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Resumen

Se realizaron aislamientos de Trichoderma spp. y Bacillus spp. con potencial antagonista para el control
de Phytomatotrichopsis omnivora, patégeno del suelo que causa pudricién de raiz en varias especies
vegetales conocida como “pudricion texana”. Los objetivos de este trabajo fueron seleccionar e iden-
tificar a nivel de especie, cepas de Trichoderma spp. y Bacillus spp. recolectadas en el noroeste de Mé-
xico, que permitan tener un eficiente control de Phymatotrichopsis omnivora. Se seleccionaron tres ais-
lados de Trichoderma por su capacidad antagénica y comportamiento in vitro contra P. omnivora. La
identificacion molecular de los aislados obtenidos (TB = aislado de bugambilia, TM = aislado de mango
y TF = aislado de ficus) y de la cepa control (TN = aislado de nogal), arrojaron los siguientes resultados:
las cepas TB y TM correspondieron a la especie asperellumy las cepas TF y TN a la especie virens. Las tres
cepas evaluadas mostraron un alto potencial antagénico al compararse con la cepa control (TN) y se-
rén consideradas en posteriores evaluaciones en invernadero. Todas las cepas mostraron las Clases 1y
2 de antagonismo contra el patégeno (valores de 1,0 a 1,5), segun la escala Baker & Cook. Adicional-
mente, se obtuvieron 32 aislados de Bacillus spp., de los cuales cuatro fueron seleccionados por su ma-
yor halo de inhibicién contra Phymatotrichopsis omnivora (B6 = aislado de jatropha; B14 = aislado de
mango; B18 = aislado de maiz; B21 = aislado de maiz). Los resultados de la identificacién molecular a
los aislados nos indicaron que las cepas B6, B14 y B18 pertenecen a la especie cereus sensu lato, mien-
tras que la cepa B21 a la especie subtillis. Estos resultados contribuyen al control biolégico de Phyma-
totrichopsis omnivora que afecta gran diversidad de plantas cultivadas.
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Abstract
In vitro selection and identification of isolated of Trichoderma spp. and Bacillus spp. native to control
Phymatotrichopsis omnivora

Isolations of Trichoderma spp. and Bacillus spp. with high antagonistic potential to control Phymatotri-
chopsis omnivora, a soil pathogen responsible of root rot in several species well know as texas root rot,
were realized. The aim of this study was to select and identify to a specie level, native strains collected
in northern Mexico that allow them to control efficiently Phymatotrichopsis omnivora. Three Trichoderma
isolates were selected for their antagonistic capacity and behavior in vitro against P omnivora. Molec-
ular identification of the isolates showed (TB = isolated bugambilia; TM = isolated mango; TF = isolated
ficus) and the control strain (TN = isolated nogal) the following results: TB and TM strains corresponded
to asperellum species and strains TF and TN to virens species. The three strains tested showed high an-
tagonistic potential when compared to the control strain (TN) and will be considered in subsequent eval-
uations in greenhouses. All strains showed Classes 1 and 2 of antagonism against the pathogen (values
from 1,0 to 1,5), according to the scale of Baker & Cook. At the same time, 32 isolates of Bacillus spp.
were obtained and four were selected because of their greater zone of inhibition against Phymatotri-
chopsis omnivora (B6 = isolated jatropha; B14 = isolated mango; B18 = isolated corn; B21 = isolated corn).
The results of the molecular identification of the isolates were directed to B6, B14 and B18 strains be-
long to the species cereus sensu lato, while the B21 strain to the species subtillis. These results contribute

to biological control against Phymatotrichopsis omnivora that affects a great number of plants.

Key words: Isolated native plant pathogenic fungi in soil, fungi and antagonistic bacteria.

Introduccion

Entre los patdgenos radiculares que afectan
a las plantas se encuentra Phymatotrichopsis
omnivora (Duggar) Hennebert, agente causal
de la pudricion de raiz conocida como pu-
dricion texana, que afecta a mas de 2300 es-
pecies de plantas dicotiledéneas (Watson et
al., 2000).

Phymatotrichopsis omnivora se distribuye am-
pliamente en las principales regiones agrico-
las de México, particularmente en los estados
de Sonora, Chihuahua, Coahuila, Durango y
Sinaloa (Samaniego-Gaxiola y Herrera-Pérez,
2003; Ramirez-Villapudua et al., 2006). En es-
tos estados de la Republica Mexicana este
patégeno es un factor limitante en la pro-
duccién en cultivos de algodén (Gossypium
herbaceum), alfalfa (Medicago sativa), nogal
pecanero (Carya illinoinensis Koch), frutales y
ornamentales (Olsen y Jeffrey, 1999; Rami-
rez-Villapudua et al., 2006). Phymatotrichop-
sis omnivora es capaz de sobrevivir en el suelo

por un largo tiempo mediante estructuras de
resistencia llamadas esclerocios. Se ha de-
mostrado que el esclerocio y los cordones mi-
celiales son el inicio de la infeccién de las ra-
ices vegetales (Watson et al., 2000).

Este patogeno es dificil de controlar debido
a que es resistente contra los principales fun-
gicidas y fumigantes utilizados en el mer-
cado, al largo tiempo que puede permanecer
en estado latente y a la profundidad del
suelo en la que se forman y permanecen sus
esclerocios.

El control quimico es una practica insuficiente
en la mayoria de los cultivos, ademas de con-
taminar el suelo y aguay producir resistencia
en el patégeno, aumenta los costos de pro-
duccién, haciendo este método inutil e in-
costeable para controlar la pudriciéon texana
(Uppalapati, 2010). Por lo tanto es necesario
buscar alternativas que permitan controlar o
disminuir los efectos negativos que genera
esta enfermedad. El control biolégico es una
alternativa util, que ha sido utilizada con éxito
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contra patdégenos del suelo que afectan la
agricultura actual (Korsten et al., 1997).

Es importante utilizar cepas de microorganis-
mos antagonistas que sean nativas y que per-
mitan tener mayores posibilidades de éxito
por su probada adaptacién al medio ambiente
donde fueron obtenidas. Cervantes-Martinez
etal. (2010) evaluaron in vitro la acciéon anta-
goénica de 13 aislamientos de Trichoderma
nativos de la Comarca Lagunera, México,
frente a una cepa de P. omnivora e identifi-
caron con andlisis morfolégico las especies de
estos aislamientos, donde encontraron que
las tres especies identificadas T. harzianum, T.
koningiiy T. pseudokoningii presentaron un
efecto antagénico marcado sobre el fitopa-
tégeno, y concluyen que el género Tricho-
derma es una alternativa en los métodos de
control para dar un manejo integrado a la
pudricién texana y de ésta manera reducir el
uso de productos quimicos contaminantes
de suelo y medio ambiente. Asi mismo, De los
Santos et al. (2003), aislaron cepas de Tri-
choderma nativas de la Provincia de Huelva,
Espafia, las evaluaron como biocontroladores
de patdgenos en el cultivo de fresa (Fragaria
xananassa Duchesne) por un periodo de tres
anos, en lotes de la regién donde las cepas
fueron obtenidas, encontrando un control
significativo comparado con el control qui-
mico, logrando bajar las poblaciones de los
patégenos que afectan al cultivo. La principal
estrategia para el biocontrol ha sido la iden-
tificacion de microorganismos del suelo que
sean antagonistas efectivos y que su uso bio-
l6gico sea seguro. Alabouvette y Steinberg
(2006) reportaron 32 cepas de actinomicetos
simbiontes de hormigas con efecto inhibi-
dor contra diversos fitopatégenos. Martinez
et al. (2008) probaron el efecto antagénico
de 59 aislamientos de Trichoderma spp. sobre
el aislamiento (304-11) de Rhizoctonia sp. eva-
luando a nivel in vitro la competencia por el
sustrato, la interaccién hifal y la antibiosis, re-
portando que un 85,31% de sus aislados mos-

traron una alta capacidad antagénica contra
el patégeno, segun la escala de Bell et al
(1982). Microorganismos del suelo como Tri-
choderma spp. y Bacillus spp. han sido am-
pliamente estudiados y se han propuesto
como agentes de control bioldgico, especial-
mente contra fitopatdgenos del suelo (Ver-
ma et al., 2007).

Trichoderma spp. utiliza diferentes mecanis-
mos de acciéon antagdénica como: micopara-
sitismo, lisis, antibiosis, competencia por nu-
trientes y espacio y/o induccién de resistencia
en el hospedero (De la Garza, 1996). Bacillus
spp. posee caracteristicas como la formacion
de endosporas que le confieren mayor resis-
tencia a condiciones adversas como la dese-
cacion, radiaciéon y a los desinfectantes qui-
micos (Butt et al., 1999). Estas caracteristicas
hacen que Bacillus sea considerada una bac-
teria promotora de crecimiento vegetal, ade-
mas de tener un efecto protector contra pa-
todgenos del suelo (Butt et al.,, 1999). Se han
demostrado las potencialidades de las espe-
cies del género Bacillus para la produccion de
antibioticos, enzimas, la solubilizaciéon de
fosfatos (Chen et al., 2006) y la fijacion bio-
l6gica del nitrogeno (Ooi et al., 2008). En es-
te sentido, se han realizado estudios de pro-
mocion del crecimiento vegetal (Figueiredoy
Martinez, 2008) y control biolégico de paté-
genos (Yoon et al., 2005).

Hasta la fecha, se ha demostrado que muchas
cepas del género Trichoderma son utilizadas
como biocontroladores de patégenos de suelo
en varias especies cultivadas (Guigén et al.,
2010; Samuels, 1996). Guigoén et al. (2010) ob-
tuvieron una inhibicion in vitro de 28 a 37%
en Phymatotrichopsis omnivora con Tricho-
derma asperellum. Sin embargo, Trichoderma
harzianum y Trichoderma virens (Miller, Gid-
dens & Foster) son las especies mas reportadas
en control biolégico de fitopatdégenos del
suelo y son efectivas contra Rhizoctonia solani,
Colletotrichum spp., Sclerotinia sclerotiorum,
Sclerotium rolfsii Sacc., Fusarium oxysporum,
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Phytophthora parasitica Dastur, Phytium ulti-
mum, Verticillium spp. y Thielaviopsis spp., en-
tre otros (Samuels, 1996).

También Bacillus cereus inhibe el crecimiento
de Fusarium oxysporum y Pythium ultimum
(Chan et al., 2003). Osorio-Hernandez et al.
(2009) reportaron a Bacillus spp. como bio-
controlador in vitro de Fusarium, determi-
nando la efectividad de la bacteria al provo-
car el deterioro morfolégico del micelio,
disminuyendo significativamente el desarro-
llo y afectando las estructuras reproductivas
del hongo fitopatogeno.

Los factores clave que contribuyen al efecto
antagonico de estos organismos son su rapido
crecimiento, producciéon de metabolitos anti-
microbianos y sus caracteristicas fisiologicas.
Sin embargo, para una adecuada compren-
sion de las propiedades bioquimicas, genéti-
cas y fisiolégicas se requiere de la acertada
ubicacién taxonémica de estos organismos
(Kullnig et al., 2001). La variabilidad de las ca-
racteristicas morfoldgicas en las especies de
Trichoderma y Bacillus hace que su clasifica-
cién sea dificil. Sin embargo, las técnicas mo-
leculares han ayudado a una clasificacién
mejor entre las diferentes especies que con-
forman estos géneros. (Kullnig et al., 2001;
Druzhinina et al., 2006).

Una herramienta util y confiable para cono-
cer el potencial como agente de biocontrol de
cepas de Trichoderma y Bacillus son los ensa-
yos in vitro para determinar su antagonismo
(Larralde et al., 2008) los cuales se utilizan
principalmente como herramienta predictiva
para determinar la capacidad de inhibicién
del crecimiento, antes de efectuar estudios
que requieren mas tiempo y costo econémico
(Lo et al., 1998). Guigon y Gonzalez (2004) en-
contraron un alto control micoparasitico con-
tra Phytophthora capsici en 6 cepas aisladas
de Trichoderma nativas de Chihuahua, Mé-
xico, probadas como antagonistas in vitro.
Sin embargo, la identificacion de sus cepas la
realizaron sélo a nivel de género.

Por lo anterior, los objetivos de este trabajo
fueron recolectar, seleccionar in vitro e identi-
ficar morfolégica y molecularmente a nivel de
especie, aislados de Trichoderma spp. y Bacillus
spp. nativos, obtenidos de distintos tipos de
suelo y provenientes de la rizosfera de diversas
especies de cultivos establecidos en el Norte de
Sinaloa, México, con la finalidad de ser apro-
vechados en el control biolégico de Phymato-
trichopsis omnivora, patégeno que afecta di-
versos cultivos de importancia agricola.

Material y métodos

Recolecta de microorganismos para
el control biolégico

Se recolectaron 30 muestras de suelo de la ri-
zosfera para realizar el aislamiento de Tricho-
derma spp. y 42 muestras para el aislamiento
de Bacillus spp. de plantas de cultivos estable-
cidos en jardines, huertos y campos agricolas
del norte de Sinaloa. Los datos geograficos de
los sitios de colecta se obtuvieron mediante
GPS (Tabla 1). Las muestras embolsadas se co-
locaron sobre hielo para trasladarse a labora-
torio y se mantuvieron en refrigeracion (4 °C)
para su posterior procesamiento.

Aislamiento e identificacion
de Trichoderma

Para el aislamiento de Trichoderma se utilizé
el medio de cultivo reportado por Papavisas
y Davey (1959). Se mezclé dextrosa, peptona,
extracto de levadura, NH,NO;, K,HPO,,
MgSO, 7H,0, extracto de bilis de buey, pro-
pionato de sodio, agar y agua destilada hasta
completar 1 L. El medio fue esterilizado a 20
N/m2 durante 15 minutos a 120 °C, y poste-
riormente se afiadié amoxicilina como anti-
biotico. Cuando el medio estuvo a una tem-
peratura de 40 a 45 °C se transfirié a placas
Petri. Antes de que se solidificara, se sem-
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Tabla 1. Datos geograficos de ubicacién de las cepas de Trichoderma y Bacillus seleccionadas
Table 1. Geographic location data of selected Trichoderma and Bacillus strains

Aislado Latitud Longitud Altitud (m.s.n.m)
Trichoderma

TB, aislado de bugambilia 25°49'15,6" N 109°02'06,9” O 8

TF, aislado de ficus 25°34'25,0" N 108°27'54,2" O 16

TM, aislado de mango 25°35'14,0" N 108°31'49,8" O 4
Bacillus

B14, aislado de mango 25°55'28,8" N 109°17'13,0" O 10

B06, aislado de jatropha 25°32'48,2" N 108°29'04,3" O 16

B18, aislado de maiz 25°56'57,6" N 109°08'37,7" O 15

B21, aislado de maiz 25°49'33,7" N 109°01'23,4" O 14

braron 50 mg de suelo en cada placay se in-
cubaron hasta crecer el micelio caracteristico
del género Trichoderma.

Los aislados del género Trichoderma fueron
sembrados en placas Petri en medio de cultivo
PDA (patata dextrosa agar), y se identificaron
morfolégicamente mediante el reconoci-
miento de sus estructuras macroscopicas (co-
lor de micelio, forma de micelio y crecimiento).
Posteriormente, se prepararon muestras fres-
cas de micelio sobre portaobjetos y se afadié
un marcador WGA (no. Cat. W11261, Life
Technologies, Eugene, OR, EE. UU.) para ob-
servar sus estructuras microscopicas (hifas, es-
poras, clamidosporas) en un microscopio epi-
fluorescente (LEICA TCS SP5X, BIO-OPTIC,
Argentina). Las caracteristicas macro y mi-
croscopicas fueron comparadas con las claves
taxondémicas de Barnett y Hunter (1972); Bis-
set (1991) y Von Arx (1981). Los aislados (mo-
noconidiales) puros se crioconservaron a -20 °C
en tubos con PDA mas CaCO,y glicerol al 15%
para su posterior andlisis de identificacién mo-
lecular a nivel género y especie.

Aislamiento e identificacion de Bacillus

El aislamiento de cepas bacterianas se realizé
mediante el método utilizado por Ohba vy
Aizawa (1986) con algunas modificaciones.
Se pes6 1 g de cada muestra de suelo obte-
nida del rizoplano de raices de cada plantay
se le adiciond solucién salina estéril (NaCl
0,85%). Se agitd en vortex durante 1 minuto
y se pasteurizé a 80 °C en bafio maria du-
rante 20 minutos; posteriormente se sembré
1 ml de inéculo en 9 ml de infusion de patata
(IP) estéril. Se incubd a 37 °C durante 24 ho-
ras; después se pasteurizé de nuevo a 80 °C
durante 20 minutos y se sembré de inme-
diato en placas de Petri conteniendo agar nu-
tritivo (AN); las placas se incubaron a 37 °C
durante 24 horas.

Para identificar morfolégicamente a Bacillus,
se sembraron los aislados en placas con medio
de cultivo AN. Se incubaron a 37 °C durante
24 horas. De las placas con crecimiento se to-
maron muestras seleccionando las colonias
con caracteristicas del género Bacillus de
acuerdo al Manual de Clasificacién de Bergey
(Claus y Berkeley, 1986). Posteriormente se
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pasaron a placas por agotamiento para su
purificacion. Los aislados se sometieron a una
prueba de tincién de Gram y se observaron
con un microscopio biolégico para comprobar
la pureza y determinar las caracteristicas mi-
cromorfoldgicas y tintoriales de los mismos,
asi como la presencia de esporas. Ademas se
realizé una prueba hemolitica bacteriana. Los
aislados puros se crioconservaron a -20 °C en
tubos con LB (Luria Bertani) y glicerol al 15%.

Tincién de Gram y prueba de hemolisis
bacteriana

La prueba de tincién se hizo mediante la téc-
nica de Hans Christian Gram (1884) al total de
los aislados (Lopez-Jacome et al.,, 2014). La
prueba de hemolisis se hizo con la técnica uti-
lizada por Cowan y Steel (1993).

Seleccién de Trichoderma spp. para el
control de P. omnivora in vitro

Se evaluaron cuatro tratamientos (tres aisla-
dos y una cepa identificada de Trichoderma

como control), con cuatro repeticiones, en un
diseno experimental completamente al azar.
Cada repeticion consistio en una placa Petri.
La cepa de Trichoderma utilizada como con-
trol, ha sido utilizada con éxito en el control
biolégico de P omnivora en el cultivo de no-
gal pecanero (Carya illinoensis Koch) en Co-
ahuila, México (datos sin publicar). Se realizé
una prueba de antagonismo mediante con-
frontaciones duales de ambos microorganis-
mos en placas Petri con medio de cultivo
PDA. Se tomaron discos de 5 mm de didme-
tro con micelio del antagonista (Trichoderma)
y del patégeno (P. omnivora) y se colocaron
en los extremos de la placa Petri aproxima-
damente 6 cm de separacién uno de otro. Los
discos con el micelio se incubaron a 23+4 °C.
Para evaluar el efecto antagonico de las ce-
pas contra el patégeno, se midi6 el creci-
miento de cada organismo durante 7 dias
con un calibrador Vernier. Los datos obteni-
dos se transformaron en una escala de capa-
cidad antagodnica (Bell et al., 1982) (Tabla 2)
de Trichoderma spp. in vitro.

Tabla 2. Escala de capacidad antagdnica in vitro para Trichoderma spp.
de Baker y Cook, utilizada por Bell et al. (1982)
Table 2. Scale capacity in vitro antagonistic Trichoderma spp.
Baker and Cook, used by Bell et al. (1982)

Grados de la Escala

Caracteristicas de cada grado de la escala

Trichoderma spp. crece completamente sobre la colonia del patégeno y cubre

Trichoderma spp. crece al menos sobre las dos terceras partes de la superficie

Trichoderma spp. y el patégeno cubren aproximadamente la mitad de la su-

El patégeno crece al menos en las dos terceras partes del medio de cultivo li-

Grado 1
la superficie del medio de cultivo.
Grado 2
del medio de cultivo
Grado 3
perficie del medio de cultivo
Grado 4
mitando el crecimiento de Trichoderma spp.
Grado 5

El patégeno crece sobre la colonia de Trichoderma spp. ocupando toda la su-

perficie del medio de cultivo.
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Seleccién de Bacillus spp. contra
P. omnivora in vitro

Se efectuaron dos ensayos para seleccionar los
aislados bacterianos con capacidad antagé-
nica. En el primer bioensayo se probaron los
32 aislados bacterianos en placas Petri en los
medios de cultivo patata dextrosa agar (PDA)
y agar nutritivo (AN). Se colocaron cuatro ais-
lados distintos tomados al azar en una placa
Petri y se incubaron a 37 °C. Se hicieron cua-
tro réplicas de cada combinacién de aislados.

En el segundo ensayo se utilizaron los 20 ais-
lados que presentaron halo de inhibicién con-
tra el patégeno. Los medios de crecimiento
fueron los mismos utilizados en el primer en-
sayo. La siembra de los aislados bacterianos se
hizo en confrontacién dual con el patégeno.
Se utilizaron 5 repeticiones en un disefio ex-
perimental completamente al azar.

Analisis estadistico

Los resultados para la seleccion de cepas nati-
vas de Trichoderma se sometieron a un anali-
sis de varianza no paramétrico mediante la
prueba Wilcoxon/Kruskal-Wallis (Rank sums)
empleando el Sistema de Analisis Estadistico
(Programa JMP and SAS software version 6.1,
2004) y para la comparacion de medias se uti-
lizé la prueba de Duncan (P < 0,05) del mismo
programa. En la seleccién de Bacillus se realizoé
un analisis de varianza de dos vias empleando
el Sistema de Analisis Estadistico (SAS versiéon
9.1, 2003) y para la comparacién de medias se
realizo una prueba de Duncan (P < 0,05).

Identificacidon molecular

Extraccion de ADN

Los aislados bacterianos y fungicos se cultiva-
ron en 5 ml de LBy PD Broth, respectivamente,
y se incubaron a 28 °C en agitacion (200 rpm)
durante 24 h. Se centrifugé 1 ml de cada cul-

tivo y la biomasa obtenida se utilizé para rea-
lizar la extraccion de ADN con el kit DNeasy
Blood and Tissue (QIAGEN, Hilden, Alemania),
siguiendo las instrucciones del fabricante. La
calidad del ADN se determiné por electrofo-
resis en un gel de agarosa al 1% y a través de
la relacion de absorbancia A260/A280 en un es-
pectrofotémetro Nanodrop 2000c (Thermo
Scientific, Wilmington, DE).

Reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR)

Para la identificacién molecular de los aislados
bacterianos se amplificé el gen 16S emple-
ando los oligonucleétidos F2Cy C. En el caso
de los aislados fungicos, se amplificaron las re-
giones ITS con el juego de oligonucleétidos
ITS1 e ITS4 (White et al., 1990). Las reacciones
de PCR se realizaron en un volumen final de
25 pl conteniendo 1 pl de ADN molde (apro-
ximadamente 10 ng), 1,5 mM MgCl,, 0,5 mM
de cada dNTP, 0,4 uM de cada uno de los oli-
gonucleétidosy 1,25 U de Taq polimerasa (In-
vitrogen, Brasil, Cat. No. 11615-050). El pro-
grama utilizado para la amplificaciéon del gen
16S consistié en una desnaturalizacion inicial
a 95 °Cdurante 4 minutos, seguido de 35 ciclos
de desnaturalizacion a 95 °C durante 1 mi-
nuto, alineamiento a 55 °C durante 1 minuto,
extension de 1 minuto a 72 °Cy una extension
final a 72 °C durante 5 minutos. El programa
utilizado para la amplificacion de las regiones
ITS consistié en una desnaturalizacién inicial a
94 °C durante 5 minutos, sequido de 35 ciclos
de desnaturalizacién a 94 °C durante 30 se-
gundos, alineamiento a 56 °C durante 30 se-
gundos, extension de 30 segundos a 72 °Cy
una extension final a 72 °C durante 5 minutos.
Los productos de PCR fueron visualizados en
un gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro
de etidio. Posteriormente los productos de
PCR se purificaron con el kit QIAquick PCR
purification (QIAGEN, Cat. No. 28106), si-
guiendo las instrucciones del fabricante y fi-
nalmente se cuantificaron utilizando un es-
pectrofotémetro Nanodrop 2000c (Thermo
Scientific, Wilmington, DE).
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Secuenciacion y analisis filogenéticos

Los productos de PCR amplificados se secuen-
ciaron bidireccionalmente en un secuencia-
dor ABI 3730xI (Applied Biosystems, EE. UU.).
El gen 16S se secuencié con los oligonucledti-
dos U1y C, mientras que las regiones ITS se se-
cuenciaron con los oligonucleétidos ITS1 e
ITS4. Las secuencias fueron editadas en el soft-
ware CHROMAS Pro 1.6 (Technelysium Pty
Ltd, South Brisbane, Queensland, Australia) y
comparadas en la base de datos del NCBI
(National Center for Biotechnology Informa-
tion) utilizando el software BLAST-N y el al-
goritmo Megablast.

Para realizar el anélisis filogenético se utilizé el
software MEGA 6,0 (Tamura et al., 2013). Las
secuencias fueron alineadas utilizando el ali-
neador MUSCLE (Edgar, 2004) implementado
en MEGA 6,0. El alineamiento resultante fue
sometido a una prueba de ajuste de modelos
de sustitucion nucleotidica en MEGA 6,0, con
el fin de seleccionar el modelo con mejor ajuste
a los datos. Los arboles filogenéticos se cons-
truyeron usando el modelo de sustitucion nu-
cleotidica de Kimura 2 pardmetros y el método
de Neighbour-joining. La tasa de variacién en-
tre sitios fue modelada por una distribucion
gamma (cuatro categorias). La robustez de la
topologia de los arboles se evalué con 1, 000

réplicas bootstrap. Las secuencias de Geoba-
cillus kaustophilus y Gibberella zeae se utili-
zaron para enraizar los arboles.

Resultados y discusion

Aislamiento, seleccion e identificacion
de Trichoderma spp.

De las 30 muestras de suelo colectadas para el
aislamiento de Trichoderma spp. se aislaron
tres cepas (TB = Trichoderma aislado de bu-
gambilia, TF = Trichoderma aislado de ficus,
TM = Trichoderma aislado de mango). No hu-
bo diferencias entre las tres cepas en su capa-
cidad antagdnica contra Phymatotrichopsis
omnivora (X? = 4,2304; P=0,2376). Al final de
la evaluacion (7 dias) el 100% de las cepas ais-
ladas se ubicaron en los grados 1y 2 de la es-
cala de Bell et al. (1982) (Tabla 2), mostrando
valores de efectividad de 1,0 a 1,5 (Tabla 3). Lo
anterior coincide con lo encontrado por Mar-
tinez et al. (2008), quienes evaluaron in vitro
59 cepas de Trichoderma spp. contra Rhizoc-
tonia sp. y obtuvieron que el 81,35% de las ce-
pas en estudio se ubicaron en los grados 1y 2
de la misma escala de referencia, al igual que
Bell et al. (1982) al obtener in vitro resultados
similares con mas del 65% de diferentes cepas

Tabla 3. Capacidad antagdnica de Trichoderma contra P. omnivora in vitro
Table 3. Antagonistic capacity of Trichoderma against P. omnivora in vitro

Aislado, escala Baker y Cook (Grado 1-5)"

Capacidad antagodnica

TB, aislado de bugambilia
TF, aislado de ficus
TM, aislado de mango

TN, aislado de nogal (control)

1,0a
1,5a
1,0a
1,25 a

" Segun Bell et al. (1982).

Letras iguales no son diferentes (Duncan P < 0,05).
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de Trichoderma spp. nativas ubicadas en el
grado 1 frente a R. solani. Los resultados ob-
tenidos en este estudio, coinciden con lo en-
contrado por De los Santos et al. (2003), quie-
nes encontraron un potencial antagoénico en
cepas de Trichoderma nativas de la Provincia
de Huelva, Espafia, para controlar poblaciones
de patégenos que afectan el cultivo de fresa
(Fragaria xananassa Duchense).

Las tres cepas de Trichoderma spp. evaluadas
en este estudio mostraron un alto potencial
antagoénico al compararse con la cepa control
(TN), lo que indica que los aislados nativos del
noroeste de México son potencialmente una
fuente importante para el control biolégico
de P. omnivora (Figura 1).

Figura 1. Las 3 cepas de Trichoderma (TB = aislado de bugambilia, TF = aislado de ficus,
TM = aislado de mango) (disco = T) seleccionadas in vitro contra P. omnivora
(disco = P.O) + (TN = aislado de nogal = cepa-control).
Figure 1. The 3 strains of Trichoderma (TB = isolated from bugambilia, TF = isolated from ficus,
TM = jsolated from mango) (disc = T) selected in vitro against P. omnivora
(disk = PO) + (TN = isolated from walnut = strain-control).

Identificacion morfoldgica y molecular
de Trichoderma spp.

El analisis morfolégico efectuado con el mi-
croscopio biolégico mostré que los cuatro
aislados utilizados en nuestro experimento
pertenecen al género Trichoderma. Los cua-
tro aislados presentaron micelio septado, co-
nidiéforo hialino muy ramificado, fialides in-
dividuales o en grupos, conidios ovoides o
subglobosos en racimos de color verde fuerte
a verde olivo y clamidosporas intercalares o
solitarias verdes (Figura 2), estructuras tipicas
del género Trichoderma. Sin embargo du-
rante su desarrollo, la colonia del aislado TM
pigmento6 el medio de cultivo PDA de color
amarillo-café. Esto sugiere que el aislado TM
puede pertenecer a la especie asperellum.

Las secuencias obtenidas de los aislados fun-
gicos se compararon en la base de datos Gen-
Bank. Los resultados indicaron que los aislados
TBy TM registraron porcentajes de identidad
entre 99y 100% con Trichoderma asperellum
y Trichoderma viride, respectivamente. Mien-
tras que los aislados TN y TF registraron por-
centajes de identidad de 99 y 100% con Tri-
choderma virens, respectivamente. El arbol
de distancia generado con éstas secuencias
confirmé la identidad de los aislados TB y TM
como Trichoderma asperellum, mientras que
los aislados TF y TN fueron confirmados como
Trichoderma virens (Figura 3). Estos resultados
indican que el género Trichoderma presenta
variacién interespecifica en la region del nor-
oeste de México. Otros estudios que han co-
lectado aislados de Trichoderma para eva-
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Figura 2. Estructuras morfoldgicas de los aislados: A) TB = Trichoderma aislado de bugambilia,
B) TF = Trichoderma aislado de ficus, C) TM = Trichoderma aislado de mango y D) TN = Trichoderma
aislado de nogal. Imédgenes tomadas en Microscopio biolégico con objetivo 10X.
Figure 2. Morphological structures of isolates: A) TB = Trichoderma isolated of bougainvillea,
B) TF = Trichoderma isolated of ficus, C) TM = Trichoderma isolated of mango and D) TN =
Trichoderma isolated of walnut. Pictures taken in biological microscope with 10X objective.

luarlos como control biolégico de patégenos
del suelo no han detallado la identificacién a
nivel de especie (Guigén y Gonzalez, 2004).

Aislamiento, seleccion e identificacion
de Bacillus spp.

Se obtuvieron un total de 32 aislados bacte-
rianos. En las pruebas de inhibicion 12 aisla-
dos no presentaron efectividad antagonica
contra el patégeno P. omnivora. Por lo tanto,
se seleccionaron los 20 aislados que mostra-
ron efecto antagonico y con ellos se efectua-
ron las pruebas de antagonismo en los me-
dios de cultivo PDA 'y AN.

En el andlisis de varianza de dos vias mostro di-
ferencias entre los 20 aislados (X2 = 1,98, P =
0,014). No hubo diferencias entre los dos me-
dios de cultivo ni en la interaccion (X2 = 1,96, P
=0,163) lo que indica que los aislados se com-
portaron de manera similar en los dos medios.

Las medias del halo de inhibicién, conside-
rando los dos medios de cultivo, varié entre
los aislados desde 2,43 (B14) hasta 1,67 cm
(B32) (Tabla 4). El tratamiento B14 presenté
un halo de inhibicion mayor que las cepas

B17, B22,B12, B33, B20y B32 (P < 0,05; Tabla 4).
Con la intencion de probar el efecto de con-
trol biolégico se seleccionaron los primeros
cuatro aislados de Bacillus (B14 = Bacillus ais-
lado de mango, B21 = Bacillus aislado de maiz,
B6 = Bacillus aislado de jatropha y B18 = Ba-
cillus aislado de maiz) para posteriores tra-
bajos de investigacion.

Tincion de Gram y prueba de hemdlisis
bacteriana

Para corroborar la posible pertinencia al gé-
nero Bacillus, se efectué una prueba de tin-
cion. En esta prueba, los 20 aislados bacte-
rianos seleccionados mostraron resultados
de tincién violeta indicando que son Gram
positivas (+), relacionadas con distintos gru-
pos bacterianos incluyendo los del género
Bacillus. En la prueba de hemdlisis, todas
mostraron lisis hemolitica tipo gamma (y),
lo que nos indica, que no son patogénicas
para el humano y no se corre riesgo alguno
de causar dano al ser liberadas al medio
ambiente y utilizarlas como in6culo para el
control de enfermedades en plantas.
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Figura 3. Arbol de distancia (Neighbour-Joining) derivado de las secuencias del ADN ribosomal
(ITS1, 5.8S e ITS2) de cuatro aislados de Trichoderma'y 16 secuencias de referencia. TB: aislado de
bugambilia; TF: aislado de ficus; TM: aislado de mango; TN: aislado de nogal (cepa-control).
Figure 3. Distance tree (Neighbour-Joining) derived from ribosomal DNA sequences (ITS1, 5.8S,
and ITS2) four Trichoderma isolates and reference 16 sequences. (TB = isolated from bugambilia;
TM = isolated from mango;, TF = isolated from ficus and the TN = isolated from walnut = strain-control).
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Tabla 4. Medias del halo de inhibicién de los
aislados de Bacillus vs. P. omnivora en
los dos medios de cultivo utilizados
Table 4. Means test zone of inhibition of the
isolates of Bacillus vs. P. omnivora in the two
culture media and different isolates of Bacillus

Aislado Halo de inhibicion (mm)
14 2,43 a
21 2,42 ab
6 2,40 ab
18 2,27 abc
15 2,23 abc
42 2,20 abc
13 2,10 abc
23 2,03 abc
27 2,00 abc
40 1,97 abc
1 1,95 abc
8 1,87 abc
7 1,87 abc
31 1,85 abc
17 1,82 bc
22 1,76 ¢
12 1,75 ¢
33 1,75 ¢
20 1,68 ¢
32 1,67 ¢

F 1,98

P 0,014

Letras iguales no son diferentes
(Duncan, P o < 0.05).

Identificacion morfoldgica y molecular
de los aislados bacterianos

Los 20 aislados bacterianos se identificaron
morfolégicamente, y de acuerdo al Manual
de Clasificacién de Bergey (Claus y Berkeley,
1986), mostraron las caracteristicas tipicas del
género Bacillus, como son: colonias blanque-
cinas, opacas, aplanadas de bordes irregula-
resy caracteristicas microscépicas tipicas: for-
mas bacilares y formadoras de endosporas.

Los cuatro aislados seleccionados (B6, B14,
B18y B21) se analizaron con técnicas molecu-
lares. Las secuencias obtenidas de los aislados
bacterianos se compararon en la base de da-
tos GenBank. Tres de los aislados bacterianos
(B6, B14 y B18) presentaron altos porcentajes
de similitud (99-100%) con varias especies del
género Bacillus, especialmente aquellas que
son mas cercanas filogenéticamente (B. ce-
reus, B. mycoides, B. thuringiensis 'y B. anth-
racis). Esta separacién no muy clara entre es-
tas cuatro especies coincide con la propuesta
de que todas estas especies puedan agruparse
en una sola denominada B. cereus, sin em-
bargo, la discusiéon en la comunidad investi-
gadora de B. cereus sugieren que es poco pro-
bable que la clasificacién de organismos del
grupo B. cereus sensu lato sean agrupados
dentro de una sola especie en el futuro previ-
sible (Maughan y Van der Auwera, 2011).

El aislado B21 registré 99% de similitud con
Bacillus subtillis y Bacillus tequilensis. Con el
analisis filogenético se logré confirmar la
identidad del aislado B21 como Bacillus sub-
tillis, mientras que los aislados B6, B14y B18
no pudieron identificarse hasta nivel de es-
pecie, sin embargo se les pudo asociar al gru-
po Bacillus cereus sensu lato (Figura 4). Estos
resultados indican la presencia de variacion
interespecifica del género Bacillus en el noro-
este de México.
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Figura 4. Arbol de distancia (Neighbour-Joining) derivado de secuencias parciales del gen 165
de cuatro aislados de Bacillus y 21 secuencias de referencia. (B14: aislado de mango;
BO06: aislado de jatropha; B18: aislado de maiz; B21: aislado de maiz).

Figure 4. Distance tree (Neighbour-Joining) derived from partial sequences of the 165
gene of four isolates of Bacillus and reference 21 sequences. (B6 = isolated jatropha;

B14 = isolated mango,; B18 = isolated corn; B21 = jsolated corn).

Conclusiones

Las dos especies identificadas en los tres ais-
lados de Trichoderma mostraron altos y simi-
lares niveles de antagonismo contra Phyma-
totrichopsis omnivora. La especie Trichoderma
asperellum predominé en el control de cre-
cimiento de P omnivora, aunque no es de las
especies mas reportadas en el control bio-
I6gico contra fitopatdgenos. La eficiencia de
las cuatro cepas de Bacillus probadas en el
control biolégico de P omnivora fue similar
en los dos medios de cultivo (PDA y AN) es-

tudiados. Las cepas de Trichoderma 'y Bacillus
nativas del noroeste de México, mostraron
efectividad antagonica en el control de pu-
dricion texana (P. omnivora) a nivel in vitro,
por lo tanto, prometen ser potenciales mi-
croorganismos de control biolégico contra
este patdgeno en evaluaciones posteriores a
nivel invernadero o campo ya que al ser na-
tivas de la regién donde seran evaluadas,
pueden tener mayores posibilidades de éxito
por su probada adaptacion al medio ambien-
te en el que fueron obtenidas.



Ldpez-Valenzuela et al. ITEA (2015), Vol. 111 (4), 310-325 323

Bibliografia

Alabouvette C, Steinberg C (2006). The soil as a re-
servoir for antagonists to plant diseases. pp.
123-144. In: Eilenberg, J. and Hokkanen, H.M.T.,
(eds). An Ecological and Societal Approach to
Biological Control, Springer, Netherlands. pp
123-144.

Barnett HL, Hunter BB (1972). lllustrated genera of
imperfect fungi. 3th. Ed. Minneapolis: Burgess
Publishing Company. Minneapolis. 241 p.

Bell D, Well H, Markham C (1982). “In vitro" anta-
gonism of Trichoderma species against six fungal
plant pathogens. Phytopathology 72: 379-382.

Bisset J (1991). A revision of the genus Trichoder-
ma ll. Section Pachybasium. Canadian Journal
of Botany 69: 2373-2417.

Butt TM, Harris J, Powell K (1999). The European
scene opportunities for biopesticides. In: Bio-
pesticides: use and delivery, vol. 5. Humana
Press, Totowa, N. J. pp. 23-44.

Cervantes-Martinez R, Herndndez-Hernandez V,
Gonzalez-Cervantes G, Favela-Chavez E, Alva-
rez-Reyna VP (2010). Antagonismo de Cepas
Nativas de Trichoderma spp. aisladas en la Co-
marca Lagunera contra Phymatotrichum om-
nivorum (Shear) Duggar. Revista Agraria-Nueva
Epoca-Afio VII. 7(1,2,3): 34-40.

Chan WT, Chen CS, Wang SL (2003). An antifungal
chitinase produced by Bacillus cereus with
shrimp and crab shell powder as a carbon source.
Current Microbiology. 47: 102-108.

Chen YP, Rekha PD, Arun AB, Shen FT, Lai W,
Young CC (2006). Phosphate solubilizing bac-
teria from subtropical soil and their tricalcium
phosphate solubilizing abilities. Applied Soil
Ecology. 34: 33-41.

Claus D, Berkeley RC (1986). «Genus Bacillus Cohn
1872», Bergey's Manual of Systematic Bacte-
riology, Williams y Wilkins Edit., Baltimore,
EE.UU. pp. 1105-1139.

Cowan ST, Steel KJ (1993). Manual of the Identi-
fication of Medical Bacteria. 3th. Ed. Cambridge
University Press. 168 p.

De la Garza JL (1996). Fitopatologia General. Uni-
versidad Auténoma Nuevo Leén. Facultad de
Agronomia., Marin Nuevo Leén. 515 p.

De los Santos B, Barrau C, Blanco C, Arroyo F, Po-
rras M, Medina JJ, Romero F (2003). Relatioship
between Trichoderma soil populations and
strawberry fruit production in previously fu-
migated soils. Plant Pathology. HortScience, 38:
400-1402.

Druzhinina IS, Kopchinskiy AG, Kubicek CP (2006).
The first 100 Trichoderma species characterized
by molecular data. Mycoscience 47: 55-64.

Edgar RC (2004). MUSCLE: multiple sequence align-
ment with high accuracy and high throughput.
Nucleic Acids Research 32: 1792-1797.

Figueiredo MVB, Martinez CR (2008). Plant
growth-promoting rhizobacteria for improving
nodulation and nitrogen fixation in the com-
mon bean (Phaseolus vulgaris L.). Microbiology
Biotechnology. 24 :1187-93.

Guigén C, Guerrero V, Vargas F, Carvaja E, Avila
GD, Bravo L, Ruocco M, Lanzuise S, Woo S, Lo-
rito M (2010). Identificaciéon molecular de cepas
nativas de Trichoderma spp. su tasa de creci-
miento in vitro y antagonismo contra hongos
fitopatogenos. Revista Mexicana de Fitopato-
logia. Sociedad Mexicana de Fitopatologia, A.C.
México. 28(2): 87-96.

Guigén C, Gonzalez PA (2004). Seleccion de cepas
nativas de Trichoderma spp. con actividad an-
tagonica sobre Phytophtora capsici Leonian y
Promotoras de Crecimiento en el Cultivo de
Chile. Revista Mexicana de Fitopatologia, So-
ciedad Mexicana de Fitopatologia, A.C. Mé-
xico. 22(1): 117-124.

Korsten L, De Villiers EE, Wehner FC1, Kotzé JM.
(1997). Field sprays of Bacillus subtillis and fun-
gicides for control of preharvest fruit diseases
of avocado in South Africa. Plant Disease 81 (5):
455-459.

Kullnig CM, Krupica T, Woo SL, Mach RL, Rey M,
Benitez T, Lorito M, Kubicek CP (2001). Confu-
sion abounds over identities of Trichoderma
biocontrol isolates. Mycological Research 105:
769-772.



324 Ldpez-Valenzuela et al. ITEA (2015), Vol. 111 (4), 310-325

Larralde CC, Santiago MR, Sifuentes RA, Rodri-
guez LI, Rodriguez PM, Shirai K, Narvaez ZJ
(2008). Biocontrol potential and polyphasic cha-
racterization of novel native Trichoderma strains
against Macrophomina phaseolina isolated
from sorghum and common bean. Applied Mi-
crobiology and Biotechnology 80: 167-177.

Lo CT, Nelson EB, Hayes CK, Harman GE (1998).
Ecological studies of transformed Trichoderma
harzianum strain 1295-22 in the rhizosphere
and on the phylloplane of creeping bentgrass.
Phytopathology 88: 129-136.

Lopez-Jacome LE, Hernandez-Duran M, Colin-Cas-
tro CA, Ortega-Pefia S, Cerén-Gonzalez G, Rafael
Franco-Cendejas R (2014). Las tinciones basicas
en el laboratorio de microbiologia. Articulo de
Revision. Investigacion en Discapacidad 3(1):
10-18.

Martinez B, Reyes Y, Infante D, Gonzalez E, Bafios
HA, Cruz A (2008). Seleccion de aislamientos de
Trichoderma spp. candidatos a biofungicidas
para el control de Rhizoctonia sp. en arroz. Pro-
teccion Vegetal 23(2): 118-125.

Maughan H, Van der Auwera G (2011). Bacillus ta-
xonomy in the genomic era finds phenotypes
to be essential though often misleading. In-
fection, Genetics and Evolution 11: 789-797.

Ohba M, Aizawa K (1986). Insect Toxicity of Baci-
llus thuringiensis isolated from soil in Japan.
Journal Invertebrate Pathology 47(1): 12-20.

Olsen M, Jeffrey C (1999). Disease and Production
Problems of Cotton in Arizona. Plant Disease Pu-
blications. Cooperative Extension, College of
Agriculture & Life Sciences, The University of
Arizona. Az Press. 1124 p.

Qoi TC, Ariff AB, Halimi MS, Shamsuddin ZH
(2008). Gorwth kinetics of diazotrophics Bacillus
sphaericus UPMB cultured using different types
and concentrations of carbon and nitrogen
sources. Malaysian Journal of Microbiology
4(2): 15-25.

Osorio-Hernandez E, Rodriguez-Herrera R, Her-
nandez-Castillo FD (2009). Trichoderma spp.
una alternativa para el control de hongos fito-
patdgenos. Ciencia Cierta 17: 18-20.

Papavisas GC, Davey ChB (1959). Evaluation of va-
rious media and antimicrobial agents for isola-
tion of soil fungi. Soil Science 88: 112-117.

Ramirez-Villapudua J, Sainz-Rodriguez RA, Qui-
Aénez-Felix JA (2006). Cultivo, Enfermedades y
Plagas del Mango, bajo el Sistema Convencio-
nal y Organico. Gobierno del Estado de Sinaloa.
Culiacan, Sinaloa, México. 3th Foro Estatal de
Ciencia y Tecnologia. Investigacion para el desa-
rrollo. 8 y 9 de Diciembre 2006. Culiacan, Sina-
loa. pp. 1-2.

Samaniego-Gaxiola JA, Herrera-Pérez T (2003).
Produccién de nuez en nogales (Carya illino-
ensis (Wangenh) K. Koch) atacados por Phyma-
totrichopsis omnivora (Duggar) Hennébert. Re-
vista Mexicana de Fitopatologia 21: 323-330.

Samuels GJ (1996). Trichoderma: a review of bio-
logy and systematic of the genus. Mycological
Research 100: 923-925.

SAS Institute (2003). Statistical Analysis System
version 9.1. SAS Institute Inc., Cary, North Caro-
line.

SAS Institute (2004). Statistical and Graphical
Guide. SAS Institute Inc. Cary, North Caroline.

Tamura K, Peterson D, Peterson N, Stecher G, Neiy
M, Kumar S (2013). MEGAG6: Molecular Evolu-
tionary Genetics Analysis Version 6.0. Molecu-
lar Biology and Evolution 30: 2725-2729.

Uppalapati SR, Young CA, Marek SM, Mysore KS
(2010). Phymatotrichum (cotton) root rot cau-
sed by Phymatotrichopsis omnivora retrospects
and prospects. Molecular Plant Phatology 11(3):
325-334.

Verma M, Brar SK, Tyag RD, Surampalli RY, Valero
JR (2007). Review: Antagonistic fungi, Tricho-
derma spp.: Panoply of biological control. Bio-
chemical Engineering Journal 37: 1-20.

Von Arx JA (1981). The genera of fungi sporula-
ting in pure culture. J. Cramer, Vaduz, Suiza, Ale-
mania. 424 p.

Watson WT, Kenerley CM, Appel DN (2000). Visual
and infrared assessment of root colonization of
apple tress by Phymatotrichum omnivorum.
Plant Disease 84: 539-543.



Lopez-Valenzuela et al. ITEA (2015), Vol. 111 (4), 310-325 325

White TJ, Burns T, Lee S, Taylor JW (1990). Ampli- Yoon TM, Han JS, Yoo ID, Rajkarnikar A, Kim WG,

fication and direct sequencing of fungal ribo- Yang YY (2005). Biological control agent of
somal RNA genes for phylogenetics. En: Innis common scab disease by antagonistic strain Ba-
MA, Gelfald DH, Sninsky JJ, White TJ (eds), PCR cillus sp. sunhua. Journal of Applied Microbio-
Protocol: a guide to methods and application. logy 99(1): 213-21.

Academic Press. Nueva York. pp. 315-320.

(Aceptado para publicacién el 12 de febrero de 2015)



