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RESUMEN
Existen diferentes especies de 7richoderma con diferentes caracteristicas. 7richoderma es un hongo

que ha desarrollado mecanismos para atacar y parasitar a otros hongos y asi aprovecharlos como
una fuente nutricional adicional. Este hongo es muy comun del suelo por lo regular las colonias al
principio son blancas y algodonosas, pero cuando se reproducen bajo condiciones de luz continua
las colonias son uniformemente de color verde oscuro. Se realizd una colecta de material vegetativo
en Tierra Blanca del municipio de Tepetzintla, Veracruz, donde se encontrd el hongo 7richoderma
creciendo en troncos de arboles de naranja; por consiguiente, el objetivo de este estudio fue

identificar la especie de T7richoderma asociada a troncos de arboles de naranjo. Se realizd el
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aislamiento del hongo, en el cual se utilizd medio de cultivo de Papa Dextrosa Agar (PDA), después
de observar el crecimiento de se procedié a la purificacion del patdgeno, cuando el hongo lleno por
completo la caja Petri con el medio del cultivo de PDA, se procedio a la identificacion del género del
microorganismo. La identificacion de la especie se obtuvo al enviar una muestra del hongo a un
laboratorio especializado en identificacion de hongos mediante técnicas moleculares. De acuerdo
con las caracteristicas morfologicas y el analisis con técnicas moleculares se identifico al hongo

asociado a troncos de naranja como 7richoderma longibrachiatum.

Palabras Clave: Parasitar, naranja, suelo.

ABSTRACT
There are different species of 7richoderma with different characteristics. 7richodermais a fungus that

has developed mechanisms to attack and parasitize other fungi and thus take advantage of them as
an additional nutritional source. This fungus is very common in the soil. Colonies are usually white
and cottony at first, but when they reproduce under continuous light conditions, colonies are
uniformly dark green. A collection of vegetative material was carried out in Tierra Blanca in the
municipality of Tepetzintla, Veracruz, where the 7richoderma fungus was found growing on trunks
of orange trees; therefore the objective of this study was to identify the 7richoderma species
associated with orange tree trunks. The isolation of the fungus was carried out, in which the culture
medium of Potato Dextrose Agar (PDA) was used, after observing the growth of the pathogen, the
purification of the pathogen was carried out, when the fungus completely filled the Petri dish with
the medium of the PDA culture, we proceeded to identify the genus of the microorganism. The
identification of the species was obtained by sending a sample of the fungus to a laboratory
specialized in fungal identification using molecular techniques. According to the morphological
characteristics and the analysis with molecular techniques, the fungus associated with orange trunks
was identified as 7richoderma longibrachiatum.

Keywords: Parasitize, orange, soil.

INTRODUCCION

De acuerdo a lo que sefiala Pénelo (2018), las frutas mas consumidas del mundo son las naranjas,
estas pertenecen al género de Citrus y es de la familia de las rutaceas. Estas son una de las frutas
que retiene una elevada cantidad de vitaminas. Algunas de las variedades mas destacadas de la
naranja es la persa, la de ombligo, la valenciana y la sanguina. La mayoria de las variedades son
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hibridos producidos a partir las especies Citrus maxima, Citrus reticuladay Citrus medica. El pais
con mayor produccion de naranjas es Brasil, sequido de Estados Unidos y México. Algunos de los
beneficios que podemos para la salud, los citricos son una gran fuente de vitaminas y minerales,
que protegen el sistema digestivo, asi controla los niveles de colesterol y acidos Urico, ayudando a
tener una piel limpia, bella y saludable, provienen la diabetes activan el sistema inmunoldgico,
desintoxican el organismo, ayudan a de curar los 6rganos, por eso son recomendable en épocas
donde el clima no favorece la salud de las personas. Dentro de las enfermedades de los citricos
encontramos: A) Enverdecimiento de los citricos, es una de las enfermedades mas graves de las
plantas citricas en el mundo. También es conocido como huanglongbing (HLB) o enfermedad del
dragon amarrillo. Una vez que esta que arbol estéd infectado este ya no tendra cura. Aunque la
enfermedad no representa una amenaza para los humanos o los animales, esta enfermedad ya ha
destruido millones de hectareas de cultivos de citricos en EE. UU. Y el extranjero (USDA, 2020). B)
Cancrosis 0 cancro es una causada por una bacteria patdgena, esta enfermedad causa lesiones
necroticas en las hojas, en el tallo y en la fruta. Esta enfermedad es muy dafiina que una lesion
muy severa puede causar la defoliacion del arbol, la muerte regresiva de las ramas, decadencia
general del arbol, la caida prematura de la fruta y la mancha de esta, esto ocasiona que los arboles
severamente infectados se vuelvan débiles, improductivos y esto genera que dejen de ser rentables
(Mongi Zekri et al., 2005). C) Mancha negra en los citricos Guignardia citricarpa o conocida comun
mente como mancha negra de los citricos es una enfermedad fungica caracterizada por mancha
grasienta y lesiones oscuras y moteadas sobre las cascara de la fruta de citricos. Esta es una
enfermedad citrica, que a lo largo del tiempo ha sido una de las mas devastadoras del mundo de
las cuales son causadas por hongos, esto hace que se provoque la caida permanente de las frutas,
malogradas por las intensas manchas, sean inadecuadas para la venta. La naranja Valencia es la
mas vulnerable y aunque todos los citricos comerciales enfrentan el riesgo de contraer mancha
negra el limon vy las variedades de los citricos de maduracion tardia. Esta enfermedad se transmite
a través de esporas liberadas por hojas de citricos caidas y en fase de descomposicion (USDA,
2020). D) La Sarna de la naranja. Es una enfermedad que afecta el valor comercial y la produccion
de citricos, la sarna en citricos ha sido recientemente destacado en Texas, Louisiana, Mississippi,
Arizona y Florida estas zonas son las mas destacadas por esta enfermedad, los principales sintomas
que se presentan son las lesiones esponjosas y corchosas, pustulas, en la superficie del fruto, la
sarna produce postulas que también se desarrollan en las hojas, las hojas afectadas aparecen

deformadas, las partiduras de frutos suceden cuando la enfermedad es muy severa y por esto el
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fruto se cubre por lesiones. Los principales causantes de la sarna en citricos es Elsinoe fawcetti y
Elsinoe australis. Estos hongos producen esporas en las pustulas presentes en hojas y frutos las
lesiones que estan expuestas a un periodo mojado de menos de dos horas, esto ocasiona que
produzcan esporas que sean capaces de su dispersion por salpicadura. Las células de tejidos
jovenes son las del tejido susceptible y es donde inicia la infeccion, por lo general esto sucede de
tres a cuatro horas y la infeccion ocurre, en citricos, es mas facil o mas susceptible cuando los frutos
estan en desarrollo (Ryback et al., 2013). E) Pudricion de troncos en naranja por Fusarium. El agente
Fusarium oxysporum es el causante de esta enfermedad conocida como Fusarium o
marchitamiento por Fusarium. F. oxysporum es un organismo que deteriora el sistema vascular de
las plantas, esto ocasiona el marchitamiento y por ultimo la muerte del arbol. Fusarium es un hongo
capaz de entrar en la planta por medio de sus raices, y este ataca o invade algunos vasos del
xilema y por Ultimo invade el sistema vascular.

El género 7richoderma es un hongo que es muy caracterizado por ser un predominante de los
ecosistemas terrestres (suelos agricolas, pastizales, bosques y desiertos). En el suelo podemos
encontrar algunas especies que son de vida libre pueden llegar a ser, oportunistas, simbiontes de
plantas, y otras son micoparasitas, algunas pueden llegar a colonizar los distintos tipos de
ambientes, debido a su alta capacidad reproductiva. Cabe mencionar que los hongos de
Trichoderma se pueden enfocar en la rizosfera, donde son capaces de competir por nutrientes y
espacio con otros microorganismos. Este grupo fungico es importante para las plantas, al cubrir
en el control de hongos fitopatdgenos ya que poseen propiedades micoparasiticas y antibidticas
por lo que algunas especies han sido catalogadas como excelentes agentes de control bioldgico
de hongos causantes de enfermedades para diferentes plantas horticolas (Argumedo-Delira et al.,
2009). La mayoria de las especies del género 7richoderma esta representada en un grupo de
hongos filamentosos estas son pertenecientes a las siguientes caracteristicas taxonomicas: ¢ Reino
Mycetae (fungi) « Division Eumycota « Subdivision Deuteromycotina « Clase Hyphomycetes « Orden
Hyphales (Moniliales) « Familia Moniliaceae (Argumedo-Delira et al., 2009). El género 7richoderma
es un hongo que es muy caracterizado por ser un predominante de los ecosistemas terrestres
(suelos agricolas, pastizales, bosques y desiertos). En el suelo podemos encontrar algunas especies
que son de vida libre pueden llegar a ser, oportunistas, simbiontes de plantas, y otras son
micoparasitas, algunas pueden llegar a colonizar los distintos tipos de ambientes, debido a su alta
capacidad reproductiva. Cabe mencionar que los hongos de 7richoderma se pueden enfocar en

la rizosfera, donde son capaces de competir por nutrientes y espacio con otros microorganismaos.
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Este grupo fungico es importante para las plantas, al cubrir en el control de hongos fitopatdgenos
ya que poseen propiedades micoparasiticas y antibidticas por lo que algunas especies han sido
catalogadas como excelentes agentes de control biologico de hongos causantes de enfermedades
para diferentes plantas horticolas (Argumedo-Delira et al., 2009).

Por esto es por lo que los estudios que se han realizado de la diversidad de especies de
Trichoderma en diversos habitats naturales, permiten ampliar el conocimiento sobre su aporte
biotecnoldgico y su gran importancia ecoldgica y agricola (Jaklitsch y Volgmayr, 2015). Las
diferentes especies de este género estan asociadas con la rizosfera de plantas o pueden
relacionarse de manera endofitica, esto promueve el crecimiento y desarrollo de las plantas,
mediante la produccion de auxinas y giberelinas; estas pueden producir acidos organicos
(gluconico, fumarico y citrico). Estos compuestos pueden disminuir el PH de los suelos y
proporcionar la solubilidad de fosfato, magnesio, hierro y manganeso, los cuales son vitales para
el metabolismo vegetal (Torres-De la Cruz et al.,, 2015). Este género es importante para las plantas,
al producir antibicticos, por lo que algunas especies han sido catalogadas como excelentes agentes
de control bioldgico de hongos causantes de enfermedades en diferentes plantas (Argumedo-
Delira et al., 2009). Las caracteristicas antagonistas de 7richoderma hacia hongos patdégenos se
basan en la activacion de multiples mecanismos que incluyen la competencia por los nutrientes y
espacio, el micoparasitismo, la antibiosis, la promocion del crecimiento vegetativo, e induccion de
respuesta de defensa vegetal (De Aguiar et al., 2014; Sandle 2014; VargasHoyos y Gilchrist-Ramelli,
2015).

MATERIALES Y METODOS

La investigacion se llevd a cabo en la Facultad de Ciencias Bioldgicas y Agropecuarias de la
Universidad Veracruzana. Se muestred en una superficie de 4 hectareas de citricos. El muestreo se
realizd de manera dirigida sobre los arboles que presentaban sintomatologia de la enfermedad.
En donde se encontrd el hongo con caracteristicas fisicas del género 7richoderma como lo es la
coloracion verde sobre el tronco en donde se encontraba la lesion. Se procedid a cortar con una
motosierra marca Still una rodaja que contuviera el hongo 7richodermay el hongo que causaba
la enfermedad en el tronco. Esta muestra fue transportada en una bolsa de papel y en una hielera
con la finalidad de conservar el microorganismo. La muestra fue trasladada al Laboratorio de
Parasitologia Agricola. Para el aislamiento del hongo, se utilizd el medio de cultivo Papa Dextrosa

Agar (PDA). Este medio primeramente fue esterilizado en una autoclave a calor hiUmedo a una
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temperatura de 120°C por 15 minutos. Después de este tiempo fue vertido en cajas Petri
esterilizadas, una vez que el medio de cultivo se enfri6, con la ayuda de aguja de diseccion se
tomo una porcion del hongo de color verde para su siembra en el centro de la caja Petri con
medio de cultivo. Una vez que se observo el crecimiento micelial en el medio de cultivo, se
procedid a purificarlo con la intencion de tener al hongo en estudio puro, para ello con un
sacabocado de 2.5 cm de didmetro se obtuvo una porcion del micelio puro y se transfirié a una
caja con medio PDA. Las cajas Petri fueron etiquetadas y se dejaron en incubacion a temperatura
ambiente (25°C) para el crecimiento del hongo.

Después de que el hongo llenara por completo la caja Petri con el medio de cultivo PDA, se procedio
a identificar al microorganismo; para ello se realizaron observaciones directas con la finalidad de
identificar las estructuras morfoldgicas, con la ayuda de un microscopio optico, con los objetivos 10x
y 40x, con el uso de las claves taxonomicas descritas por Barnett y Hunter (1998). Para identificar la
especie del hongo aislado, se selecciond una cepa, la cual fue purificada y enviada para su
identificacion al Laboratorio. La cepa seleccionada para identificacion mediante técnicas moleculares
fue identificada con el codigo ITT22. Entre las condiciones para tratamiento de la cepa seleccionada
se considerd una condicion de refrigeracion de 4°C. Para la realizacion de la amplificacion por PCR
se utilizo el Tag PCR kit (New England Biolabs, Inc. Ipswich, MA, USA), con el siguiente programa de
amplificacion: 1 ciclo de 95 °C durante 5 min, seguido por 30 ciclos de 30 s a 94 °C, 30 s a 45 °C, 1
min a 72 °C, y un ciclo de 10 min a 72 °C (Sanchez et al., 2007). Los Primers utilizados fueron los
siguientes:  FWD ITS-1 (5'TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3") (White et al, 1990), REV ITS-4
(5 TCCTCCGCTTATTGATATGC-3") (White et al,, 1990). Al final de la amplificacion del fragmento del
gen se realizo el proceso de secuenciacion. La secuenciacion del ADN amplificado se realizé en la

empresa Macrogen Inc. Espafia.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la identificacion morfoldgica el micelio en el medio de cultivo al inicio fue de color blanco v al
final de llenar la caja se tornd de una coloracion verdosa, color caracteristico del género 7richoderma.
Las caracteristicas presentadas por este hongo en el microscopio coinciden con las mencionadas por
Barnett y Hunter (1998). Papavizas (1985) menciona que una de las caracteristicas propias de
Trichoderma coincide con las caracteristicas morfolégicas observadas en nuestra cepa, pero ademas
atribuye una caracteristica mas relacionada al crecimiento rapido de este hongo'y la coloracion verde
de las esporas. Se obtuvieron secuencias en direccion hacia adelante, reversa y consenso. Estas
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secuencias son Utiles para identificar la especie de 7richodermaya que al final la secuencia consenso
se compard con las secuencias de otras especies de 7richoderma para observar el micelio en el
medio de cultivo al inicio fue de color blanco con cual especie la secuencia de ADN compartia mayor
similitud. Estos analisis mostraron que la cepa seleccionada y analizada se identificc como

Trichoderma longibrachiatum.

CONCLUSION

La identificacion y caracterizacion morfoldgica del hongo en estudio y basado en las claves
taxondmicas ubica al género 7richoderma como el hongo asociado a las pudriciones del tallo en
naranja Valencia. Basado en las caracteristicas fenotipicas presentes en el medio de cultivo y en los
resultados de los analisis moleculares la especie de 7richoderma asociada a la pudricion del tronco

en naranja Valencia corresponde a 7richoderma longibrachiatum
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