento. Créditos: Silverio Jarquin-Cordero, 2022.

2.5.3. Identificacién morfologica

A los 14 dias después de la siembra (dds) del hongo en el medio de cultivo PDA,
los aislamientos presentaron un crecimiento micelial diametral de 6.3 cm (Figura
3). Las caracteristicas macroscépicas observadas de las cepas fueron: colonia
color blanco a ligeramente amarillo con micelio aéreo, present6 formacion de seis
anillos concéntricos en promedio y abundantes esporodoquios sobre el micelio
de color verde olivaceo claro. Las caracteristicas microscoOpicas identificadas
fueron: presencia de conidi6foros hialinos con medidas de 20.22 a 36.62 um de
largo x 2.09 a 3.27 um de ancho y ramificados de tres a cinco fialides en forma
de cilindro y verticiladas que median 10.64 a 27.82 x 1.20 a 2.27 um, los conidios
estaban aseptados y en forma de baston con los extremos ligeramente
redondeados de 6.31 a 9.91 x 0.87 a 2.44 um (Figura 4).
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Figura 3. Crecimiento del aislado a los 14 dds en medio de cultivo PDA
incubado a 25 * 2 °C. Créditos: Silverio Jarquin-Cordero, 2022.

Figura 4. Caracteristicas de aislados a 40x. A) y B) Crecimiento de la
colonia en medio de cultivo PDA a los 14 dds (anverso y reverso,
respectivamente). C) Esporodoquios. D) Conidios. E) Fialides. Créditos:
Silverio Jarquin-Cordero, 2022.
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2.5.4. Ildentificacién molecular

A fin de corroborar la identificacion morfoldgica del patégeno, se realizé la
identificacion molecular mediante ITS1 e ITS4 del rDNA parcial. Como resultado
de la amplificacion se obtuvo el gel de la Figura 5 donde se muestran la banda

reportada del patégeno.

Figura 5. Amplificacion del producto PCR en
gel de agarosa al 1 %. Carril 1. Positivo.
Carril 2. Negativo. Carril 3. Patdgeno. Carril
4. Marcador de Peso Molecular de 1 kb
(Promega).
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Las secuencias se editaron y compararon en GenBank usando BLAST. Para la
reconstruccion filogenética de la secuencia de P. roridum (PRMF12) se infirié por
el método de Neighbour-Joining con 1000 repeticiones de bootstrap (Felsenstein,
1985). Se seleccionaron 10 secuencias obtenidas del Blast: presentando 100 %
de similitud con los nimeros de accesion MW600528.1 (P roridum), MW600536.1
(P. roridum), KC469695.1 (Myrothecium roridum), KF761292.1 (M. roridum),
MZz570588.1 (P. roridum), KC581914.1 (M. roridum), y 99.73 % con KJ174523.1
(M. roridum), MT853067.1 (P. breviseta), un 99.47 % con KY062563.1 (P.
roridum) y 98.14 % de similitud con JF724155.1 (M. roridum). El arbol filogenético
construido evidencio la relacién evolutiva entre P. roridum con otras especies del
género Paramyrothecium, y mostr6 que P. roridum estd estrechamente
relacionado con el P. roridum del nimero de accesién MW600528 y MW600536
en un soporte de 84 % (Figura 6).

MWB00528.1 Paramyrothecium roridum
92
|4 MWB00536.1 Paramyrothecium roridum
58 PRMF12
KC469695.1 Myrothecium roridum
KF761292.1 Myrothecium roridum strain HZ07080302
KJ174523.1 Myrothecium roridum strain KACC 93161PFP
5<%
MT853067.1 Paramyrothecium breviseta

—— KY062563.1 Paramyrothecium roridum strain CP049

56 JF724155.1 Myrothecium roridum strain 781
5{

MZ570588.1 Paramyrothecium roridum isolate DPM-Mrz2

KC581914.1 Myrothecium roridum isolate DUCC4002

Figura 6. Arbol filogenético de la secuencia correspondiente al punto
color anaranjado (PRMF12) del aislado de P. roridum con otras 10
secuencias de Paramyrothecium spp., disponibles en el Genbank. El
meétodo usado fue Neighbour-Joining con 1000 repeticiones de
Bootstrap. El analisis involucré 11 secuencias de nucledtidos.
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2.6. DISCUSION

Los resultados de la caracterizacion morfolégica y molecular indican que los
aislados fungicos de Paramyrothecium roridum coinciden con las de Pelayo et al.
(2017) quienes reportaron la siguiente caracterizacion de cepas: plana por el
anverso con micelio aéreo de color blanco a ligeramente amarillo, el promedio de
anillos concéntricos fue de 6 con presencia de esporodoquios en cada anillo. Por
el reverso de la cepa (caja Petri) se torné ligeramente de color amarillo; los
conidiéforos fueron hialinos, abundantes, con estipite septado, con medidas de
22 a 40 x 2 a 3 ym, presentaban ramas peniciladas sin septos que contenian de
2 a 5 fidlides; las fialides eran rectos y ligeramente curvos, cilindricos, hialinos
gue midieron de 10 a 28.5 x 1.5 a 2.0 ym y finalmente los conidios observados
fueron aseptados, cilindricos a elipsoidales con medidas de 6.0a 7.0 x 1.5a 2
pMm y extremos redondeados. Las cepas presentaron un crecimiento diametral de
6.3 cm a los 14 dias después de la siembra en medio de cultivo PDA, medida de
crecimiento que coincide con los obtenidos en este estudio. Soliman (2020) por
su parte en cultivo de fresa caracterizo cepas de P. roridum en medio de cultivo
PDA documentando las siguientes caracteristicas; micelio de color blanco a
ligeramente amarillo con aspecto de corrugacién en el centro de la colonia, estas
cepas formaron anillos concéntricos con presencia de gotas viscosas de color
negro olivaceo a verde olivaceos llamados esporodoquios; conidiéforos hialinos
y ramificados con 3 y 5 fialides en forma de cilindro; los conidios eran aseptados
y en forma de bastdn con los extremos ligeramente redondeados, caracteristicas

similares obtenidas en la presente investigacion.

En este estudio, los postulados de Koch fueron cumplidos mediante las pruebas
de patogenicidad utilizando plantulas de cafeto, revelando que la cepa aislada de
P. roridum es un agente potencial para infectar al cafeto. Resultados que
concuerdan con la metodologia empleada para pruebas de patogenicidad de P.
roridum en plantas de hortensia y de soya (Mmbaga et al., 2010; Haudenshield
et al., 2018).

42



Huaman et al. (2021) identificaron a nivel morfolégico a P. roridum asociado con
el agroecosistema café en el Estado de Tabasco, México. En la descripcion de
las cepas, estos autores mencionan que el anverso de la colonia presenta micelio
aéreo de color blanco, formando anillos concéntricos con abundantes
esporodoquios de color verde olivaceo, mientras que en el reverso se observa de
color amarillo palido. Conidios de 5.23 a 6.75 um de largo y 1.37 a 1.99 ym de

ancho. Estas caracteristicas concuerdan con las obtenidas en este trabajo.

Ulate (2019) en un estudio realizado en Costa Rica enfocado en aislar al agente
causal de manchas foliares en cafeto, caracterizé cepas que presentaban micelio
aéreo de color blanco que con el tiempo fue formando anillos concéntricos con la
presencia de esporodoquios de color negro a verde olivaceo rodeado de
abundante micelio blanco. En el reverso de la colonia se observo que el color fue
crema oscuro a amarillo palido. Este autor observd presencia de conidiéforos,
rectos, septados y ramificados de manera irregular que en su mayoria se
encontraban agrupados, los conidios tenian forma de cilindro con los extremos
ligeramente redondeados, lisos, con apariencia hialina al principio, pero al
transcurrir los dias su coloracion se tornaba verde olivaceo, se encontraban libres
0 agrupados en masas pequefias y median de 6 a 8 um de largo x 1.5 a 2.5 um
de ancho. También observa la presencia de fidlides que eran cilindricas y
redondeadas en los extremos; ademas, por medio de técnicas moleculares, las
cepas aisladas pertenecen a Paramyrothecium roridum, resultados que

concuerdan con los obtenidos en el presente estudio.

Los resultados de la caracterizacion morfolégica de este trabajo también
coinciden con lo reportado por Lee et al. (2008), Tomar et al. (2016) y Kwon et al.
(2014) los cuales describieron las cepas desarrolladas en medio de cultivo PDA,
documentando la presencia de micelio color blanco, formando anillos
concéntricos en el centro de la colonia y produciendo esporodoquios de color
verde oscuro a negro y que en su mayoria estaban rodeados por micelio blanco;
también reportaron conidiéforos macronematosos y conidios agregados con color

verde oscuro.
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Cabrera et al. (2007) en un trabajo realizado para aislar e identificar al agente
causal de mancha foliar en el cultivo de soya, describe a Paramyrothecium
roridum con las siguientes caracteristicas; en hojas como en medio de cultivo
PDA formaba esporodoquios de color verde olivaceo a verde oscuro, de aspecto
aceitoso, brilloso, en su mayoria estaban rodeado de micelio blanco. los
conidiéforos tenian forma de cilindro con ramificaciones y los conidios eran
unicelulares, hialinas con los extremos redondeados que mediande5a7x1a?2
Um. observaron presencia de fidlides. Estas caracteristicas coinciden con las

obtenidas en esta investigacion.

En China, Wang et al. (2020) reportaron por primera vez a P. roridum como
agente causal de la mancha foliar en la planta ornamental conocida con el
nombre comun de “planta obediente” (Physostegia virginiana). Aislaron y
caracterizaron a cepas que presentaban micelio de color blanco, mencionando
gue la colonia tenia un aspecto de corrugacion, formando anillos concéntricos
con presencia de esporodoquios de color negro. Informaron que los conidi6foros
eran hialinos con ramificaciones secundarias y terciarias en forma de cilindro. Los
conidios fueron aseptados, unicelulares, hialinos, cilindricos y median de 4.8 a
8.2 um x 1.7 a 2.4 uym con los extremos redondeados. Con respecto a la
identificacion molecular utilizaron iniciadores ITS1 e ITS4 para amplificar los
genes parciales del espaciador transcrito interno (ITS). Estos informes coinciden

con los obtenidos en esta investigacion.

Otro estudio realizado en lIrak, reporta la identificacibn de Paramyrothecium
roridum aislado de suelo de cultivos de cucurbitaceas, en dicho trabajo los
aislados desarrollados en medio de cultivo PDA alcanzaron 4.6 cm de diametro
después de 7 dias a 25 °C, en el anverso de las cepas presentaban micelio de
color blanco, anillos concéntricos y formacion de esporodoquios de color verde
olivaceo a verde oscuro rodeados de micelio blanco, observaron presencia de
conidioforos ramificados y conidios hialinos en forma de cilindros con los

extremos ligeramente redondeados que median de 5.3 a 7.8 x 1.1 a 2.8 um

44



(Ramadan et al., 2021). Todas las caracteristicas coinciden con los resultados de

este estudio.

Como lo sefala Holliday (1980) en la descripcion que realiza de Myrothecium
roridum desarrollado en medio de cultivo PDA, el cual presentd en el anverso de
la colonia micelio de color blanco con la colonia de aspecto corrugado, formando
anillos concéntricos y produciendo esporodoquios de color verde olivaceo que
podian estar rodeados de micelio color blanco, el crecimiento micelial a los 14
dias después de la siembra fue de 6 cm de diametro en promedio. Los
conidiéforos eran hialinos, en forma de cilindro, presentaban de 2 a 3 ramas. Las
fidlides eran verticiladas en forma de cilindro, hialinos con medidas de 9 a 27
(14.2) x 0.9 a 1.8(1.4) um. Por su parte los conidios tenian forma de cilindro con
los extremos redondeados, hialinos y con medidas de 4.5a 10.8 (7.2) x1.3a 2.7

(1.8) um. Informacién que concuerda con los resultados de este trabajo.

Por su parte, Tuset (1986) describe a Myrothecium roridum con las siguientes
caracteristicas; los conidioforos eran cortos y compactos que formaban una capa
estromatica junto con las células del hospedero, eran hialinos, cilindricos y
ramificados. Las fialides, eran cilindricas, hialinas con los extremos redondeados.
Los conidios por su parte eran cilindricos con los extremos ligeramente
redondeados, hialinos a ligeramente olivaceo y que median de 4.5 a 10.8 de largo
x 1.3 a 2.7 um de ancho. Caracteristicas que concuerdan con los resultados

obtenidos en este estudio.

Matic et al. (2019) en un trabajo realizado para la identificacion del agente causal
de manchas foliares en plantas ornamentales y hortalizas de hojas, describieron
las colonias de P. roridum crecidas en medio de cultivo PDA, las cuales
presentaban abundante micelio aéreo de color blanco con formacion de
esporodoquios de color verde oscuro distribuidos en los anillos concéntricos
desarrollados el centro de la colonia. Los conidios eran aseptados, cilindricos,
hialinos con los extremos redondeados que median de 6 x 2 um. También
reportaron presencia de conidiéforos ramificados. Resultados que concuerdan
con los obtenidos en este trabajo.
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El analisis del alineamiento multiple de secuencias de la region ITS que fue
realizada para Paramyrothecium roridum de este estudio incluyé secuencias
reportadas previamente en National Center for Biotechnology Information (NCBI)
de géneros y especies estrechamente relacionados. En el dendograma la
secuencia del aislamiento de este estudio (PRMF12) fue comparado con
Myrothecium roridum (KC4696695.1) mostrando una relacion entre ellos con
valores bootstrap de 58%. En otro clado, la secuencia PRMF12 se comparo con
Paramyrothecium roridum (MW600528.1) y Paramyrothecium roridum
(MW60536.1) mostrando una estrecha relacion entre ellos con valores Bootstrap
de 84%, indicando que los organismos son similares genéticamente. Estos
resultados son similares con lo reportado por Garzén (2019) quien identifico
molecularmente a Myrothecium verrucaria con relaciones estrechas con especies
del género Paramyrothecium en valores Bootstrap de 98% en el arbol filogenético

reconstruido.

Todos los resultados antes mencionados, incluyendo los de este trabajo,
proporcionan la certeza de que se trata de Paramyrothecium roridum, agente
causal de la mancha foliar en plantulas de cafeto. Por lo tanto, este estudio puede
resultar de utilidad para los productores de cafeto al identificar correctamente al

patégeno y que permitira realizar el manejo adecuado de la enfermedad.

2.7. CONCLUSIONES

Evidencia morfolégica y molecular indica que el agente causal de la mancha foliar
en plantula de cafeto fue Paramyrothecium roridum, es posible aislarlo y su

patogenicidad indica que se trata de un hongo patégeno potencial del cafeto.
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CAPITULO lll. POTENCIAL ANTAGONICO in vitro DE
DIFERENTES AISLADOS NATIVOS DE Trichoderma spp.
CONTRA Paramyrothecium roridum

3.1. RESUMEN

El manejo actual de Paramyrothecium roridum se realiza principalmente con
productos quimicos que en su mayoria resultan adversos al ambiente. Por tal
razén, se investigan alternativas de manejo. Trichoderma spp. es uno de los
hongos mas utilizados para el control biolégico de enfermedades fungicas y tiene
gran relevancia ambiental debido a la amplia distribucion en los sistemas de
produccion del cultivo de cafeto. Los objetivos del presente trabajo fueron la
identificacion morfoldgica y molecular; y la evaluacion patogénica de aislamientos
nativos del género Trichoderma spp., frente a Paramyrothecium roridum,
analizando las variables: dias al primer contacto entre hifas, clasificacién de
antagonismo y porcentaje de inhibicibn. Se empleo un experimento
completamente al azar con cinco repeticiones. Los datos obtenidos se
sometieron a un analisis de varianza y prueba de comparaciones mdultiples de
medias de Tukey (a=0.05). Los resultados para dias a primer contacto entre hifas
indicaron que T8(MB) tuvo contacto al tercer dia y el resto de los aislamientos a
los cuatro dias. Predominé el tipo de antagonismo tipo Il con 12 cepas de
Trichoderma spp. y 6 cepas aisladas presentaron antagonismo tipo |. El
porcentaje de inhibicién fluctu6 de 7.11 a 17.52 %. A partir de la secuenciacion y
comparacion de los datos de las secuencias depositadas en el GenBank, se
comprobd que las cepas representativas T8(MB) y T15(CH1), tienen 100 % de
identidad con la especie Trichoderma harzianum.

Palabras clave: Trichoderma spp., Paramyrothecium roridum, identificacion,
Antagonismo.

Tesis de Maestria en Ciencias, Universidad Autbnoma Chapingo.
Autor: Silverio Jarquin Cordero.
Director: Dimas Mejia Sanchez.
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3.2. ABSTRACT

ANTAGONIC POTENTIAL in vitro OF DIFFERENT NATIVE ISOLATES OF
Trichoderma spp. AGAINST Paramyrothecium roridum

The current management of Paramyrothecium roridum is carried out mainly with
chemical products that are mostly adverse to the environment. For this reason,
management alternatives are investigated. Trichoderma spp. It is one of the most
widely used fungi for the biological control of fungal diseases and has great
environmental relevance due to its wide distribution in coffee production systems.
The objectives of this work were the morphological and molecular identification;
and the pathogenic evaluation of native isolates of the genus Trichoderma spp.,
against Paramyrothecium roridum, analyzing the variables: days to first contact
between hyphae, classification of antagonism and percentage of inhibition. A
completely randomized experiment with five replications was used. The data
obtained were subjected to an analysis of variance and Tukey's multiple
comparison test of means (a=0.05). The results for days to first contact between
hyphae indicated that T8(MB) had contact on the third day and the rest of the
isolates on four days. Type Il antagonism prevailed with 12 strains of Trichoderma
spp. and 6 isolated strains presented type | antagonism. The percentage of
inhibition fluctuated from 7.11 to 17.52 %. From the sequencing and comparison
of the data of the sequences deposited in the GenBank, it was found that the
representative strains T8(MB) and T15(CH1), have 100 % identity with the
Trichoderma harzianum species.

Keywords: Trichoderma spp., Paramyrothecium roridum, identification,
Antagonismo.

Thesis, Universidad Auténoma Chapingo.
Author: Silverio Jarquin Cordero.
Advisor: Dimas Mejia Sanchez.
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3.3. INTRODUCCION

El café es una de las bebidas mas consumidas a nivel mundial y es uno de los
productos agricolas mas comercializados e importantes junto con el petroleo
(Dechassa, 2019). Es cultivado por 25 a 30 millones de pequefios, medianos y
grandes productores en alrededor de 80 paises tropicales (Aderolu et al., 2014).
A pesar de que el cafeto es cultivo clave para la economia mundial, la produccién
ha estado afectada por factores que limitan la productividad; factores abioticos y
bidticos son las principales limitantes de la produccion de café en el mundo. En
el segundo factor se encuentran enfermedades fungicas que atacan frutos, hojas,
tallos y raices que finalmente afectan el rendimiento y la comercializacion
(Dechassa, 2019). Diferentes enfermedades fungicas han sido reportadas con
sus respectivos agentes causales identificadas que afectan al cultivo de cafeto,
las cuales han sido: Colletotrichum kahawae, Gibberella xylarioides, Hemileia
vastatrix, Corticium koleroga, Armillaria mellea, Colletotrichum gloeosporioides,
Ascochyta tarda, Rhizoctonia spp., Phytium spp., Fusarium spp. y Mucor spp.
(Adugna et al., 1997; Derso et al., 2000; Teferi et al., 2008).

La aparicion de nuevas enfermedades que afecten el desarrollo del cafeto es un
riesgo latente, tal es el caso de las enfermedades de nuevo encuentro (Bieysse
et al., 2008). La enfermedad de la mancha foliar en plantulas de cafeto causada
por Paramyrothecium roridum es un caso particular, debido a que hasta hace 10
afos estaba confinada a paises como India y Japon Unicamente (Govindiah et
al., 1989; Murkai et al., 2002). Actualmente esta enfermedad se encuentra
presente en México. Ante tal situacién, surge la necesidad de generar estrategias

de manejo para la enfermedad.

En su manejo, se recomienda emplear los controles cultural, mecanico, quimico
y biolégico dentro de un enfoque integral. A pesar de que el uso de agroquimicos
podria tener los mejores resultados en el control, el uso inadecuado y las malas
practicas de estos, pueden generar resistencia del patégeno disminuyendo la

eficacia. Ademas de tener como desventaja el impacto negativo en flora y fauna,
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contaminacion al medio ambiente y tener riesgo de afectar la salud humana. En
parte, estas caracteristicas de los quimicos justifican la basqueda de agentes
biolégicos con potencial para el manejo (Pappachan et al., 2019). Los agentes
de biocontrol tienen la caracteristica de contribuir a la resistencia inducida,
hiperparasitismo, antibiosis, proteccidon cruzada, competencia por espacio y
nutrientes, principalmente, contra hongos fitopatdgenos (Asghar et al., 2010). La
demanda de productos biolégicos es cada vez mayor en el sector agricola y todo
indica que el futuro del control biolégico parece ser prometedor. Por ello, en el
presente estudio se aislo e identificé a cepas nativas de Trichoderma spp. a fin

de realizar evaluaciones in vitro contra Paramyrothecium roridum.
3.4. MATERIALES Y METODOS

3.4.1. Obtencion de especies nativas de Trichoderma spp.

3.4.2. Colecta de muestras de suelo

Las muestras de suelo fueron recolectadas en tres Estados productores de café
(Hidalgo, Puebla y Veracruz) (Figura 7). En cada sitio visitado se realiz6 un
muestreo dirigido a la rizosfera de diferentes especies de plantas, por lo que,
cada muestra de suelo se obtuvo a una profundidad diferente, oscilando de 20 a
30 cm, eliminando previamente la materia organica superficial, hasta obtener 1
kg de suelo. Las muestras se transportaron en bolsas de plastico al Laboratorio
de Patosistemas Vegetales, ubicado en la Universidad Autbnoma Chapingo

donde se guardaron en refrigeracién a 10 °C para su uso posterior.
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Figura 7. Ubicacién en México de los sitios de colecta de las muestras de suelo para obtener
especies nativas de Trichoderma. Créditos: Silverio Jarquin-Cordero, 2022.

3.4.3. Aislamiento, purificacion e identificacion morfolégica de
Trichoderma spp.

Los aislados de Trichoderma spp. se obtuvieron mediante el método de dilucién
de esporas. De cada muestra de suelo se pesé 1 g y se colocé en un tubo de
ensayo con 10 mL de agua destilada estéril y se agito durante 15 seg en un vértex
(GENIE™), Utilizando micropipeta (KIMAX®) se tom6 una alicuota de 1 mL para
depositarla en otro tubo de ensayo con 9 mL de agua destilada estéril, se repitio
este procedimiento hasta llegar a diluciones de 102y 103, De cada dilucién se
tomd una alicuota de 0.5 mL y se distribuyé homogéneamente sobre una caja
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Petri que contenia medio de cultivo PDA. Todo el procedimiento se realizd en
condiciones aseépticas. Las cajas Petri sembradas se incubaron a temperatura
ambiente de 28 + 2 °C durante 7 dias. Se utilizaron 10 cajas Petri por cada

muestra de suelo (Sandoval y Stefanova, 2000; Esparza, 2009).

Las colonias de posibles Trichoderma spp. se reconocieron por formacion de
anillos concéntricos y esporulacion de color verde, principalmente.
Posteriormente se realizé la purificacion de cada cepa haciendo cultivos
monosporicos. La identificacion se llevé a cabo mediante claves de Barnett y
Hunter (1998) y Samuels (2006). Con la ayuda de un microscopio compuesto, se
identificaron caracteristicas tipicas del género; conidiéforos hialinos ramificados,

no verticilados, fidlides individuales o en grupos.

La caracterizacibn morfolégica de cada cepa fue realizada midiendo el largo y
ancho de 30 conidios, 30 fialides y diametro de 30 clamidosporas; para esto se
empled el programa computacional de Micro Capture Version 6.9.10., la cual

tiene la funcién de medicion en micras (Esparza, 2009).

3.4.4. ldentificaciéon molecular

3.44.1. Extraccion de ADN

La extraccién del ADN gendémico se llevé a cabo usando la metodologia de
Dellaporta Mini descrito por Dellaporta y Hicks (1983) con algunas
modificaciones. Se uso el micelio del hongo desarrollado por 7 dias en cajas Petri
con medio de cultivo PDA incubado a 28 + 2 °C. El protocolo utilizado se describe
a continuacion: en microtubos Eppendorf se adiciond 1 mL de buffer de lisis (urea
3 M; NaCl 0.35 M; tris 0.05 M; EDTA 0.02 My 1 % sarcosina), dejandolos en
reposo durante 10 min, posteriormente los microtubos se resguardaron en
ultracongelador a -70 °C durante 12 h. Transcurrido este tiempo las muestras se
agitaron en Vortex durante 1 min. Después fueron centrifugados a 12 000 rpm
durante 1 min. El sobrenadante se coloco en un microtubo nuevo y se adicionaron

500 L de fenol: cloroformo (12:4 v/v) (Sigma®Chemicals, EE. UU.) a la mezcla.
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Se realiz6 otra centrifugacion a 12 000 rpm durante 3 min. El DNA que contenia
el microtubo fue recuperada colocandola en un microtubo nuevo agregando 200
ML de cloroformo y centrifugando por 20 min. Después los acidos nucleicos fueron
recuperados en un microtubo nuevo y precipitados con 500 uL de isopropanol y
50 pyL de acetato de sodio (10 M) e incubados durante 20 min en frio en un
ultracongelador. Al finalizar este tiempo el DNA se sedimentd mediante
centrifugacion a 12 000 rpm durante 15 min; se elimind el sobrenadante. La
pastilla se lavé con 50 pL de etanol al 70 %, se centrifugd nuevamente a 12 000
rpm por 5 min, descartando el sobrenadante. Para finalizar se adicionaron 50 uL
de agua grado PCR y las muestras fueron conservadas a — 20 °C. La calidad y
concentracion del DNA se verificé usando electroforesis en gel de agarosa al 1
% y mediante espectrofotometria usando un NanoDrop 2000 UV-Vis (Thermo
Scientific®, EE. UU.).

3.4.4.2. Amplificacién por PCR

Para amplificar la secuencia se utilizaron los iniciadores universales ITS 1 (5°-
CTTGGTCATTTAGAGGGAAGTAA-3)elITS4 (5 -TCC TCC GCT TAT TGATAT
GC-3') las cuales se utilizan para identificacion molecular de hongos (White et
al., 1990; Quispe-Apaza et al., 2017). La reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) se llevo a cabo en un volumen final de 25 uL, con 1 x PCR Buffer, 1.5 mM
de MgClz, 0.2 mM de cada dNTP, 0.6 uM de cada oligonucleétido, 1.5 U de Taq
polimerasa (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) y 10 ng de DNA. Para las condiciones
de PCR se tom6é como referencia lo reportado por Infante et al. (2013)
comenzando con una desnaturalizacion inicial de 94 °C durante 3 min, 35 ciclos
de desnaturalizacion a 94 °C por 30 seg, una temperatura de alineamiento de 55
°C por 1 min, extension de 72 °C durante 1 min y una extension final de 72 °C
por 6 min (termociclador BIO-RAD T100 Thermal Cycler). Se analiz6 una alicuota
de 5 pL por electroforesis en gel de agarosa (Promega, USA) al 1 % (w/v) en
Buffer TBE. Dicho gel fue tefiido con bromuro de etidio y se visualizd en un
fotodocumentador (DNR minibis-pro) (Sambrook y Russell, 2001). Finalmente,
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los microtubos Eppendorf con las muestras se enviaron a secuenciar al

laboratorio de Macrogen © Korea.

3.4.4.3. Analisis de secuencias

Las secuencias obtenidas fueron analizadas y comparadas con secuencias
similares del centro Nacional de Estados Unidos de América para la Informacion
Biotecnoldgica (Genbank-EMBL) (Altshul et al., 1990). Se obtuvo el nimero de
acceso de cada secuencia considerando mayor porcentaje de similitud y

cobertura.

3.4.4.4. Andlisis filogenético

El alineamiento mdltiple de secuencias se realiz6 con un meétodo iterativo
(MUSCLE) (Robert, 2004) y el modelo de sustitucion de nucledtidos se llevé a
cabo en MEGA7 (Kumar et al., 2016). La reconstruccion filogenética fue inferida
por el método de Neighbour-Joining, el modelo de Tamura (Tamura et al., 2004)
y 1000 repeticiones de bootstrap (Felsenstein, 1985). Se utilizo secuencias

obtenidas del Blast.

3.4.5. Evaluacién del antagonismo in vitro por técnica de cultivo dual

En la evaluacién de la actividad antagénica se empled la técnica de cultivo dual.
Se coloco en un extremo (a 2 cm de la periferia) de las cajas Petri con medio de
cultivo, un disco de PDA de 3.5 mm con Paramyrothecium roridum con
crecimiento activo y en el extremo opuesto, otro disco de 3.5 mm con
Trichoderma spp. (Esparza, 2009; Romero et al., 2021). Una vez colocados
ambos organismos en las cajas Petri, se incubaron a 28 + 2 °C. El crecimiento
micelial de ambos hongos se midio cada 24 h, hasta que el testigo llené la caja 'y
se observaron las confrontaciones a fin de evaluar las siguientes variables: dias

al primer contacto entre hifas, clasificacion del antagonismo y porcentaje de
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inhibicion. Se empleo un disefio completamente al azar tomando como unidad
experimental una caja Petri. Los datos fueron sometidos a un analisis de varianza
y comparacion de medias y prueba Tukey (a=0.05) con el paquete estadistico
SAS.

A continuacion, se describe cada una de las variables y como se tomaron los

datos.

3.4.5.1. Dias al primer contacto entre hifas

Se realizaron observaciones en las confrontaciones y sus repeticiones cada 24
h, a partir del momento de la siembra de ambos microorganismos. Se registro el
momento exacto en que las puntas de hifas de Trichoderma spp. y P. roridum
tuvieron el primer contacto (Esparza, 2009; Romero et al., 2021).

3.4.5.2. Clasificacion del antagonismo

Considerando la clasificacién de antagonismo propuesta por Bell et al. (1982), se

ubico en la clase de antagonismo correspondiente a cada tratamiento evaluado:

1= Trichoderma spp. sobrecrece completamente al fitopatégeno y cubre
totalmente (100 %) la superficie del medio de cultivo de la caja Petri.

2= Trichoderma spp. cubre el 75 % de la superficie del medio de cultivo en la caja

Petri, detiene al fitopatdogeno, puede sobrecrecerlo y esporular sobre él.

3= Trichoderma spp. y el fitopatégeno colonizan, cada uno, aproximadamente la

mitad de la superficie (50 %) del medio y ningun organismo es dominante.

4= El fitopatdgeno coloniza dos terceras partes de la superficie del medio (75 %)
y detiene el crecimiento de Trichoderma spp., lo puede sobrecrecer y esporular

sobre este.
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5= El fitopatdgeno sobrecrece completamente a Trichoderma spp. y cubre 100 %

la superficie del medio.

3.4.5.3. Porcentaje de inhibicion

Las mediciones se realizaron con ayuda de un vernier digital, registrando el
crecimiento cada 24 h. El experimento concluyo6 hasta que el testigo llené la caja
Petri. Con las mediciones obtenidas, se determino el porcentaje de inhibicién de
crecimiento de P. roridum, aplicando la formula propuesta por Fokkema (1973),

citado por Kagezi et al. (2015):

% de inhibicién (1) = [((D1-D2) / D1) x 100]
En donde:

I= Porcentaje de inhibicién del crecimiento micelial.
D1= Didmetro de la colonia del testigo (patégeno) (mm).
D2 = Didmetro del crecimiento de la colonia del patégeno influenciada por el

antagonista (mm).

3.5. RESULTADOS

3.5.1. Aislamiento, purificacion e identificacion morfolégica de

Trichoderma spp.

Los aislamientos de Trichoderma spp., se obtuvieron en puntos
georreferenciados correspondientes a localidades como El Tejocotal y La
Cabafia, Municipio de Acaxochitlan, Hidalgo; La Raya Municipio de Huatusco y
Monte Blanco, Municipio de Fortin, Veracruz y en un punto del tramo carretero
con direccion a Huatusco, Veracruz y de Zacatlan, Puebla (Cuadro 1). Se

recolectaron 30 muestras de suelo distribuidas en 5 especies de plantas y un
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macromiceto Agarical en las diferentes localidades de los 3 Estados visitados. Se

obtuvieron 18 cepas nativas de Trichoderma spp.

Cuadro 1. Sitios de colecta para obtener aislados nativos de Trichoderma spp

Tratamiento

/Clave de Hospedante Localidad/Municipio Localizacién Geogréafica
colecta
(T1) zP1 LT: N 19°56' 15.71"
(T2) ZzP2 Pino Zacatlan, Puebla LG: E 98° 00' 23.64"
(T3) ZP3 2412 msnm
LT: N 19°56' 15.71"
. . LG: E 98° 00' 23.64"
(T4) ZP4 Pino Zacatlan, Puebla 2412 msnm
LT: N 19°56' 15.71"
(T5) ZP5 . . LG: E 98° 00' 23.64"
(T6) ZP6 Pino Zacatlan, Puebla 2412 msnm
LT: N 19°56' 15.71"
(T7) ZP7 Pino Zacatlan, Puebla LG: E 98° 00' 23.64"
2412 msnm
(T8) MB Cafia de azicar LT: N 18° 57 39.9”
(T9) MB1 (etapa de Monte Blanco, Fortin, LG: E97° 01’ 16.02”
(T10) MB2 ha Veracruz 1250.89 msnm
maduracion)
gig s La Raya, Huatusco, LT: N 19° 6 35.35"
(T13) HV3 Café (Typica) Veracruz LG: E97° 00’ 2.21”
1371.2 msnm
LT: N 19° 15 53.00”
. Carretera Huatusco, LG: E97° 02’ 1.55”
(T14) BV Bambu Veracruz 1403 msnm
gig; < La Cabafia, Acaxochitlan, ~ LT: N 20° 08’ 43.63"
(T17) CH3 Hongo (Agarical) Hidalgo LG: E 98° 09’ 37.32”
2129.3 msnm
El Tejocotal, LT: N 20° 8 26.66”
(T18) TH1 Zarzamora silvestre Acaxochitlan, Hidalgo LG: E 98° 8 44.08”

2124 msnm

En este estudio, 16 de 18 cepas aisladas se identificaron a nivel género (TH1,
CH2, CH3, HV1, HV2, HV3, BV, MB1, MB2, ZP1, ZP2, ZP3, ZP4, ZP5, ZP6, ZP7)

considerando algunas caracteristicas morfologicas tipicas de Trichoderma spp.,

como: micelio septado y ramificado, produccion de conidi6foros hialinos

ramificados no verticilados, fialides individuales cortas y generalmente en grupos
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con medidas de 3.18-9.99x1.12-5.55 um, conidios hialinos de una célula, ovoides
nacidos en pequefios racimos terminales, globosos o subglobosos, oblongos u
obovoides con medidas 2.33-7.73x1.99-6.12 um y clamidosporas intercalares,
terminales, subglobosas con tamafios de 5.18-11.93 um (Barnett y Hunter, 1998;
Samuels, 2006). En la Figura 8 se muestran las caracteristicas de las 18 cepas,
las cuales variaron en color, forma, numero de anillos concéntricos, forma de

esporulacion y pigmentacion del medio de cultivo.

Las cepas MB (Suelo de cafia de azucar) y CH1 (suelo de hongo Agarical) se
identificaron morfolégica y molecularmente, resultando como Trichoderma
harzianum con hifas hialinas, conidiéforos hialinos ramificados no verticilados,
fiélides individuales o en grupo que median de 3.91-8.46 pm x 1.12-3.87 pm,
conidios de una célula, subglobosas, obovoides o elipsoidales con tamafios que
oscilaron en 3.10-5.10 x 2.13-4.88 um y las clamidosporas midieron 5.18-10.98
um. En la Figura 9 se muestran las caracteristicas de conidioforos, fidlides y

conidios de cepas representativas al género Trichoderma.
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Figura 8. Caracteristicas de las colonias de los 18 aislamientos nativos de Trichoderma spp.

Créditos: Silverio Jarquin-Cordero, 2022.
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Figura 9. Caracteristicas morfolégicas de cepas representativas del género Trichoderma. (T14 y T18) Conidiéforos,
fidlides y conidios. Observado en aumento de 40x. Créditos: Silverio Jarquin-Cordero, 2022.
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3.5.2. Identificacién molecular

Del total de cepas caracterizadas a nivel género, el T8 (MB=ANTS6) y T15
(CH1=ANT5) fueron confirmadas mediante identificacion molecular, con la
comparacion de secuencias obtenidas en el banco de genes del NCBI, resultando
que ambas muestras se identificaron dentro de la especie Trichoderma
harzianum. Como resultado de la amplificacién del fragmento ITS1 e ITS4, se
obtuvo el gel de la Figura 10 donde se muestran las bandas para cada cepa

nativa de Trichoderma spp.

600

Figura 10. Amplificacion del producto PCR en gel de
agarosa al 1 %. Carril 1. T15 (CH1)= Trichoderma
spp.: Carril 3: T8 (MB)= Trichoderma spp.: Carril 4:
Negativo: Carril 5: Positivo. Carril 6: Marcador de
Peso Molecular de 1 kb (Promega).

Para la reconstruccién filogenética de las secuencias de los Trichodermas, se
infiri6 por el método de Neighbour-Joining con 1000 repeticiones de bootstrap
(Felsenstein, 1985). Se seleccionaron ocho secuencias obtenidas del Blast y el
resultado fue: presentaron 100 % de similitud con numero de accesion
MH368147.1 (T. harzianum), KR868390.1 (T. harzianum), KT285894.1 (T.
harzianum), MN263160.1 (T. harzianum), MT441597.1 (T. lixii), MK752565.1 (T.

65



harzianum), KP263602.1 (T. harzianum) y KP263734.1 (T. harzianum). El arbol
filogenético construido evidencié la relacion evolutiva entre los Trichodermas
(ANTS5 y ANTS6) con otras especies del género Paramyrothecium y mostré que
estos Trichodermas estan emparentados con T. harzianum, nimero de accesion
MK752565.1 en un soporte de 62 % (Figura 11).

MH368147.1 Trichoderma harzianum voucher JUF0028
77
70 KR868390.1 Trichoderma harzianum strain ZNR20
79 KT285894.1 Trichoderma harzianum strain Tr9
67 MN263160.1 Trichoderma harzianum isolate THRN

MT441597.1 Trichoderma lixii

@ ANTS5

54 @ ANTS6

MK752565.1 Trichoderma harzianum isolate CILBFTN60880119

KP263602.1 Trichoderma harzianum isolate TV93

100
KP263734.1 Trichoderma harzianum isoclate TV284

Figura 11. Arbol filogenético de las secuencias de
Trichoderma correspondiente al punto color verde (ANTS5 y
ANTS6) con otras ocho secuencias de Trichodermas spp.,
disponibles en el Genbank. Se us6 el método de Neighbour-
Joining de la regién espaciadora interna transcrita (ITS) con
1000 repeticiones de Bootstrap. El analisis involucré 10
secuencias de nucleétidos.

3.5.3. Dias al primer contacto entre hifas

Del tratamiento 1 al 7 y del 9 al 18, ambos microorganismos tuvieron contacto
hifal a los 4 dias después de la siembra en confrontacién dual y inicamente el

tratamiento 8 tuvo contacto con el patégeno a los 3 dias. Se observé que
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Paramyrothecium roridum detuvo su crecimiento al momento de tener contacto
con los Trichoderma spp., siendo superado por el controlador biolégico en

competencia por espacio y nutrientes.
3.5.4. Clasificacion del antagonismo

Derivado de la clasificacion de antagonismo propuesta por Bell et al. (1982), se
obtuvieron 6 cepas de Trichodermas spp., con clasificacion tipo 1 (Trichoderma
spp. sobrecrecié completamente al fitopatégeno y cubrié el 100 % la superficie
del medio de cultivo de la caja Petri), las cuales fueron: T2, T4, T6, T10, T14,
T18, y los 12 restantes se clasificaron como tipo 2 (Trichoderma spp. cubrio el 75
% de la superficie del medio de cultivo en la caja Petri, detuvo al fitopatdégeno y
esporul6 sobre él), correspondiendo al T1, T3, T5, T7, T8 (T. harzianum), T9,
T11, T12, T13, T15 (T. harzianum), T16, T17. Estos resultados muestran la gran
capacidad de los Trichoderma para crecer en un nicho ecolégico compartido con
Paramyrothecium roridum y la velocidad de desarrollo de estos organismos como
controladores biolégicos y superando al patégeno en competencia por un mismo
espacio.

3.5.5. Porcentaje de inhibicion

El porcentaje de inhibicion fluctud de 7.11 a 17.52 % (Cuadro 2), los tratamientos
se dividieron en dos grupos, en el primer grupo estuvieron los de mayor
porcentaje de inhibicion, los cuales fueron: T17 (13.07 %), T4 (13.22 %), T2
(13.73 %), T8 (14.25 %), T15 (14.84 %), T7 (15.03 %) T3 (16.59 %) y T12 (17.52
%). El segundo grupo se conformd con los tratamientos de menor porcentaje de
inhibicion, correspondientes al T16 (7.11 %), T10 (7.92 %), T11 (8.78 %), T14
(9.71 %), T9 (9.91 %), T13 (10.10 %), T6 (10.37 %), T18 (11.10 %), T1(11.26 %)
y T5 (12.64 %). En la Figura 12 se muestran las confrontaciones duales.
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Cuadro 2. Porcentaje de inhibicién del crecimiento de P. roridum debido a cepas nativas de Trichoderma spp

TRATAMIENTOS VCD % CRECIMIENTO % INHIBICION DPCH  CLASIFICACION
1 6.13 ba 88.73 ba 11.26 bat 4 22
2 5.96 b 86.26 b 13.73 a 4 1y
3 5.76 b 83.40 b 16.59 a 4 2
4 6.00 b 86.77 b 13.22a 4 1
5 6.04 ba 87.35 ba 12.64 ba 4 2
6 6.19 ba 89.62 ba 10.37 ba 4 1
7 5.87 b 84.96 b 15.03 a 4 2
8 5.92 b 85.74 b 14.25a 3 2
9 6.23 ba 90.08 ba 9.91 ba 4 2
10 6.36 ba 92.08 ba 7.92 ba 4 1
11 6.30 ba 91.21 ba 8.78 ba 4 2
12 5.70 b 82.47b 17.52a 4 2
13 6.21 ba 89.89 ba 10.10 ba 4 2
14 6.24 ba 90.28 ba 9.71 ba 4 1
15 5.88 b 85.15 b 14.84 a 4 2
16 6.42 ba 92.88 ba 7.11 ba 4 2
17 6.01b 86.92 b 13.07 a 4 2
18 6.14 ba 88.89 ba 11.10 ba 4 1
19 6.92a 100.00 a 0.00 b
cv 6.35 6.35 4924 e e
DMS 0.89 12.96 1296 e e

VCD= Velocidad de Crecimiento Diametral (mm dial). DPCH= Dias al Primer Contacto Hifal.'medias seguidas con la misma letra son
estadisticamente iguales (Tukey a=0.05). z Trichoderma spp., cubre 75 % de la caja Petri, detiene al patégeno, puede sobrecrecerlo y
esporular sobre el. YTrichoderma spp., sobrecrece al patégeno y cubre el 100 % de la caja Petri.CV= Coeficiente de variacion. DMS=
Diferencia Minima Significativa.

68



Figura 12. Confrontaciones duales de cepas nativas de Trichoderma spp., contra P. roridum desarrollados en medio de cultivo
PDA e incubadas a 28 * 2 °C. Créditos: Silverio Jarquin-Cordero, 2022.
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3.6. DISCUSION

Los resultados de este trabajo demostraron que las cepas de los aislamientos
nativos de Trichoderma spp. tienen la capacidad de presentar algun efecto de
control en condiciones in vitro sobre el crecimiento de Paramyrothecium roridum
agente causal de la mancha foliar en plantulas de cafeto. Se obtuvieron 18 cepas
gue presentaron caracteristicas morfologicas tipicas del género Trichoderma spp.
(Barnett y Hunter, 1998; Samuels, 2006), sin embargo, aunque las caracteristicas
morfolégicas son de utilidad para identificar al género, muchas veces puede
existir confusion para distinguir entre especies, por lo tanto, es necesario
confirmar la identificacion morfolégica con métodos moleculares (Hermosa et al.,
2000; Shoresh y Harman, 2008). Del total de cepas aisladas, se identificd al T8
(MB) y T15 (CH1), considerandolas cepas representativas y resultaron como T.
harzianum mediante identificacion molecular. Estos resultados fueron similares a
los obtenidos por Sanchez et al. (2017) quienes aislaron cepas nativas de
Trichoderma spp. provenientes de suelo de las zonas productoras de frijol en
Celaya, Guanajuato y mediante técnicas moleculares, identificaron a T.

harzianumy T. asperellum.

Autores como Lieckfeldt, et al. (1998) y Lewis y Papavizas (1984) mencionan que
el género Trichoderma spp. es considerado cosmopolita y como hongos
saprofitos altamente competitivos contra hongos fitopatdgenos. Especificamente
las especies de Trichoderma spp., son prospectos potenciales para el biocontrol
por producir grandes cantidades de clamidosporas (estructuras de resistencia)
aumentando su capacidad de supervivencia en condiciones extremas en
diferentes nichos ecolégicos. Esta caracteristica contribuye a evitar la
introduccién del hongo patdgeno gracias a su agresividad para colonizar y

establecerse in situ.

Por otro lado, Kucuk y Kivanc (2003) mencionan que las caracteristicas
morfolégicas son generalmente muy variables y que los aislamientos de

Trichoderma spp., a menudo pueden identificarse facilmente hasta el género
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considerando una morfologia distintiva que incluye un crecimiento rapido,
pigmentos conidiales de color verde brillante o blanco y una ramificacion en
conidioforos vy fialides. Sin embargo, segun Druzhinina y Kubicek (2003) los
analisis morfolégicos son muy propensos a errores y mas de la mitad de los
Trichoderma spp. que han sido depositados en la coleccion de cultivos reciben

nombres morfolégicamente incorrectos.

Por ejemplo, Bissett (1991) mencion6 que realizar Unicamente una identificacion
morfolégica hasta género Trichoderma spp., seria compleja ya que la estructura
de ramificacién del conidiéforo es muy variable y en muchos casos, se asemeja
superficialmente a géneros como Verticillium spp. y Gliocladium spp. En la
mayoria de estos casos, los anamorfos de Trichoderma se pueden diferenciar
por tener un patron de ramificacion menos regular en un namero indefinido de
niveles, a diferencia de la ramificacion verticilada o biverticilada mas regular en
Verticillium; y la produccion de una disposicidon penicilada terminal de ramas y de
fidlides acumulados en un estipite relativamente bien definido en el caso de
Gliocladium. En otras palabras, los conidioforos similares a Trichoderma no
pueden tomarse como un argumento para excluir o incluir especies al género
Trichoderma. Por lo tanto, el uso de analisis de secuencias de genes se esta
volviendo cada vez mas popular y puede completar la mayoria de los analisis
filogenéticos (Druzhinina y Kubicek, 2003; Liu et al., 2004; Szekeres, 2005; Jom-
in y Akarapisan, 2009).

Referente al contacto entre hifas, los resultados de este estudio son similares a
lo reportado por Romero et al. (2021), quienes en confrontaciones duales de
Trichoderma spp., contra P. parasitica, F. oxysporum, C. cassicola y Coniella
diplodiella las hifas de ambos microorganismos hicieron contacto en promedio a
los 3.25 dias después de la siembra. Michel et al. (2019) en evaluaciones de
confrontaciones duales utilizaron Trichoderma spp., contra aislados de P.
parasitica y F. oxysporum aislados del cultivo de Jamaica, las hifas de ambos

microorganismos hicieron contacto a los 3 y 4 dias después de la siembra y
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reportaron nulo crecimiento de los patégenos al momento del contacto con los

agentes biologicos.

Esparza (2009), obtuvo resultados similares a los obtenidos en este estudio,
documentando que en todos los tratamientos de confrontaciones duales en
condiciones in vitro de Trichoderma spp. contra P. parasitica las hifas hicieron
contacto a los 4 dias después de la siembra y se detuvo el crecimiento del
patégeno; de la misma forma Ezziyyani et al. (2007) mencionan que T. harzianum
detiene el crecimiento de Phytohthora capsici al momento del contacto hifal y que
esto se debe a la activacion de los mecanismos de accidén de Trichoderma spp.

al detectar confrontacion de un patogeno.

En este contexto, autores como Ghazanfar et al. (2018) mencionan que cuando
Trichoderma spp. tiene contacto con el hongo patégeno activa sus mecanismos
de accion con la intension de colonizarlo, sobrecrecerlo y reducir el desarrollo del
agente causal mostrando su capacidad de micoparasitismo y producciéon de

quitinasas y glucanasas principalmente.

Romero (2014) reportd que todos los tratamientos evaluados en confrontaciones
duales de Trichodermas spp. contra aislados de P. parasitica y F. oxysporum
hicieron contacto a los 4 dias después de la siembra y que al momento del
contacto detuvieron su crecimiento. Dennis y Webster (1971), mencionan que
algunos aislados de Trichoderma spp. producen antibioticos no volatiles que
causan la inhibicion del crecimiento de colonias de patdégenos después del
contacto con las hifas, de la misma manera Sivakumar et al. (2000) sefialan que
especies de Trichoderma spp. producen metabolitos toxicos los cuales estan

implicados en la interrupcion del crecimiento del agente fitopatdgeno.

De acuerdo con la clasificacion de antagonismo propuesta por Bell et al. (1982),
las cepas T8 (MB) y T15 (CH1), ambas identificadas como T. harzianum se
clasificaron como tipo 2, sequidas del T1, T3, T5, T7, T8, T9, T11, T12, T13, T15,
T16 y T17. En la clasificacion 1, estuvieron el T2, T4, T6, T10, T14 y T18. Estos

resultados indican que todas las cepas nativas de Trichoderma spp. poseen una
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capacidad de crecimiento rapido sobre P. roridum; caracteristica que evidencia
una fuerte actividad antagonica y por lo tanto mientras mayor sea la superficie

colonizada por el antagonista, mayor sera el dominio sobre el patégeno.

Romero (2014) clasificé a cinco cepas de Trichoderma spp. contra P. parasitica
en la clase 1y contra F. oxysporum las mismas cepas se ubicaron en clasificacion

de antagonismo tipo 2.

Michel et al. (2019) reportaron que cinco cepas de Trichoderma spp. cubrieron
por completo la colonia de P. parasitica y se ubicaron en la Clase 1 de
antagonismo y en la confrontacion dual entre las mismas cepas de Trichoderma
spp. contra F. oxysporum todas presentaron la clase de antagonismo tipo 2, en

la escala propuesta por Bell et al. (1982).

Ramos et al. (2008) y Hermosa et al. (2012) reportan que los aislados de una
misma especie del género Trichoderma spp. pueden presentar comportamientos
distintos frente a un mismo hongo fitopatdgeno, como consecuencia de la
variabilidad que puede existir entre aislamientos del fitopatégeno de la misma
especie y también debido a la selectividad de Trichoderma spp. para producir
mayor o menor cantidad de enzimas que hidrolizan paredes celulares,
caracteristica que esta correlacionada con la capacidad micoparasitica,

produccién de compuestos antibiéticos y fungistaticos.

Con respecto a los porcentajes de inhibicion del crecimiento diametral de P.
roridum causada por las colonias de los aislados de Trichoderma spp., los
resultados indicaron que en todas las confrontaciones redujeron
significativamente el tamafo del patégeno, inhibiendo su desarrollo. Romero et
al. (2021) reportaron porcentajes de inhibicion del 75-95 % en aislados de
Trichoderma spp. contra cepas de Phytophthora parasitica asociado al
manchado de céliz en Jamaica (Hibiscus sabdariffa L.). Por su parte Michel et al.
(2013), evaluaron aislados de T. virens y T. harzianum en pruebas in vitro contra
F. oxysporum y F. subglutinans aislados de tejido vegetal del mango, reportando

inhibiciones superiores al 60 %, y consideraron a estos aislados como agentes
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potenciales de control bioldgico de la enfermedad. Del mismo modo, Espinoza et
al. (2019), reportaron porcentajes de inhibicion del 54.9 a 74.1 % en aislados de
Trichoderma asperellum y de 54.9 a 64.7 % en aislados de T. harzianum contra
cepas de Fusarium sp. provenientes de tejido de raiz y tallo en melén (Cucurbita
melon). Otros autores, como Sanchez et al. (2017) reportaron inhibiciones del 70
% de T. harzianum y T. asperellum mediante pruebas in vitro contra Fusarium
spp. Y R. solani aislados de raices en frijol. A fin de entender las diferencias en
los porcentajes de inhibicién entre los diferentes aislamientos de Trichoderma
spp., Corréa et al. (2007), Ruocco et al. (2009) y Badar y Qureshi, (2012)
mencionan que las diferencias en el porcentaje de inhibicion entre aislamientos
de una misma especie de Trichoderma spp., se debe a la discrepancia que hay
en la actividad enzimatica (quitinasas y glucanasas) que acttan sobre la hidrolisis
de paredes celulares que limitan el crecimiento micelial y pueden estar
relacionado con la tasa de sintesis de metabolitos difusibles al medio de cultivo

que ejercen un efecto antagdnico contra los agentes patdégenos.

Autores como Yang et al. (2006), Monteiro et al. (2010) y Zivkovic et al. (2010)
refuerzan lo reportado por los autores anteriores, mencionando que la limitacion
de la capacidad antagonica de Trichoderma spp. reflejado en el porcentaje de
inhibicion contra patdgenos como Rhizoctonia solani, Curvularia lunata, Bipolaris
sorokiniana y Colletotrichum gloeosporioides se debe a la capacidad para
producir metabolitos secundarios en el medio de cultivo. Los metabolitos volatiles
como 6-pentil-a-pirona (6PP) y la mayoria de los derivados de isocianuro;
compuestos solubles en agua; y peptaiboles, que son oligopéptidos lineales de
12 a 22 aminoacidos ricos en acido a-aminoisobutirico y N-acetilados. (Le Doan
et al., 1986; Rebuffat et al., 1989; Harman et al., 2004; Vinale et al., 2008). Estos
metabolitos inducen la produccion de enzimas y desencadenan una cascada de
cambios fisiolégicos, estimulando el desarrollo de Trichoderma spp. logrando

reducir el crecimiento del patdgeno (Zeilinger et al., 1999).

A pesar de los ejemplos mencionados, no se han encontraron estudios a nivel

mundial sobre el uso de Trichoderma spp., como agentes de control biolégico en
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el manejo de la mancha foliar causada por P. roridum en el cultivo de cafeto y
son poco los autores que reportan hallazgos preliminares evaluando
confrontaciones duales en condiciones in vitro de Trichoderma spp. contra P.
roridum aislado de diferentes cultivos, entre ellos Fujinawa et al. (2020) reportan
gue en evaluaciones in vitro usando Trichoderma asperellum contra P. roridum
que fue aislado del cultivo de begonia, el agente biolégico produjo 26 % de
inhibiciébn en el desarrollo del patdégeno y Kanherkar (2016) en un estudio
realizado para investigar las actividades antimicéticas mediante el método de
confrontacién dual de Trichoderma viride y T.harzianum contra Myrothecium
roridum aislado del cultivo de algoddn obtuvo que T. harzianum fue el méas eficaz
con el crecimiento mas rapido para controlar al patégeno al quinto dia después
de la siembra.

Hutchinson (1971) reporta que la seleccion de antagonistas después de obtener
resultados de confrontaciones duales contra hongos fitopatdgenos en medio de
cultivos son Utiles pero no garantiza buenos resultados de los agentes biologicos
en invernadero y campo; los resultados en condiciones in vitro Unicamente
indican capacidades potenciales y los buenos resultados estarian condicionados
por el balance de la produccion y perdida de metabolitos, asi como de la
sensibilidad de los controladores biol6gicos en cada ecosistema. Se tienen la
ventaja de que las cepas de Trichoderma spp. evaluados en este trabajo son
nativas de regiones productoras de café en México, por lo que resultados de
evaluaciones futuras en campo podrian ser prometedoras gracias a su
adaptacion a las condiciones ambientales in situ. Parmar et al. (2015) especifica
que uno de los principales problemas del control biolégico de fitopatdgenos es
que los organismos empleados no estan adaptados a las condiciones
ambientales locales donde seran aplicados y la produccién enziméatica se ve
afectada, disminuyendo el potencial antagénico. Es importante llevar esta
investigacion a las fases de invernadero y campo a fin de evaluar la capacidad
de Trichoderma spp., obtenidos en este estudio e incorporarlos en un esquema
de manejo integrado y ecoldgico fitosanitario in vivo en el cultivo de cafeto en

México y sus regiones productoras.
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3.8. CONCLUSIONES GENERALES

Las cepas identificadas morfolégica y molecularmente confirmaron que P.
roridum es el agente causal de la mancha foliar en plantulas de cafeto.

Los aislamientos nativos de Trichoderma spp. confirman la capacidad
cosmopolita de este organismo y su diversidad.

Las cepas T8 (MB) y T15 (CH1) identificadas como Trichoderma harzianum
mostraron los mejores resultados en condiciones in vitro por lo que se les
consideran como las de mayor potencial de biocontrol contra Paramyrothecium
roridum.

Estos resultados contribuyen al manejo agronémico de la mancha foliar de
plantulas de cafeto en México y es un precedente en la busqueda de alternativas
de biocontrol de enfermedades con bajo impacto ambiental.

Se recomienda realizar pruebas en invernadero y campo para evaluar el
verdadero potencial antagonico e inhibidor de las mejores cepas determinadas
en este estudio a fin de constituir una alternativa viable y ecologica para los
productores de cafeto en México.
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