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RESUMEN

Antecedentes/Objetivo. Las enfermedades de los cultivos agricolas afectan los
rendimientos y la calidad de los productos, para su control generalmente se utilizan
compuestos quimicos sintéticos, éstos causan impactos nocivos al medio ambiente,
asi como a la salud del ser humano. En este sentido, los microorganismos benéficos
pueden ser utilizados en la agricultura como agentes de biocontrol, y contribuir a
obtener alimentos en cantidades suficientes e inocuos. El hongo Irpex lacteus se ha
reportado como potencial agente de biocontrol. El presente trabajo de investigacion
tuvo como objetivo evaluar la capacidad micoparasita in vitro del hongo enddfito /.
lacteus P7B frente a 22 hongos y un oomicete asociados a enfermedades de plantas.

Materiales y Métodos. Se utiliz6 el aislamiento P7B, previamente detectado como
micoparasito, el cual fue identificado molecularmente mediante amplificacion y se-
cuenciacion de la region espaciador transcrito interno (ITS) del ADN ribosémico,
con el uso de primers ITS1/ITS4. Las confrontaciones del micoparasito (P7B) con-
tra los microorganismos fitopatogenos se realizaron en medio de cultivo PDA, para
cada microorganismo se utilizaron tres repeticiones, ademas de los controles, que
consistio en colocar de forma individual a los microorganismos.

Resultados. Los analisis moleculares determinaron que el aislamiento P7B corres-
pondid a [rpex lacteus (GenBank: PP922180). Los resultados de los ensayos in
vitro indicaron que /. lacteus P7B inhibi6 a todos los agentes fitopatdgenos con los
que fue confrontado, la inhibicion al 100% por /. lacteus ocurri6 aproximadamente
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en 14 dias, excepto para Rhizopus spp., esto fue a los 23 dias después de las con-
frontaciones.

Conclusion. El presente estudio demuestra que el hongo /. lacteus presentd ca-
pacidad micoparasita in vitro de 100% contra los diversos hongos y un oomicete
evaluados, por lo que trabajos futuros podrian enfocarse en evaluar su actividad
micoparasita en condiciones de campo.

Palabras claves: agente de biocontrol, fitopatdogenos, micoparasito.

INTRODUCCION

Anualmente las enfermedades causadas por hongos y oomicetes provocan pér-
didas econdmicas importantes en los cultivos (Meng et al., 2009). Por otra parte, el
aumento de la poblacion mundial demanda mayor cantidad y calidad de productos
agricolas, y consecuentemente mayor uso de pesticidas para el combate de enfer-
medades (Lahlali et al., 2022); sin embargo, en los Gltimos afios, los consumido-
res han generado conciencia sobre los efectos secundarios de los pesticidas como
fungicidas quimicos en la salud humana y el medio ambiente (Hou y Wu, 2010).
Una de las alternativas para disminuir la dependencia de pesticidas es el control
biologico (Compant et al., 2005; Barratt et al., 2018), el cual se define de manera
general como el uso de cualquier microorganismo vivo (incluido los virus) para
combatir un patégeno o plaga mediante parasitismo, antibiosis, competencia por
espacio o recursos (Eilenberg et al., 2001; Stenberg et al., 2021). Al respecto, se
han documentado diversas especies de basidiomicetos micoparasitos como poten-
ciales agentes de biocontrol (White y Traquair, 2006; Pineda-Suazo et al., 2021).
El micoparasitismo es un estilo de vida en el que un hongo establece interacciones
parasitarias con otros hongos (Karlsson et al., 2017). Los hongos micoparasitos
son productores de enzimas que tienen la capacidad de degradar la pared celular
de los hongos, esto permite que puedan penetrar a otros hongos para poder ex-
traer nutrientes para su desarrollo (Cao et al., 2009). En este sentido, el hongo
Irpex lacteus, se caracteriza por su habito saprofito; no obstante, se ha demostrado
que tiene un comportamiento micoparasito bajo ciertas condiciones, esto implica
interacciones en las que /. lacteus coloniza y obtiene nutrientes de otros hongos,
mediante la secrecion de diversas enzimas hidroliticas (Metreveli et al., 2014; Me-
zule y Civzele, 2020; Gafforov et al., 2023). Las capacidades micoparasitarias de /.
lacteus sugieren posibles aplicaciones en el control bioldgico de fitopatdogenos en
el contexto agricola (White y Traquair, 2006; Sivanandhan ef al., 2017; Yin et al.,
2021). Por lo anterior, el objetivo del presente trabajo de investigacion fue evaluar
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in vitro al hongo I. lacteus (aislamiento P7B) mediante confrontacion dual contra
22 hongos y un oomicete.

El presente trabajo se realizé en el laboratorio de Fisiologia y Biotecnologia
Vegetal de la Facultad de Ciencias Agropecuarias y Ambientales de la Universidad
Auténoma de Guerrero (FCAA-UAGro), ubicada en Iguala de la Independencia,
Guerrero, México.

Para el presente estudio, se selecciond el aislamiento P7B de un hongo enddéfito
micoparasito, el cual fue aislado de la zona asintomatica de la rizosfera de Cedrus
sp., identificado molecularmente mediante extraccion de ADN, para lo cual se am-
plifico por PCR la region espaciador transcrito interno (ITS) del ADN ribosémico,
mediante los oligos ITS1/ITS4 (White et al., 1990). La extracciéon de ADN, PCR
y secuenciacion fueron realizadas por el servicio de secuenciacion de la empresa
Macrogen (Macrogen, Inc., Seul, Corea). Las secuencias obtenidas fueron editadas
y alineadas, con el programa MEGA X®, y se obtuvo una secuencia consenso la
cual fue comparada con las disponibles en el GenBank.

El aislamiento /. lacteus P7B fue sometido a confrontacion dual contra 22 hon-
g0s y un oomicete asociados a diversas enfermedades (Cuadro 1), pertenecientes a
la coleccion de hongos fitopatogenos del Laboratorio de Fisiologia y Biotecnologia
Vegetal de la FCAA-UAGro. Se utilizaron cepas de hongos fitopatogenos y del
agente micopardsito (P7B) de 12 dias de edad, desarrollados en medio PDA. Para
la confrontacion, se colocd un disco de 0.5 cm de didmetro con micelio a 1.0 cm
de la periferia de la caja Petri, cada aislamiento se coloc6 en los extremos opuestos
de la caja de forma equidistante. Se utilizaron tres repeticiones por cada hongo u
oomicete, ademas de tratamientos control que consistid en colocar un disco de mi-
celio de cada microorganismo en un extremo de la caja Petri. Los medios de cultivos se
colocaron a temperatura de 28 °C, y se registro la zona de inhibicién con una regla
milimétrica cuando los tratamientos control cubrieron la superficie da la caja Petri
con medio PDA, lo cual ocurrié aproximadamente 14 dias después de la siembra,
excepcionalmente los tratamientos confrontados con Rhizopus spp., se sembraron
por 23 dias aproximadamente, debido a que se observd para este género un mi-
coparasitismo lento por parte de /. lacteus P7B. Se capturaron fotografias cada
24 horas del avance de las confrontaciones duales (Camara Sony, Vario-Tessar®).
Adicionalmente, se analizé la zona de interaccion entre microorganismos contra
el hongo antagdnico 1. lacteus P7B, con el propdsito de observar posibles dafios
en las estructuras de los microorganismos parasitados, mediante un microscopio
compuesto (LABOMED®).

Con base en los valores registrados de las confrontaciones de los microorganis-
mos y el hongo /. lacteus P7B, se estim¢ el porcentaje de inhibicion utilizando la
formula = (D1-D2)/D1*100.
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Cuadro 1. Microorganismos utilizados en la evaluacion para la confrontacion con Irpex lacteus P7B, provenientes de la coleccion

de hongos fitopatogenos del Laboratorio de Fisiologia y Biotecnologia Vegetal, FCAA-UAGro.

Microorganismos . Met.odo de Referencia Hospedante Clave Enfermedad
identificacién
Cory.r.zespora Morfolégico y Ortega-Acosta HlblSCLfS“ CC47GRO Manchado de calices
cassiicola molecular etal., 2020 sabdariffa
Colletomc?h%tm Morfologico y Cruz-Lagunas Citrus paradisi COLTORI1 Antracnosis en frutos
gloeosporioides molecular etal., 2020
Rhizopus oryzae Morfolégico y Palemon-Alberto Ann?na ANTRAGUB Podredumbre blanda de
molecular etal., 2019 muricata frutos
Phytophthora sp. Morfoldgico NA” Carica papaya PAP-4 Asociado a pudricion basal
. L Arachis Asociado a pudricion
Macrophomina sp.  Morfoldgico NA hypogaca C4 carbonosa de frutos
Colletotrichum sp.  Morfoldgico NA Plumeria CACALO1 As001.ado a antracnosis
rubra en hojas
. L Asociado a pudricion
Rhizopus sp. Morfoldgico NA Stenocereus sp.  RIPITA blanda de frutos
Phoma sp. Morfolégico NA Parmentiera sp. PHOCUALI Asociados a pudricion
parda de frutos
Colletotrichum sp.  Morfoldgico NA Citrus paradisi  TOCOCE Asociado a antracnosis
de frutos
Colletotrichum sp.  Morfoldgico NA Stenocereus sp. SALP Asociado a antracnosis
de frutos
Fusarium sp. Morfologico NA Musa sp. FUPLA Asociado a manchado
de frutos
Alternaria sp. Morfoldgico NA Pass'zﬂ ora AL1 Asociado a manchado
edulis de frutos
Colletotrichum sp. ~ Morfologico NA Citrus paradisi TORTEPE Asociado a pudricion
de frutos
Colletotrichum sp.  Morfoldgico NA Erzob?try “ COLNISP Asociado a antracnosis
Jjaponica de frutos
. . . Punica Asociado a mancha
Diplodia sp. Morfoldgico NA GRANAI
granatum de frutos
Fusarium sp. Morfoldgico NA Perse‘a AGUAT Asociado a pudricién
americana de basa de tallo
Colletotrichum sp.  Morfologico NA Mangifera indica COLMAN Asociado a antracnosis
de frutos
Colletotrichum sp.  Morfologico NA Mangifera indica  COLCRIO dAeS(;:J?:sO a antracnosis
. . . Asociado a pudricion
Rhizopus sp. Morfologico NA Carica papaya RIZOPAP blanda de frutos
Verticillium sp. Morfoldgico NA Mangifera indica  VERT1 Asociado a marchitez
vascular de tallo
Phoma sp. Morfologico NA Crescentia alata  CRESI Asociado a pudricién
de frutos
Phoma sp. Morfoldgico NA Punica granatum GRANPIC Asociados a manchas
de frutos
Penicillium sp. Morfologico NA Allium sativum ~ AJOPENI Asociado a pudricién

de bulbo

*NA=No aplica, identificado morfolégicamente.
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Donde:
D1= Diametro micelial del control
D2= Didmetro micelial del microorganismo confrontado

El analisis de la secuencia consenso en GenBank con la herramienta BLAST,
indico que el aislamiento P7B tuvo un porcentaje de identidad del 99.85% con
Irpex lacteus (nimero de acceso: JX290579). La secuencia consenso derivada del
presente estudio se depositd en GenBank con el numero de acceso PP922180.

En la evaluacion in vitro de 22 hongos y un oomicete contra /. lacteus P7B
(Cuadro 1), aproximadamente después de 14 dias, micoparasité en 100% a todos
los microorganismos con los que fue confrontado (Figura 1), excepto para el género
Rhizopus (23 dias). En la Figura 2, se muestran algunos ejemplos representativos
de la confrontacion entre /. lacteus P7B contra hongos y un oomicete, en el cual
se observo evidente invasion micelial gradual, y se determiné que al final del expe-
rimento el hongo /. /acteus P7B indujo inhibicion del 100% en todas las confron-

taciones (Figura 1, 2).
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Figura 1. Efecto de la confrontacion en cultivo dual en PDA en condiciones in vitro entre 1. lacteus P7B contra hongosy un oomicete

Palemon-Alberto et al., 2024. Vol. 42(4): 42.

asociado a enfermedades de plantas.

Por otra parte, los hongos y un oomicete confrontados con 1. lacteus P7B, todos
presentaron degradacion de sus estructuras al ser observadas microscdpicamente,
por ejemplo, en el caso de Macrophomina sp. (aislamiento C4), en la zona de inte-
raccion presentd degradacion de esclerocios e hifas (Figura 3B), en Alternaria sp.
(aislamiento AL1), presentd conidios e hifas degradadas (Figura 3D), para Rhizo-
pus sp. (aislamiento RIZOPAP), se observo degradacion de esporangios (Figura
3F), en los tratamientos control, las estructuras no mostraron dafio aparente (Figura
3A,CyE).
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Figura 2. Efecto de la confrontacion en cultivo dual en PDA en condiciones in vitro entre 1. lacteus P7B contra hongos y

un oomicete asociado a enfermedades de plantas. P7B = [rpex lacteus. CC47GRO = Corynespora cassiicola.
COLTORI1 = Colletotrichum gloeosporioides. PAP-4= Phytophthora sp. C4 = Macrophomina sp. RIZOPAP=
Rhizopus sp. Ddc=dias después de la confrontacion.

En el presente trabajo, se demostré la capacidad micoparasita de 1. lacteus P7B
contra 22 hongos y un oomiceto asociados a diversos problemas fitosanitarios.
Existe escasa literatura sobre el potencial de /. lacteus como agente de biocontrol.
El hongo 1. lacteus tiene la capacidad de producir diversas enzimas hidroliticas
como quitinasas y glucanasas, que degradan las paredes celulares de otros hongos,
lo que le facilita la adquisicion de nutrientes (Qin et al., 2018; Roncero y Vazquez
de Aldana, 2019). En un estudio realizado por White y Traquair (2006), mediante
confrontacion in vitro entre 1. lacteus contra Botrytis cinerea, demostraron que /.
lacteus fue capaz de parasitar a B. cinerea al degradar sus estructuras como coni-
diéforos y conidios y parasitar sus esclerocios, ademas reportaron porcentaje de
micoparasitismo del 100%, resultados similares a los determinados en el presente
estudio. Por otra parte, en México se ha evaluado a /. lacteus contra Fusarium
pseudocircinatum, F. mexicanum, Colletotrichum coccodes, C. gloeosporioides,
Phytophthora capsici 'y P. cinnamomi con porcentaje de inhibicion de 16.7 a 46.3%
(Pineda-Suazo et al., 2021), en el presente trabajo de investigacion, /. lacteus P7B,
mostré mayor capacidad para micoparasitar diversos hongos y un oomicete, lo an-
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Figura 3. Efecto de la confrontacion in vitro de I. lacteus P7B contra hongos y un oomicete. A= Macrophomina sp. (aislamiento

C4) control; B= Macrophomina sp. (aislamiento C4) confrontado con 1. lacteus P7B, se observa degradacion de
esclerocio e hifas. C = Alternaria sp. (aislamiento AL1) control; D = Alternaria sp. (aislamiento AL1) confrontado
con I lacteus P7B, en el que se observa degradacion de conidios e hifas. E = Rhizopus sp. (aislamiento RIZOPAP)
control; F = Rhizopus sp. (aislamiento RIZOPAP) confrontado con /. lacteus P7B, se observa el esporangio degradado.
Imagenes capturadas con el microscopio optico con el objetivo de 10X (A, B, Ey F) y 40X (Cy D).

terior pudiera atribuirse al tipo de aislamiento. Ademads, se ha reportado que /. lac-
teus pertenece al grupo de micoparasitos necrotroficos, €stos se caracterizan por
ser altamente destructivos, poco especializados (Viterbo et al., 2007), presentan
generalmente una alta gama de hospedantes, los cuales incluyen fitopatdgenos y se
extienden a diversos grupos taxonémicos (Viterbo y Horwitz ef al., 2010), como lo
ocurrido en el presente estudio, en el que /. lacteus parasitdé a hongos y un oomicete
de las divisiones Ascomycota, Zygomycota y Oomycota. Adicionalmente, se han
detectado compuestos con potencial antifungico derivados de /. lacteus como ter-
penos y aldehidos (Pineda-Suazo ef al., 2021; Wang et al., 2021).

El hongo /. lacteus micoparasitdo en 100% de manera in vitro a 22 hongos y
un oomicete evaluados en el presente estudio. Trabajos futuros podria enfocarse
en evaluar la actividad antagonica de /. lacteus en condiciones de campo para el
control de fitopatdgenos; asi como la evaluacion y determinacion de compuestos
antifungicos derivados de /. lacteus P7B.
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