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1. INTRODUCCION.

Los cacaotales (plantaciones de cacao), se caracterizan por ser
agroecosistemas arbolados de sombra, que forman un paisaje heterogéneo por la
riqueza floristica a ellos asociada. Por las condiciones climaticas donde se cultiva
y por establecerse bajo un dosel diversificado en especies de sombra, este
agroecosistema tiene similitud con las selvas tropicales (Greenberg et al., 2000 y
Pérez-de la Cruz et al., 2009). Ecolégicamente, este agroecosistema es un
elemento determinante en el mantenimiento del equilibrio ambiental.

Las plantaciones de cacao en Tabasco y Chiapas forman un ecosistema
altamente favorable para el desarrollo de las enfermedades fungosas las cuales
forman parte de los factores limitantes de la produccién (Torre de la cruz, 2011).
Hasta el afo 2005, la enfermedad del cacao mas importante en Tabasco y
Chiapas era la mancha negra causada por Phytophthora capsici (Ortiz, 1996). En
Marzo del 2005 se reporto por primera vez en Chiapas la moniliasis del cacao
(MC) en la rancheria Ignacio Zaragoza, Municipio de Pichucalco, al norte del
estado (Phillips-Mora et al., 2006).

La presencia de la moniliasis representa una amenaza muy seria. La monilia o
pudricibn de la mazorca por Moniliophthora roreri, es un hongo que ataca
directamente al grano dentro de la mazorca ocasionando su pudricién. Los frutos
jévenes en desarrollo son los mas susceptibles.

En la busqueda de métodos de control sobre la MC en Tabasco, Torres-de la Cruz
et al. (2011) han demostrado la eficiencia de acciones integradas de manejo con

Trichoderma sp junto con acciones culturales y quimicas. Krauss y Soberanis
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(2001) mencionan que el control biolégico ofrece potencial en el manejo
sostenible de esta enfermedad mediante el uso de antagonistas, donde especies
del género Trichoderma han mostrado potencial sobre Moniliophthora roreri
(Phillips-Mora, 2004; Krauss et al., 2006); sin embargo, este método de control no
ha sido explorado contra Moniliophthora roreri en las entidades mencionadas. De
acuerdo con De Bach (1969) una de las estrategias basicas en control biolégico es
la exploracion inicial de los enemigos naturales nativos antes de introducir cepas
exoticas. Trichoderma spp ha tenido resultados positivos en el control de
diferentes fitopatogenos. Sin embargo en el estado de Tabasco se carece de
estudios sobre la diversidad de Trichoderma spp en las plantaciones de cacao,
que puedan ser utilizadas en pruebas de control biolégico de M. roreri.

Los estudios de diversidad realizados en plantaciones de cacao en la entidad,
estan relacionados a la vegetacion, aves e insectos (Greenberg et al., 2000;
Coérdova et al., 2001; Ibarra et al., 2001; Mufnoz et al., 2005; Pérez-de la Cruz et
al., 2009); sin embargo, la diversidad de hongos ha sido poco estudiada.

Es por esto que el presente trabajo esta enfocado al estudio del género
Trichoderma en cuanto a caracteristicas y diversidad se refiere y obtener especies
del género Trichoderma en Tabasco y norte de Chiapas que nos permitan en un

futuro tener organismos que sean utiles para el control biolégico.
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2. OBJETIVOS

General:
o Conocer la diversidad de las cepas de Trichoderma spp que se presenten

en los suelos de Tabasco y norte de Chiapas.

Particular:
o Aislar cepas de Trichoderma spp presentes en suelos de plantaciones de

cacao en Tabasco y norte de Chiapas, México.

¢ |dentificacion morfolégica y molecular de las especies de Trichoderma spp
presentes en suelos de plantaciones de cacao en el estado de Tabasco y

Norte de Chiapas, México.

12



3. HIPOTESIS.
La identificacidn morfolégica y molecular de las especies de Trichoderma
spp encontradas en suelo nos presentara una diversidad de especies en el

cultivo del cacao.

En los suelos de plantaciones de cacao de Tabasco y Chiapas, existen

diferentes especies del género Trichoderma spp.
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4. REVISION DE LITERATURA.

4.1.El cacao, origen e importancia.

El cacao (Theobroma cacao L.) es un arbol tropical de la familia Sterculiaceae
que forma parte de los recursos floristicos de la cuenca amazénica (Whitlock et al.,
2001), de las regiones donde confluyen los rios Orinoco y Amazonas en la
vertiente Atlantica de los Andes (Rangel, 1982). El cacao se cultivd
exclusivamente en el continente Americano hasta 1890, cuando comenzé a
plantarse en el continente Africano (Ogata, 2007), y en la actualidad, los paises
africanos obtienen los mayores volumenes de produccion de grano (Cueto et al.,
2007).

Segun datos estadisticos de la FAO (2009) se cosecharon 8 733 093 ha de
cacao en el mundo, con una produccién de 4 082 270 ton. Costa de Marfil es el
principal productor, con una produccion total de 1 221 600 ton en una superficie de
2 000 000 ha y un rendimiento de 610.8 kg ha™'. En América, el principal productor
es Brasil con una produccién de 218 487 ton en una superficie de 635 975 ha, y un
rendimiento de 343.5 kg ha™'. México ocupa el décimo tercer lugar a nivel mundial
con una produccion de 22 661 ton en una superficie de 61 317 ha, con un
rendimiento de 369.5 kg ha™'. En México, la produccién de cacao se encuentra
concentrada en tan solo cuatro estados: Tabasco (70%), Chiapas (29%), Oaxaca y
Guerrero (1.0%). En Tabasco, el cacao es uno de los principales recursos
agricolas. Se cultiva en 41 024. 58 ha, distribuidas en diez municipios y una

produccion de 39 320. 45 toneladas (Figura 1).
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Figura 1. Produccion de cacao en grano por municipio en Tabasco, México, 2009.
Fuente: Servicio de Informacion Agroalimentaria y Pesquera (SIAP), con
informacion de las Delegaciones de la SAGARPA (2009).

En Chiapas se tienen 20 057.67 ha sembradas las cuales se distribuyen en

6 municipios (OEIDRUS, 2009) (Figura 2).
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2. Figura Produccion de cacao en grano por municipio en Chiapas, México, 2009.

Fuente: OIEDRUS (2009)

El cacao en Tabasco y Chiapas es catalogado como un cultivo tradicional,

de subsistencia familiar y altamente diversificado (Scherr, 1983). A lo largo de su

historia en las entidades, en donde diversos factores han propiciado su crisis, el
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cultivo de cacao ha permanecido como una opcion economica regional y ha
mantenido su importancia aun cuando se han introducido otros cultivos rentables
como cafa de azucar, platano, entre otros y actividades econdmicas sustantivas
como la ganaderia y la explotacidén petrolera (Scherr, 1983). Econédmicamente el
sector cacaotero representa el 18.1% respecto al valor que aporta el sector
agropecuario al PIB del Estado de Tabasco.

4 2. Clasificacion taxondmica del cacao.

Inicialmente, Linneo en 1753, ubicd el género Theobroma en la familia
Tiliaceae. Después considerd que podria ser incluida en la familia Sterculiaceae,
clasificacion aceptada hasta nuestros dias. Theobroma cacao (T. cacao) es una
de las 22 especies del género Theobroma (Hardy, 1960) y de acuerdo con Font
Quer (1974), la clasificacion taxondmica de T. cacao L. es la siguiente:

Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Dilleniida
Orden: Malvales
Suborden: Malvina
Familia: Sterculiaceae
Género: Theobroma
Especie: cacao

De la especie T. cacao se han descrito dos subespecies: T. cacao cacao, la
cual presenta frutos alargados con surcos pronunciados y granos blancos (cacao
criollo) y T. cacao sphaerocarpum la cual presenta frutos redondeados con surcos
escasamente evidentes y granos de color purpura (cacao forastero) (Cheesman,

1944); sin embargo, la clasificacion cualitativa de T. cacao en dos subespecies no

se apoya en bases genéticas (Motamayor et al., 2002).

16



4.3 Limitantes fitosanitarias del cacao en Tabasco y Chiapas.

El cacao es un agroecosistema altamente favorable para el desarrollo de
las enfermedades fungosas (Fulton, 1989). La enfermedad con mayor distribucién
es la mancha negra causada por Phytophthora spp. la cual se encuentra en todos
los paises productores (Gregory, 1974 y Ortiz, 1996). Otra enfermedad restrictiva
es la escoba de bruja, causada por Crinipellis perniciosa (Aimé y Phillips-Mora,
2005), la cual se considera una de las enfermedades mas destructivas del cacao,
causando pérdidas que varian del 50 al 80% de la produccién potencial en
Sudamérica (Rugard et al., 1993). La moniliasis del cacao, causada por
Moniliophthora roreri es otra de las enfermedades importantes del cacao (Phillips-
Mora, 2004). Mal del machete o marchitez es causada por Ceratocystis fimbriata,
la cual puede ser transmitida por insectos, pero la transmision mecanica es mas
importante (Thurston, 1998).

De las enfermedades anteriormente mencionadas, aquellas causadas por
Phytophthora palmivora Butl. y Phyatophthor capcisi (mancha negra), C.
perniciosa (escoba de bruja) y M. roreri, (moniliasis) son las enfermedades mas
importantes que limitan la produccion de cacao en América y en los estados de

Tabasco y Chiapas (Leach et al., 2002).

4.4 Importancia econémica de la moniliasis.
La moniliasis, causada por M. roreri, es una de las enfermedades mas
destructivas del cacao (Phillips-Mora, 2004). Ha sido reportada como dos veces

mas destructiva que la causada por Phytophthora spp. (Desrosiers y Diaz, 1957) y
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mas dafina y dificil de controlar que la enfermedad escoba de la bruja (Aranzazu,
2000), debido a que el primer sintoma de infeccion es a menudo la ocurrencia de
lesiones con abundante esporulacidon externa que facilita su dispersién (Maddison
et al., 1995). Las pérdidas son altamente variables, desde un 10 a un 100%
(Rorer, 1926; Katip, 1994), y dependen de factores como el tiempo de que la
enfermedad esté presente en el sitio o parcela, edad de la plantacion, manejo del
cultivo y de la enfermedad, presencia de plantaciones colindantes afectadas y
condiciones ambientales (Phillips-Mora et al., 2006). Pérdidas mayores al 30% y al
90% se han reportado bajo condiciones favorables, o que en algunos paises ha
conducido al total abandono de las plantaciones (Krauss y Soberanis, 2001;
Enriquez et al., 1982). En Venezuela se distribuye en los estados de Tachira,
Mérida, Apure y Barinas, entidades en las cuales ocasionan pérdidas de cosechas
que oscilan entre 20 y 80% de la produccién (Sanchez et al., 2003). En los afios
1979 y 1980 se reporta en Costa Rica el impacto de la MC del cacao con pérdidas
del 80 y 90% (Sanchez y Porras, 1991) en donde existia una produccion cerca de
40 mil toneladas métricas con una reduccion del 60% a causa de la enfermedad
(Sanchez, 1982). En Ecuador y Colombia se ha informado sobre pérdidas que
van desde el 16 hasta el 80% y aun mas, con promedios que fluctuan del 20 al
30% anual (Enrique, 2004). De acuerdo con Torres de la Cruz et al., (2011), en
Tabasco y Chiapas, las pérdidas por moniliasis superan el 75 % y pueden
alcanzar el 100% en plantaciones abandonadas. En un periodo de cuatro afios
(2007-2011) la disminucién fue del 32.1% de la produccion nacional, por lo que
bajé de 36 400 ton (toneladas) de grano seco en 2005, a 24 700 ton en 2009.

Antes la media de produccién anual era de 500 Kg ha™' y a partir de ésta fecha ha
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disminuido a 200 Kg ha'. En algunas fincas donde empezdé la monilia, el

rendimiento promedio actual es de 20-30 Kg ha™

4.5 Control biologico.
El control biolégico es un método que emplea organismos vivos para reducir la
densidad de la poblacién de otros organismos plaga. Una plaga es cualquier
organismo que produce un dafio o reduce la disponibilidad y la calidad de un
recurso humano. Actualmente el control biolégico es una opcidn para el control de
muchas plagas y enfermedades, siendo una opcion favorable y hasta cierto punto
natural de ofrecer al mercado productos libres de pesticidas y al mismo tiempo una
mejor economia al productor. (Hajek, 2004).
El control biolégico se basa en la insercién de algun ser vivo antagonista de la
plaga o enfermedad con el cual contamos. El estudio del control biolégico clasico
se basa en la busqueda de los enemigos naturales de las plagas o enfermedades
que puede suscitarse en la region durante ciertos ciclos, para esto es importante
identificar cuales son los factores que limitan a la poblacién de enemigos naturales
o que influyen de manera negativa su accion reguladora y de este modo manipular
su habitat en consecuencia.
Trichoderma spp ha sido una opcion de control bioldgico en diferentes partes del
mundo por su diversidad y adaptacion se ha presentado en diversos suelos; no
s6lo su capacidad como biocontrolador sino también su capacidad para mejorar el
crecimiento radicular y mejorar la resistencia a ciertas enfermedades han hecho
de este hongo un buen objeto de estudio.

El control biolégico con Trichoderma spp. se ha hecho notar a lo largo de estos
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ultimos 30 afios con el nacimiento la agricultura organica asi también con la
finalidad de utilizar menos pesticidas agricolas ya que estos son riesgosos para la
salud humana (Plengue-Tellechea., et al. 2007)

Trichoderma ha generado excelentes resultados in vitro asi como en campo dentro
de ellos tenemos los ejemplos de Humeres (2004), quien evalué in vitro la
capacidad antagonica de cepas de Trichoderma spp. sobre aislados de hongos
Basidiomicetes asociados a la muerte de brazos en kiwi y donde obtuvo
excelentes resultados con una de las cepas de Trichoderma spp.

Jiménez (2012) utilizé Trichoderma harzianum y Trichoderma koningiopsis bajo
condiciones de campo con lo que pudo obtener un mayor rendimiento y menor
incidencia de la enfermedad de la pudricion blanca en ajo ocasionada por
Sclerotium cepivorum Berk.

En cuanto respecta al cacao, tenemos el ejemplo de Rivas., et al. (2010) quien
evalud in vitro el antagonismo de Trichoderma spp. contra Crinipellis perniciosa,

obteniendo resultados favorables en el uso de éste.

4.6 Organismos utiles para el control biolégico de fitopatogenos.

Existe un importante grupo de hongos y bacterias que presentan la
capacidad de suprimir poblaciones de otros microorganismos y esta accion puede
ser aprovechada como una forma de control biolégico de patdgenos vegetales.
De acuerdo a Fernandez (2001), entre los organismos mas importantes se
encuentran las bacterias de los géneros Pseudomonas, Bacillus y los hongos de
los géneros Gliocladium, Fusarium y Trichoderma; siendo este ultimo el mas

utilizado para el control de un grupo importe de patdégenos del suelo y partes
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aéreas.

Actualmente se esta empezando a investigar sobre la diversidad de especies en
cuanto a hongos nos referimos ya sean macro o microscopicos ya que la
obtencién de metabolitos y enzimas son potenciales de uso agricola como los
estimuladores de crecimiento para plantulas (Capull etal. 2003) que han
propiciado el interés por diferentes rubros alrededor del agroindustria e
investigacion.

En el caso de hongos en cacao con potencial entomopatégeno, Rojas y Goitia
(2004) hablan de la riqueza de hongos que se presentan en las hojas de cacao
dentro del agroecosistema cacao en Venezuela donde se pudo observar la accion
de los microorganismos Aegerita webberi, y Aschersonia basicystis infectando a
mosquita blanca.

Con respecto al agroecosistema cacao en México, tenemos a Cuervo-Parra et al.,
(2014) quienes identificaron a Trichoderma viride en una parcela de Huimanguillo
en el estado de Tabasco y utilizandolo como biocontrolador de Moniliophthora
roreri, Phytophthora megasperma y Phytophthora capsici, donde consiguen
resultados alentadores para el uso del control bioldgico utilizando Trichoderma
viride.

Otro trabajo dedicado a observar el potencial agronémico de Trichoderma spp es
el de Sanchez-Pérez (2011) quien trabajé en Tamaulipas con la finalidad de
realizar la caracterizacion genética y conocer su efectividad biolégica como
antagonista de los fitopatdégenos Macrophomina phaseolina y Aspergillus

parasiticus.
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4.7 Trichoderma spp.

4.7.1 Importancia.
El hymenomycete género Trichoderma se caracteriza por tener especies
notables por su capacidad de rapido crecimiento, por la utilizacion de sustratos y la
resistencia a diversos productos quimicos nocivos (Klein y Eveleigh, 1998). A
menudo son componentes predominantes de la microflora de los suelos de los
diversos ecosistemas, tales como campos agricolas, praderas, bosques, pantanos
y desiertos, en todas las zonas climaticas (Danielson y Davey, 1973; Roiger et al.,
1991; Smith, 1995; Wardle et al., 1993). Estos hongos hacen una contribucion
significativa a la descomposicion de los materiales lefiosos y herbaceos
(Rossman, 1996). Algunas especies de este género tienen importancia econdémica
debido a su produccion de enzimas y antibiéticos o el uso como agentes de control
bioldgico (Kubicek y Penttila, 1998; Hjeljord y Tronsmo, 1998; Sivasithamparam y
Ghisalberti, 1998). Los hongos del género Trichoderma son habitantes naturales
de suelos, son cosmopolitas (Jensen y Wolffhechel, 1995) y recientemente,
especies de este género han sido descritas como oportunistas, interactuando
simbidticamente con plantas, presentando potencial en el control de
enfermedades (Harman et al., 2004). Hace mas de 200 afios que se estudia la
capacidad antagonica de Trichoderma spp sobre microorganismos y aun se
continuan descubriendo nuevas especies y por lo tanto interacciones nuevas
(Druzhinina et al., 2006). EIl éxito de Trichoderma spp como agente de control
bioldgico es debido a su alta capacidad reproductiva y gran esporulacion, al igual

que su habilidad para sobrevivir bajo condiciones adversas, eficiencia en la
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utilizacién de nutrientes, capacidad para modificar la rizosfera, gran agresividad
contra hongos fitopatégenos, y eficiencia en promover el crecimiento y los
mecanismos de defensa de las plantas (Benitez et al., 2004). Su distribucion esta
asociada a condiciones de pH, temperatura, humedad, materia organica y
presencia de otros hongos del suelo (Papavizas, 1985).

La aplicacion de Trichoderma spp como agente de control biolégico se debe a las
relaciones antagonistas que establece contra otros hongos fitopatogenos que
viven en el suelo, ademas, ha mostrado influencia en la promocion del crecimiento
de algunas plantas de importancia econdémica, ya que facilita la absorcién de
nutrientes (Capull et al., 2003). Otro efecto favorable es que induce resistencia a
plantas contra Fitopatégenos (Hermosa et al., 2000; Harman, 2006; Vera et al.,
2005; Alfano et al., 2007; Vinale et al., 2008). El antagonismo que se presenta
contra fitopatégenos, se debe a diversos mecanismos, como el de la competencia
por nutrientes y espacio, antibiosis, parasitismo (Imagen 1) e hipovirulencia, los
cuales no son excluyentes entre si, y pueden actuar de forma sinérgica. Las
especies de Trichoderma spp mas utilizadas como agentes de control bioloégico
son: T. harzianum, T. viridae, T. virens, T. hamatum, T. reesei y T. koningii
(Hajieghrari et al., 2008). T. harzianum es efectivo contra M. phaseolina, P.
capsici, C, graminicola en cultivos de ajonjoli, pimiento y en maiz, respectivamente
(Ezziyyani et al., 2004., Harman et al., 2004b., Cardona y Rodriguez, 2003). T.
viride es un eficiente antagonista de R. solani en cafetos (Cupull et al., 2003). T.
virens controla C. graminicola, P. ultimatum, R. solani en cultivos de algodon
(Hanson y Howell., 2004., Djonovic et al., 2006., Djonovic et al., 2007) y en

pruebas in vitro muestra actividad contra R. solani y Sclerotium rolfsii (Mukherijje et
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al., 2004) y T. asperellum altamente eficaz contra Gibberella fujikuroi (Nagayama

et al., 2007).

Imagen 1. Penetracion de haustorio y formacién de la hifa de Trichoderma virens a lo
largo de hifa de Rhizoctonia. Tomada de C. R. Howell, Mecanismos empleados por las
especies de Trichoderma spp en el control bioldgico de las enfermedades de las plantas.,
Enfermedades de las Plantas, Junio 2003.

Existen diversos productos comerciales basados en Trichoderma spp el primer
agente de control biolégico en ser registrado y comercializado fue en Israel, con la
cepa T39 T. harzianum-T39 aplicado en invernaderos y en vifiedos; existen otros

mas en la India, Europa, Estados Unidos, entre otros (Hajieghrari et al., 2008).

4.7.2 Distribucion de Trichoderma spp.
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Se ha calculado que la magnitud de la biodiversidad en el planeta podria
oscilar entre los 5 y 50 millones de especies en cuanto a hongos microscopicos.
La considerable variacion de estos datos es una evidencia de nuestra ignorancia
ante el legado de cientos de millones de afios de evolucidn de la vida en nuestro
entorno natural. A pesar de que dos siglos de investigacion cientifica que
respaldan nuestro saber, hasta la fecha tan sélo se han descrito alrededor de 2
millones de especies, o que demuestra que apenas hemos desprendido una
diminuta fibra de la compleja trama de la biodiversidad de la tierra (Guzman,
1998).

Para México, se ha calculado que la riqueza fungica podria alcanzar alrededor de
200 000 especies (Guzman, 1998), de las cuales (si consideramos que por lo
menos el 60% son microscopicas), 120 000 estarian representadas por
micromicetos. Para 1995, de las 6 000 especies de hongos descritas en aquel
entonces, 4 000 correspondian a macromicetos y apenas 2 000 a especies de
micromicetos (Guzman, 1995). Aun cuando no existe una estadistica detallada al
respecto, podria considerarse que en la ultima década unas mil especies mas han
sido registradas, lo que nos permite suponer que a la fecha por lo menos se han
documentado unas 3 000 especies de micromicetos en México, lo que equivale
apenas al 2.5% del total de la micro-micetos que se estima prolifera en el pais. A
pesar del gran potencial que tienen los micromicetos y su amplia diversidad y
abundancia en la naturaleza, menos del 1% de las especies han sido investigadas
desde un enfoque biotecnolégico (Nisbet y Fox, 1991). Una gran parte de los
estudios se circunscriben a aislamientos provenientes de unos cuantos géneros,

principalmente de especies anamorficas, entre los que figuran Acremonium,
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Aspergillus, Penicillium, Fusarium y Trichoderma los cuales comprenden apenas
una minima proporcion de los 1 800 géneros que han sido descritos para este tipo
de hongos.

El género Trichoderma incluye organismos de vida libre en suelos y en
ecosistemas de raiz (Harman et al., 2004) y pueden estar presentes en la materia
organica de los suelos y en residuos de cultivos (Rincon, 1992; Cupull et al.,
2003). Actualmente la Subcomisién Internacional de Trichoderma / Hypocrea
(ISTH) reconoce 104 especies, las cuales han sido caracterizadas a nivel
molecular (ISTH. 2012). Investigadores de diferentes paises continuan explorando
nuevos nichos ecoldgicos para encontrar nuevas especies. En México se han
aislado cepas de Trichoderma spp en varios estados, tales como Colima,
Guerrero, Jalisco, Morelos, México, Oaxaca, Veracruz, Sinaloa, Guanajuato,
Coahuila y Tabasco. En Chiapas ya se ha estudiado la diversidad de hongos pero
no en el agroecosistema cacao. Lopez-Arevalo et al., (1996) determinaron durante
la fase de indculos contaminantes en el cultivo de Pleurotus ostreatus (ceta), que
los contaminantes mas comunes fueron Streptomyces sp, Penicillium sp,
Aspergillus ochraceus, Aspergillus flavus, Cunninghamella sp Y Trichoderma
viridae. Ovando-Medina (2001) aislé6 hongos enddfitos en raices de plantas
maduras de la orquidea epifita Cattleya skinneri y no encontrdé que alguna especie
promoviera la germinacion de las semillas. Adicionalmente, este autor encontro
que para las plantulas ex vitro de C. aurantiaca, Trichoderma spp, mostro
caracteristicas micorricicas. Rosique (2004) reporta especies de Trichoderma spp
en Tabasco en suelos de plantaciones de platano obteniendo 6 especies aisladas.

T. harzianum, T. virens, T. critrinoviride, T. longibrachiatum, T. aureoviride, T.
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parceramaosus.

4.7.3 Clasificacion de Trichoderma spp.

Actualmente se tienen alrededor de 104 especies descritas de acuerdo la
subcomision internacional de Trichoderma/hypocrea. Segun Samuels (1996),
determinar cuantas especies hay realmente dependera de la definicién de especie,
si se considera que la mayoria de las especies del género Hypocrea, representan
especies de Trichoderma spp, por lo tanto habra mas de 100 especies.

Basandose en la clasificacion taxondémica de Alexopoulos (1981) y
Subramanian (1983), el género Trichoderma se ubicaria de la manera siguiente:

Reino: Mycetae (fungi)

Division: Eumycota
Subdivision: Deuteromycotina
Clase: Hyphomycetes
Orden: Hyphales (Moniliales)
Familia: Moniliaceae
Género: Trichoderma

Existe una fuerte evidencia de que el género Trichoderma, visto filogenéticamente,
es joven y sigue evolucionando con muchas formas intermedias (Lieckfeldt et al.,
1998). Rehner y Samuels (1995), demostraron que el género Trichoderma es
filogenéticamente indistingible de Hypocrea., a pesar de su evidente importancia
econdmica, la taxonomia del género es aun problematica y los estudios estan
basados en la morfologia (Samuels 1996). Se intenta clarificarla utilizando
acercamientos moleculares, incluyendo huellas y analisis de secuencia (Kuhls et

al., 1997).

4.7.4 Morfologia de Trichoderma spp.
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El género Trichoderma al microscopio presenta conidiéforo hialino muy
ramificado no verticilado, fialides individuales o en grupos, conidios hialinos de una
célula, ovoides, nacidos en pequefios racimos terminales (Barnett y Hunter, 1972).
Presenta conidios de globoso a subgloboso, elipsoidal u oblongo menores de 5 ym
de largo y ancho, de color verde oscuro profundo cercano a gris pasando por
verde y verde amarillo. Los conididforos no estan bien definidos y los conidios
tienden a acumularse dentro de masas pulvinadas, los agregados formados de
hifas entrelazadas. Las clamidosporas tienden a ser de globosas a subglobosas,
terminales o intercalares de tono verde y menores a 15 ym de diametro (Samuels,

1996) (Imagen 2).

Imagen 2. Trichoderma spp estructuras A) Se observan conidiéforo de T. hamatum, B)
conidios de T. hamatum se logra apreciar su color verde de forma elipsoidal, C)
formacion de clamidiosporas intercalares D) septos de T. hamatum.

4.7.5 Caracteristicas de las colonias de Trichoderma spp.
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En medio de cultivo papa dextrosa agar (PDA) Trichoderma spp presenta
un crecimiento colonial rapido, de 5 dias a 25°C. en este medio, las colonias son
de aspecto algodonoso que se compactan con el tiempo. Cuando su desarrollo es
alternado con periodos de luz y oscuridad, se aprecian las zonas de crecimiento
correspondiente a cada periodo. En ausencia de luz el micelio es de color blanco
algodonoso y en presencia de luz se observa la esporulacion con tonalidades
verdosas, dando la apariencia de anillos en forma concéntrica. Al crecer en medio
de cultivo, se observa la esporulacion con tonalidades verdosas, dando la
apariencia de anillos en forma concéntrica. Al crecer en medio de cultivo, se
observa en el reverso de la caja, un color palido y en ocasiones una pigmentacion

amarillenta (Windham et al., 1986), como se puede observar en la Imagen 3.

Imagen 3. Diferentes tipos de colonia de Trichoderma spp en medio PDA con
caracteristicas de crecimiento concéntrico, T1, T16, T18, T22 sepas que se presentaron
en el actual trabajo.

4.7.6 ldentificacion de Trichoderma spp.
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La caracterizacion del género Trichoderma se puede realizar utilizando
herramientas polifasicas, con base a su actividad antifungica, en su morfologia,
mediante pruebas quimicas y métodos moleculares, utilizadas para una correcta
identificacion del género (Bissett et al., 2003; Corona et al., 2008).

Este género posee una gran variabilidad genética, lo cual se confiere a cada
especie caracteristicas y propiedades diferentes. Por lo que es necesario
identificar la especie con la cual se esta trabajando.

4.7.6.1 Identificacion morfolégica.

La identificacién taxondmica esta principalmente basada en la descripcién
morfolégica (Imagen 4), originando asi 5 secciones del género Trichoderma:
Pachybasium, Longibrachiatum, Saturnisporim y Hypocreanum (Rifai, 1969;
Bissett, 1991a, 1991b, 1992). Este tipo de identificacion requiere de mucha

experiencia y dedicacion en tiempo, para llevar una correcta identificacion

(Buhariwalla et al., 2005).

s
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. s . Representacion de clamidiospora, las
Formacion de conidioforos y fialides de cuales pueden ser intercalares o

Trichoderma sp. terminales.

Imagen 4. Morfologia de Trichoderma spp.

Esta identificacidon, también se basa en la morfologia tipica de este género, tal

como rapido crecimiento, pigmentacién conidial verde brillante o blanco y
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ramificacion repetitiva, pero mal definida la estructura del conidioforo.

4.7.6.2 Identificacion por métodos moleculares.

El incremento en el numero de aislamientos, la variabilidad fenotipica y su
proximidad con Hypocrea y Gliocladium complicé la identificacion por taxonomia
clasica y no es sino a finales del siglo pasado, con las aplicaciones de técnicas
basadas en acidos nucleicos, que se triplico la cantidad de especies descritas de
Trichoderma spp.
Las Herramientas moleculares predominantes que se utilizan, son los métodos de
RFLP (Polimorfismo en la longitud de fragmentos de restricciéon), RAPD
(polimorfismo de ADN amplificado al azar), AFLP (Amplificacion de fragmentos de
longitud polimorficos) los cuales son métodos genotipicos basados en la
amplificacion de grupos de fragmentacién de ADN seléctos, obtenidos a partir de
una digestion enzimatica (Vos et al.,, 1995). Estas técnicas son altamente
discriminatorias y reproducibles, utilizadas en diversos microorganismos
(Lieckfeldt et al., 1999). Estas herramientas son utilizadas para la identificacion de
4 clados del genero Trichoderma.

e Clado A: seccion Trichoderma la cual incluye T. hamatum, T. pubescens, T.

koningii y T. atroviride.
e Clado B: Contiene mezclas heterogéneas representado por la seccion
Phachybrasium que incluye T. harzianum y T. inhamatum.
e Clado C: Especies de T. Longibrachiatum.
e Clado D: por T. aureoviride (Kindermann et al., 1998; Hermosa et al., 2000;

Kubicek et al., 2002; Kullnig-Gradinger et al., 2002.).
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También se utiliza la secuenciacion de ADN ribosomal, con las secuencias del
transcrito interno (ITS) 1 y 2, éstas se comparan con las ya reportadas en las
bases de datos, utilizando principalmente la base de datos especifica para el
género Hypocrea/Trichoderma, TrichOKEY del International Subcommission on
Trichoderma and Hypocrea Taxonomy (ISTH) por sus siglas en ingles. TrichOKEY
es una herramienta para la identificacibn molecular a nivel especie que esta en
linea.

Otra herramienta utilizada es el banco de datos del NCBI por sus siglas en inglés
(National Center for Biotechnology Information), a través del método BLAST, en el
cual se identifican las especies comparando la secuencia con las ya reportadas y

segun el mejor hit o grado de identidad, se determina la especie (Ortiz.1996).

5. METODOLOGIA
5.1 Area de estudio.
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Las zona de muestreo se ubicé en plantaciones de cacao en los municipios de
Comalcalco, Cardenas, Huimanguillo y Jalpa de Méndez ubicadas en las regiones
de La Chontalpa, Tabasco y al norte de Chiapas se localizé en Pichucalco,
lugares caracteristicos por ser las regiones de mayor produccion (Imagen 5). En
cada sitio se registraron las coordenadas geograficas utilizando un dispositivo de

posicionamiento global (GPS) (Tabla 1).

Zona de estudio.

CHIAPAS

Imagen 5. Regidn en la cual se llevo acabo la toma de muestras.

Tabla 1. Lugares de muestreo de donde se aislaron las cepas de Trichoderma spp.

Sustrato Localidad / Municipio Latitud N Longitud W  Altitud msnm.

T1 Madera de cedro *R/a. Hermenegildo Galeana 2da. Secc. Jalpa de Méndez, Tabasco. | 18°09°33.7” | 93°09°10.8” 11
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T2 Suelo plantacion de cacao R/a. Ignacio Zaragoza 2da. Secc. Pichucalco Chiapas 17°31719.3” 93°20°0.1” 131
T3 Suelo plantacion de cacao | R/a. Hermenegildo Galeana 2da. Secc. Jalpa de Méndez, Tabasco. 18°09°33.7” | 93°09°10.8” 11

T4 Suelo plantacion de cacao | R/a. Hermenegildo Galeana 2da. Secc. Jalpa de Méndez, Tabasco. 18°09°33.7” | 93°09°'10.8” 11

T5 Suelo plantacién de cacao | R/a. Hermenegildo Galeana 2da. Secc. Jalpa de Méndez, Tabasco. 18°09°33.7” | 93°09°10.8” 11

T6 Suelo plantacion de cacao R/a. Ocampo, Cardenas Tabasco. 18°01749.4" | 93°21°29.7" 27
T7 Suelo plantacion de cacao R/a. Ocampo, Cardenas Tabasco. 18°01749.4" | 93°21°29.7" 27
T8 Suelo plantacion de cacao R/a. Ocampo, Cardenas Tabasco. 18°01749.4" | 93°21°29.7" 27
T9 Suelo plantacion de cacao R/a. Gregorio Méndez 12 Seccién Comalcalco Tabasco 18°14°59.8" | 93°17°12.8" 17
T10 | Suelo plantacion de cacao R/a. Gregorio Méndez 12 Seccién Comalcalco Tabasco 18°14°59.8" | 93°17°12.8" 17
T11 Suelo plantacion de cacao R/a. Gregorio Méndez 12 seccién Comalcalco Tabasco 18°14°59.8" | 93°17°12.8" 17
T12 | Suelo plantacién de cacao R/a. Rio seco, Cardenas, Tabasco. 18°03°47.1" | 93°23'04.5” 22
T13 | Suelo plantacién de cacao R/a. Rio seco, Cardenas, Tabasco. 18°03°47.1" | 93°23'04.5” 22
T14 | Suelo plantacién de cacao R/a. Rio seco, Cardenas, Tabasco. 18°03°47.1" | 93°23'04.5” 22
T15 | Suelo plantacion de cacao | R/a. Hermenegildo Galeana 2da. Secc. Jalpa de Méndez, Tabasco. 18°09°49.5” | 93°05744.0” 15
T16 | Suelo plantacién de cacao R/a. Ignacio Zaragoza 2da. Secc. Pichucalco Chiapas 17° 31°52.7" | 93°19°35.9” 81

T17 Fruto de cacao R/a. Hermenegildo Galeana 2da. Secc. Jalpa de Méndez, Tabasco. | 18° 10°33.4” 93° 08748” 12
T18 | Suelo plantacion de cacao | R/a. Hermenegildo Galeana 2da. Secc. Jalpa de Méndez, Tabasco. 18°11°04.3” 18°08°45.8” 9

T19 | Suelo plantacién de cacao | R/a. Hermenegildo Galeana 2da. Secc. Jalpa de Méndez, Tabasco. | 18°09°33.7” | 93°09°10.8” 11

T20 | Suelo plantacién de cacao R/a. Platanar de arriba, Pichucalco Chiapas 17°33°01.32" | 93°18'9.9” 76
T21 Suelo plantacion de cacao R/a. Ignacio Zaragoza 2da. Secc. Pichucalco Chiapas 17° 31°52.7" | 93°19°35.9” 81

T22 | Suelo plantacion de cacao R/a. Ignacio Zaragoza 2da. Secc. Pichucalco Chiapas 17°31°19.3” 93°20°0.1” 131
T23 Fruto de cacao R/a. Hermenegildo Galeana 2da. Secc. Jalpa de Méndez, Tabasco. 18°10°33.4” | 93° 08'48.5” 12
T24 | Suelo plantaciéon de cacao | R/a. Hermenegildo Galeana 2da. Secc. Jalpa de Méndez, Tabasco. 18°10°33.4” | 93° 08°48.5” 12
T25 | Suelo plantacion de cacao | R/a. Hermenegildo Galeana 2da. Secc. Jalpa de Méndez, Tabasco. | 18° 10°33.4” | 93° 08°48.5” 12
T26 | Suelo plantaciéon de cacao | R/a. Hermenegildo Galeana 2da. Secc. Jalpa de Méndez, Tabasco. 18°10°33.4” | 93° 08°48.5” 12
T27 | Suelo plantacion de cacao | R/a. Hermenegildo Galeana 2da. Secc. Jalpa de Méndez, Tabasco. | 18° 10°33.4” | 93° 08°48.5” 12
T28 | Suelo plantacién de cacao | R/a. Hermenegildo Galeana 2da. Secc. Jalpa de Méndez, Tabasco. 18°10°33.4” | 93° 08°48.5” 12

*R/a: Region agricola

5.2 Colecta de muestras

Los aislamientos del hongo Trichoderma spp se obtuvieron de suelo colectado
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en plantaciones de cacao (Theobroma cacao) en el estado de Tabasco y en
plantaciones de cacao correspondientes a la zona norte del estado de Chiapas. El
muestreo fue completamente al azar ya que actualmente toda la zona productora
se encuentra con el problema de moniliasis, asi también como mencionamos
anteriormente, Trichoderma spp es un hongo cosmopolita que tiene la capacidad
de desarrollarse en diferentes condiciones dadas., otra razén por la que se
muestreo al azar fue a que se requiere estudiar la diversidad de Trichoderma spp.
en el area de afectacion.

En cada sitio de muestreo se colectaron 5 submuestras de 1 kg de suelo cada
una bajo los lineamientos del método “cinco de oros” el cual consta en situarnos
en el centro del area a muestrear y orientarnos al norte del lugar, realizando la
primera toma de muestra en el sitio central y posteriormente trazar un cuadrado
imaginario en el terreno donde de cada esquina se tom6 una submuestra; estos
cuadros imaginarios se plasmaron de cien metros por cien metros para obtener
muestras de 1 hectarea. Cada submuestra de suelo se tomo de los primeros 20
cm de profundidad eliminando la materia organica superficial (Michel-Aceves et al.,
2001) (Imagen 6), asi también antes de tomar cada submuestra se limpié la pala
con un trapo humedo y se flameo con alcohol para evitar la presencia de especies
fungicas de otros sitios de muestreo. Las submuestras tomadas se mezclaron
homogéneamente para después de la muestra compuesta se tomara 1 kg como

muestra representativa del sitio.

35



Imagen 6. A) Preparacion de equipo para el muestreo., B) se puede observar
que se limpid el area de toda materia organica buscando solo obtener suelo.

En total se colectaron 28 muestras, las cuales se transportaron en bolsas de
plastico al laboratorio de Fitopatologia del Colegio de Postgraduados, Campus
Tabasco, y se mantuvieron en refrigeracion a 5°C hasta su procesamiento. Asi
también, mazorcas infectadas con moniliasis fueron colectadas y examinadas para

corroborar presencia de Trichoderma spp (Imagen 7).

Imagen 7. Tipo de mazorcas infectadas durante el muestreo en los cacaotales.

5.3 Aislamientos de Trichoderma spp.
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La obtencion de los aislamientos de Trichoderma spp se realizé por el método de
dilucion en placa, donde se pesaron 10 gramos de suelo en condiciones asépticas
de cada una de las muestras, después se homogeneizo con 100 mL de agua
destilada estéril, se agregd 1 mL de Tween para poder disolver los grumos que se
pudiesen formar en la solucidn de suelo, se colocé sobre el agitador magnético y
con ayuda de la varilla magnética se procedié a mezclar la solucion durante 3
minutos (Imagen 8). Una vez homogeneizada la muestra, se verti6 1mL de la
solucion madre y con el uso de una pipeta se tomo6 una alicuota de 1 mL en un
matraz Erlenmeyer preparado con anterioridad con 9 mL de agua destilada y
esterilizada, de este con valor 1:10 del porcentaje masa/volumen (p/v) se tomé 1
mL para vertérlo en otro matraz preparado de igual manera para que tuviese el
volumen 1:100 de (v/p) la operacidon se repitid con otros 2 matraces. De esta
manera se obtuvieron 4 matraces con diluciones de 1:10, 1:100, 1:1000, 1:10000

(p/v) (Imagen 9).

Imagen 8. Homogenizacion de suelo en agua destilada esterilizada.
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Imagen 9. Dilucién en placa, se muestra parte del proceso que se llevo acabo.

Una vez realizadas las disoluciones, se tom6é 1 mL de cada matraz para verterlo
en una caja de Petri, la suspension se dispersé uniformemente sobre la superficie
de una caja Petri con el medio de cultivo PDA (papa dextrosa agar) acidificado
(1000 mL de agua destilada, mas 1 mL de acido lactico adicionado antes de
vaciar).

Las cajas de Petri se incubaron a 30 °C en oscuridad por 5 dias. En total se
utilizaron 4 cajas Petri por cada muestra de suelo (una de cada dilucion). Las
colonias de Trichoderma spp fueron reconocidas por su forma de crecimiento
caracteristico de parches o cojines verdes de conidios. Para cada muestra de
suelo, se aislaron las colonias que fueron visibles durante los 3 a los 7 dias,
después de la siembra. La metodologia utilizada fue la que presenta Ibarra Medina
(2008)

5.4 ldentificaciéon Morfoldgica.

De cada aislado se realizé un cultivo de puntas de hifas y las colonias de 3,5 y 10
dias se observaron al microscopio compuesto (Imagen 10), asi también se

aprovecho6 para tomar fotografias durante esos dias, siempre corroborando que
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presenten las caracteristicas del género como es conididforo hialino, muy
ramificado, no verticilado; fidlides individuales o en grupos, conidios hialinos de

una célula, ovoides, nacidos en pequeinos racimos terminales.
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Imagen 10. Imagen del microscopio utilizado para la toma de fotografias asi
también imagen de los preparados de las puntas de hifa.
Para la caracterizacion morfolégica de cada especie se midié el largo y ancho de
100 conidios, 50 fialides, 30 septos (Imagen 11) asi también se midieron
clamidosporas cuando se presentaron. Se empledé el programa computacional
Digital Image Tool version 1.2, que realiza la funcién de una regla de medicion,
proporcionando de forma facil y rapida mediciones en micras. Se observo la forma,

el color del conidio y disposicion de las fialides.

Imagen 11. Algunas imagenes que se tomaron para la medicién de estructuras de
Trichoderma; A) conidioforos, B) conidios, C) clamidiosporas.
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5.5 ldentificacidn molecular.

El desarrollo de extraccion y amplificaciéon se llevd acabo en el Centro de
Investigacion de Recursos Naturales. Después las muestras se mandaron a

secuenciar en Corea del Sur con la empresa Macro Gene ubicada en Seul.

5.6 Analisis de secuencias.
Las secuencias fuerdon analizadas comparandolas con una base de datos
especifica para el género Trichoderma (TrichOKEY version 2.0), disponible en
linea en el sitio oficial de la Subcomisién Internacional para la Taxonomia de
Trichoderma e Hypocrea, asi también como en la base de datos del National
Center of Biotecnology Information (NCBI). De los valores generados, se

considero la mayor similitud para su comparaciéon con la secuencia de estudio.
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6. RESULTADOS.

6.1.Obtencién de especies nativas de Trichoderma spp.

Las muestras de suelo de donde se obtuvieron las especies nativas de
Trichoderma spp se colectaron dentro de las zonas con mayor produccion de
cacao en este caso dentro del area de la Chontalpa en Tabasco y Pichucalco en
Chiapas que son de los municipios con mayor produccion de cacao. De las 28
muestras de suelo colectadas dentro del corredor productor-comercial cacaotero
de Tabasco y Chiapas, se obtuvieron 23 cepas nativas de Trichoderma spp en
Tabasco y 5 cepas nativas en el municipio de Pichucalco, Chiapas. Dentro de
estas cepas se encontraron 7 especies diferentes las cuales se presentaron en
diferentes parcelas correspondientes a las 20 muestras obtenidas (Tabla 2).

Las 28 cepas del género Trichoderma spp se identificaron por las caracteristicas
morfolégicas que resultaron: conidiéforo hialino muy ramificado no verticilado
fialides individuales o en grupos, conidios hialinos de una célula, ovoides nacidos
en pequenos racimos terminales aunque también presenta conidios globosos o
subglobosos, elipsoidal, obovoide u oblongo de color verde oscuro o verde olivo,
estas caracteristicas se tomaron de acuerdo a las caracteristicas que proporciona
la pagina de internet del ISTH.

Se realiz6 una guia morfolégica que describe las especies identificadas en el
actual trabajo para que sirva como parametro para futuros trabajos de

identificacion de cepas de Trichoderma spp.
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Tabla 2. Especies a las cuales pertenecen los aislamientos en las areas
de muestreo Tabasco y Chiapas, México.

Especies Muestras |

Trichoderma hamatum T2.

Trichoderma koningii T3, T25, T26.

Trichoderma harzianum T4, T14, T21, T22, T24, T28, T1

Trichoderma brevicompactum T5.

Trichoderma virens T6, T7, T8, T12, T13, T15, T17,
T18, T23, T27.

Trichoderma longibracheatum T9, T10, T11.

Trichoderma asperellum T16, T19, T20.

La identidad de las especies mencionadas, se confirmd con la identificacion
molecular mediante la comparacion de las secuencias obtenidas con las
secuencias reportadas en el banco de genes del NCBI (National Center for
Biotechnology Information), y también con las secuencias reportadas en el banco

de Trichokey (Tabla 3).
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Tabla 3. Relacion de especies de Trichoderma spp / Hypocrea (H.)
Identificadas en huertos de cacao de Chiapas y Tabasco.

o ©oNoaAWN=

Especie identificada
T. harzianum
T. hamatum
H. koningii
H. lixxi
T. brevicompactum
H. virens
H. virens
H. virens
T. longibrachiatum
T. brevicompactum (T.
longibrachiatum)
T. longibrachiatum
H. virens
H. virens
H. lixxi
H. virens
T. asperellum
H. virens
T. virens
T. asperellum
T. asperellum
H. lixxi
H. lixxi
H. virens
H. lixxi
H. koningii
T. brevicompactum (H.
koningii)
H. virens
H. lixxi

Referencia

FJ461577.1
FJ430783.1
EU744191.1
JQ040334.1
EU680959.1
EU680959.1
EU680959.1
EU769111.1
JQ040334.1

EU744190.1
JQ040400.1
EU680959.1
EU744191.1
EU680959.1
GU176453.1
EU680959.1

JQ040317.1
FJ412053.1
EU871018.1
EU871021.1
EU680959.1
GU934532.1
FJ430783.1
JQ040334.1

EU680959.1
EU744191.1
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6.2 Descripcidn de las especies de Trichoderma spp encontradas en las

areas de muestreo de Tabasco y Chiapas México.

6.2.1 Trichoderma hamatum
Las colonias son de crecimiento lento a las 48 horas con valores de 5.46-5.81
mm (Radio) (3 dias). A una temperatura de 25°C. Conidaciéon en pustulas
compactas, distribuidas concéntricamente; de color verde a blanco. Del lado
Inverso de la caja incoloro a lechoso. Olor indistinto. Conidiéforos con la
ramificacion irregular, fialide se presenta elipsoidales o langeniforme, 14.83-
3.42 micras, en su mayoria surgen en verticilos, si se encuentran en la parte
terminal del conidiéforo se hallan en grupos de 3-6, también se encuentran
intercalares solitarias. Los conidios se encuentran ovoides a elipsoidales, con
medidas de 4.7-3.1, son lisos y de pared relativamente delgada, el color se
asemeja al verde olivo diluido. Clamidosporas subglobosas o sin forma,
intercalares en grupos de dos a tres. También se llegan a encontrar terminales,

son de color verde olivo con medidas de 10- 8 micras (Imagen 12).

Imagen 12. Trichoderma hamatum (1) crecimiento del hongo en caja de petri, (2)

conidios, (3) clamidospora, (4) fidlides, (5) septos, (6) conidiéforo.
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6.2.2 Trichoderma koningii.

Las colonias son de crecimiento rapido a las 48 horas a 25 grados centigrados con
valores de 20-19 mm (radio)(3 dias). Conidiacion concéntrica, formando costras en
halos de color verdeazulado, la parte inversa de la caja de Petri no presenta
coloraciéon aunque se puede apreciar cierta coloracion blanca. Fialide langeniforme
a elipsoidales, algunas ampuliformes, éstas se encuentran de 3-5 fidlides en las
partes terminales del conidiéforo con medidas de 10.24-2.7 largo y ancho
respectivamente, de color verde. Conidios con medidas de 4.7-3.9 con forma

elipsoidal, color verde olivo (Imagen 13).

Imagen 13. Trichoderma koningii (1) crecimiento del hongo en caja de Petri,
(2)conidios, (3) clamidospora, (4) fidlides, (5) septos, (6) conidiéforo.
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6.2.3 Trichoderma harzianum.

Las colonias crecen rapidamente a las 48 horas con temperatura a 25 grados
centigrados y con luz y oscuridad de 12 horas respectivamente, con esporulacion
abundante. Conidiacion predominante, apareciendo granular o en polvo debido a la
formacion de conidios convirtiendo rapidamente mechones de color verde a verde
oscuro, la parte inversa de la caja de petri es de color amarillento. Conidiéforos
verticilado, poco ramificado formando una estructura piramidal. Fialide ampulliforme
a langeniforme, generalmente en grupos de 3-4 terminales aunque también se
presentan intercalares solitarias, sus medidas son: 9.24-3.2 micras. Conidios
subglobosos a ovoides, en su mayoria con mediadas de 3.64-2.99, color verde oliva

(Imagen 14).

Imagen 14. Trichoderma harzianum (1) crecimiento del hongo en caja de petri, (2)
conidios, (3) clamidospora, (4) fialides, (5) septos, (6) conidioféro.
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6.2.4 Trichoderma brevicompactum.

Colonias de crecimiento lento a 48 horas a 25 grados centigrados y con luz y
oscuridad de 12 horas respectivamente en medio PDA, formando anillos
conceéntricos visibles de color verde y blanco produccion de conidios sobre los
anillos concéntricos internos y en anillos exteriores con la produccion conidial. El
envés transparente a lechoso. Conidiéforo con las ramas emparejadas. Fialides que
surgen de 2-4 desde la punta del conidiéforo, largo, langeniforme, ligeramente
hinchado en el medio; se presentan fialides intercalares de 4.92-16.34 micras de
largo, 1.82-4.64 micras en el punto mas ancho cerca de la mitad. Los conidios son
verdes de forma ovoide y subglobosa, con coloracién verde olivo y medidas que

van de 5.87-2.42 de largo por 2.14-3.86 ancho (Imagen 15).

Imagen 15. Trichoderma brevicompactum (1) crecimiento del hongo en caja de
petri, (2) conidios, (3) clamidospora, (4)fialides, (5) septos, (6) conidioforo.
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6.2.5 Trichoderma virens.

Colonia de crecimiento rapido en PDA, a las 48 horas a 25 grados centigrados y
con luz y oscuridad de 12 horas respectivamente, presentd mediadas con un radio
de 14 a 21 milimetros. Conidiacién que cubre la totalidad de la superficie de la
placa; el envés con coloracion amarilla- verde. Fialides con formas langeniforme a
ampuliformes, base ancha aunque se pueden ver algunas estrechas, hinchadas en
el medio, atenuadas en la punta, con medidas de 19.21-6.48 micras de largo, 6.22-
2.28 micras en el punto mas ancho; se presentan fialides intercalares. Los conidios
son de color verde olivo, con formas que pueden ser elipsoidales a obovoides, lisas,
con medidas a lo largo que van de 4.78-3.65 y ancho 5.53-2.96. Clamidosporas:

finales o intercalares por lo general circulares de color verde olivo (Imagen 16).

Imagen 16. Trichoderma virens. (1) crecimiento del hongo en caja de petri, (2)
conidios, (3) clamidospora, (4) fialides, (5) septos, (6) conidiéforo.
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6.2.6 Trichoderma longibracheatum.

Colonia de crecimiento rapido a las 48 horas a 25 grados centigrados y con luz y
oscuridad de 12 horas respectivamente, con una esporulacion abundante y radio en
PDA de 50 mm, uniformemente cubre la superficie formando anillos concéntricos;
color verde oscuro, con manchas blancas. El envés presenta coloracién amarilla
fluorescente. Los conidioforos consisten en un eje muy desarrollado central desde
el cual surgen hacia la punta. Fialide solitaria y mas lejos de la punta cada vez mas,
a menudo vinculados, ramas secundarias. Fidlides solitarias y en grupos de 2-3,
generalmente cilindricas, langeniformes con medidas que van de 18.21-5.38 largo
por 4.09-1.47 ancho. Se presentan fialides intercalares. Conidios con coloracion
verde olivo de forma ovoide a elipsoidales, con mediciones que van de 5.04-2.78 de
largo por 3.72-2.64 de ancho. Se presentan Clamidiosporas terminales e

intercalares (Imagen 17).

Imagen 17. Trichoderma longibracheatum (1) crecimiento del hongo en caja de
petri, (2) conidios, (3) clamidospora, (4) fidlides, (5) septos, (6) conidiéforo.
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6.2.7 Trichoderma asperellum.

Colonia de crecimiento rapido, el radio después de 48 horas a 25 grados
centigrados y con luz y oscuridad de 12 horas respectivamente, en medio PDA
presento las medidas de 17-18 mm de anillos concéntricos con produccion conidial
densa, con conidios verdes hacia el centro. El envés de la caja de Petri sin
pigmento o tornandose color blanco pero tenue. Los conidiéforos tienen un aspecto
simétrico que termina en dos o mas fialdies. Ramas primarias largas, tiende a tener
ramas secundarias que no ramifican. Fialide intercalar, en verticilos de 2-4 fialides,
con forma ampuliforme y langeniforme, con medidas que van de 15.02-7.2 micras
de largo, 3.79-2.03 micras de ancho, se presentan fidlide intercalar. Los conidios
de color verde oscuro, globosos a subglobosos también se presentan obovoides,

con medidas que van de 5.9-3.4 de largo a 4.02-2.37 de ancho (Imagen 18).

Imagen 18. Trichoderma asperellum (1) crecimiento del hongo en caja de petri, (2)
conidios, (3) clamidospora, (4) fialide, (5) septos, (6) conidioforo.
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6.3 Distribucion de Trichoderma spp

Es notorio que por ser Jalpa de Méndez la entidad mayor muestreada, encontremos
una mayor diversidad de Trichoderma spp, las 14 cepas representan el 50% del
total de los aislamientos y con ello 5 especies diferentes encontradas en esta area
(Tabla 4).

Tabla 4. Diversidad y abundancia de especies en Jalpa de Méndez.

Especie Muestra

T. asperelum T19.

T. koningii T3, T25, T26.

T. harzianum T1, T4, T24, T28.

T. brevicompactum T5.

T. virens T15, T17, T18, T23, T27.

La segunda localidad con mayor cantidad de aislamientos fue H. Cardenas. Esta
entidad con 6 cepas representa el 21.42% de los aislamientos con 2 especies
encontradas (Tabla 5).

Tabla 5. Diversidad de especies en H. Cardenas.

Especie Muestra
T. harzianum T14.
T. virens T6, T7, T8, T12, T13.

Pichucalco, Chiapas fue la siguiente localidad con 5 cepas que equivale al 17.85%
si comparamos con H. Cardenas, esta localidad cuenta con buena diversidad de
especies de Trichoderma (Tabla 6).

Tabla 6. Diversidad de especies en Pichucalco.

Especie Muestra
T. asperelum T16, T20.
T. hamatum T2.

T. harzianum T21, T22.

Comalcalco fue la localidad que menor cantidad de cepas, solo 3 lo que representa
el 10.71% y todas pertenecientes a la especie T. longibracheatum (Tabla 7).

Tabla 7. Diversidad de especies en Comalcalco

Especie Muestra

T. longibracheatum T9, T10, T11.
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6.4 Medicion de biodiversidad.

Se utilizé el método mas sencillo para medir la biodiversidad de especies en
el agroecosistema cacao, utilizando el indice de Margalef, el cual transforma el
numero de especies por muestra a una proporcion a la cual las especies son

afiadidas por expansion de la muestra, esto supone que hay una relacion funcional

entre el nimero de especies y el nimero total de individuos S= 4/N; donde K es
constante (Magurran, 1998). Si ésta relacion especie-individuo se mantiene,
entonces el indice varia con el tamafo de muestra de forma desconocida.

indice de diversidad de Margalef.

Dmg= m

Dénde: S= numero de especies; N= numero total de individuos.
Para esto el indice de Margalef nos daria: 1.8

De acuerdo a Rivas y Doménico (2010), quienes identificaron 6 especies de
38 aislamientos, reportan un indice de diversidad (ID) de 0.15 (6/38). Utilizando el
método con el cual ellos registran su indice de diversidad. En el trabajo de
investigacion presente se genera un indice del 0.25 (7/28), el cual es un indice
considerablemente alto si tomamos en cuenta que sdlo tomamos tres municipios
del estado de Tabasco y uno de Chiapas.

Se han reportado valores de ID en Asia 14/96, ID= .14; (Kubicek et al.,
2003), América del sur 10/53, ID= .18; (Druzhinina et al., 2005) y China 13/135, ID=
0.096; (Zhang et al., 2005). La mayor diversidad de Trichoderma spp reportada ha
sido en la rizosfera de Coffea arabica L. en bosques de tierras altas en Etiopia con

un ID= 0.38 (Belayneh y Druzhinina; citado en Migheli et al., 2009).
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7  DISCUSION.

La zona de estudio tiene la capacidad de propiciar una gran diversidad de
especies de Trichoderma spp conforme al parametro que maneja Rivas y
Domeénico (2010), pero es de observarse que la zona de Comalcalco sélo haya
tenido una especie. Se considera que es necesario repetir el muestreo en la
misma parcela y las que le rodean para poder asegurar que no fue un error de
contaminacion en el laboratorio. Otros factores que pudieron haber intervenido
y faltaron de analizarse fueron las pequefas diferencias meteorologicas y
edaficas de cada zona, reunir informacion y hallar una relacion de las especies
encontradas en cada zona, de esta manera se podria analizar algunas de las
limitantes de Trichoderma spp.

Un aspecto que sobresalié en la investigacion es que no en todos los terrenos
se encontraron mazorcas con Trichoderma spp expuestas, solo en algunas y lo
mas sorprendente es el aislamiento 1 que fue encontrado en la corteza de un
arbol expuesto al sol con lo cual podriamos analizar el crecimiento endoéfito de
esta cepa en cultivares de cacao. Es necesario conocer los parametros
edafoldgicos, fisioldgicos, climaticos y bioquimicos exactos con los cuales
Trichoderma spp se presta a crecer y generar condiciones de control bioldégico
que beneficien de manera significativa y econdmica a los productores del area.
Con ésto se pueden implementar las caracteristicas necesarias en cultivos de
cacao de ciertas especies de Trichoderma spp con las cuales, aunadas al
manejo integrado de plagas se puede llegar a recuperar el rendimiento de los

cacaotales.
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Dentro de las especies encontradas la mas abundante fue Trichoderma virens por
lo tanto prueba de que junto con Trichoderma harzianum es de las especies que
tiene gran capacidad de esporulacién, esta especie utilizada como hongo
benéfico, es capaz de promover el crecimiento en algunas especies vegetales
(Contreras-Cornejo et al., 2009). Trichoderma harzianum que se encuentra
también dentro de las mas abundantes, es una especie muy utilizada en
programas de control de hongos fitopatégenos (Harman., 2000; Benitez et al.,
2004) y es probablemente uno de los hongos que serian de beneficio para futuras
pruebas de control biolégico, ya que a nivel mundial se han reportado resultados
positivos ante varios cultivos. Trichoderma koningii es otra de las especies que se
diferencian por detalles en su fenotipo y biogeografia reportdandose como endofitos
en troncos de Theobroma cacao. Trichoderma asperellum es un conocido
biocontrolador, aun mas antiguo que Trichoderma harzianum; y es capaz de
colonizar el sistema radicular de algunas especies vegetales, induciendo
resistencia a patdégenos o mayor crecimiento en raices (Yedidida et al., 2003;
Shoresh et al., 2005). Trichoderma brevicompactum ha sido reportado como un
potencial productor de polipéptidos y antibiéticos (Degenkolb et al., 2006a).

Queda abierto un gran espectro de investigaciones que involucren Trichoderma
spp no sélo como biocontrolador sino también como fitoremediador ya que se han
hecho investigaciones donde Trichoderma spp puede ayudar a la bioremediacion
de los ecosistemas en Tabasco ya que es uno de los estados petroleros de
importancia en el pais y como tal también uno donde se generan un gran numero

de fugas de las tuberias de petréleo anualmente., presentandose Trichoderma spp
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como una opcion para mejorar los ecosistemas de Tabasco (Argumedo-Delira., et
al. 2009). Se espera que las investigaciones de Trichoderma spp en Tabasco y
Chiapas no sdélo sean dirigidas para utilizarlos en programas de biodiversidad,
control biolégico y bioremediacion  sino también para poder explotar sus
cualidades biotecnolégicas como son la produccion de sus diversos metabolitos
los cuales tiene un gran numero de aplicaciones en la industria y agricultura
(Benitez., et al. 2004 y Nogawa., et al. 2001) Otro aspecto que no se debe de
olvidar y descuidar es el buscar nuevas especies no so6lo hongos sino también
bacterias y virus que puedan apoyar al combate de la moniliasis y otras
enfermedades que se generan en los diversos ecosistemas en nuestro pais.

Por ultimo se tiene que considerar el virus globoso del cacao que aunque aun no
se encuentra en nuestro continente es necesario buscar maneras de prevenir la
entrada; los cercos sanitarios son una opcion pero hace falta la observacion y
analisis de los cacaotales de todos los estados productores para estar seguros de
tener un buen control. Este trabajo no solo le confiere a técnicos y a gobierno sino
también a investigadores para seguir buscando arboles de cacao capaces de ser
resistentes a diferentes enfermedades y asi también buscar mejores técnicas
agricolas para tener cultivos sanos y con el menor gasto en insumos posibles,

generando al mismo tiempo mayores ganancias y productos mas saludables.
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8 CONCLUSIONES.

La presencia de diferentes especies de Trichoderma spp en suelos del
agroecosistema cacao muestra la naturaleza cosmopolita del mismo.
Con este trabajo de tesis, se logra comprobar que el agroecosistema alberga a
Trichoderma spp con una gran gama de especies que se pueden utilizar como
biocontroldadores en programas a futuro de investigacion y aplicacion técnica.
El uso de herramientas moleculares apoya esta investigacion comparando nuestra
informacion de la diversidad de especies mediante herramientas en linea que son
de uso internacional.
El agroecosistema cacao muestra la gran diversidad de especies con las que
cuenta nuestro pais y mas si se toma en cuenta que el area muestreada solo es
una pequefia parte del territorio nacional, siendo la biodiversidad un éarea de
investigacion con gran potencial biotecnolégico, ecoldégico y mucho mas
importante agronémico.
La sinergia y el comportamiento en condiciones naturales de un biocontrolador son
parametros dificiles de predecir, y dado que las condiciones ambientales son
importantes, la seleccién de un controlador biolégico se inicia con una correcta
identificacion y caracterizacion de las cepas de biocontrol el cual es el primer paso
en la utilizacién de agentes biocontroladores de enfermedades en el campo.
Trichoderma spp es un hongo con mucho potencial en nuestro pais y con apoyo
de los diferentes sectores se puede llegar a explotar las grandes ventajas que nos
proporciona a nivel biotecnolégico.

Trichoderma virens y Trichoderma harzianum son cepas de las cuales se tiene
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que estar al pendiente ya que fueron las que mayor esporulacion presentaron y se

vio reflejado en la cantidad de cepas encontradas, entre estas dos especies se

generaron el 60.7% de aislamientos; con lo cual se puede apreciar hasta cierto

punto su potencial como biocontrolador.

Si comparamos los indices de diversidad de Trichoderma que presentan otros

paises con los indices reportados en esta tesis, podemos apreciar una gran

diversidad 0.25 de acuerdo a Rivas y Doménico (2010) si nos comparamos con

0.38 que es la diversidad mas alta que reportan en las tierras altas de Etiopia en el

cultivo de Coffea arabica.

9. RECOMENDACIONES
El uso de estas cepas para control bioldgico requieren del siguiente paso
que es el estudio in vitro para su antagonismo ante la monilia y ante otros
organismos.
Se requiere de una mayor asesoria técnica en cuanto al manejo integrado
de plagas en el cultivo de cacao para los productores de las areas
cacaoteras, las cuales pueden ser impartidas por centros de investigacion y
universidades que manejen las licenciaturas de ingenieria agricola o
ingeniero agronomo.
Que el gobierno facilite apoyos econdmicos a las instituciones de
investigacion en el estado, que tenga como objetivo impulsar la
investigacion para disminuir la presencia de la Moniliasis del cacao.
Fortalecer el vinculo entre ingenieros e investigadores — productores de

cacao, para mejorar la situacién actual de este producto.
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