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RESUMEN

La produccionidel grano cacao es materia prima para diversas industrias, farmacéuticas,
cosmetologica ¥ alimentaria, e importante para el sostenimiento de muchas familias. Los
Sistemas Agroforestales Cacao (SAFC), provee de grandes beneficios ecologicos que
incluyen flora y faunazActualmente estos ecosistemas se ven afectados por la presencia de
enfermedades fungicas: Moniliophthora roreri, causante de la podredumbre helada de la
vaina (FPR); M. perniciosa, agente causal de la enfermedad escoba de bruja (WBD) y
Phytophthora palmivora, por mencionar las mas importantes. E1 hongo causante de la
moniliasis del cacao se ha extendido.desde América Latina, Centroamérica y México y se
ha extendido en los ultimos 50 afios. En.M¢éxico, los primeros reportes fueron desde el 2005
y en los ultimos 20 afos la produccion bajo.de 40 a 20 mil toneladas. En el 2021, la Secretaria
de Agricultura Desarrollo Rural (SEDER), informa que México ocupa el catorceavo
productor a nivel mundial con 28,¥06-tencladas.de grano y 44,500 a 47,800 hectareas de
cacao; Tabasco, Chiapas y Guerrero./son las” prinicipales regiones productoras. Una
alternativa para el control sostenible de 1a§ plagas es el'control bioldgico, empleando a los
agentes microbianos, bacterias, hongos y Virtis, sustituyendo a los pesticidas quimicos.
Presentan grandes beneficios para la agricultura, favorecenda salud de las plantas, brindan
proteccion a las plantas o interactuarse con el patdgeno ditecta o indirectamente para
disminuir la enfermedad de la planta. El uso de micovirus es unfagente novedoso que tiene
el beneficio de cruzar barreras entre especies, importante para & Ssostenibilidad de la
agricultura. Esta investigacion evalud la presencia de micovirus en hongos éndofitos aislados
en plantaciones de cacao del estado de Tabasco (Cardenas, Cunduacan, Centro,
Huimanguillo, Jalpa y Comalcalco). La extraccion del ARN se utilizaron la mefodologia de
Valverde et al (1990) y Khankhum et al., (2007). La identificacion molecular de las cepas
fingica se realizd a través de la region transcripta interna ITS1 y 5, basado en el métedo de
White y col., (1990). Se analizaron 137 hongos mediante cromatografia en columna-de
celulosa. La cepa 174 fue la inica que presentd un posible micovirus de un fragmento de 247

kb. La identificacion molecular del hongo por la region ITS fue Endomelanconiopsis
e
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endophytica, con un porcentaje de identidad de 99.81 y 100 % de cobertura total, aislada en
plantacién.de cacao en Villahermosa, Tabasco, México. En este estudio se reporta la posible
presencia de-ufi mitovirus (ARNSss) de la familia Narnaviridae. No forman particulas virales
verdaderas y selotienen un genoma de ARN monocatenario lineal (ARNss) de 2.3 —3.6 kb
y son los unicos (que infectan a las mitocondrias dentro de los organismos eucariotas, se
pueden transmitir veftical u horizontalmente. La informacién generada en este estudio
permite dar inicio al usofde micovirus para el control biolégico de plagas en plantas de cacao
u otros fitopatogenos, si biensaun falta conocer los mecanismos de este virus y los efectos
en el hongo. Estos resultados¢sugieren utilizar estos organismos para el control de plagas.
Sin embargo se requieren mas“eStudios, analizar mayor numero de cepas fingicas que

permitan detectar otras particulas virales.
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CAPITULO I. INFERODUCCION GENERAL
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1.1. INTRODUCCION

Los cultivog' de cacao (Theobroma cacao L.), proporcionan la materia prima para la
produccion dél, chocolate y sus derivados (polvo de chocolate, cosméticos, manteca de
cacao). El cacao, conocido por los mayas “alimento de los Dioses”, posee numerosos
beneficios para la_salud, debido a que contienen fuentes importantes de polifenoles
(flavonoles), que favorecen la salud: anticancerigenas, antidiabéticas y antinflamatorio, entre
otros beneficios (Diaz-Valderrama et al., 2020; Du et al., 2022; Martin & Ramos, 2021).

Este cultivo contribuye a“la economia de numerosas familias, ayuda a preservar la
biodiversidad de la flora, fauna y'la fertilizacion del suelo. Se cultiva en més de 58 naciones
de Africa, América, Asia y Oceaniay y su produccion global en 2022 alcanzé las 4,923 mil

toneladas (Aikpokpodion, Motamayor, Adetimirin, Adu-Ampomah, et al., 2009).

Juega un papel importante en”la economia.,de muchas familias, contribuye en el
mantenimiento de la biodiversidad dé la flora, fauna y fertilizacion del suelo (Aikpokpodion
et al., 2009). Se cultiva en mas de 58 paises de”Africa, América, Asia y Oceania, y su
produccion mundial en 2022 fue de 4,923 mil ton¢ladas; mas del 96% de la produccion
procede de pequefios agricultores (Calderometal.) 2022); 75% proviene de Africa
Occidental, ocupando el primer lugar de la produccion anualy menos del 20% del continente
americano. La produccion de cacao en México es de 28,106 toricladas de grano, los estados

de Tabasco, Chiapas y Guerrero son las principales regiones productoras (SIAP, 2022)

Estos sistemas agroforestales de cacao (SAFC) provee diversos benefi¢ios ecoldgicos, a la
flora y fauna, captacion de carbono, fortalecer o conservar la humedad y fertilidad del suelo;
contribuyen en el control de plagas, circulacion de nutrientes y conservacion de-suelo y agua,
mantenimiento de diversos microorganismos importantes para el crecimiento degas)plantas,
aspectos ecoldgicos y suministro de bienes y culturales (Drouet Candell et dl.;2019;

Mortimer et al., 2018).
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Estos“SAFC proporcionan diversos servicios ecosistematicos, que permiten mantener un
flujo idénee entre las interrelaciones ecoldgicas positivas como nutricion, mantenimiento
del agua, brodiversidad de los diferentes taxones, arboles de importancia econdmica y
ecologica, los'anfibios se benefician de la sombra, dependiendo de la vegetacion favorecera
a las poblaciones de aves y hormigas. Al mismo tiempo favorece, la esporulacion de hongos
endofitos e incluso gde) Jos antagonistas que son importantes para el control de las
enfermedades fitopatdg€nas que contribuyen a un control natural en estos ecosistemas
(Mortimer et al., 2018).Un buén manejo en la cobertura vegetal trae beneficio como; clima
y regulacion de patdgenos. Esto-puede ser prometedor para el manejo de las enfermedades
que afectan al cacao, dado que aetdalmente enfrenta diversas problematicas, principalmente
por fitopatoégenos, alta demanda delasmateria prima y disminucion de la fertilidad de los

suelos (Blaser et al., 2017; Tadeo-16pez & Tolentino-Martinez, 2020).

La produccion del grano ha disminuido a causa de las enfermedades producidas por hongos
patogenos, con pérdidas que oscilar éntre el 40 al 100% (Diaz-Valderrama et al., 2020). Los
hongos mas importantes son: Moniliophthora roreti, causante de la podredumbre helada de
la vaina (FPR); M. perniciosa, agente causal de la enfemmedad escoba de bruja (WBD) (B.
A. Bailey, Evans, Phillips-Mora, et al., 2018); . Phytophthora palmivora, P. megakarya, P.
theobromicola, y Nodulosporium sp., producen la enfermedad de la mazorca negra (BPR)
(Decloquement et al., 2021; Gonzalez Ruiz etal., 2019). Fambién, se reporta otros
patdégenos como Ceratocystis cacaofunesta (marchitez del cacao por Ceratocystis o “Mal de
machete™); Oncobasidium theobromae (muerte regresiva por estria.wvascular); Rosellinia
pepo v R. bunodes agentes causantes de la pudricion negra de la raiz, también llamada

pudricidn de la raiz por Rosellinia (Delgado-Ospina et al., 2021).

El uso de sustancias quimicas, es el recurso mas utilizado para controlar a los fitopatégenos
(Triadimefon, Tebuconazol y Procloraz), pero afectan la calidad de los suel@s, a

microorganismos autdctonos y la calidad de la semilla, como se ha mencioné anteriormente
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se ven afectado diversos SAFC (Ghosh et al., 2023). Por tal razén, se han propuesto otros

métodos’descontrol, como el control biologico.

El control biglégico de plagas es una alternativa atractiva porque tienen menor impacto al
medio ambientalesgbusca combatir plagas utilizando agentes vivos; bacterias, nematodos,
hongos y virus (Khan, Mukhtar, et al., 2023). Estos ultimos se han utilizado frecuentemente
para combatir plagasy”ya sea por infeccion del patdgeno o por proteccion cruzada
(vacunacion) (Stenberg et al’;2021). Actualmente se utilizan diversos microrganismo como
ingredientes activos para el biocontrol como Bacillus thuringiensis sp., hongos
micoparasitos  (Trichoderma ( spp.), biofertilizante (Penicillium  bilaiae), virus
entomopatdgenos (baculovirus), Beauveria bassiana, Paecilomyces variotii y Metarhizium

anisopliae entre otros (De Oliveira et al¢2020; Koller et al., 2023).

En Europa se ha utilizado a los_miicovirus “virus fingicos”, que utilizan la maquinaria
molecular del huésped para su auto-replicacionh y sostenibilidad. Infectan desde hongos
patogenos de planta, humanos e insectos, presentansuenor impacto socioecondémico que sus
homologos (virus de plantas y animales) (Son et'als™2015). Sus hospederos se limitan a
individuos dentro del mismo grupo de compatibilidad vegetativa (VCG) o relacionados entre

si (Ghabrial et al., 2015a).

Se han reportado en Ascomycota, Basidiomycota, Chytridiomycota, Zygomycota y
Neocallimastigomycota, se localizan principalmente en el citoplasma y mitocondrias (Kondo
et al., 2022). El primer registro fue en 1962 en Agaricus bisporus (champifién) infectado por
Agaricus bisporus virus 1 (AbV-1) (Hollings, 1962). Posteriormente Banks y col. (1968)
descubrio particulas virales de ARN bicatenario (ARNds) en Penicillum stoloniferum. Desde
entonces el interés sobre estos virus que infectan a hongos fitopatogenos ha sido_de gran
importancia para la virologia, algunos autores mencionan que es el inicio de la

micovirologia.

Se consideran de naturaleza criptica debido a que sus huéspedes no presentan

sintomatologia. Mientras que algunos micovirus llevan una vida oculta otros provocan
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alteraciones fenotipicas “hipovirulencia”; cambios morfoldgicos y fisioldgicos, incluidas las
produccionsde toxinas, alteraciones citologicas de organulos celulares y rasgos asociados a
la virulencias€omo la tasa de crecimiento, esporulacion y actividades enzimaticas (Ghabrial

et al., 2015a; Nuss, 2011)

El hipovirus CHVJ" que infecta Cryphonectria parasitica (patogeno del castafio), se
considera organismos'modelo para establecer los programas de biocontrol para el patdgeno.
En 1904 se descubrid porprimera vez en el parque zooldgico de Nueva York, probablemente
se introdujo accidentalmente desde Asia a través de los viveros e inicid un desastre ecologico

en los bosques de América del Norte (Dennert et al., 2019).

En 1950 en Italia, se informo por primera vez el fendmeno de hipovirulencia por CHV1, un
virus de ARN no encapsulado de la familia Hipoviridae que atentia la virulencia en las cepas
fungicas comparando con otros hongos virulentos que penetran y destruyen las capas de la
corteza (Choi & Nuss, 1992). El béneficio de CHV 1 surge como medida de control bioldgico
del tizon del castafio, ademas permite’ ¢onocer_la® expresion de la virulencia del hongo
patogeno. Actualmente este virus es unimodelo basico\para emplear estrategias de control
biologico, si se pretende utilizar a los micovirus para elbigcontrol es importante conocer la
historia desde la infeccion del patogeno, caracteristicas de inféccion de los virus y sobre todo
la interrelacion del hongo-virus. El uso de agente con hipovirulencia ofrece una esperanza

para gestionar diversas enfermedades producidas por hongos (Myers & James, 2022a).

A los virus los aprovechamos como agentes de control confra sus huéspedes de
enfermedades forestales, pero aun presenta grandes desafios. En el ‘\control bioldgico
depende de varias condiciones ambientales y biologicas, para asi obtemer resultados
positivos (Milgroom & Cortesi, 2004). Establecer el uso de micovirus{no’ solo esta
relacionado con la hipovirulencia, sino ademads es necesario, que permanezcan dentro de la

célula y se transmitan de forma eficiente entre los hogos patdgenos.

En México las investigaciones estan centradas en el uso de hongos entomopatdgenos para el

control de insectos, con una mortalidad de la plaga entre 40 a 95%. Los hongos mas
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empl€ados son Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae, Nomuraea rileyi,
Lecanicilliwm lecanii, Trichoderma y Paecilomyces fumosoroseus. Especialmente para
insectos que-afectan al maiz; gallina ciega o gusano cogollero (Zelaya-Molina et al., 2022).
Finalmente, desde. una perspectiva agricola, el uso de micovirus puede contribuir a una
agricultura sostefiible basado en un buen programa de manejo integrado de plaga. La
contaminacion ambiefital,sha generado resistencia en las plagas, por lo tanto, es necesario
implementar alternativa$ limpias que reduzcan los efectos nocivos sobre el medio ambiente.
Si bien el uso de micovitus/Suena prometedor, es necesario conocer las interrelaciones

ecoldgicas que se producen entre’las plantas-hongos-micovirus.

Debido a lo anterior esta investiga¢ion considera de suma importancia la busqueda de nuevas
alternativas para el control de fitopatogenas en plantas de cacao, como son los micovirus,
por lo tanto, el objetivo fue evaluar la.ptesencia de micovirus y hongos endéfitos en

plantaciones de cacao en el estado de Tabasco.
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1.2. JUSTIFICACION

La produccion.del grano de cacao a nivel mundial es de gran valor comercial, materia prima
de diversas industrias, farmacéuticas, cosmetologica y alimentaria, ademas es importante
para el sostenimiénto de muchas familias. Los SAFC presentan multiples beneficios
ecolodgicos; conservacion de fauna y flora, captacion de carbono, fortalecer o conservar la
humedad y fertilidad del.suelo (Drouet Candell et al., 2019; Martin & Ramos, 2021). Uno
de los grandes problema$ que afecta a la produccion del grano es la presencia de
fitopatdégenos principalmente, por hongo. En la actualidad tres hongos han ganado
popularidad; principalmente M. roreri, seguida de M. perniciosa y P. palmivora, megakarya
y theobromicola (B. A. Bailey, Evans, Phillips-Mora, et al., 2018). Estos causan pérdidas
significativas del grano que oscilar entpe el 40 al 100% (Diaz-Valderrama et al., 2020).

El hongo causante de la moniliasis del~eacao se ha extendido desde América Latina,
Centroamérica y México y se ha’extendido englos ultimos 50 afios. En México los primeros
reportes fueron desde el 2005 y en los ultimos 20 afios la produccion bajo de 40 a 20 mil
toneladas. La Organizacion Internacional del Cacao (ICCO), reporta una produccion
mundial de 4,923 mil toneladas en 2021/2022 (Calderén. et al., 2022); el 75% proviene de
Africa Occidental, ocupando el primer lugar(de)la produ€ciéon anual y menos del 20% del
continente americano. En el 2021, la Secretaria’de Agricultura-Desarrollo Rural (SEDER),
informa que México ocupa el catorceavo productor a nivel mundial con 28,106 toneladas de
grano y 44,500 a 47,800 hectareas de cacao; Tabasco, Chiapas y Guerrero son las principales
regiones productoras.

También se enfrenta a otros problemas; cambio de uso de suelo, edad’'avanzada de las
plantaciones, bajo rendimiento, no utilizar fertilizantes y deficiencias en el manejo de control
de plagas (Cordova-Avalos et al., 2001). Esta tltima es una estrategia ma§ amigable, a
diferencia del control quimico, que si bien es efectivo, pone en riesgo a latagricultura
sostenible y al medio ambiente. El control biologico utiliza a los agentes micrebianos;
bacterias, hongos y virus, sustituyendo a los pesticidas quimicos (Ayaz et al., 2023). Estos

tienen grandes beneficios para la agricultura, que incluyen desde un microbiota saludable
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del stelo, favorecen la salud de las plantas, brindan proteccion a las plantas o estan
interactuando con el patdgeno directa o indirectamente para disminuir la enfermedad de la
planta (Catarifio et al., 2015; Khan, Nerva, et al., 2023).

Unos de los agentes novedosos es el uso de micovirus, el beneficio de estos surge como
medida de control biologico del tizon del castafio (C. parasitica-CHV 1), permite conocer la
expresion de la virulefcia.del hongo patogeno. Este virus es un modelo bésico para emplear
estrategias de control bidlogico, si se pretende utilizar a los micovirus para el biocontrol es
importante conocer la historia‘desde la infeccion del patégeno (Dennert et al., 2019). Estos
agentes virales han presentade éxXito en diversos cultivos, frijol, lentejas, berenjenas, fresas
y plantas de ornato entre otros cultivos.de interés econémico.

Se ha demostrado mas de una veziy.en diferentes nichos ecologicos la capacidad de los
micovirus para cruzar barreras entre especies, esto explora mejor su potencial como agentes
de control biolodgico. Probablemente las‘alteraciones fenotipicas (hipovirulencia) causada
por lo introduccion de micovirus én-niievos huespedes, pueda ocurrir en la naturaleza. Este
hallazgo puede permitir nuevos hotizentes para su aplicacion, sin embargo faltan mas
estudios para establecer conclusiones (Hough et al., 2023; Nuss, 2011). Los virus a través
de la supresion de los mecanismos antivirales, puede cambiar la incompatibilidad vegetativa
y transmitirse a otras especies, es un fendémeno.€s impoftante al momento de establecer las
estrategias de biocontrol (Ghabrial & Suzuki, 2009).

La hipovirulencia puede tener como resultado la falta de produccion toxinas fingicas
(aflatoxinas), regulacion positiva de metabolismos asociados alipidos, polisacéridos y
aminoacidos en hongos con virus, mejora la patogenicidad de losshongos y aumenta la
adaptabilidad en el medio ambiente y son capaces de modular una serie de vias moleculares,
lo que da como resultado una alteracion del metabolismo primario y secundario (Zhang et al.,
2023; Zhao et al., 2020).

Por todas estas razones y el bajo rendimiento de la produccion del grano de=Caeao, se
considera de suma importancia establecer otras posibles estrategias de control de fitopatogenios en
cacao, como es el uso de micovirus. Esta investigacion tuvo como objetivo evaluar la preséncia

de micovirus y hongos endofitos en plantaciones de cacao (Theobroma cacao L.), en Tabasco.

Lucero Vazquez Cruz-2024 10



Anadlisis de la presencia de micovirus e identificacién molecular de hongos enddfitos en
plantaciones de cacao (Theobroma cacao L.) en Tabasco

1.3. ANTECEDENTES

1.3.1 Hongos-endofitos infectados por micovirus

La diversidad del microbioma endohifal y el impacto en la biologia del huésped fingico aun
no es muy clara, pero€s ampliamente conocida en donde estdn involucrado diversos aspectos
fisiologicos de los hemgos y procesos del ecosistema. Las investigaciones facilitaran la
informacion completa delas interacciones y funciones de los hongos dentro de los
microbiomas (Debarbieux ¢t al., 2017; Kelliher et al., 2023). Es importante mencionar a la
micoesfera, zona rodeada por miicelio de los hongos que se caracterizan por una elevada

diversidad y actividad biologica.

En esta zona se produce intercambiode ‘\informacién genética entre los hongos y los
micovirus (virus fngicos), el estidio micoviralnos permite comprender la coevolucionado
de estos organismos, puesto que diverses.virus fungicos estdn ampliamente distribuidos en
todos los grupos principales de hongos (figura 1). Se ha sugeridos que estos virus
evolucionan en conjunto con sus hospedetos, cabe (senalar que se ha encontrado diversos
mecanismos de defensa viral y esto puede depefider del hospedero-virus y la planta (Hillman
et al., 2018; Kelliher et al., 2023).

Los hongos producen estructuras complejas que son parte desSu ciclo de vida, compuestos
por organulos, lipidos y componentes intracelulares, capaces(de’ almacenar bacterias y
micovirus, estos pueden estar incorporados en las células dentro delsicrobioma endohifal
(Hillman et al., 2018; Kelliher et al., 2023). En esta zona se efectian, un flujo genético
involucrando a diversos microorganismos. En estos ecosistemas los honges endofitos
obtienen refugio y nutricion a través de los propagulos del huésped, auwifientando la

proteccion del huésped y la tolerancia contra diversos factores de estrés (Siddell et aly, 2020).
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Figura 1. Diversos efectos ejercidos! per los micovirus en los huéspedes fungicos,

modificado (Sutela et al., 2019).

Un ejemplo de esta interaccion es el primer virs de ARNdS (€THTV) involucra un hongo
endosimbiotico “Curvularia protuberia” un hongo endo6fito.”Por lo general las plantas no
pueden crecer en suelos calientes, pero en el parque de Yellowtones localizado en EE. UU.,
se encontr6 una hierba (Dichanthelium lanuginosum) creciendo em los suelos con
temperaturas superiores a los 50 °C. Los tres son necesarios para tolerar altas temperaturas,
es posible que esta relacion tripartita sea comun en la naturaleza pero no estdn estudiadas
ampliamente. Ejerciendo tolerancia al calor por el virus favoreciendo a la planta y hongo,
basados en sus experimentos con hongos infectados y libres de virus (Marquez ¢ét al:, 2007).
Los posible mecanismo de esta tolerancia al calor puede estar relacionad6 .con
osmoprotectores, melanina y proteinas de choque térmico (Morsy et al., 2010; Sutela‘etal,,

2019).
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Las infeeciones por micovirus ejercen en los huéspedes diversos cambios, implicando
alteraciones®en el transcriptoma, el ARNs (ARN pequeio), el proteoma y metaboloma,
(Hillman et-al”, 2018). Se han identificado micovirus en hongos endéfitos hasta parasitos
obligados, seguramente podemos descubrir multiples beneficios (proteccion del huésped
contra herbivoros, nutricion, refugio y transmision de propagulos del huésped (Kelliher
etal., 2023). Actualmente se encuentran registrado 52 hongos endoéfitos infectados con
micovirus, desde honge fitopatdgenos, patdégenos de insectos y humanos (Kotta-Loizou,
2021). Generandose diversas.aSociaciones mutualistas tripartita con diversos beneficios, sin
embargo algunas investigacignes,no explican los mecanismos de interaccion entre estos

organismos (Herrero et al., 2009);

En general los mecanismos moleculares de' defensa de inmunidad infeccion viral del huésped
y contradefensa viral, han sido ampliamente documentados principalmente en plantas y
animales, debido a la importancia-que tienen, estos en la salud humana y agricultura, es
importante conocer la interrelacion(viral-protefnashuésped. Una infeccion por micovirus
regula los genes del huésped implicados en_silenciamiento del ARN y generacion de ARN
derivados del micovirus y algunas veces inliibe el crecimiento del hongo. Los micovirus son
desencadenantes, ya que algunos casos suprimen el sileniciamiento del ARN de la respuesta
antiviral del huésped (Kotta-Loizou, 2021). Las plantas” asi como los hongos han
desarrollado mecanismos de ARNi “interferencia por acido ribeftucleico-ARN, importantes
para regular la expresion génica y control de patogenos. Las defensas antivirales estan
involucradas los ARNi proceso por el cual se inhibe de forma especifiea la expresion de un
gen, a través de la degradacion del ARN mensajero (ARNm), impidiendo Ja sintesis de
proteinas; guia al ARNi y/o metilacion del ADN dirigida por ARN (RdDM) para atacar a
los virus de ARN o DNA (Nuss, 2011; Rodriguez et al., 2022).

1.3.2 Micovirus
Los virus fungicos “micovirus”, utilizan la maquinaria molecular del huésped para su-aute-

replicacion y sostenibilidad. Infectan desde hongos patdgenos de planta, humanos e insectos,

presentan menor impacto socioecondémico que sus homologos (virus de plantas y animales)
e
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(Son"ttal., 2015). Se han reportado en Ascomycota, Basidiomycota, Chytridiomycota,
Zygomyéota vy Neocallimastigomycota, se localizan principalmente en el citoplasma y
mitocondriasMyers & James, 2022a). El primer registro fue en 1962 en Agaricus bisporus
(champinén) “infectado por Agaricus bisporus virus 1 (AbV-1) (Hollings, 1962).
Posteriormente Banks <y col. (1968), identificd particulas virales de ARN bicatenario
(ARNds) en Penicillum _stoloniferum. Desde entonces el interés sobre estos virus que
infectan a hongos son d€'gran importancia para la virologia, algunos autores mencionan el

inicio de la micovirologia (Myers & James, 2022a).

Se consideran de naturaleza“sctiptica debido a que sus huéspedes no presentan
sintomatologia. Mientras que algunostmicovirus llevan una vida oculta otros provocan
alteraciones fenotipicas “hipovirulencia™jcambios morfoldgicos y fisiologicos, que incluyen
la produccién de toxinas, alteraciones citologicas de organulos celulares y rasgos asociados
a la virulencia, como la tasa dé~crecimiento; esporulacion y actividades enzimadticas
(Ghabrial et al., 2015b; Hillman et al., 2018). Esta peculiaridad los hace atractivos, debido a
sus posibles beneficios en la agricultura, como agentes-de biocontrol o comprender a sus
huéspedes, caso contrario de sus homologas, que han catisados diversos problemas a nivel

mundial (H. Wang et al., 2021).

El genoma de estos virus varia de 2,5 a 23 kb y codifican 2 .genes. El gen de ARN
polimerasa dependiente de ARN (RdRp), es el principal para @establecer caracteristicas
constantes en todos los virus de ARN (Peyambari et al., 2021). Ena_actualidad se han
descrito mas de 200 micovirus, total o parcialmente y se han detectado en casi todos los
linajes; hongos filamentosos, endéfitos, patdgenos y algunas levaduras, que equivale entre
un 50 a 80% de las especies fungicas se encuentran infectadas.

Actualmente se ha identificado micovirus en hongos entomopatdégenos contra ‘aftrépodos
(Beauveria sp., infectada por un virus de la familia Partitiviridae) y podrian utilizarse ¢omo
micopesticidas, en Aspergillus y Penicillium que causan enfermedades en humanos (Kotta-

Loizou, 2021). Por lo tanto, si tomamos en cuenta las aportaciones realizadas en los afios 60
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hasuQ tualidad, podemos observar un aumento en las investigaciones cientificas. Sin

quedan una gran diversidad de micovirioma por clasificar y descubrir.

Taxonomi.
Actualmente esﬁ\clasiﬁcados en 23 taxones (figura 2), segun el Comité Internacional de

embarg

Taxonomia Viral T). El comité ha optado el sistema binomial género/especie para los

virus; nombre del gé@és un epiteto de especie, género mas epiteto alfanumérico y texto

de forma libre (ejemplo@fﬁpovims 1-CHV1) (Siddell et al., 2020).

TYVM Genomoviridae
% 1.9%

Pseudavirida Amalgaviridae
23% 0.4%
Narnaviridae )
Birnaviridae

2.3%
3.4%
Mitoviridae
1.9%
Metaviridae
1.9%
Hypoviridae
3.4%
Gammaflexiviridae

0.8%

Curvulaviridae
3.1%

Chrysoviridae
'8.0%

NMegabirnaviridae
0.4%

Quadriviridae
0.4%

Reoviridae
1.1%

Barnaviridae
4%

Alphaflexiviridae
08%

Rhabdoviridae
0.4%

Phenuiviridae
0.4%

%

Figura 2. Clasificacion de lo micovirus (23 taxones), segun el comité intern;@al de
taxonomia Viral (ICVT) (Villan Larios et al., 2023). @

o
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Presentan. diversos genomas el mas abundante son los virus de ARN de doble cadena
(ARNds) empaquetados en particulas isométricas, ARN monocatenario (ARNss) y ADN
monocatenario (ADNss). Las familias virales de ARNds son Partitiviridae, Amalgaviridae,
Quadpriviridae; MegabiARNviridae, Reoviridae Polymycoviridae, Totiviridae y
Chrysoviridae. (Para «+ los ARNss; Narnaviridae, Hypoviridae, Hadakaviridae,
EndoARNviridae, BaARNviridae, Gammaflexiviridae, Mitoviridae, Alphaflexiviridae,
Deltaflexiviridae y Yadokariviridae. Los ADNss estan representados por una familia

Genomoviridae (Myers & James, 2022a).

Virus de dsARN

La familia Totiviridae, Partiviridaes. Chrysoviridae y Reoviridae, presentan simetria
icosaédrica (20 caras triangulares alrededor de la superficie) con un genoma dividio de 2 a
12 segmentos. Su genoma viral estdprotegido por una cubierta, llamada capside (Figura 3).
Todos carecen de una fase extracelularen sus ciclos de vida, almacenandose en el citoplasma

del hongo (Ghabrial & Suzuki, 2009).

His154

Figura 3. Estructura 3D de la capside un micovirus (Ghabrial et al., 2015),

Los Partitiviridae son una familia de virus pequenos, isométricos de 34-42 nm de didmetros

sin envoltura con un genoma de dsARN bisegmentado de 3-4.8 kbp. Se han descrito tres
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géneros Lartitivirus que infectan a los hongos, Alphacryptovirus y Betacryptovirus a las
plantas, ¥y _Cryspovirus, los cudles perjudican a los protozoos. Su replicacion ocurre en el
citoplasma‘y*€l, ARN gendmico actua como plantilla para la sintesis de ARN mensajero
(ARNm) en la=particula viral, su transcripcion es por mecanismos semiconservados (Jiang

et al., 2022).

1 40 2,038 2,180
dsRNA 1 \)’: S
5-UTR 3"-UTR
172 2,030 2,135
[ g —
dsRNA 2 (? e
5-UTR 3’-UTR

Figura 4. Representacion del gemoma bipartito. E1 dSARN1 (RdRP: ARN de polimerasa
dependiente) y dsARN2 (CP: preteina de la capside). UTR: Region No Traducida
(https://talk.ictvonline.org/).

Representado por 5 géneros con 45 especies=y 15 no aSignados. Poseen dos segmentos
genomicos esenciales que codifica dos proteinas, el ARNT codifica la RdRp y el ARN2
(proteina de la capside. CP). La capside esta compuesta por 120°copias de una sola proteina
dispuesta en 60 dimeros con simetria icosaédricas (T1, numero de_triangulos). En una
revision realizada por Peyambari y col. (2014), menciona que algunos’representantes de la
familia Partitiviridae presentan ARN satélite, los segmentos lineales sSon de, 1.4 -2.4 kbp
(Figura 4 y tabla 1). Los genes que codifica ARN polimerasa (RdRpS) son los mas
conservados entre los virus de ARN, el analisis filogenético sugiere su origen pelifilético (su
origen es controvertido) para los virus dsARN, agrupandose en diferentes subgrupos-(Hough

et al., 2023; Jiang et al., 2022).
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Tabla L+Rangos de los segmentos del genoma y longitudes de proteinas de los cinco géneros
de la familia Partitiviridae (Fuente: ICTV, 2019-https://talk.ictvonline.org/).

Género dsARN1 (bp) | dsARN2 (bp) RdRP (aa) CP (aa)
Betapartitiviris 2180-2444 2135-2354 663-746 636-686
Alphapartitivirus' | 1873-2027 1708-1866 581-621 463-521
Gammapartitivirds |\ 1645-1787 1445-1611 519-539 413-443
Deltapartitivirus 1563-1696 1415-1575 472-479 337-430
Cryspovirus 1786-1836 1374-1510 524 3169

Los miembros con genomas de.dSARN pueden infectar una amplia gama de huéspedes;
vertebrados, invertebrados, hongos;plantas, protozoos y bacterias. Segin Kamaruzzaman y
col. (2019), la familia Partitiviridae no(tiene efectos negativos en sus huéspedes, por lo tanto
son candidatos idoneos para el vicocontrol de enfermedades patdgenas. Entre los virus
caracterizados se encuentran a Rhizoctonia“solani partirivirus 2 (RsPV2), Sclerotinia
sclerotiorium parititivirus 1 (SsSPV 1), Botrytis cinerea partitivirus 1 (BcPV1) y partitivirus
1 (BfPV1), causantes de hipovirulencia en €l patogeno.(Rhizoctonia solani, S. sclerotiorium,
B. cinérea, Botryotinia fuckeliana respectivamente). Hasta la fecha no hay registros de que

este género se transmita a las plantas (Peyambari et al., 2021).

La familia Totiviridae al igual que los Partitivirus, infectan a’protozoarios, metazoos y
hongos. Esta conformado por cinco géneros Giardiavirus, Leishmaniavirus,
Trichomonasvirus, Totivirus y Victorivirus, constituidos por un genoma‘de dsARN lineal no

segmentado (bicistronicos monosegmentados) de 4.6-7.0 kbp de longitud(Li et al., 2019).
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Figura 5. Estructura atomica“del virion, consta de doble eje icosaédrico (Fuente: ICTV,

2019-https://talk.ictvonline.org/y.

Los representantes son isométricos (figura 5) y codifican una proteina necesaria para la
capside (Li et al., 2019). Codifica doss\ORF 1 y 2 parcialmente superpuestos en una sola
cadena, codifican la proteina de_la cépside y RdRp (Respectivamente), los géneros que
infectan a los hongos son los Totivirus y Victerivirus, este ultimo solo infectan a hongos
filamentosos (Jiang et al., 2022). El génére Totivitus'infectan a las levaduras, en una revision
efectuada por Ghabrial, et al., (2015), reporta a lossSiguientes anfitriones Saccharomyces
cerevisiae, Sheffersomyces segobiensis y.. Xanthophyllomyces dendrorhous, el hongo

Ustilago maydis y a un hongo subterraneo Tuber aestivum.

Fusarium asiaticum victorivirus 1 (Favvl)

373bp 2664 pb 5192 pb
ORF1
- .
ORFZ )~ =
Rosellinia necatrix victorivirus 1 (RnVV1)
378bp 2657 pb
5158 pb
ORF1
[ | > .
ORF2 (0 —
Proteina del la capside l RdRp
UAAUG

Figura 6. Organizacion del genoma de FaVV1 y RnVV1. El pentanucledtido “UAAUG”
(Modificado, Li et al., 2018).
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Liy ¢ols#2019) reportaron al género Victorivirus en Fusarium asiaticum, causante del tizon
de la cabeza*de Fusarium en China, el virus Fusarium asiaticum victorivirus 1 (FaVV1). Su
genoma consta’de 5.281 nucledtidos de largo, alto contenido de Guanina (G) y Citocina (C)
del 64%, presentaal comienzo del ORF2 un pentanucledtido (UAAUG), caracteristica tipica
del género Victérivirus (Rosellinia necatrix victorivirus 1 (RnVV1), virus de ARN

Ustilaginoidea virens'l Y. AlteARNria arborescens victorivirus 1 (Figura 6).

En la figura 7 se muestratun/€squema de un Crysoviridae, al igual que los Partitivirus y
Totiviridae, presenta un genoma’de dsARN. Una morfologia esférica (icosaédricas) de 85
nm de didmetro y cubiertos de espigas..Su virion esta envuelto y contiene genoma de dsARN
segmentado lineal (12.7-15 kb), cuatro, segmentos en su genoma monocistronico y alto
contenido de G+C con 56%. El dsARN1,/codifica a RdRp y dsARN a la capside principal
(Figura 10). Las proteinas P3 y_P4 correspondientes a dsARN 3 y 4 su funcion es
desconocida. Mientras que las proteinas P3 presentan actividad en la union con los &cidos
nucleicos (Ghabrial et al., 2015b; Hough et al.,(2023; Jiang et al., 2022). La capside es un
complejo de polimerasa responsable del empaquetamiento, replicacion y transcripcion del
genoma y la capa superficial de la nucleocépside tienc uha asimetria T=13 (compuesta por

60 unidades asimétricas de 13 proteinas, con unsotal de 780°PC).

Espica completa : o
{ ° Envoltura '“m iz
/ { L)
. .O R Superficie de la ! +»%5%
: % Y nucleocapside Q‘
o Polimerasa .*
¢« =— & ) 4
== : (P2) &
WO \oz ) Vg

;

Segmento dsRNA

Figura 7. Representacion esquemadtica de la particula de Crysoviridae P1 al P7 sonslas

proteinas (Fuente: ICTV, 2019, https://talk.ictvonline.org/).
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Los Crysoviridae se han aislado en Fusarium el virus, Fusarium graminearum virus-ch9
(Fgv-ch9),#Fusarium graminearum virus 2 (FgV2) y Fusarium oxysporum f. sp. Dianthi
mycovirus ¥(FodV1) (Li et al., 2019). Se les asocia a infeccione asintomadticas, segiin Li et
al., (2019) hay-miembros que causan cambios en la morfologia colonial pero el CITV aun
no los reconocef{como Crysovirus. Carecen de ciclo extracelular acumulandose en el
citoplasma del anfitriénysasi transmitirse via intracelular durante la division celular o por
transferencia de espora$§ o anastomosis hifal, siempre deben ser compatibles (Peyambari

etal., 2021).

Alphachrysovirus Betachrysovirus
Penicillium chrysogenum,virus Botryosphaeria dothidea chrysovirus 1
dsRNA1 i 3s62bp  dsRNA1 3854 bp

5] RdRP (P1) 3 5'=] RdRP (P1) ¥
3' 5' 3! 51

dsRNA2 3200 bp dsRNA2 2773bp

5 oGP o) N Eay N
3 5 3 ————r’

dsRNA3 2979 bp dsRNA3 2597 bp
54 ORFalphachrysoP3 |3 5<H ) ORFbetechrysoP3 |3
¥ 5’ 3 5r

dsRNA4 2902 bp dsRNA4 2574 bp
3 5 3 5

[ Box 1 (highly conserved region) [| CAA repeat region

Figura 8. Genoma del virus Penicillium chrysogenum (PcV)_y~ del virus de la
Botryosphaeria dothidea 1 (BACV1) de la familia Chrysoviridae, sus genomas estan
representado por cuatro segmentos de dsARN, cada uno monocistronice”(ARNI al 4).
dsARNI1 representa el motivo RARP, dsARN2 codifica a la capside, dSARN 3y 4 se
desconoce su funcion (Fuente: ICTV, 2019-https://talk.ictvonline.org/).

Los virus Mycoreovirus 1 (MyRV1) y Micoreovirus 2 (MyRV2) son miembros de la familia

Reoviridae, fueron reportados en huésped fungicos por primera vez por Enebak, Hillman.y.
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Mac en 1994 en C. parasitica. El Micoreovirus 3 (MyRV3) en R. necatrix, su genoma
esta ccﬁi o por 12 segmentos, causante de hipovirulencia, los cuéles producen cambios
en la morfi fenotipica del anfitrion (Ghabrial et al., 2015b; Hough et al., 2023; Jiang
et al., 2022). 1 y MyRV2, infectan a C. parasitica, MyRV3 son miembros del género
Mycoreovirus de(la familia Spinareovirinae. El virus MyRV1 el segmento que genera la
proteina viral (VP) la cual suprime las hifas aéreas, VP4 favorece la propagacion

eficaz del virus, a trave los conidios e induccion de sintomas (figura 8).

C
RNMBV1/WT779 ( irnaviri MyRV3/W370 (Reoviridae)
dsRNA1 RdRp
(8931bp) s1
(@143 bp) i
Lo ::::‘,.‘:Z,m‘m' Structural protein ?
82 W
dsRNA2
(7180 bp) " (3773 bp)
Guanylyltransferase ?
Y e g2

S OCALMAAAAGAGAAGGAAGGUULA—~ (3310 bp)

Unknown
- SX (S4)
RnPV1/W8 (Partitiviridae - Q st DEazesl,

RdRp t protein
dsRNA1 dsRNA2 s5 VPG (646 25
(2299 bp) m (2279bp) { (2086 bp) el

D 32 bp) -
RnQV1/W1075 (Quadriviridae) Unknown
Unknown
[ UP7 | (482 aa)
dsRNA1 (4942bp) P1(1602 aa . ‘@
P known
ura en
s8 (325 aa)
: RdRp s9 (380 aa)
dsRNA3 (4099bp) [P B3 (1310 5a) ] (1226 bp)
Structural ein Unknown
$10
dsRNA4 (3685bp) (1171 bp)
/ \ / \ Unknown
SLCAACGAAL— —CAUGAGAAIALCIGAA RS sS11 282
Siooavey JIE, 222
E
o S ks
RnVV1/W1029 (Totiviridae) s12 w(zes aa)

2002 UAAUG ;000
Termruton-serdaaton
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S I Grop PACAAUUU-—  —UGCAGAC-Y
1kbp @
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Figura 9. Genoma de cinco virus R. necatrix. A) RnMBV1, megabiARNvirus; B) Rn ,
Partitivirus; C) MyRV3, micoreovirus; D) RnQV1, quadrivirus; E) RnVV1, victorivirus. I_@

.
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lineas"gruesas continuas y las cajas abiertas representan dSARN y ORF. Las funciones de
cada segmento se presentan dentro o arriba de la caja del ORF. VP son proteinas estructurales

que conforma€l genoma viral (Kondo et al., 2013).

Los Reoviridaetiene una morfologia simetria icosaédrica, de 60-80 nm de diametro, con 45
% de G+C, su capside esta organizada por tres capas de proteinas rodeadas de 9, 10, 11 o0 12
segmentos lineales (figura 9), codifican al RdRp, NTPasa, helicasa y enzima de proteccion

y transmetilasa (Kondo, Kanematsu & Suzuki, 2013; Wei et al., 2013; ICTV, 2019).

dsRNA

Figura 10. Morfologia del Reoviridae, repreSentando sustriple capa y proteinas. (Fuente:
ICTV, 2019-https://talk.ictvonlifie.org/).

La familia Quadriviridae virus de dsARN, esta integrada pef un género Quadrivirus e
infecta exclusivamente a los hongos filamentosos. El ICTV, reporta que los cuadrivirus
carecen de una fase extracelular, transmitiéndose intracelularmente por.anastomosis hifal
siempre que sean compatibles, se ha citado, que no intervienen algin vector @ si presentan
una fase extracelular (Jiang et al., 2022).

Los cuadrivirus estan conformados por cuatro segmentos gendémicos encapsulados en
viriones esféricos de 45 nm de diametro, su capside consta de 60 copias heterodiméro-de dos
proteinas P2 y P4, las cuales codifican dsARN2 y dsARN4 consecutivamente, estas forman

la subunidad heterodimérica asimétrica.
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Mecanismo de transmision
Los migovirus carecen de una fase extracelular y de vectores naturales (artrépodos,

murci¢lagos,.ané¢lidos) a diferencia de los virus de animales y vegetales, que, si lo presentan,
comportandose ¥ como parasitos intracelulares obligado, lo que hace que pasen
desapercibidos.

Debido a la ausencia de,rutas extracelulares de transmision puede ser debida a la facilidad
que presenta de pasar deaiha célula a otra mediante intercambio de informacion genética en
hongos, como fusion de hifasro anastomosis hifal (transferencia horizontal de genes) y
heterocariosis (transferencia verti¢al de genes) y se diseminan a través de esporas, en donde
hay intercambio citoplasmatico‘entre hongos compatibles (Ghabrial & Suzuki, 2009; Nuss,
2011), sin embargo se encuentran distribuidos en la mayoria de los taxones fungicos, con un
origen muy antiguo. La transferencia horizontal de los genes es importante en la evolucion
de algunos micovirus, capaz de generar diversidad genética ampliamente. Este mecanismo
se encuentra en los Retrovirus, virus de ADN-y"ARN sentido positivo, en algunas ocasiones
en virus en sentido negativo y viru§,ARNds (Liu et al., 2012). Las estimaciones de la
incidencia de micovirus sugieren que“el-30-80 %¢de las especies de hongo pueden estar

infectados (Ghabrial et al., 2015a).

En la mayoria de los huéspedes infectados, los"micovirus parécen estar latente, ya que, en
mayoria, los hongos no presentan ningin sintoma. A simple“vista es dificil determinar un
hongo infectado, es necesario comparar con hongos sanos (figura 1), se observan cambios
en la morfologia, fisiologia, rasgos asociados a la virulencia tales e6mo velocidad de
crecimiento, produccion de toxinas, alteraciones citologias de organelos celulares,
esporulacion, pigmentacion y actividad enzimatica (Nuss, 2011). Es una aseCiacion virus-
hongo, los hongos patdgenos infectado disminuyen su virulencia hacia la planta-huésped, a

este fendmeno se le conoce como hipovirulencia (Bocos et al., 2022).
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Figura 11. Morfologia colonial de.um-hongo Fitopatogeno del agente causal de la Victoria
blight en avena. a) Colonia libre de virts; crecimiento del micelio uniforme en toda la placa,
b) hongo infectado (enfermo) el micelio Se«encuentra atrofiado. Infectado por Victorivirus

Helminthosporium victoriae virus 490S (HvV190S) (Ghabrial & Suuki, 2009).

Los micovirus un aliado de la agriculturd frente al cambio climdtico

Los sistemas agroforestales nos proporcionan uno.de-los servicios mas importante para el
sostenimiento de la vida humana el alimento: Debido.al~aumento poblacional se requiere
cada dia mas recursos para satisfacer las necesidades humanas. Predecir estas consecuencias
del cambio climatico aun representa un desafio, ya se Ha establecido modelos como
rendimiento de los cultivos y secuestro de carbono, estos forman parte de los servicios
proporcionado por los servicios ecosistémicos La deforestacion de los sistemas agricolas es
una de las causas mas importantes de pérdida o degradacion de lasbiodiversidad y los
servicios ecosistémicos relacionados en todo el mundo y estdn contribuyende a la emision
de gases de efecto invernadero del sector agricola (Mortimer et al., 2018). Los hongos
fitopatdgenos también representan una amenaza para la seguridad y prosperidad-alimentaria,

afectando significativamente a este sector (figura 12).

Debido a la relacion que existe actualmente entre el clima y el desarrollo de patogenoss-el
cambio climatico a ocasionada la prevalencia y gravedad de enfermedades humanas,

animales y vegetales. Al haber estos cambios en el clima las plantas también pueden ir
e
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cambiando y se pueden introducir especies exdticas emergiendo nuevas plagas para las
plantas. Nnadi & Cart (2021), refuerzan la idea de los efectos negativos del cambio climatico
en las poblaeiones fungicas, pueden desarrollar termotolerancia, y la adaptacion gradual al
aumento de temperatura causado por el cambio climatico, puede aumentar el rango
geografico de especies patdgenas o sus vectores, ademads estan involucrados la alteracion de
los factores ambienfales; inundaciones, tormentas y huracanes, pueden dispersar y

aerosolizar hongos o implantarlos en otros sitios.

En una investigacion realizada por Li y col., (2023), revela que los efectos del cambio
climatico afectan significativamente las poblaciones de hongos fitopatégenos en los
ecosistemas de bosques (37,27-79,12%) y tierras de cultivo (34,93-82,51%) y en el suelo
(11,95-28,19). %), habitats de brotes de-plantas (38,63-96,14%) y raices (29,99-78,16%)
en todos los escenarios de cambio climatico. Los géneros que predominaron fueron:
Fusarium,  Alternaria,  Acredontium, __Trichoderma,  Epicoccum,  Erysiphe y
Pseudocercospora. De forma generaldes-fitopatogenos ponen el riesgo el almacenamiento

global de carbono, la seguridad alimentaria y la sostenibilidad de los ecosistemas.

! Rango

Virulencia

geografico
Efectos del cambio climatico en

hongos Patégenos

Consecuencias + Desarrollar fermotolerancia.
Seguridad alimentaria
Problemas de salud + Rango geograficosde especies patogenas
humana y vegetal o vectores.
Vectores Dispersion

+ Alteracion de los factores ambientales:
inundaciones, tormentas y huracanes,
pueden dispersar y aerosolizar henges o
implantarlos en otros sitios.

Susceptibilidad
del huésped

Figura 12. Efecto el cambio climatico de enfermedades en plantas y animales (modificado
(Nnadi & Carter, 2021).
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Una de las herramientas para disminuir estas enfermedades es mediante productos quimicos
(carbofuran®y carbendazim), a veces son ineficaces o no son especificos y danan los suelos
y mantos “actiferos (Li etal, 2023). Ademés estos productos quimicos reducen
significativamente:]as poblaciones microbianas, importantes para el sostenimiento del suelo
e involucrados enlos ciclos biogeoquimicos como fijacion de carbono y nitrogeno (Vargas-

Gonzaélez et al., 2019

En este sentido los micovirts pudieran contribuir a la diminucion de productos quimicos,
como se ha demostrado desde hace mas de 50 afios desde el descubrimiento de estas
particulas y con el mejor ejemplo_més conocido de interacciones entre virus y hongo, la
hipovirulencia que ejerce C. hipovirus 1 (CHVI) en C. parasitica, el hongo causante del
cancro letal del castafio. El beneficio de, estos micovirus surge como medida de control
bioldgico del tizon del castafio y permite.conocer la expresion de la virulencia del hongo
patdgeno. Este virus es un modelo basico para emplear estrategias de control bioldgico, si se
pretende utilizar a los micovirus patacel-biocontrel es importante conocer la historia desde
la infeccion del patogeno, caracteristicas de infeccion de los virus y sobre todo la
interrelacion del hongo-virus. Finalmeénte, el estudio de la biogeografia de los
microorganismos nos puede ofrecer una hetramienta para utilizar a las comunidades
microbianas como la macroecologia que revela la funcion“de estos microbiomas, ya que

hasta la fecha se han descrito diversos hongos y bacterias como® biocontrol.

Mecanismo de control hongo-virus: hipovirulencia

Algunos virus fingicos tienen la capacidad de convertir el estilo de vida-del hongo huésped
de un estado virulento a hipovirulento. La hipovirulencia es la atenuacion«de la virulencia
fingica mediada por micovirales, esto quiere decir, que no pueden producir dafios-graves a
la planta hospedera a causa de una infeccion por virus en el hongo (figura 13).
Fenotipicamente, la cepa fingica presenta cambios morfoldgicos y fisioldgicos, dismifiuye
la tasa de crecimiento, toxinas, esporulacion y actividades enzimaticas (Ghabrial et al.,

2015a; Nuss, 2011).
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Esta peculiaridad los hace atractivos, debido a sus posibles beneficios en la agricultura, como
agentes desbiocontrol o conocer al huésped, caso contrario de sus homoélogos, que causan
diversos preblémas a nivel mundial (H. Wang et al., 2021). La hipovirulencia llama la
atencion de los imvestigadores por su potencial de utilizarlos como agentes de biocontrol,
ademas permite ¢omprender los mecanismos infecciosos de los hongos. Los especialistas
buscan identificar si€stos virus ejercen hipovirulencia, basado en detectar cambios en el
fenotipo del hongo (Zhao et al., 2020). Esto dependera del experimento, ya sea, eliminando
a los micovirus en la cepa‘fingica (curacion) y coinfectan nuevamente al hongo y/o utilizar
la cepa original (sin eliminar elLvirus). En este sentido se evalta los efectos que ejercer los
virus en una cepa coinfectada contra.la original, algunos autores pretenden comprender los
mecanismos moleculares que ejerce eldmicovirus en su huésped fingico o su aplicacion en

la agricultura a campo abierto (Kamaruzzaman et al., 2019; Poimala et al., 2022).

En general las células eucariotas’ han desarrollado de forma natural el silenciamiento de
ARNi (ARN de interferencia), comorespuesta asestimulos enddgenos o exdgeno (virus o
transgenes) y controlar los niveles de transcripcion de ARNm. Los ARNi son evolutivamente
conservados y especificos que regulan«la.expresions/génica, a nivel postranscripcional
(PTGS) o transcripcional (TGS) (Jin et al., 2021 ; Nuss,2011). Causan alteraciones en el
transcriptoma del huésped, a través de interacciones preteina-proteina y activacion de
silenciamiento del ARN antiviral en el hongo. Esto es posible,debido a que la infeccion viral
suprime o activa genes involucrados en el crecimiento, ciclo celular, genes de sefializacion
como ARN ribosdémico o ADN polimerasa; e incluso suprime enzimas quedegradan la pared
celular de la planta huésped, lo que puede haber provocado la conversion de un hongo

patogeno necrotréfico a endofito (Myers & James, 2022a; J. Yu & Kim, 2020).
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QT5-19 B05.10 08168 XN-

Cepa hipovirdlentas Cepas sin virus

Virus-free CHV1 MyRV1

b)

Cepa hipovirulentas
SsNsRV-1 SsORV SsHV1

Anilisis de virulencia
Figura 13. Caracteristicas culturales de cepas hipovirulentas. a) B. cinekea; b) C. parasitica,

¢) S. sclerotiorum (Ghabrial et al., 2015a; Jin et al., 2021; Kamaruzzamanet al., 2019).

Los hongos patdgenos a través del ARNi pueden suprimir las barreras de deferisas de plantas.
Intervienen proteinas multidominio altamente conservadas llamadas Dicer (DCL+enzima
AARNsa III, que degrada ARN), que convierten al ARNds en pequefios duplex“de ARN
(ARNs-ARN de interferencia pequefio) de 21 a 26 pares de bases y se incorpora las proteinas

Argonautas (AGO), formando un complejo silenciador inducido por el huésped por ARN
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(RISC),.este mecanismo es similar en los hongos, que se dirige a la transcripcion de ARN,

cargadodesARNi y RISC.

Los hongos ¥ las plantas también utilizan la maquinaria de silenciamiento de ARNi para
controlar a los micevirus. Lo virus de plantas o fungicos han generado contradefensas con
supresores de ARNisgenerados por virus (VSR o mico-VSR para micovirus) afectando los
ARNI del huésped. Elrsilenciamiento génico por ARNi fue descrito por primera vez en

Neurospora crassa (Romano & Macino, 1992).

Los mico-VSR inhiben la pfeduccion de ARNi viral, secuestran ARN de interferencia
pequeno (siARN) duplex, alteranla funcion de AGO y DCL, interviene en la biogénesis de
micro-ARN. Por lo tanto los VSR permiiten la replicacion del genoma y desplazamiento viral

a nuevas cé¢lulas (Hough et al., 2023).

En una revision realizada por Rodriguez et al2022, explica que el sistema mico-VSR altera
la regulacion genética importante para el desarrollo y comunicacion entre otras células no
infectadas. Los micovirus afectan el silenciamiento genético inducido por el huésped (SIGS),
encargados de suprimir a los virus, ya querrequieren‘a.los ARNi en la célula diana que
producen las defensas o patogenicidad, reduciendo el niimero e ineficacia. Lo anterior se
reduce en “hipovirulencia”, la virulencia y patogenicidad se.ve eliminada o reducida a
consecuencia de una infeccion por micovirus. Este fendémeno se ha reportado en C.
parasitica infectada por C. hipovirus 1 (CHV1), Sclerotinia sclerotiorum por SSHADV-1 y
por un partitivirus 1 (SsPV1), Beauveria bassiana (B. bassiana(chysovirus 2-BbCV2),
Botrytis cinerea por B. cinerea hipovirus 1y Rhizoctonia solani (R. solani;partitivirus BSY),

por mencionar algunos (Nuss, 2005; Sun et al., 2023; Zhang et al., 2023).

Por otra parte los ARNi implican una respuesta de silenciamiento viral a nivel c€lular y es
importante para una inmunidad innata en plantas y hongos. Los elementos impoxtantes de
silenciamiento son DCL y AGO proteinas conservadas (similares en hongos), con actividad
de tipo AARNSsa III asociadas para procesar ARN pequeios que se incorporan al complejo

de silenciamiento (RICS), una hebra pequefia viral es degradada y la cadena guia restante es
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dirigida.al complejo RICS y es dirijo a AGO que tiene una actividad a AARNsa (Nuss,
2011), finalmente esta complementariedad de secuencia los ARNi cargados con RICS se

dirigen a inhibir transcripciones especificas (Hough et al., 2023; Rodriguez et al., 2022).

Cabe resaltar que ‘este mecanismo fue descrito en Neurospora crassa, identificando el
mecanismo de ARNiy un gen RARP. Codifica dos proteinas DCL1 y DCL2; dos proteinas
similares a AGO (QDE-2'y SMS 2), involucradas en la via de silenciamiento meiotico. La
presencia de RARP en genomas eucariotas se ha asociado a rasgos evolutivos de genomas
virales de ARN portadores d€ RARP, segun los autores se pudo haber incorporado al genoma
del huésped (Rodriguez et al.,”2022). En C. parasitica también codifica estas dos proteinas
DCLI1 y DCL2 similares a las presentes en N. crassa. En la revision realizada por Nuss
(2011), menciona los experimentos fealizados por Segers y col., (2007), el genoma de C.
parasitica revelo la presencia de DCLT 'y DCL 2 iguales a N. crassa. La combinacion o
independientes de DCL 1 y 2 no produjo cambios fenotipicos en C. parasitica. Sin embargo
una infeccion por hipovirus CHV-1-EP713 de un mutante de DCL 1 y 2 revel6é cambios en

el fenotipo de crecimiento arduamente debilitado(Nuss, 2011).

Se han descrito cuatro micro-VSR, la primera la=p26 codificado en hipovirus 1 de
Cryphonectria-CHV1-EP713, Fusarium graminearum gsgemytripvirus 1 (FgGMTVI)
(Pengfei et al., 2020) y Phytophthora PpaTbLV1 (Botella etal., 2022). En CHV1-EP713
reportan que sobreexpresa una proteina verde fluorescente (GEP) encargada de detectar la
actividad de VSR (Nuss, 2011). Regula negativamente los mecanismos del sistema antiviral
de ARNi en el huésped, facilitando la acumulacion viral, p26 reduce la transcripcion de DCL

y AGO induciendo supresion de ARNi (Lihang et al., 2020).

En un estudio realizado por Zhang y col., 2023, utilizaron a p26-D4 provenientéde un virus
FgMTV1, logrado modificar molecularmente a FgGMTV1 de ADNSss circular d€ [a familia
Genomoviridae, que infecta a F. graminearum (patéogeno del trigo y cebada). Los
investigadores construyeron un vector basado en silenciamiento genético inducide por
FgMTYV, con repeticiones en tandem. Transformaron 8 vectores que portaban tamafies

diferentes de GFP, utilizando una cepa transgénica de F. graminearum PH-1 (PH-
e
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1/GFP) para el silenciamiento. Tres vectores lograron disminuir el crecimiento micelial,
pigmentacion reducida, colonias anormales y alta concentracion viral. Demostraron que el
vector basado€n FgGMTV1 puede manipularse para silenciar genes de virulencia (tri 1 y 5)
de F. graminearmm y controlar la infeccion en el trigo. Esto abre una ventana de
posibilidades de biocontrol practico utilizando el vector de silenciamiento genético inducido
por virus. Este hallazgo)es un nuevo enfoque para el control bioldgico de enfermedades

fungicas utilizando a los"micovirus con cepas hipovirulentas que generan modificaciones en

los ARN:I.

Un segundo micro-VSR es p24 identificada den Cryphonectria CHV4 representa homologia
con p26. En virus 1 de Fusarivm\graminearum (Fgvl) se determind a p2 suprime la
transcripcion de DCL2 y AGO1. En unrexperimento realizado por Hammond et al., 2008,
demostr6 que la actividad VSR inducesilenciamiento de ARNi en cepas infectadas por
micovirus comparando con las n0/infectadas..Se han informado pl10 y CP (proteina de la
capside) en Rosellinia necatrix mi€oreovirus 8 y* Tulasnella partitivirus 2, pero no se ha
documentado su mecanismo de silenciamiento. En Csparasitica se han documentado niveles
altos de DCL 1 y 2, aumentando de«1,5, a 15 veces, consecutivamente, regulando

negativamente postranscripcionalmente (Rodriguez et al.,2022).

En CHV-1 y 2, las proteinas p29 y p27 suprimen a ARNi, por o tanto, permite mejorar la
replicacion y produce sintomas fenotipos en el huésped. En~Talaromyces marneffei
partitivirus-1 (TmPV-1), se ha reportado regulacion negativamente en_los niveles de ARNm
de las proteinas DCL y AGO en el huésped fungico (Craven et al., 19937 Hough et al., 2023).
Los micovirus ejercen estrategias de silenciamiento viral, que destruyen Ios ARNm de genes
especificos antivirales. La p29 de CHV1 es una proteina de la membrafa integral y es
susceptible a la digestion proteolitica en ausencia de detergente y por lo tanto predémina en
el citoplasma vesicula. Contine ricos dominios de cisteina y proteasa, sugiere que-¢ly virus
utiliza la red de Golgi del huésped para su replicacion, esto puede estar asociade ‘a‘los

cambios fenotipicos del hongo ejercidos por el virus (Jacob et al., 2006).
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Importancia de los micovirus

Dentro de‘este marco, se ha mencionado que los micovirus tienen enorme potencial para el
control bioldgiCo de enfermedades producidas por hongos y sobre todos aquellos virus que
ejercen hipovirulencia. Algunos autores senalan que estos virus ejercen modificaciones en
el estilo de vida del huésped de patdgeno a enddfito (Myers & James, 2022b). Los hongos
endofitos favorecen el crécimiento de las plantas y resistiendo a infecciones fungicas. El uso
de fungicida se utiliza en"muchos cultivos agricolas, pero presentan una desventaja puede
causar resistencia en los hengos y tienen un impacto negativo en el medio ambiente. El
cambio climatico nos obliga a“buscar alternativas o estrategias para el control fingico que

se estan generado debido a estas condiciones climaticas (Ruiz et al., 2021).

Los virus infectan basicamente todas las\formas de vida celular incluyendo a los hongos, es
por ellos el nombre de micovirus,virus que infectan a los hongos. La diversidad del
microbioma (hongos, bacterias, protezoarios, virus, parasitos), se consideran omnipotente y
se encuentran asociados en casi todas\los organismos vivos, estas asociaciones pueden ser
beneficiosa, neutras o perjudiciales para elshuésped. Estudiar las interacciones permite
comprender la patogenicidad viral en el huésped fingico y virulencia del hongo. Esta
relacién “tripartita” entre virus, hongo y planta, pued€ sestablecerse positiva o negativa
dependiendo del huésped, sin embargo, aiin hay mucho por‘comprender y documentar, si

consideramos que esta area esta siendo explorada recientemente/{Hough et al., 2023).

El control bioldgico de plagas es una alternativa atractiva porque tighén.menor impacto al
medio ambientales, busca combatir plagas utilizando agentes vivos; bdeterias, nematodos,
hongos y virus. Estos ultimos se han utilizado frecuentemente para combatir plagas, ya sea
por infeccion del patdgeno o por proteccion cruzada (vacunacion) (Stenberg-€tial., 2021).
Actualmente se utilizan microrganismo como ingredientes activos para el biocentrol como
Bacillus thuringiensis sp., hongos micoparasitos (7richoderma spp.), biofertilizante
(Penicillium  bilaiae), virus entomopatogenos (baculovirus), Beauveria bassianaq,
Paecilomyces variotii y Metarhizium anisopliae entre otros (De Oliveira et al., 2020; Koller

etal., 2023).
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Tambienresta surgiendo la aplicacion de ARNds, mencionado en parrafos anterior, tienen la
caracteristica de degradar los ARNm mediante ARNi, su alta especificidad de las secuencias
permite qué-toS_ ARNds sean ideales para la aplicacion de insecticidas selectivos, ya que es
una herramientassostenible para el biocontrol de insectos y hongos. Sin embargo su

aplicacion a granfescala atn esté en las primeras etapas (Hough et al., 2022).

El estudio micoviral nes permite comprender la coevolucionado de estos organismos, puesto
que diversos virus fungicosestan ampliamente distribuidos en todos los grupos principales
de hongos. El mecanismo considerado una herramienta de control biologico es la
hipovirulencia, que se caracteriza por la atenuacion de la virulencia del hongo y consecuente
la planta serd beneficiada, se ha documentado una serie de mecanismos moleculares que
ejercen estos virus en los hongos y en~algunos casos las plantas estan involucradas. Se
encontrado interacciones ventajosas en..hongos endofitos y patogenos de las plantas

aumentan la virulencia y la toleran¢ia al calor (Ketta-Loizou, 2021; Umer et al., 2023).

Reportes de micovirus en hongos

Micovirus en Phytophthora

El género Phytophthora se componen principalmente de patégenos vegetales con una amplia
gama de huéspedes, provocando pérdidas significativas enladagricultura y silvicultura. En
P. infestans agente causal del tizon de la papa y tomate, se reportan cuatro virus de ARNds
denominados Phytophthora infestans RNA virus (PiRV 1-4).,PiRV 1 y 2 al parecer
representan una nueva familia, PIRV3 pertenece a la familia Fusdgraviridae y el cuarto
pertenece a la familia Narnaviridae, estos virus se pueden transmitir porvanastomosis hifal
(Cai, Myers, etal., 2019), solamente en el virus PiRV2, reportan dismihucion en la
virulencia del hongo, pero estimula la produccion de esporangio, por lo tanto, §&\predice que
servird como un factor de aptitud para el huésped del virus (Cai, Fry, et al., 2019). En P.
castaneae un patdgeno oomiceto causante de la pudricion de raices y troncos de engarboles
en Asia se identificaron 4 micovirus Phytophthora castaneae (PcaRV1-4), estos virus cauSan

silenciamiento ARNi disminuyendo su virulencia en P. castaneae, sefialan el autor que falta
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investigatse mas a fondo (Raco et al., 2022), por lo tanto, ain se estd generando informacion
si estos Virus, causan hipovirulenca y si pueden ser buenos candidatos para el biocontrol de

enfermedadesfitopatogenas.

En P. cactorum patégeno de la fresa, agente causal de la pudricion de la corona y abedul
platead, alberga dosavirus fungicos Phytophthora cactorum bunya-like viruses 1 y 2 (PcBV1
y PcBV2), en este caso’ si.reduce la tasa de crecimiento en su huésped. La produccion de
elicitinas estaban suprimidas, en los hongos infectados, estas proteinas excretadas
principalmente por especies de Phytophthora y Pythium, interactuan con la planta huésped y
promueven la virulencia del hongo,.lo que indica un supuesto efecto viral en la patogénesis

del huésped (Poimala et al., 2022).

Hipovirulencia en Sclerotinia sclerotiorum

El hongo S. sclerotiorum causa’ptdricion del.tallo en mas de 400 especies de plantas,
causando pérdidas econdmicas en”la~produccion. La hipovirulencia y la presencia de
elementos ARNds en este hongo se ha'documentado.desde 1990, pero no sé, habia estudi6 a
fondo. Se han identificado 33 micovirusy12.virus deARNds+, hipovirus 1 de Sclerotinia
sclerotiorum (SsHV1) y hipovirus 2 de™Sclerotinia sclerotiorum (SsHV2) en S.
sclerotiorum; Sclerotinia sclerotiorum megabirnavirus 1(SsMBYV), Sclerotinia sclerotiorum
botybirnavirus 2, Sclerotinia minor endornavirus 1(SmEV1); ocho mitovirus Sclerotinia
sclerotiorum Mitovirus 1 (SsSMV1/KL-1)y SsMv2/KL, por mencionar algunos, es pertinente
resaltar que solo cinco son hipovirulentos. Dos virus de ARNss-, ARN"de.cadena negativa 1
de Sclerotinia sclerotiorum (SSNSRV-1) y Sclerotinia sclerotiorum rhabdovirus 1 (SsSRhV)
(Jiang et al., 2013; Jiang et al., 2022; X. Yu etal., 2010). Ademas 10 virus’de ARNss+:
Sclerotinia sclerotiorum ourmia-like virus 22 (SsOLV22), Sclerotinia~sclerotiorum
ourmiavirus 17 (SsOV17), Hubei sclerotinia RNA virus 1(HuSRV1) entre otro$ (Khan,
Mukhtar, et al., 2023).

En el trabajo realiza por Marzano y col., (2015), caracterizaron un virus con homologia

similar a SSHV2, nombrado como Scletotinia sclerotiorum hipovirus 2 Lactuca (SsHV2L):
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El virusprovenia de S. sclerotiorum que fue aislado en lechugas (Lactuca sativa L). En este
estudio €ompararon el crecimiento y virulencia en las cepas de S. sclerotiorum. En el hongo
libre de vitus”(curado) se observd pigmentacién oscura tanto en micelio como en los
esclerocios y ‘'mayor cantidad de estos. Mientras que en las hojas inoculadas, se observa
lesiones que son significativamente diferentes en comparacion con los hongos infectados
por micovirus. En la"cepa con el virus SsSHV2L se observo una leve reduccion en el

crecimiento, la produccidon.de esclerocios fue retrasada y en menor cantidad.

Utilizando microscopia electronica, los micelios infectados, qué contenian vesiculas
lipidicas con didmetros de 30 a 40 nim, se observo degradacion de las mitocondrias y nucleo,
un patron similar también fue repértado en SSHV2, SSNSRV-1, ambos causaron reduccion
en el fenotipo del hongo (Gao et al.,2020; Khalifa & Pearson, 2014). SsNSRV-1 un
mimonaviridos hace que su anfitrion crezcalentamente y pierda patogenicidad. Se transmite
horizontalmente a través de fusién/de hifas (Jiang et al., 2022). Los hongos libres de virus

no presentaron los cambios antes me€netonados/(Marzano et al., 2015).

La hipovirulencia por SSHV2L se considera baja a-diferencias de otros virus como SsHV2,
observando unicamente la de reduccion de los €sclerocies, estructuras fiingicas de resistencia
y propagacion para mantener su viabilidad durante largos periodos (Ordofiez-Valencia et al.,
2018). Se detectaron en el ORF regiones que codificaban a 1a proteina p26, con secuencias
similares a CHV1 y SsHV2. La proteina p26 es importante parada.replicacion viral, suprime
el silenciamiento del ARN del huésped. La reduccion de la pigmentacién de SSHV2L puede
ser una alteracion mediada por el silenciamiento del ARN en la expresion.de genes policetido
sintasa (regulacion de procesos moleculares y celulares) necesaria para la biosintesis de
melanina y podria tener relacion con la degradacion de los esclerocios. Pe€ro se necesitan
mas estudios para comprender el silenciamiento a causa de los micovirus en SSHV2L (Gao

et al., 2020).

En todos los micovirales detectados en S. sclerotiorum causan un debilitamiento leveenSu

huésped, crecimiento lento en PDA, disminucion en esclerocios y desarrollo morfologico
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anormalsde la colonia. Las interacciones entre los micovirus y sus anfitriones no
necesariamente son similares, debido a que los virus y sus huéspedes son diferentes. Estos
virus suprimenigenes de amplio espectro que tienen funciones en el metabolito del carbono,
energia, sintesis y*transporte de proteinas, sefiales de traduccion y respuesta al estrés. Por
ejemplo; la pirofosfatasa inorganica esta involucrada en la produccion y la conversion de
energia, relaciona con’eljcrecimiento hyphal y desarrollo de esclerotica y la infeccion en las
cepas infectada por vir@s\se suprime significativament266e la escasez de energia. El gen
para ciclofilina (involucradasn la virulencia) y la proteina integrina (formacion esclerotica
y exposicion hyphal) en Magnaporthe grisea, B. cinerea, C. parasitica y S. esclerotiorum
en estas dos ultimas se ha decumentado supresion de estos genes y por lo tanto,

hipovirulencia (Jiang et al., 2013; Rodriguez et al., 2022).
Hipovirulencia en Fusarium

Las especies de Fusarium estan présentes en'el suelo, partes aéreas y subterrdneas de la
planta. Este hongo es comun en regiones tropicales, templadas y condiciones climaticas
extremas como desiertos. Este hongo afecta gravemente a los cultivos (manzana, tomate,
cafia de azucar, palmera de aceite, arroz) Causande”um gran impacto econdémico. La
enfermedad provoca deterioro en la planta, maduracion a¢elerada en los frutos y muerte en
la planta (Chitwood-Brown etal., 2021). Hasta la fecha”se/reportan 29 micovirus en
diferentes especies de Fusarium; Crysoviridae, Partitivicidae, Megabirnaviridae,
Alternaviridae, Fusagraviridae y Totiviridae y un grupo de ARNds no.asignado, 11 virus de
ARN (+) de cinco familias (Deltaflexiviridae, Hypoviridae, Narnaviridae, Fusariviridae y
Tymoviridae), un virus de ARNss (+) y ARNss(-) de la familia Mymonaviridae (Li et al.,
2019). Aunque se ha informado varios micovirales infectando a Fusarium;’solo un nimero

limitado ejerce hipovirulencia.

El virus Fusarium graminearum 1 (FgV1), virus Fusarium graminearum-ch9 (FgV-ch9),
dos hipovirus Fusarium graminearum hipovirus 1 y 2 (FgHV1 y FgHV2) y Fusariim

oxysporum f. sp. Dianthi micovirus 1 (FodV1) provocan hipovirulencia. Como se menciond
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en pdrrafos anteriores, es necesario establecer sistemas hospederos de virus/hongos, tanto
curados;”introducidos artificialmente o coinfectados. Los dafios que ejerce el virus en el

huésped pueden daiinos, beneficios o neutrales.

Estos micovirus prevenientes de especies de Fusarium pueden ser utilizados como agentes
de control biologice. Por el ejemplo, FgHV2 y FgHV1 es un hipovirus de la familia
Alphahypovirus, asociado.a hipovirulencia, que incluyen tasa de crecimiento reducida,
produccion de conidios y goncentracion de DON (deoxinivalenol), En los experimentos la
cepa libre de virus facilmente sespropaga a los nuevos sitios de inoculacion a las espigas
cercanas portadoras de virus. Lds cepas infectadas retrasan el crecimiento micelial, reducen
la pigmentacion y la cantidad de micotoxinas. En el caso de FgV-ch9 miembro de la familia
Crysoviridae, también asociado a hipovirulencia, reduce la tasa de crecimiento micelial y
reduccion de conidiacion, morfologia anormal de las colonias, citoplasma desorganizado y

virulencia reducida.

El resto de los micovirus identificades'eén este hongo no provocan los cambios fenotipicos.
Reciénteme se identifico un micovirus gque inducey-hipovirulencia en F. oxysporum
denominado Fusarium oxysporum virus tipo ourmia (FoOuLV1), causando rasgos tipos
de hipovirulencia y con capacidad de transmisiéh horizontal, en los experimentos en plantas
infectadas con hongos libre de virus e infectados, se observd disminucion fenotipica en las

cepas infectadas, en este estudio no se especifica los mecanismos.(Zhao et al., 2020).

En un experimento evaluaron la produccion de toxina DON de una cepadibre de virus y una
cepa infectada con un virus de ARNds. La produccion de DON fue, significativamente
diferente, la cepa con micovirus presentdé menor numero de toxina en comparacion con la
cepa sin virus (1.3 y 2,7 conidios por ml consecutivamente). Las esporas fueton/colectadas
en ambas cepas y se inocularon en plantas de trigo, la patogenicidad de la cepa consvirus fue
reducida en comparacion con la cepa infectada, por lo tanto, el virus ejerce disminucion de

la virulencia y nimero de toxina (Sharma et al., 2018).
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Un nueyo.micovirus de ARNds llamado Fusarium graminearum virus de ARNds 5 (FgV5)
difiere en aelacion con la cantidad de toxinas generadas en el hongo infectado, en los
experimentosio sé encontrd diferencias significativas entre las cepas libres de virus, por lo
tanto, no se considera hipovirulentos (L. Wang et al., 2018), por lo tanto, la produccién de
toxinas puede s€r)un.parametro para establecer la hipovirulencia de un hongo con
micovirales.

Las interacciones entre ¥itus-huésped se han estudiado a fondo en Fusarium, se sugiere que
puedan unirse a los promototes de silenciamiento del ARN del huésped, debido a la
homologia del ORF2 en de das”especies de Fusarium con hipovirus. Las proteinas de
esporulacion, los genes asociades .a._transcripcion y traduccion y vias metabolicas se
encuentran silenciados en Fusarium infectado por FgV1; sin embargo, aun es necesario
conocer mas a fondo estos mecanismas'‘para los micovirus de Fusarium. El ORF codifica
proteinasa similar a la papaina (p20) que\estan estrechamente relacionadas con el supresor
de silenciamiento de ARN (p29) de-Erpphonectria hipovirus 1 (CHV1). Estas caracteristicas
moleculares se reportan en cepas fungicas fenotipicamente anormales a diferencia de cepas

no infectada por virus (Wen et al., 2021).
Hipovirulencia del hongo fitopatégeno Bof¥ytis cinerea

La enfermedad del moho gris, causada por B. cinerea, presenta multiples factores de
virulencia, como proteasas secretoras, enzimas que degradan la cuticula y la pared celular
de las plantas, acido oxalico y proteinas inductoras de necrosis y ARN pequefios. Este
fitopatogeno esta distribuido a nivel mundial y puede atacar a masade-1,400 especies de
plantas de interés comercial; pepino, fresa, tomate, uva y plantas ornamentaless, Desde 1990,
se estudia la posibilidad de que los hongos sean portadores de micovirus (Hao et al., 2021).
Se reportan al virus Botrytis X (BVX), Botrytis cinerea endornavirus 1 (BcEV1), Botrytis F
(BVF), Botrytis cinerea hipovirus 1 (BcHV1), Botrytis cinerea Mitovirus 1 (BCMV1I),
Botrytis cinerea mymonavirus 1 (BcMyV1), micovirus cinerea mymonavirus (BbMyV1),
virus del ARN de cadena negativa Botrytitis cinerea (1BcNSRV-1), partivirus de la Botrytis

cinerea 1 BcPV1, el virus semejante al virus de la ourmia (Bolv1).
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Los virus.BcEV1, BcFV1, BcHVI1, BcMV1, BcMyV1, BcNSRV-1, BcPV1, BcRV1, and
BOLV 1y estaban relacionados con fendmeno de hipovirulencia, sin embargo, ninguno de
estos virus‘terifa potencial como agentes de biocontrol de enfermedades causadas por B.
cinerea. Esto~puede relacionarse transmisibilidad horizontal limitada de los micovirus
posiblemente debido’a la incompatibilidad de hifas entre los aislados hipovirulentos o baja
competitividad de 16s).aislados hipovirulentos infectados con micovirus debido al

crecimiento micelial deficiente

En muestras fungicas de tomatey se observo un aislado de color rosado de B. cinerea
ligeramente debilitado, identifi€ando a Botrytis cinerea partitivirus 2 (BcPV2). La cepa
QT5-19 (llamada asi por los autoré€s),se compard con otras cepas virulentas. QT5-19 formo
colonias de color rosa, sin produccién~de conidios, esclerocio, sin embargo, la tasa de
crecimiento radial no similar al resto de las.cepas. En los analisis de patogenicidad en hojas
de tabaco, pepino, fresa y uvaj se observarom, lesiones pequefas. Las cepas sin virus
presentaron colonias color gris cofi produccidn.de conidios y esclerocios y en las hojas
inoculadas formaron lesiones grandes de.3.a 4 cm:Leslautores concluyen que la cepa BcPV2
estd estrechamente asociada a hipovirulencia.de B. ‘cinerea. Aunque el virus no reduce su
tasa de crecimiento, pero si su patogenicidadsyayque se observé disminucion de conidios y
esclerocios. Probablemente, la tasa de crecimiento de este hengo infectado por BcPV2 puede
tener potencial para biocontrol de enfermedades de B. cinierea, ya que presenta alta
competitividad de crecimiento y transmision horizontal positiva/(Kamaruzzaman et al.,
2019). Parametros similares se utilizaron en una cepa infectada con dos)virus de ARNds de
la familia Partitiviridae con alta similitud en la secuencia de proteinas\de la capside con
Fusarium poae micovirus ARNds. Los pardmetros asociados con la virulencia, actividad
lacasa y tasa de esporulacion en la cepa con virus fueron bajos en comparaciéneon las cepas

libres de virus.

La lacasa es secretada por B. cinerea para proteger al hongo de los metabolitos toxicos
formados durante la patogénesis y reducir la actividad de la lignificacion del huésped,. s

capaz de degradar resveratrol y pterosilbeno que se encuentran en la uva. Se consideran
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patogenes _débiles, las cepas donde reducen o suprimen la produccion de la lacasa. Por lo
consiguiente, el micovirus ejercio la hipovirulencia en la cepa al encontrar estos parametros
de virulencia“baja (Potgieter et al., 2013). Otro pardmetro para medir la virulencia son las
estructuras de'infeccion, que incluyen opresorios y cojines de infeccion, que desempefian un
papel importante {durante los procesos de infeccion en hongos patdégenos de planta, con la
finalidad de penetrap’en la planta hospedera. En las cepas hipovirulentas infectados con
Botrytis cinerea hipovirtis\] (BcHV 1) y Botrytis cinerea fusarivirus 1 (BcFV1), suprimieron
la virulencia de los opresorios”y cojines de infeccién en comparaaion con las cepas curas

(Hao et al., 2018).
Hipovirulencia del hongo fitopatogeno Cryphonectria parasitica

La enfermedad del tizon del Castafio es.causada por el ascomiceto C. parasitica. En Estados
Unidos, se propagé rapidamente, en’1950vhabia destruido en su totalidad los ejemplares de
castafio. Actualmente, se ha documentado cancro del castafio en cuatro continentes: América
del Norte, Asia, Europa y Africa. La plaga ha afectado principalmente las regiones de Italia,
extendiéndose a Francia, Suiza y Eslovenia (Rigling"&-Prospero, 2018). Cabe mencionar
que C. parasitica, es un patéogeno importante en Europa y,se encuentra en la lista A2 de la
Organizacion Europea y Mediterranea para la-Proteccion/de)las Plantas (EPPO, 2023). En
1950 en Italia se informd por primera vez el fenomeno de hipovirulencia por Cryphonectria
hipovirus 1 (CHV1), un virus de ARN no encapsulado de la familia\Hipoviridae que atentia
la virulencia en las cepas fingicas comparando con otros hongos ‘virulentos que penetran y

destruyen las capas de la corteza (Choi & Nuss, 1992).

Se observd que algunos ejemplares los cancros comenzaban a cicatrizar a“diferencia de
aquellos que destruian la corteza. Las cepas aisladas en muestras de cancros{(Cen infeccion
leve o con cicatrizacion, presentaron disminucion en los conidios, virulencias, pigmentacion
y crecimiento micelial alterado (MacDonald, 1991). Actualmente, se reportanscuatro
hipovirus llamada Cryphonectria hipovirus 1y 2 (CHV1, CHV2-Europa), 3 y 4 (CHV3,
CHV4-América del Norte). Los virus CHV2 y 3 ejerce una hipovirulencia fuerte: debilitante
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sobreeLhongo, crecimiento lento, aislamientos de color marrén, micelio fino y conidiacion
reducida; y*las colonias a menudo presentan margenes lobulados, esporulacion normal,
produccion®de”pigmento naranja, respectivamente (Garcia-Pedrajas et al., 2019; Hillman

etal., 2018).

Utilizando el métode’de ARN-seq en cepas hipovirulentas con CHV1 se ha encontrado que
afecta las vias metabélicas, genes relacionados con metabolito, vias de sefializacion,
virulencia y silenciamientordel ARN antiviral del huésped. Este ultimo tiene la funcion de
suprimir las defensas del huésped evitando que defienda del virus y causar hipovirulencia.
Las cepas virulentas (libre de” virus) pueden penetrar y destruir la corteza, causando
marchitamiento y muerte del hospédero. Caso contrario de las cepas infectas con CHV1 que
reducen la sintomatologia sanando los~cancros para la sobrevivencia de la planta. Los
mecanismos moleculares son inciertosey.pueden estar relacionados con interacciones
postranscripcionales como el silefigiamiento de-genes o cambios en el metabolismo (Bocos

et al., 2022).

También se ha estudiado cepas mutantesedel hipevirtus CHVI1-EP713, que carecen de
algunos dominios codificantes para p29 y p40 codificadesen el ORFA, y p48 codificado por
ORFB, se utilizaron con éxito para mapear faetores viralg¢s para sintomas y modulacion de
la virulencia y replicacion del virus en cepas hipovirulentas. Estas proteinas interactian
mecanismo de contradefensa para eludir la vigilancia del huésped y puede inhibir la
regulacion transcripcional. La p26 tiene la funcion de disminuir los niveles de Dicer y
Argonauta, proteinas esenciales para el silenciamiento antiviral (Eusebio-Cope et al., 2015).
El beneficio de estos micovirus surge como medida de control biologico del tizén del castafio
y permite conocer la expresion de la virulencia del hongo patogeno. Este virfus es un modelo
basico para emplear estrategias de control bioldgico, si se pretende utilizar a los.micovirus
para el biocontrol es importante conocer la historia desde la infeccion del “patdgeno,

caracteristicas de infeccion de los virus y sobre todo la interrelacion del hongo-virus:
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Hipovirulencia del hongo fitopatégeno Rosellinia necatrix

El ascomiceto Rosellinia necatrix causa la pudricion de la raiz en plantas lefiosas y herbaceas
(aguacate, durazno, frambuesas, cacao, manzana; flores como la rosa, clavel, gerbera) en
mas de 197 especiesique abarcan 50 familias, por lo tanto, esta distribuida en todo el mundo
(Takemoto et al., 2009), Para su control quimico se utilizan fungicidas efectivos, pero ponen
en riesgo a la agricultdra.sostenible y medio ambiente. En R. necatrix se reportan virus
ARNds de la familia Reoviridae (RnMYRV-3W370), Rosellinia necatrix partitivirus 2
(RnPV2), Rosellinia necatrix partitivirus 11 (RnPVI11), Rosellinia necatrix partitivirus
25 (RnPV25) (Telengech et al.,2020), Rosellinia necatrix fusagravirus 3 (RnFGV3) (Chun
& Kim, 2021), Rosellinia necatrix.megabirnavirus 1 (RnMBV1) (Yaegashi et al., 2016).

En este ultimo virus se inform6 que ejereicio silenciamiento de genes ARNi, debido a una
infeccion viral en R. necatrix. Se m@nciond en parrafos anteriores, que el silenciamiento de
ARN es un mecanismo de defensacontra la inféccion viral, activando varias proteinas para
inhibir la replicacion (Complejo de silengiamientorsinducido por ARN [RISC]). Utilizando
secuenciacion del genoma fueron identificadas proteimas-similares a Dicer (RnDCL-1 y - 2),
Argonauta (RnAGL-1, -2 y -3) y cuatro ARN polimerasa‘dependientes de ARN ( RnRdRP
-1, -2, -3 y -4). Estas proteinas se encontraban-wréguladas positivamente por la infeccion, los
resultados de los niveles de expresion principalmente RnDCL-2, RnAGL-2, RnRdRP-1 y
RnRdRP-2 en la cepa infectada fueron de 2 a 4 veces mayoresa.diferencia de la cepa libre

de virus. .

Sus resultados difieren de C. parasitica y Neurospora crassa que tevelaron regulacion
negativa en los genes relacionados con silenciamiento de ARN. Por lo tantos1a regulacion
positiva de los genes relacionados con el silenciamiento del ARN no es fiécgsaria para
inducir el silenciamiento del ARN. Probablemente, los micovirus de R. necatrix estan
interfiriendo en otros mecanismos. Los autores sefialan que no es muy claro como estos
genes estan involucrados en el silenciamiento de genes del ARN, pero se encuentra tina

relacion entre los crecimientos anormales de las cepas de R. necatrix. Se observd crecimiento
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micelialsreducido en las cepas transfretadas y colonia anormales. Estas caracteristicas
fenotipicasse reportan en otras cepas infectadas (Arjona-Lopez et al., 2021; Yaegashi et al.,
2016) a difereticia de la cepa libre de virus qué su tasa de crecimiento micelial es mas alta

(Kanematsu et-al42004; Telengech et al., 2020).

Analisis filogenético de micovirus
El genoma de los micoyifus se puede clasificar en ARNds, ARNss y una familia de ADN

circular de cadena sencillayreportado por primera vez por Yuy col. (2009). El micovirus fue
aislado de un esclerocio de”S. sclerotiorum producido en Brassica napus enfermo de la
provincia Hunan, China. El estudio consistio en realizar un bioensayo de virulencia en
Arabidopsis thaliana infectada conaiha cepa libre de virus, una cepa infectada y otra curada.
El crecimiento micelar, morfologia colonial, y la prueba d virulencia en las hojas se realizd
seguin lo descrito por Zhang y col. (2009). Fueron contados los esclerocios producidos por
las colonias y se midi6 el tamafio.dé los esclerocios. Para el analisis molecular las muestras
fueron obtenidas n papel celofan sobre agar papa dextrosa (PDA) a 20-22 °C. Se extrajo el
ADN siguiendo el procedimiento de-Sambrook-(1989). Para e ARN se utilizé un Kit de
Trizol (invitrogen), tratadas con DNasa I'(libre de ARNSsa) antes de su uso. Para la secuencia
de ADN se utilizo el Kit de gel de ADN de Axygen,«amplificado por PCR usando 9-mer
cebadores aleatorios y un fragmento de ADN d€ aproximadamente 400 pb amplificando con
un cebador aleatorio (5"CGTCGAATA 3’), confirmando el fragmento de ADN por el
analisis de hibridacion de transferencia Southern.

La secuencia y analisis filogenéticos del ADN se analiz6 con DNAMAN 5.2.9 (Lynnon
Biosoft). La similitud de secuencias y proteinas se uso la base de datosdeGeBank y BLAST.
El andlisis estadistico de los datos experimentales se llevo a cabo con el programa SAS

ANOVA y comparando la diferencia significativa (LSD).

La cepa DT-8 (infectada con virus) se desarrolld lentamente en PDA similar a~la cepa
Ep.1PN (Infectada con virus ARNds). La cepa DT.8 fue capaz de producir esclérocios
alrededor de 3-5 dias mas largo y fue significativamente menor que la cepa sin virus (DT~

8VF). La cepa curada DT-8VF recupero su virulencia en la planta, en comparacion con [a
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cepa DIJ=8 la cual debilita al hongo causandole hipovirulencia. Esta cepa durante la
extraccién.del ARNds o ss no tuvo éxito por lo tanto se procedio a realizar la extraccion de
ADN genomico_y se resuspendié en ARNs con tampon TAE y sometiendo a electroforesis
en gel de agarosaal 1% tefiido con bromuro de etidio. En el gel se mostraron dos bandas del
ADN genoémico del hongo, dos bandas de ADN adicional de 2 kb y 0,3 kb (LDE y SDE
respectivamente). La”LDE se confirm6 que son elementos gendmicos virales, que son
particulas icosaédricas d&,20 a 22 nm de didmetro, con una proteina de peso molecular de
35 KDa la cuales es una proteifa de la cubierta (CP). Por lo tanto, la cepa DT-8 presenta un
genoma viral DNAss circulargneimbrado Sclerotina sclerotiorum hipovirulencia asociado a

un virus de ADN 1(SsHADV-1).

El analisis filogenético de SSHADV-1 éstd'relacionado con un virus de plantas, Germinivirus
su evolucion puedo a ver originado de\un replicon DNAss que adquirid nuevos genes
adquiriendo moléculas para adaptarse a la planta. Presenta similitudes con el virus del
garbanzo, del frijol y tabaco.

Su estructura de Rep y genoma son similares a lo§ de-Mastreviruses y muestra diferencias
en la capside de todos los Germinivirus por (o tanto comparten un ancestro comun, adquirido
las capas de las proteinas de forma independiente. “Elf"descubrimiento de este virus
proporciona informacidn sobre la evolucion de los Germinivirusyy sus posibles antepasados.
El genoma de SSHADV-1 es muy pequefio y puede extraerse f4cilmente a partir de cepas
infectadas, por lo tanto, tiene atributos para ser candidato como Kerramienta genética para
estudios gendmicos y de control biologico de patdgenos fingices ya que confiere
hipovirulencia y puede ser transmitido vegetativamente y puede extenderse ¢ forma natral
en condiciones de campo.

La mayoria de los micovirus de ARNds presentan cépsides isométricas, clasificados en
Totiviridae, Partiviridae y Chrysoviridae posee genomas monopartite, bipartido y
cruadripartitas, respectivamente. Su evolucion aun no es muy clara para los micoviras de
ARNds, hay poca evidencia de que haya transferencia horizontal de genes (HGT), por

anastomosis hifal. Para conocer la evolucion de los micovirus de ARNds por HGT.
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Liu y col. (2012), realizaron un analisis filogenético de dos micovirus aislados en S.
sclerotiorum en plantas de girasol (Helianthus annuus) enfermas. Aisladas en PDA a 20 °C,
almacenadas a™4 °C para s conservacion. La extraccion y purificacion de los micovirus, se
realizo triturado el micelio en nitrogeno liquido, eliminado ADN y ARN de cadena simple
mediante la digestiéon con nucleasa y DNAasa I. Para la purificacion del ARNds se utilizd
un Kit AxyPrep DNA (Axigen), para la sintesis de ADNc y clonoacion molecular de L-
ARN(dES, utilizando un adaptador ligasa amino 3 &)
pGCATTGCATCATGATCGATCGAATTCTTTAGTGAGGGTTAATTGCC-NH 2 -3'),
para ligar al extremo 3' del segménto S-ARNds purificadas utilizando ARN ligada de Ty se
ligo el ARNds por transcripeion inversa con un cebador complementario 1(5'-
GGCAATTAACCCTCACTAAAG=3Y.

El ADNc se amplifico con el cebador complementario 2
(5cTCACTAAAGAATTCGATCGATC-3'). Los productos resultantes recuperados se
purificaron con el Kit de extraccion-Axygen, clonado en el vector pMD18-T (TAKARA). El
ADN fue secuencio por el método Sanger. RealiZzaron un analisis de hibridacion de Northern,
el cual verifica los clones generados de DNAe con€eLARN purificado d L-ARNds, S-1y S-
2 de ARNds se marcaron con P dCTP, utilizando un kit.de radio-etiquetado (TAKARA). El
analisis de la secuencia y proteina de los viruss\d ARNds Semtilizo la base datos del sitio web
NCBI. Para la busqueda de similitudes de los datos NCBI)GenBank se realizaron el
programa Blast y la busqueda de proteinas se utiliz6 el domini6 NCBI-CDD. Ademas, se
realizaron arboles filogenéticos utilizando dos métodos: maximo verosimilitud (ML) e
Inferencia bayesiana (BI) para la secuencia de los aminoacidos alineados.

A partir del hongo S. sclerotiorum se aisl6 Sunf-M un micovirus monopartite que presentan
linaje evolutivo diferente a los virus ARNds y el segundo pertenece a la familia Partiviridae.
La cepa Sunf-M presento tres bandas de ARNds (L, My S ARNds). La Secueneia y*analisis
de Northern presento dos bandas de S ARNds S-1 y S-2 (156 pb y 1783 pb de“longitud,
respetivamente). La organizacién genomica de L-ARNds presento dos marcos de lecturas
(ORFs y ORF1). ORFI codifica proteinas de 1305 aminoacidos (aa) con masa moleculdr de

144 kDa. La busqueda de secuencia de BLAST mostré similitud significativa con proteinas
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de tres yirus ARNds no clasificados (Vid asociado a totivirus) en Fusuariu graminearum 'y
Phlebiopsisi gigantea. ORF2 codifica la proteina 1388-aa con una masa molecular de 146,2
kDA con una_similitud con un virus de ARNds no clasificado aislado en Diplodia
scrobiculata. ‘Lasproteina comparte similitud con Totiviridos y Chrysoviridae, el ORF
contiene dominio§ conservados con ocho virus de ARNds. La region de L-ARNds comparte
similitud con el dominiosPhytoreo S7, se caracteriza por generar proteinas S7 que son
proteinas del nucleo wixal, como el micovirus Chrysviridae aislado en Penicillium

chrysogenum, asi como otrosvirus.

1.3.3 Theobroma cacao L. (1753)

El cacao es un cultivo emblematico deMéxico, su fruto es una baya comiunmente llamado
mazorca, sus semillas son seleccionadas.para su fermentacion, secado y finalmente su
trituracion, obteniendo una pastd de color cafésllamada chocolate. Cacao proviene de la
palabra Maya Ka’kau, Chocol ha“y el -verbo/chokola’j “beber chocolate juntos” (Diaz-
Valderrama et al., 2020).

Figura 14. Caracteristicas basicas del Arbol; a) arbol de 7. cacao; b) Ramillete de flores;
¢) vaina o mazorca de cacao; d) Haz de la hoja del arbol de cacao.
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El cacaosproviene de un arbol de la subfamilia Sterculioidea de la familia Malvaceae, se han
descrito‘alrededor de 22 especies en el ambito mundial, en México podemos encontrar a 7.
bicolor y Ti=edcao, se desarrollan en habitat restringido a bosques humedos del Neotropico
(Kongor et al;;»2048). Es un arbol perennifolio de 4 a 10 m o mas, sus hojas son grandes,
colgantes, elipticasu’oblongas, de punta larga ligeramente gruesa, verde oscuro en el haz y
mas palidas en el envés que cuelgan de un peciolo. El tronco puede ser dimoérfico, con brotes
ortotropicos o chupones; ramas en forma de abanicos, es una especie cauliflora debido a que

sus flores aparecen insertadas'Sobre el tronco.

Las flores son pentameras, hermafroditas, actinomorfas formando ramilletes sostenidas en
un pedicelo de 1 a 3 cm. La mazorca'tiene una forma ovoidal, alargado y a veces puntiagudo
(figura 14). Pueden llegar a medir entré 12'y 30 cm de largo y contiene alrededor de 30 a 40
semillas o frijoles envueltos por unaspulpa mucilaginosa, rica en azlicares (glucosa, fructosa
y sacarosa), con un pH de 3.0 a 3.5-yzalto contenido de proteinas. Se cultiva en millones de
pequefias granjas familiares, y ofrec€ beneficiofpara la conservacion del suelo. En el oeste
de Africa, América Latina y sudeste asiaticoses ufl cultivo de gran importancia econdmica
generando ingresos a mas de 4.5 millones de familias tufales (Kongor, et al., 2018; Bailey,

et al., 2018).

En una revision realizada por Kongor y col., (2018), reporta el 70 % de la produccién
mundial de cacao tiene lugar en la region ecuatorial y Africa occidental y el resto en regiones
ecuatoriales central y Africa del Sur, las Antillas y zonas tropicales de Asia. En América se
cultiva desde México hasta Brasil, Ecuador, Colombia, Republica Dominicana, Pera y
Venezuela. Brasil y Ecuador son los principales productores con 235 y 138.mil toneladas,
respectivamente. El clima tropical humedo, lugares fértiles y drenados, zonas"eon poca luz
son condiciones aptas para el cultivo de cacao. Estos entornos son aptos para la proliferacion
de una gran diversidad de enfermedades fitopatogenos del cacao, las bayas-pueden
permanecer en el arbol de 5 a 6 meses, generando ecosistemas aptos para las enfermedades

(Ramirez-Guillermo et al., 2018).
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La produccion de cacao en México esta centrada en los estados de Tabasco y Chiapas, con
61,600 ha de superficie cultivable, de la cuales se cosecha 37 mil toneladas anuales, en los
afios 70 y“90" presentaron un incremento de la produccion. Actualmente presenta un
decaimiento debido a las enfermedades fingicas, principalmente por la presencia de M.
roreri (SAGARPA; 2019), identificada en el 2005, propiciando abandono y falta de manejo

agronoémico.

1.3.4 Enfermedades fungicas que afectan a 7. cacao

El sector agroalimentario es una de las actividades socioecondomicas mas importantes a nivel
mundial por proveer una gran diversidad de productos alimentarios para satisfacer las
necesidades humanas. No obstante, este se ve afectado por cambios globales que inciden en
la economia y la produccion de los agricultores. Una de las afectaciones primordiales es la
presencia de enfermedades microbianas,eausan pérdidas significativas en la produccion del
producto (Aguiar et al., 2023). No obstante,daspresencia de los microorganismos en los
ecosistemas y en las plantas son importante; preporcionan nutrientes, mejoran el sistema
inmunolégico, facilitan la absorcion—del agua, gpromueven su crecimiento, eliminan
enfermedades transmitas por el suelo, y €l microbioma’es considerado como un reservorio

de genes (Lemanceau et al., 2017; Tosi et al.,£2020).

El cacao (Theobroma cacao L.) de la familia Malvaceae,”es;uno de los cultivos mas
importantes a nivel mundial, que se enfrenta a diversas problematicas, principalmente por
enfermedades fitopatogenas (Tadeo-Sanchez & Tolentino-Martinez,2020). Es fuente
econdmica para muchas familias, materia prima para la elaboracion de productos
alimentarios, contribuye en el mantenimiento de la biodiversidad de la flora, fauna y
fertilizacion del suelo. Se cultiva en mas de 58 paises de Africa, América, Asia)y Oceania
(Aikpokpodion, Motamayor, Adetimirin, Adu-ampomah, etal., 2009) y su“produccion
mundial en 2022 fue de 4,923 mil toneladas; mas del 96% de la produccion precede de
pequefios agricultores (MIDAGRI, 2022); 75% proviene de Africa Occidental, ocupandorel

primer lugar de la produccién anual y menos del 20% del continente americano. La
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produccién de cacao en México es de 28,106 toneladas de grano siendo los estados de
Tabasco; Chiapas y Guerrero las principales regiones productoras (SEDER, 2021).

La produccién’del grano se ha visto afectada principalmente por hongos fitopatdogenos con
pérdidas que pueden oscilar entre el 40 al 100% (Diaz-Valderrama et al., 2020). En la tabla
2, se presenta un listade de los hongos fitopatogenos que afecta al cacao. Los fitopatogenos
importantes son: Moiiiliophthora roreri, causante de la podredumbre helada de la vaina
(FPR); M. perniciosa, agente causal de la enfermedad escoba de bruja (WBD) (Bailey et al.,
2018); Phytophthora palmivora, Phytophthora megakarya, P. theobromicola, y
Nodulosporium sp., producen la.€nfermedad de la mazorca negra BPR (Decloquement et al.,
2021; Gonzalez Ruiz et al., 2019)7 También se reporta otros patogenos como Ceratocystis
cacaofunesta (marchitez del cacaopor.Ceratocystis o “Mal de machete”); Oncobasidium
theobromae (muerte regresiva por estria‘vascular); Lasiodiplodia theobromae causa muerte
descendente y pudricion negra o _earbon de las mazorcas; Rosellinia pepo y Rosellinia
bunodes son los agentes causantes<de la ‘pudficion negra de la raiz, también llamada

pudricion de la raiz por Rosellinia (Delgado-Ospinaet al., 2021).

Tabla 2. Especies de hongos y oomicetes{que causan.€nfermedades en 7. cacao, a nivel
mundial.

Fitopatogeno Partes aéreas de la planta-fruto Nombre de la
enfermedad
Moniliophthora roreri Fruto Agente causal de la

pudricion helada de la
vdina del cacao
Moniliophthora Es€oba,de bruja
perniciosa
Phytophthora
megakarya
Phytophthora capsici
Phytophthora La enfermedad/de la
theobromicola Tallo, fruto y hojas Vaina Negra (BP)
Phytophthora
palmivora
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Phytophthora
citrophora
Ceratosystis Marchitez del cacao
cacaofunesta por Ceratocystis 0
“Mal de machete”
Lasiodiplodia Tallo y fruto Muerte descendente y
theobromae pudricion negra o
carbon de las
mazorcas
Ceratobasidium Hoja (Muerte vascular) Muerte regresiva por
theobromae rayado vascular
Rosellinia pepo y Raiz Agentes causantes de
Rosellinia bunodes la pudricién negra de
la raiz o pudricion de
la raiz por Rosellinia
Agente de la pudricion
Armillaria mellea de la raiz de Armillaria
o fisura del cuello

Moniliophthora roreri (Moniliasis del.cacao)
Es un patdgeno altamente especializado‘desplantas‘de ¢acao, se ha informado que infecta a

dos géneros de la familia Malvaceae (Theobroma y Hérrania). La podredumbre helada es
causada por M. roreri, infecta principalmente a los frutos causando una asociacion
hemibiotrofica (Bailey et al., 2018). Debido a la sintomatoldgia,la enfermedad fue llamada
helada, ceniza, mal palidico, polvo, describiéndola como licu¢faccion de la mazorca,
podredumbre acuosa o podredumbre de monilia (Evans, 2016). En 1933 Colombia nombro
a la enfermedad como Moniliasis o podredumbre de la monilia (Monilig-roreri) (Bailey et
al., 2018).

Se han descrito a cinco grupos genéticamente diferentes distribuidos en varios.paises y es
importante conocer la diversidad genética de moniliasis, debido a que permit€, general
estrategias de control de patdégeno (Barbosa et al., 2018). Phillips-Mora y colg(2007),
informa que Colombia, presenta mayor diversidad de este hongo, los autores) han
desarrollado la hipotesis de que probablemente la enfermedad comenzd en ese pais.s

Venezuela, Panamd, Costa Rica, Nicaragua, Honduras y Peru presentan baja diversidad
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genéticaslo que sugiere una rapida y reciente presencia del M. roreri. La variacion genética
permite ‘que’ [os patogenos se adapten a las condiciones ambientales, permitiendo que los
organismos~evolucionen rapidamente y generando nuevas cepas patdogenas con mayor
resistencia a compuestos quimicas. La dispersion de M. roreri se debe principalmente a las
actividades humahas, distribuyendo las esporas de pais a pais. El patdgeno se ha extendio
desde Venezuel en 1940,.en Panamé en 1970, llegando a Honduras, Belice, Costa Rica,
Nicaragua, Peru, Guatemala, México en el 2005 y el mas reciente en Alto Beni de Bolivia en

el 2015 (Correa Alvarez et.al,;2014; Phillips-Mora et al., 2015).

La propagacion del hongo comienza con la propagacion de la espora, se ha documentado
que en una plantacion hay alrededor de.44 millones de esporas (aproximadamente), que se
dispersan facilmente de fruto a fruto.(Das _esporas germinan en los frutos, a través de la
cuticula, penetrando en los tejidosqntereelularmente. Los sintomas externos son visibles
después de 40 a 90 dias, se observan-deformaciones o protuberancias, las mazorcas jévenes
la infeccion serd mayor y por lo tanto la infeccion serd mas agresiva internamente. La fase
biotrofica dura alrededor de 45 y 95 dias, cambios a _fase necrotréfica, caracteristico de los
hongos intracelulares de paredes delgadas produciendoda muerte del tejido (B. A. Bailey,

Evans, Phillips-Mora, et al., 2018).

Algunos frutos pueden ser asintomaticas, cuando el tejido presenta.necrosis internamente en
la superficie del fruto apareceran machas oscuras con aparien€ia aceitosas (figura 15).
Debido a la descomposicion de las almendras, la masa blanca es perjudicada junto con los
tejidos internos, cuando las manchas oscuras se extienden en toda la mazorca,.se comenzara
a formar una felpa blanca que corresponde al micelio del hongo, después”de 7 a 15 dias
emergera la espora de tipo conidio color crema (B. Bailey et al., 2018; Rodrigucz/Polanco

et al., 2024).
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Propagaciéon del hqngo, vaina Deformaciones o Manchas oscuras con apariencia
infectada con apariencia tipica protuberancias (40 * 15 dias). aceitosa (63£10 dias).
“helada”.

Duracién del ciclo de la
monilia (68-74 dfas)

Pudredumbre acuosa o Liberacion de lasg@Sporas . .y
9 . P ) Inicio de la esporulacién,
pudredumbre de monilia (dispexsion de las as por

. - comienza a desarrollar esporas
vients; Havia, insectos o L. =
. N fingicas (80 15 dias).
Intervenc¢ion humang). =

Figura 15. Propagacion de Moniliophthorasroreri en_plantas de Theobroma cacao (B.

Bailey et al., 2018; Rodrigue-z Polanco et al., 2024).

Moniliophthora perniciosa (Escoba de bruja)
Es una enfermedad altamente agresiva, que afecta a uno de los productos mas importantes

del mundo, reduciendo la produccion del grano de 35 a 90%, con pérdidasde méas de 200,000
empleos. Es un patogeno flingico hemibiotrofico del cacao (conocido antes como Crinipellis
perniciosa), se encuentra distribuido en Bolivia, Brasil, Ecuador, Granada, Panama,
Colombia, Guayana Francesa, Peru, Trinidad y Tobago, Surinam y Venezuela,(Evans,
2016). Se ha reportado 4 biotipos de esta especie, el biotipo C es especifico en plantas de la
familia Malvaceae (Theobroma y Herrania).

Presenta diversos modos de penetracion, a través de las estomas y el tricromico. Infecta<os

organos de la planta, ramas, cojines florales y mazorcas. Entre los sintomas tipicos sé€

Lucero Vazquez Cruz-2024 53



Anadlisis de la presencia de micovirus e identificacién molecular de hongos enddfitos en AL
plantaciones de cacao (Theobroma cacao L.) en Tabasco

encentran, brotes anormales que causan hinchazon en los tallos y yemas, conocido como
escobasdebrujas del cacao. Aligual que M. roreri, las mazorcas se distorsionan, maduracion
anormal y fiectosis externa e interna en tejidos y semillas (Meinhardt et al., 2008; Meraz-

Pérez et al., 2021

Arbol infectado con sintomas Después de 3 a 14 semanas se

de escobas de brujas. presenta deformacién y
engrosamiento del pedinculo.

Basidiocarpo y formaciéon de  Fase necrética: pudredumbre De 4 a 6 semanas los frutos
esporas. del grano. adquieren forma de fresa de
consistencia dura y presencia
de manchas oscuras.

Figura 16. Propagacion de Moniliophthora perniciosa en plantas.de Theobroma cacao

(Evans, 2016; Meinhardt et al., 2008).

La espora se dispersa cualquier movimiento, aire, manipulacion humana e inSectos (figura
16). Una vez que el micelio se encuentra en los tejidos el tiempo de incubacion puede variar
de 3 a 14 semanas, el hongo causar un desequilibrio hormonal deformando la corteza y la
médula. En esta fase el hongo se encuentra en una fase de crecimiento biotrofico,
produciendo hifas intracelulares, desarrollandose en el tejido meristematico causando/que

las yemas axilares generen brotes laterales similares a una “escoba de bruja”, tambi€n
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conocCidet, como hipertrofia e hiperplasia, proliferacion de brotes auxiliares y tallos
anormales.

Los tejidos=inifectados permanecen verdes de 4 a 6 semanas, posteriormente aparecen
manchas oscurasy luego se secan lentamente pasando a una fase necroética. Una vez que los
tejidos se secan dparecen las clamidosporas y las escobas secas forman basidiocarpos que
son liberados al aire durante 2 a 8 dias y se reinicia el ciclo de infecciéon (Meinhardt et al.,

2008; Evans, 2016).

Phytophthora (Mancha negra dela mazorca)
La mancha negra de la mazorca’o podredumbre negra es ocasionada por varias especies de

Phytophthora, de la clase Oomicetos. Presentan celulosa en su pared celular, a diferencia de
los hongos verdaderos que presentan quitina. Su micelio es filamentoso hialinos, ramificados
y no septados (Perrine-Walker, 2020). En una revision realizada por Wang & Jiao (2019),
reportan mas de 200 especies de”Phytophthora,.distribuidas en la mayoria de los paises y
diversos anfitriones. Las especies son-patogenas_hemibiotrdoficos (bidtrofos a necrotrofos),
infectan a diversos productos agricolas y/forestales, por ejemplo; P. sojae, P. parasitica, P.
capsici, P. palmivora y P. citricola que infectan a soja, tabaco, pimienta, papaya, citricos,

consecutivamente, por mencionar algunas (Adeniyi, 2019).

Se ha reportado a cinco especies de Phytophthora que infectansa.T. cacao; P. citrophthora,
P. capsici, P. megakarya, P. tropicalis y P. palmivora, sen \fitopatdgenos de gran
importancia, se estiman pérdidas de 700,000 toneladas que equivalen a 30% de la
produccion, con pérdidas aproximadas de 3.800 millones de ddlares, anivel mundial (Evans,
2016; Adeniyi et al., 2017). P. palmivora se encuentra en la mayoria de los paises; P.
megakarya en Africa Occidental, P. capsici en areas de América Central, BrasikCamertn y
Caribe; y P. citrophthora en Brasil, Indonesia e India (Adeniyi, 2019).

Las especies de Phytophthora, infecta los tejidos internos del fruto, a las raices yrtallo, en
cualquier etapa de desarrollo. La infeccion en las plantulas y raiz presentan pudricion, en
tallo y ramas causa chancros (figura 17). Una vez infectada a los frutos, 30 horas despugés

inicia a aparecer puntos negros traslucidos con apariencia acuosa, entre 7 a 14 dias estas
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manchasese oscurecen (Evans, 2016). Estas lesiones necroticas de color café se extienden
rapidameénte;,, después de 3 a 5 dias se observa manchas blancas o esporas blanquecinas
formando el‘miCelio y los esporangios del hongo. Los frutos enfermos son blandos y presentan

necrosis interna de entre 30 y 100% (Rodriguez Polanco et al., 2024); Adeniyi et al., 2017).

De 3 a 5 dias aparecen los
primeros sintomas; puntos
negros en las vainas.

Esporangio: estructura de

reproduccion. Necrosis en los tejidos externos
y esporas blanquecinas, aparecen
de 7 a 14 dias.

Necrosis progresa, las Necrosis se.extiende en los
esporas pueden ser tejidos externosg evnternos.
dispersadas por los insectos.

Figura 17. Propagacion del género Phytophthora en plantas de Theobroma cacao (Phillips
W., y Cerda BR, 2007; Rodriguez Polanco 2024; Adeniyi et al., 2017).

Este hongo fitopatdogeno puede infectar al fruto de cualquier edad y las medidas de control
pueden ser ineficientes. P. megakarya es considerada la especie mas agresiva y-virulenta, las
lesiones abarcar el 100% de los frutos y puede afectar al resto de los frutos en €re¢imiento
(Figura 4). Adeniyi et al., 2017, explica que los sintomas o lesiones esté relacionadacon la
humedad, a mayor humedad la infeccion es mas rapida (se puede producir alrededor-de
cuatro millones de esporangios). Los frutos enfermos deben retirarse, debido a que

representan un indculo, por un periodo de tres afios o mas.
e
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1.4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Evaluar la presencia desmicovirus y hongos endofitos en plantaciones de cacao (Theobroma

cacao L.), en Tabasco.

4.2 Objetivo especificos

1. Aislar e identificar molecularmente hongos endofitos, a partir de frutos de cacao
(infectados y sanos) y hojarasca, ‘en diferentes plantaciones de cacao (7. cacao L.).

2. Analizar la presencia de micevirus,en hongos endofitos asociados en plantaciones de
cacao como una posible estrategia d¢ control biologico.

3. Implementar un cepario de hongos nativos.aislados en mazorcas y hojas de cacao

(Theobroma cacao), que presenten micovirus,
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|

2.1. METODOLOGIA

2.1.1. Colecta del material vegetal

Para la busquéda del material genético “micovirus”, el muestreo se realizé en dos grupos:
ejemplares aparenmtemente sanos e infectados. Por cada individuo, se colectaron hojas y
frutos sin sefial de neecrosis (sanos) y ejemplares que manifestaban dafio por patdogenos
fungicos. Se seleccionaron 14 haciendas productoras de cacao localizadas en el estado de

Tabasco, en los municipies de Centro, Cardenas, Cunduacan, Comalcalco y Huimanguillo

(tabla 3), seleccionando 5 gjemplares por hacienda.

Tabla 3. Sitios de colecta del.material bioldgico en el Estado de Tabasco.

Municipio Foealidad Coordenadas
Huimanguillo C. nueve 262, Carlos A. 17°54°47.5"N93°26"11.0"W
Madrazo Pob..4l, Lic.
CarlosA. Madrazo C-41,
Tab., México
Huimanguillo C. nueve 262;Carlos A. 17°55739.0"N93°25°57.4"W
Madrazo Robj41, Lie.
Carlos A. Madrazo C-41,
Tab., México
Cunduacan Hacienda rio Seeo 18°06'14.8"N 93°18'26.3"W
Cunduacan Hacienda cedi 17°59°0.2.0"N93°10°23.5"W
Cunduacan Hacienda la Isla 17258'40.8"N 93°03'28.8"W
Comalcalco Hacienda La Luz (Wolter) 18%45°54.2”N 93°13'39.9”"W
Jalpa Hacienda Madrigal 18°06.00.0"N93°08"10.3"W
Jalpa Hacienda Ulin Herndndez 18°11711.8"N93°0708.8"W
Cunduacan Hacienda Chapingo 18°06°14{8"N93°18'26.3"W
Cardenas C-40-Ernesto Aguirre 17°58°29.6"N93°29'53.8"W
Colorado
Cardenas C-32-Lic. Francisco Trujillo  17°58'26.6"N93°29"53.4"W
Gurria
Centro Hacienda Buena Vista 17°58739.0°N93°03/45:0”W
Centro Casa la Palma 17°58'48.0"N 92°48'0Z2"W
Centro Carretera Vhsa., Cardenas. 17°59719.5”°N92°58232*W

DACBAIol
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En la*figura 18, se muestra un esquema general del método para el aislamiento de cepas
fingicas'para la busqueda de los micovirus. Con el objetivo de aumentar la posibilidad de
aislar genomas_virales, los frutos se colectaron en plantaciones que presentaron medidas
profilacticas (quimico, fisico o artesanal); el estado de salud de los individuos debido a que
los micovirus puéden estar involucrados en la resistencia genética, durante el transcurso del

tiempo estos ejemplares ‘arboreos almacenaron estos genomas virales.
@ﬁsqueda de micovirus ]

Criterios de seleccién del material bioldgico (Frutos, hojas,
tallos y suelo)

v \’
Manejo adecuado [ Edad de.lasfincas ] Material bioldgico con
de plagas nulo o escasa infeccion
fitopatogenos (Moniliophthora roreri ,
(quimico, fisico o M. perniciosa,
artesanal) Phytophthora sp.).

[ Tratamiento del material biologic@ ]

|

Transferencia a camaras de incubacion y PDAg J

para el desarrollo de cultivo monosporico

|

{ Aislamiento fungico

Figura 18. Esquema general de la primera fase de busqueda de aislamiento de lossmicovirus.

Los ejemplares con escasa o nula contaminacion, basado en la sintomatologia causada por
los fitopatégenos como: manchas blancas polvorientas en la superficie delf fruto,
deformaciones o tumoraciones, necrosis, manchas aceitosas, manchas de color café‘econ

bordes definidos, secas o momificadas, tallos engrosados, frutos con forma de fresa 0
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zanahoria, entre otros (Figura 19). El motivo de contar con este criterio es minimizar
contamifiaecion cruzada por hongos altamente infectivos y probablemente no presenten
material génético viral (Aikpokpodion, Motamayor, Adetimirin, Adu-Ampomabh, et al.,

2009; B. A. Bailey, Evans, Phillips-Mora, et al., 2018).

_\%

Figura 19. Sintomatologia de M. roreri, a) Fruto joven de 1 mes de edad con hirichazon; b)
mazorca verde hinchada y con tumoracion de dos a tres meses de edad; ¢) fruto connecrosis
e inflamacion. Sintomas de M. perniciosa, d y e) lesiones algodonosas; f) frutos jévenes
infectados con necrosis severa; h) manchas aceitosas caracteristica tipica que ha afectado/a

las semillas, y g) frutos jovenes de 2 meses con sintomas iniciales (Evans, 2016).
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Duranteda colecta se utilizaron guantes de nitrilo, espatulas, bolsas de plastico y pértiga,
previaménte' desinfectados con etanol al 75 %. Los frutos fueron cortados con un cuchillo,
evitando lastimar la almohada floral (area de la nueva floracion). Las hojas y tallos se utilizo
una pértiga y conana espatula se colectaron 5 g de suelo aproximadamente almacenando en

una bolsa estéril (figura.20).

El material biologicolrecoelectado fue almacenado en bolsas de papel Kraft y posteriormente
en bolsas herméticas dé.pldstico, conservando a 4 °C durante su traslado al laboratorio de
gendmica, de la Universidad Juarez Autéonoma de Tabasco (UJAT), de la Division

Académica de Ciencias Biologicas (DACBiol).

Figura 20. Colecta del material biologico en las plantaciones de cacao (7. cacao), a)ejemplar de 7.

cacao; b) Colecta de las hojas utilizando una pértiga; ¢ y d) Mazorca o fruto de T.«€acao.

Busqueda de cepas fungicas cacao (7. cacao)
En el laboratorio de microbiologia de la DACBiol de la UJAT, se llevaron a cabo 16s.analisis

necesarios para el aislamiento del material fungico a partir de las muestras colectadas; Como
primera fase de aislamiento, las muestras fueron desinfectadas, para asegurar que los hongos

aislados provengan de los tejidos del hospedante. La segunda fase consiste en inocular 1os
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fragQ desinfectados en agar papa y dextrosa (PDA-Bioxon®) y en cédmara de
incubaci yhﬁmeda, debido a que tiene la ventaja de facilitar el crecimiento monosporico

y proporci un ambiente idoneo (Azuddin et al., 2021; Cafiedo & Ames, 2004; Krug,

2004). A

Desinfeccion delmm(" I biologico

El tejido vegetal: hojg os y mazorcas fueron cortadas en ocho fragmentos delgados de
aproximadamente 3 y 5 ddin et al., 2021; Cafiedo & Ames, 2004). Posteriormente
fue desinfectado bajo el siguw protocolo: hipoclorito de sodio al 1 %, alcohol al 75%
ambos por un minuto y para eli@r l‘os residuos de alcohol se realiz6 un lavado con agua

destilada estéril (30 segundos). Fi ente sobre una toalla de papel estéril se colocaron los

fragmentos para su secado, antes de la wbra en las cajas Petri (figura 21).

Figura 21. Procedimiento de desinfeccion de las muestras colectadas p@el aislamiento de

especies fungicas. )\
Camaras de incubacion 6

Las muestras desinfectadas fueron colocadas en una camara de incubacion. Esta C(Q en
una caja de Petri de 150 X 90 mm. El fondo de la caja se cubrié con algodon y 10 a%

de agua destilada estéril (121 °C durante 30 minutos). Las muestras fueron transferidas b
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con%s de esterilidad, utilizando una pinza (Figura 22), posteriormente la caja Petri se
protege y‘ apel Parafilm® para evitar contaminacion (Krug, 2004). Directamente se
inocularon ragmentos por tejido vegetal en PDA (Bioxon®), suplementado con acido

tartarico al 1 /ospara reducir el pH a 3,5 £ 0.1 e inhibir el crecimiento microbiano (figura

22). R

p——

Figura 22. Transferencia a las ca@ de cion, para el desarrollo de cultivo
monosporico. a) obtencion de los frag 0s en _de cacao; b) Transferencia de los
fragmentos de hoja a las cajas Petri; y ¢) a hu :

Las muestras en camara humedad y tejidos en PDA, ﬁlCI@ cubados a 28 °C durante 30
dias. Etiquetando con los datos correspondientes: sitio de m o, fecha, hora de inicio y
tipo de tejido. Los fragmentos inoculados fueron transferidos @cas de PDA cada siete
dias o en caso de observar la presencia de micelio. Los aislamientoes,obtenidos fueron

inoculados en PDA hasta obtener cepas fingicas puras, incubando a durante 5-7 dias

(figura 23). )\
e
@&S‘
©

4
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s

Figura 23. Transferencia de la stras previamente desinfectadas; a) montaje directo en
PDA; b) camara de incubacion ¢ @Rlo de cacao.

2.1.2 Extraccion y purificacion de ds a partir de muestras fungicas
En la figura 24, se presenta un esque geral de la metodologia, para la obtencion del

Consiste en dos fases; cultivo de las cepas fungicas

s nucleicos (dsARN).

O,

Q2

Micelio del hongo purificado 4@ amente
aislado (mazorca, hoja, tallo Asuelo).

{ Inoculacion del micelio a caldo papa ’

material genético viral (micovi

previamente purificadas y extracc e los ac
-

Qo

dextrosa (PDB).

<
Macerado de la biomasa fungica,

utilizando nitrégeno liquido. ®
J

] \ PN

Cromatografia de celulosa (método
de CF-11) para la extraccion y Q
purificacién de ARN viral. J 6
[ Los productos se analizaran por ] ;0

electroforesis en gel de agarosa al 1.5% O

Figura 24. Esquema general para la extraccion y purificacion de dsARN viral. O

.

e
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Cul&'ngico
Primer

e
Individua?ﬁ;e cada una de las cepas fungicas fueron sembradas en placas con PDA para

obtener un c@o nuevo de 4 a 5 dias incubacion. Posteriormente se inocularon cuatro

discos de mice|1m 50 mL de caldo dextrosa y papa (PDB), incubando a temperatura
A )

ambiente durante ur{ iodo de 6 dias y en agitacion contintia (150 revoluciones por minuto

[rpm]) con el objetivo tener de 3-5 g aproximadamente de biomasa fingica (figura 25).

3.Micelio obtenido en
PDB

1. Cepa fungica

5. Macerado del

i micelio en Nitrogeno
6. Almacenamiento de liquido

la muestra a -80 °C miceli apel

Figura 25. Procedimiento general para la obtencion de micelio pulverizado co

o
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5.3.2°Pulverizacion de la biomasa fungica
Segundafase
Con el objetivo de eliminar los residuos liquidos, el micelio obtenido fue transferido a una

malla en papelmicracloth de 10cm2 (Meck Millipore), realizando dos lavados con agua
tridestilada estétil® (121 °C durante 15 minutos). Subsiguientemente el micelio fue
transferido a papelabsorbente o papel filtro para eliminar remanentes del medio liquido.
Una vez eliminado los/residuos liquidos, el micelio fue transferido a un mortero de
porcelana estéril y el material fungico fue pulverizado con nitrogeno liquido (N2) hasta
obtener un polvo fino. El pfoducto obtenido fue transferido a un tubo falco de 50 mL y

almacenado a -80 £ 1 °C hastaSu’analisis (figura 25).

Cromatografia de celulosa para aislamiento de dsARN

En los ultimos 50 afos se ha publicado diversas metodologias para la extraccion de dsARN
en plantas, animales y hongos~infectados por virus. Muchos de ellos basados en
cromatografia de celulosa ampliamente utilizada por varios autores. De manera general este
método consiste en la absorcion selegtiva desdSARN en celulosa de fibra a bajas

concentraciones de etanol y buffer libre de etanol (Valverde & De La Torre-Almaraz, 2017).

En esta investigacion se aplicaron tres protocolos diferentes; el primero es el descrito por
Morris y col. (1979), basado en las indicaciones originales,~minitécnica descrita por
Khankhum y col. (2007) y doble fenolizacién con algunas medificaciones a partir del
método de Morris. Las modificaciones de este Gltimo fueron propuestas por la Dra. Maria
Dolores Garcia-Pedrajas del Instituto de Hortofruticultura Subtropical y:Mediterranea “La
Mayora”, Universidad de Malaga, Consejo Superior de Investigaciones Cientificas (IHSM-
UMA-CSIC), Estacion Experimental ‘‘La Mayora’’. Estos métodos tienen la catacteristica

de emplear la celulosa como medio para la absorcion selectiva de dSARN viral‘(figura 26).
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Etapas basicas para la
extraccion de dsARN

Micelio macerado con N2

%1 Lisis celular ]

T
[ Puriﬁcaci@ cromatografia de celulosa ]

[ Concentracion._de’los acidos nucleicos

\V
Anéli@
electroforesis en gel d @osa al 1.5%

tefiido con bromurovde Etidio

Figura 26. Etapas bésicas para la extraeeion.de dSARN de los micovirus.

Columna de celulosa segun Morris et als; 1979 (original)
Por cada muestra se prepard, una columna cromatografiayde celulosa, esta consiste en un

tubo de 50 mL con un disco de papel Miracloth-para la formacion del tapon, posteriormente,
se afadi6 una solucion de celulosa: 1.5 g de celulosa de alta pureza (sigma) disuelta en 25
mL de STE (Tris, NaCl y Na2EDTA 2H>0) al 16% de etanol. El medio liquido fue eliminado

por goteo para la formacién de un tapon de celulosa (figura 27).
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STE al 16%

7j de etanol

Papel —]

Miracloth Celulosa de

r—
alta pureza

Figura 27. Disefio de la columnha cromatografia para el aislamiento de dSARN.

Lisis celular

Para la extraccion de los acidos nti¢leicos se utilizd 3.5 g de tejido flingico macerado con 9
mL de STE 2X, 9 mL de STE saturfade,eon fenoly 1 mL de dodecilsulfato sédico (SDS).
Incubando por 30 minutos a 4 °C en agitacion constant€. Transcurrido el tiempo las muestras
fueron centrifugadas a 8,000g durante 15#minutos. Posteriormente se recuperé 10 mL de la

fase acuosa, la cudl contiene los 4cidos nucl€icos, (figura 28) .

. Fase
acuosa
— Interface

” Fase
organica

Figura 28. Fases obtenidas durante la extraccion de las muestras.
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(senala ‘parrafos anteriores) y esperar, a que la solucion sea drenada por completo.
Consecuti te se realizo un primer lavado con 50 mL de solucién de STE al 16% de
etanol y espe ﬂevamente hasta su drenado. Para estabilizar la columna es necesario

agregar 2.5 mL d@‘ E.1X y dejar drenar (figura 29).

R p—'" * .‘5 4 { 0
e — '- : i d)

Figura 29. Columna de celulosa segun Morris et al., 1979 (origi@ a) Lisis celular a partir
de muestra fingica; b) preparacion de la columna de celulosa; c) rec cion de los acidos
nucleicos adheridos a la celulosa; y d) producto final (dsARN). @

Para recuperar los acidos nucleicos adheridos a la celulosa se utiliz6 1 m(I?STE 1X en
10 3.

un tubo limpio de 50 mL. Para precipitar la muestra se utiliz6 acetato de s SM pH de
7.5 y 2.5 volumenes de etanol puro. Posteriormente se centrifugo a 9,000 nte 30
minutos a 4 °C. Al finalizar el proceso de centrifugacion se recupero la fa usa,

precipitando por segunda ocasion y centrifugando nuevamente a 10,000 g durantg /15

minutos. Finalmente se obtiene un pellet o una pastilla blanca, para disolverla fue neces%

.
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agregarde 50 a 100 pL de agua ultrapura libre de ARNsa (Milli-Q®), con
dietilpirécarbonato (DEPC) al 0.1%.

Para verificar'la_integridad del ADN se utilizo la electroforesis en gel de agarosa al 1.5%
tefiido con bromure de,etidio (0.5 pg/mL). La visualizado se efectud bajo luz UV en un
transluminador Bio-Pfint (Vilber®). Los fragmentos se determinaron por comparacion con
un marcador de 1-Kb (Iavitrogen®). En la figura 30, se ejemplifican los posibles resultados
de la extraccion de dsARN y/en la figura 31 el marcador de peso molecular utilizado para

la identificacion viral.

C 3 Y= [ |Poils
ADNg

Virus

RNA
ribosamal
fingico

Figura 30. Ejemplificacion de los resultados obtenidos de la extraccién.de dsARN, en color

negro podemos observar la banda viral. ADN genomico (ADNg).
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SIZE (bp) | ng/BAND
(W— . 10037 100
Al —— 8000 80
el —— 6000 60
el —— 5000 50
o —— 4000 40
3000 30
—— 2500 25
2000 20
——1500/1517 | 15/15
. 1000 100
U 800 80
. 500 60
— 400 40
_— 200 20

Figura 31. HyperLadder™ 1kb. Marcador de peso molecular utilizado para la identificacion
viral.

Cromatografia en celulosa con doble fenolizacion (Morris et al., 1979), modificada
La columna cromatografia de celulosa es pteparada de.forma similar, como se mencion6 en

parrafos anteriores, pero con doble disco de papel Mitacloth y 1 g de celulosa (figura 27).
Es necesario 3.5 g de micelio macerado, a la.cual se le‘agregard 9mL de STE 2x, 9mL de
Fenol y 1mL de SDS al 10%, homogenizar las muestrag®ay12,000 g x 25min a 4°C.
Posteriormente extraer el liquido obtenido de la fase acuosasy _fenolizar con10 mL de

Fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1) y centrifugar a 11,000g durante 30 minutos.

Subsiguientemente se obtuvieron 10 mL de la fase acuosa, a este volumen se le agrego 2,1
mL de etanol al 96% y homogenizar por 1 minuto en vortex. Este productosfue transferido
a una columna de celulosa previamente preparada y esperar hasta que la ‘gota_se torne
transparente. Para la purificacion fue necesario realizar un lavado con 50 mL de<STE con
etanol al 16%. Se estabiliza la columna con 2.5 mL de STE 1X, y eluir con 6 mL de STE
1X, este volumen es recuperado en un nuevo tubo. La precipitacion etanolica se realizé

segin el método de Morris et al., 1979, mencionado en parrafos anteriores.
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Minitécnica para aislamiento de dsARN (Khankhum y col. (2007), modificada.
El métode’consistio en realizar la extraccion de los acidos nucleicos a menor escala en tubos

Eppendorf de 2 mL. Para este método se utiliz6 100 mg de micelio previamente triturado
con N2. Paralladisis celular se utilizo 500ul de STE-1X, 500ul de Fenol y 100ul de SDS
10%, homogenizar, y centrifugar a 9,000g durante 15 minutos. La fase acuosa fue
transferida a un tubo_Eppendorf de 2 mL (750 a 800 pl). Inmediatamente por segunda
ocasion se agregd 500l de Fenol: Cloroformo: alcohol isoamilico (25:24:1). Finalmente se
centrifugo a 10,000 g durante 10 minutos. La fase acuosa que transferida a un tubo

Eppendorf de 2 mL (figura 32).

Los 500 ul de la fase acuosa superiorobtenida de la segunda fenolizacion, fue transferida a
un tubo que contenia una solucién de celulosa (250 mg de celulosa con 250ul etanol 96% y
750ul de Buffer STE 1x). Las muestras se-homogenizaron y centrifugaron a 11,000 g por
10 minutos, el sobrenadante fue descartado utilizando la micropipeta. Consecutivamente se
realizaron dos lavados con 1,500 pul de"Buffer/SPE 1x con etanol 16%, homogeneizar con
vortex durante 1 minuto y centrifugar a=k0,000 g por10 minutos. Finalmente para recuperar
los acidos nucleicos adheridos a la celulosasfueron recuperados con 250 pul de buffer STE

1X (2 lavados), centrifugar a 10,000 g durant¢ 15 minutos.

Finalmente para precipitar los acidos nucleicos obtenidos, a 14 muestra se le anade 50ul de
acetato de sodio (3.0 M pH 5,2) y 1,000 pul de etanol absoluto e.incubar a -20 °C, durante
toda la noche. Transcurrido el tiempo centrifugar a 11,000g a 4°C por’ 1 Siminutos. Descartar
el sobrenadante por inversion, dejar secar durante 10 minutos y disuelto/en 20ul de agua

libre de ARNsa (Milli-Q®).
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Figura 32. Minitécnica para aisla ‘@'ﬁ de’ dSARN. a) preparacion de la columna de
celulosa; b) primera fase de lisis celular;/c) pur ion de los acidos nucleicos; d) secado
de los 4cidos nucleicos. ;) -

5.3.3.2 Integridad de los ARN obtenido o
La revision de los acidos nucleicos obtenldos los tr ¢todos, fueron visualizados por

33.

%

@00
O

4
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2.2.3 Identificacion molecular fu

Figura 33. Prueba de electrofor ivenﬁcar la extraccion de los acidos nucleicos viral.

Extraccion de acidos nucleicos. ®
Los aislamientos obtenidos fueron nsfﬁs a 40 mL de caldo dextrosa y papa (PDB) en

matraces Erlenmeyer con capacid m?o mL, incubando a temperatura ambiente
durante 3 a 7 dias para obtener abunt@a‘ crecu‘@o micelial. Con el objetivo de eliminar
los residuos liquidos, el micelio obteni 5 tra d.Q a una malla en papel Miracloth
realizando dos lavados con agua tridestilada e terll terial fresco fue pulverizado con
nitrogeno liquido (N2) en un mortero de porc@a mac o con un pistilo hasta obtener
un fino polvo (figura 33). El producto obtenido se transﬁrl n tubo falco de 50 mL. El

S

material fue almacenado a -80 = 1 °C hasta su analisis (ﬁgura 3

%

@00
O

4
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>

T

2
S

fungicas para la extraccion de los &cidos nucleicos.
apel Miracloth; b y c) trituracion de las hifas

Figura 34. Pulverizacion de las m
a) filtracion de las hifas en la mal
empleando N2 liquido.

Para la extraccion de ADN gendmico totsl, se utiliz6 el protocolo propuesto por (Stirling,
ar: en un tubo Eppendorf de 2 mL con 300

-

2003). La primera fase corresponde_a-a lisis ce
mg de micelio previamente triturado,@ fade L de buffer de extraccion (Tris- pH
7,2,0,05M, EDTA 0,05 M, SDS al 3 O-A)b;nerca o al 1 %), mezclar en vortex por
1 minuto e incubar a 65 £ 0.5 °C durant inutes. Posteriormente las muestras son
incubadas a 4 °C durante 5 minutos. A este ‘mogenize afiade 1,000 pL de Fenol:
cloroformo: alcohol isoamilico (24:24:1), mezclar en vortex minutos y centrifugar a

2,000 g durante 20 minutos. @

S

6%
Q

O

.
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Figura 35. Extraccion de acidos nucleicos en muestras flingicas. a) lisis celular; b)

extraccion de la fase acuosa; ¢) é@lu eicos purificados.
-

La fase acuosa es transferida a un pend@e 2 mL, el ADN obtenido se precipita
con etanol puro y acetato de sodio al 3. incub 6-1 hora o durante toda la noche a 4
°C y centrifugar a 18,000g por 20 minut@inalme mnel ADN obtenido es purificado
realizando dos lavados con 700 pL de etanol@/o% (:?

homogeniza lentamente con 50 pL de buffer TE‘IX [Tris-H 0 mM (9H 8.0), EDTA 20

5). El pellet se disuelve y se

mM (pH 8.0)], para su uso posterior, conservar a -80 £ 1 °@: calidad del ADN fue
analizada con un espectrofotometro a una longitud de onda de A260 nm y la pureza en base
a la relacion A260/280. E1 ADN se visualizdo mediante electrofores el de agarosa al

1.5% tefiiddo con bromuro de etidio (0.5 pg/mL), y visualizado bajo I;\UV en un

S
6@0
Q
O

transluminador Bio-Print (Vilber®).

4
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Figura 36. ADN genomico total de ras fungicas. Gel de agarosa al 1.5 % tefiido con
bromuro i0 (0.5 pg/mL).

Amplificacion por Reaccion d@a d limerasa (PCR)
La identificacion molecular se bas Qa.amp cion de las secuencias de rADN (ADN
ribosomal) ITS 1, ITS2, ITS4y 5.8 r , amp&ﬁ por PCR en un termociclador. Estos
g - . .
i salmpara conocer la identidad de los

hongos, la region ITS tiene la cualidad de esentar genes insertados en la region, sin

cebadores moleculares son utilizados

ningun tipo de restricciones, por lo tanto no, presenta i0s. Se localiza, en ARN
ribosdmico de subunidad pequena (ARNr) y los genes de de subunidad grande del

cromosoma o también conocida como region transcrita. @

Los cebadores universales de region de los espacios transcritos inte TS), fueron los

oligonucledtidos  ITS1  (5-TCCGTAGGTGAACCTGCGC-3") y S4  (5-

ion fue
realizada en un volumen final de 32 pL, 15 pL de agua ultrapura, 10 uL de buffer@ mM
de dNTPs, 2 mM de MgCl, 10 uM de cada cebador y 5 u/uL Taq polimerasa (pr

TCCTCCGCTTATTGATATGC-3") (White et al., 1990), los cuales amplifican la region
ADNr 25S y 18S, respectivamente, incluyendo también el 5.8S. La amp%

Estados Unidos) y 1uL albimina de suero bovino (BSA). La reaccion de PCR fue realiz

en un termociclador bajo el siguiente programa térmico: un ciclo inicial a 94 °C por 1 minuto ,
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(des izacion), 30 ciclos de 94 °C por 1 minuto (desnaturalizacion), 56 °C durante 1
minuto 'ﬁacién) y 72 °C por 1 minuto (extension) y un ciclo de extension final a 72 °C

(Termociclador Bio Rad T100) (figura 37).

durante 5
Las amplificaei obtenidas fueron verificadas por electroforesis en gel de agarosa al
2.5% wiv (lXTA@Jffer), tefiidas con bromuro de etidio (0.5 pg/mL) y visualizado bajo
luz UV en un translu r Bio-Print (Vilber®). Los fragmentos fueron determinados por
comparacion con un m or de 1-Kb (Invitrogen). El producto obtenido fue secuenciado
por el método de didesoxi@&tidos marcados en los secuenciadores modelo 3500 y 3130
Series Genetic Analyzer (Applied Biosystems), en el Instituto Potosino de Investigacion

Cientifica y Tecnologica A.C. (

Con el programa Bioedit 7.2.5 se visualizaron los electroferogramas, omitien@e encias

de mala calidad, posteriormente se realiz6 un alineamiento, incluido el softwar tal X2
2.0. La secuencia fue evaluada y comparada en un BLAST (https://www.ncbi.nlm.nih.gev/)
en NCBI (National Center for Biotechnology Information) (figura 38). O

O
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Figura 38. Programas utilizados pata'la visualizacion de la secuencia fungicas (ITS). a)

MEGA X; b) Bioedit 7.2.5 visualizacion-de los electroferogramas.
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CAPITULO III;ARTICULO 1 (ENVIADO)

Exploracion de micovirus en hongos enddfitos asociados a plantaciones

de cacao (Theobroma cacao L.)
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Objetivo/Background#El ebjetivo de este estudio fue identificar micovirus en hongos
endofitos aislados en plantaciones de T. cacao en Villahermosa Tabasco México. Estos
virus tienen la peculiaridad de ser empleados como estrategia bioldgica para el control de
enfermedades fangicas, por loftanto, este estudio pretende iniciar la busqueda viral con el
proposito de implementar estrategiaside control bioldgico con el uso de micovirus.

Materiales and Métodos..Rara el aislamiento flingico se colectaron hojas y frutos, en 11
plantaciones de cacao en 40ssmunicipios de Centro, Jalpa, Huimanguillo, Cunduacan y
Comalcalco en Villahermosa, Fahasco, Méxi€a. La extraccion del ARN se utilizaron la
metodologia de Valverde et al7(2990) y kKhankhum et al., (2007). La identificacion
molecular de las cepas flngica seg€alizé a través de la region transcripta interna ITS1 y
5, basado en el método de White y Col.;(1990).

Resultados. En este estudio se reporta la posible presencia de un mitovirus (ARNSss) de
la familia Narnaviridae. No forman particulas virales verdaderas y solo tienen un genoma
de ARN monocatenario lineal (ARNSss) de 2.3 — 3.6 kb y son Igs Gnicos que infectan a las
mitocondrias dentro de los organismos eucariotas, se pueden transmitir vertical u
horizontalmente.

Conclusion. La informacion generada en este estudio permite dar=inicio al uso de
micovirus para el control biolégico de plagas en plantas de cacao u otres fitopatdgenos,
si bien, adn falta conocer los mecanismos de este virus y los efectos en el hongo. Estos
resultados sugieren la posible utilizacién de estos organismos para el control de plagas.

Palabras claves: micovirus, hongos endéfitos, control biol6gico
Keywords: mycovirus, endophytic fungi, biological control
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1. Introduccion

El estudio de los virus fungicos “micovirus”, atraen la atencioén debido a su
capacidad de infectar a los hongos patégenos, reduciendo su virulencia, por
lo tanto, son agentes potenciales para control biol6gico, adema presentan una
organizacion bioldgica, estilos de vida y ciclos de replicacion. Infectan desde
hongos patdgenos de planta, humanos e insectos, y presentan menor impacto
socioecondémico que sus homdlogos (virus de plantas y animales) (Kondo
etal.,2022; Son et al., 2015).

Sus hospederes se limitan a individuos dentro del mismo grupo de
compatibilidad vegetativa (VCG) o relacionados entre si (Ghabrial et al.,
2015; Yu & Kimg2020). Se han reportado en Ascomycota, Basidiomycota,
Chytridiomycota, Zygomycota y Neocallimastigomycota, se localizan
principalmente en el Citoplasma y mitocondrias (Kondo et al., 2022). El
primer registro fue en 1962 em\Agaricus bisporus (champifion) infectado por
Agaricus bisporus yirus 1 (AbV-1).(Hollings, 1962). Posteriormente Banks y
col. (1968) descubrié”particulas; virales de ARN bicatenario (ARNdS) en
Penicillum stoloniferum,_Desde entonees el interés sobre estos virus que
infectan a hongos patdgenos€s.de graniimportancia para la virologia, algunos

autores mencionan que es el inigiovde la micovirologia.

El genoma consiste en ARN bicatenario (ARNds), ARN monocatenario
(ARNss) y ADNss. Los micovirus con ARNdSs se_elasifican en siete familias
segun su namero y rango de longitud de secuencia de sus segmentos
gendmicos (Totiviridae, Endornaviridae, Partitiviridae,/Megabirnaviridae,
Chrusoviridae, Quadriviridae y Reoviridae); siete de ARNSs
Alphaflexiviridae,  Barnaviridae, = Gammaflexiviridae, Hypoviridae,
Metaviridae, Pseudoviridae y Narnaviridae (Lemus-Minor ‘etal., 2015;
Myers & James, 2022). Los genomas de ADN no son comunes en esté grupo
de virus y hasta el momento solo se conoce un tipo de virus der ADN
monocatenario (ss) circular, que causa hipovirulencia en Sclerotinia
sclerotiorum (SSHADV-1), de la familia Geminiviridae (Yu et al., 2009). El
genoma de estos virus varia de 2,5 a 23 kb y codifican 12 genes. El gen de
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ARN polimerasa dependiente de ARN (RdRp), es el principal para establecer
caracteristicas constantes en todos los virus de ARN (Peyambari et al., 2021).

En la actualidad se han descrito mas de 200 micovirus, total o parcialmente,
en casi todos los linajes; hongos filamentosos, enddfitos, patégenos y algunas
levaduras, que equivale entre un 50 a 80% de las especies fungicas se
encuentran infectadas. Una caracteristica notable es la alteracion del fenotipo
y aptitudes de sus huéspedes. Esto es posible debido a que la infeccion viral
suprime’o activa genes involucrados en el crecimiento, ciclo celular, genes de
sefializacign,como ARN ribosémico o ADN polimerasa; e incluso suprime
enzimas que degradan la pared celular de la planta huésped, lo que manifiesta
la conversién deun’hongo patégeno necrotrofico a endofito (Myers & James,
2022; Yu & Kim, 2020).

Esta caracteristica hace‘atractivos a los micovirus, su capacidad de reducir su
patogenicidad de los hongos, favoreciendo a la planta huésped. Esta
interaccion planta huésped, hongo patdégeno y micovirus ha sido documentada
ampliamente en CryphOnectria parasitica, reportando a virus de la familia
Hypoviridae: Cryphonectria hipovirtsid, 2 y 3 (CHV1, CHV2 y CHV3) y
Mycoreovirus 1y 2 (MyRVAy MyRV?2), causando virulencia atenuada del
hongo huésped (Rigling & Prospero, 2018; Van Diepeningen, 2021).

En esta investigacion se reporta por primera Vez;“un micovirus de ARNSss de
la familia Narnaviridae, a partir de un hongo aislade’en plantaciones de cacao
(T. cacao L.). Los virus de la familia Narnaviridae 'son mas simples de todos
los virus de ARN, que se caracterizan por tener um” pequeio ARN
monocatenario de 2.3 — 3.6 kb que codifica un gen RARR_(ARN polimerasa
dependiente de ARN) o ARN replicasa. Se han descrito hasta el'momento 18
mitovirus, Rhizoctonia solani mitovirus (RsMV), Cryphonectria,parasitica
mitovirus, Ophiostoma mitovirus, Rhizoctonia solani mitovirus (9,16, 17,
18, 19, 20). Por lo tanto los micovirus tienen un potencial de ser agentes-de
control bioldgico eficaz y seguros al momento de manejar en campo./ES
necesario implementar estrategias de bioseguridad, caracterizar al virus y
desarrollo de inoculantes (Myers & James, 2022). Este estudio es el primer

paso para disefiar estrategias de control bioldgico para enfermedades flngicas
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en T. cacao, considerando la pérdida de la produccién del grano es importante
implementar nuevas estrategias para controlar las enfermedades fungicas en

la planta.

Finalmente desde una perspectiva agricola, el uso de micovirus puede
contribuir a una agricultura sostenible basado en un buen programa de manejo
integrado de plaga. La contaminacion ambiental, ha generado resistencia en
las plagas, por lo tanto, es necesario implementar alternativas limpias que
reduzcan los efectos nocivos sobre el medio ambiente. Si bien el uso de
micovirus(suena prometedor, es necesario conocer las interrelaciones

ecologicas que se producen entre las plantas-hongos-micovirus.

2. Materiales y ' métodos

Aislamiento fungica.

En esta investigacion se wtilizaron 125 cepas fngicas aislados en tejido de
cacao (T. cacao) durante‘\los afios 2018 a 2020. Las muestras fueron
colectadas de 11 sitigs-dermuestreo/localizadas en el estado de Tabasco en los
municipios de Centro, Jalpa, Cundtiacan, Comalcalco y Huimanguillo (Tabla
1). Se seleccionaron 5 ejemplares arb@reos de cacao por hacienda en cada uno
de los individuos, se colectaron dos frutes y dos hojas (uno sano y uno
infectado), y un fragmento de tallo, con dnstotal de 300 muestras. Para el
tratamiento y aislamiento fungico de las diferentes muestras se empleo la

metodologia propuesta por (Aikpokpodion et al., 2009).

Tabla 1. Sitios de colecta del material bioldgico en el.Estado de Tabasco.

Municipio Localidad Coordenadas
Huimanguillo C. nueve 262, Carlos A. 17°54°47.5"N93°26" 11.0"W
Madrazo Pob. 41, Lic. Carlos
A. Madrazo C-41, Tab.,
México
Huimanguillo C. nueve 262, Carlos A. 17°55°39.0"N93°25°57.4*W
Madrazo Pob. 41, Lic. Carlos
A. Madrazo C-41, Tab.,
México
Cunduacan Hacienda rio Seco 18°06'14.8"N 93°18'26.3"W
Cunduacéan Hacienda Cedi 17°59°0.2.0"N93°10°23.5"W
Comalcalco Hacienda a Luz 18°15°54.2”N 93°13°39.9”W
Jalpa Hacienda Madrigal 18°06°00.0"N93°08"10.3"W
Jalpa Hacienda Ulin Hernandez 18°11711.8"N93°07°08.8"W
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Cunduacén Hacienda Chapingo 18°06°14.8"N93°18°26.3"W

Cérdenas C-40-Ernesto Aguirre 17°58°29.6"N93°29°53.8"W
Colorado

Cardenas C-32-Lic. Francisco Trujillo 17°58°26.6"N93°29"53.4"W
Gurria

centro Hacienda Buena Vista 17°58°39.0”"N93°03"45.0"W

Centro Carretera Vhsa., 17°59719.5”°N92°58°23.2”W

Cardenas.DACBiIol

Todos les aislamientos se inocularon individualmente en 40 ml de caldo papa
dextrosa (PDB), incubando en agitacion rotatoria (120 rmp) durante 7 a 10
dias. EI migelio obtenido fue filtrado en papel Miracloth de 10cm? (EMD
Millipore Corp:, Burlington, MA, Estados Unidos), aplicando dos lavados
con agua destilada”estéril. Posteriormente se trasladé a un mortero con

nitrégeno liquido (N2), hasta pulverizar completamente las muestras.
Extraccion y purificacion'de ARN.

El protocolo utilizado-para la extraccion de dsARN, se basa en cromatografia
en celulosa segun el‘método descrito por Valverde et al (1990) y Minitécnica
para aislamiento de dsARN (Khankhum et al., 2007) y fue ajustado en el
Instituto de Hortofruticultura ‘Subtropieal y Mediterranea “La Mayora”,
Universidad de Malaga, Consejo Superioryde Investigaciones Cientificas
(IHSM-UMA-CSIC), Estacion Experimental™“La Mayora’’. Para comprobar
la presencia de las dobles bandas ribosomalesy del material viral se realiz6
una electroforesis en gel de 1.5 % de agarosa eon-Bromuro de etidio. Se
incluyo un HyperLadder™ de 1kb. La visualizacién se realizd en un
fotodocumentador bajo luz UV (Bio-Print -Vilber®).

Identificacion molecular de los hongos.

Posteriormente, el micelio se pulverizo con nitrogeno liquide” (N2) se
procedio a realizar la extraccion de ADN genomico. EI ADN genomico_ total
fue extraido del micelio de cada uno de los aislamientos individuales~de
acuerdo con el protocolo propuesto por Stirling, (2003) y la identidad de’la
cepa fangica infectada con micovirus se realizd6 mediante una amplificacion
y secuenciacion de la region de los espacios transcritos internos (ITS), con
los primers ITS1 (5-TCCGTAGGTGAACCTGCGC-3") e ITS4 (5-
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TCCTCCGCTTATTGATATGC-3"), vy el protocolo de amplificacion fue el
propuesto por White et al., (1990). La secuenciacion se realizd con el Genetic
3500xI Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA) en el Instituto
Potosino de Investigacion Cientificay Tecnoldgica A.C. (IPICYT), en ambas
direcciones ITS 1y ITS4. Las secuencias ITS fueron editadas y ensambladas
manualmente usando el software Bioedit 7.2.5 (Hall, 1999). Las secuencias
fueromalineadas usando el software ClustalX 2.1 (Thompson et al., 1997),
con lasConfiguracion predeterminada. El conjunto de secuencias alineas se
construyd” un, arbol filogenético con las secuencias de hongos endofitos
utilizando el software Molecular Evolutionary Genetics Analysis (MEGA) XI
(Tamura et al., 202%). Las secuencias ITS fueron analizadas con busquedas
en Basic Local Aligpment Search Tool (BLAST) system of the National
Center for Biotechpology Information (NCBI, http://www.ncbi.nl-

m.nih.gov).

3. Resultados y discusion
En este trabajo hemos identificadogn un aislamiento fungico, un elemento de

ARNSss, que representa‘el)genomasde un supuesto mitovirus. Se analizaron
125 hongos mediante cromategrafia en columna de celulosa. La cepa 174 fue
la Unica que present6 un posible'micovirus.de un fragmento de 2.7 kb (figura
1). La identificacion molecdlar’ del hopngo por la region ITS fue
Endomelanconiopsis endophytica; con un porcentaje de identidad de 99.81 y
100 % de cobertura total, aislada en plantacion de’cacao en Villahermosa,
Tabasco, México. Esta especie se ha reportado por'‘Rojas et al., (2018), en la
Republica de Panama en hojas sanas de cacao, asi como_en otras plantas de
interés comercial (Douanla-Meli & Scharnhorst, 20215 _Z.-H. Sun etal.,
2016).
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Figura 1. Electroforesis en gel de agarosa (1'5% p/v en tampon TAE) de los extractos
obtenidos en cromatografia de celulosa preparados a partit de'cultivos monosporicos de
hongos para la identificacion de micovirus. a) Carril M: marcador molecular de 1 kb
(HyperLadder™), la cepa 174 presenta una banda mayor a 2.7 kb; b).morfologia colonial
de la cepa 174 en agar papa dextrosa (PDA) por 7 dias a 28 °C.

El género mitovirus es un grupo de virus que infecta a los honges, pertenece
a la familia Narnaviridae, es el mas simple de todos los virus de ARN. No
forman particulas virales verdaderas y solo tienen un genoma de ARN
monocatenario lineal (ARNss) de 2.3 — 3.6 kb que codifica un gen_RdRP
(ARN polimerasa dependiente de ARN). Estos virus se caracterizan-por
replicarse en las mitocondrias, con contenido A/U alto de 62 y 73 %;
respectivamente y son incapaces de reproducir virus funcionales (Goh et al.,
2018; Liu et al., 2016), un marco de lectura abierto (ORF) y con secuencias

genéticas mitocondriales (Hillman & Cai, 2013). No forma viriones y se
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replican en ribonucleoproteina dentro de las mitocondrias infectadas y se
transmiten a las células hijas durante la division celular, transmitiéndose
horizontalmente por anastomosis hifal y vertical a través de esporas (Nibert
etal., 2019). Goh y col. (2018) sugiere que los mitovirus también pueden
replicarse utilizando el ADN nuclear y mitocondrial de las plantas, debido a
gue muchas secuencias del genoma viral son similares a los genes en plantas.
Los, miembros de esta familia se encuentran distribuidos en los hongos

filamentosos de los phyla Ascomycota y Basidiomycota.

Se han identificado mitovirus en hongos fitopatdgenas, incluidos en
ascomicetos “y* basidiomicetos; por ejemplo Cryphonectria parasitica,
Rhizoctonia solani Fusarium oxysporum, Neofusicoccum luteum, Cronartium
ribicola y Botryosphaeria dothide, causando una hipovirulencia en sus
huéspedes (Abdoulayesetal., 2019; Liu etal., 2016; Marais etal., 2017;
Torres-Trenas & Pérez-Artés,«2020; Wang et al., 2021). La hipovirulencia se
caracteriza por disminuir el desarrollo de esporas y crecimiento flngico, por
lo tanto su patogeniCidad atenuada. Esta peculiaridad los hace atractivos,
debido a sus posibles beneficios enladgricultura, como agentes de biocontrol
o conocer al huésped, caso contrario de"sus-homdlogos, que causan diversos
problemas a nivel mundial (Wang.et al., 2021). Los micovirus se consideran
como una estrategia de control*bioldgico( para de hongos patégenos de
plantas, disminuyendo la virulencia del hongo infectado (Liu et al., 2016).
Este fendmeno se ha estudiado ampliamente en” Cryphonectria parasitica
infectada por Cryphonectria hipovirus 1 (CHV1), Sclerotinia sclerotiorum
por SSHADV-1 y por un partitivirus 1 (SsPV1), Beauveria bassiana (B.
bassiana chysovirus 2-BbCV2), Botrytis cinerea por B. cinerea hipovirus 1y
Rhizoctonia solani (R. solani partitivirus BS5), por mencionar‘algunos (Nuss,
2005; A. Sun et al., 2023; Zhang et al., 2023).

Por lo tanto, son agentes de biocontrol prometedor, con una investigacion
robusta pueden ser empleados como herramienta para el control .de
enfermedades fitopatdgenas en T. cacao u otras plantas de interés comercial:
Finalmente E. endophytica, se encuentra infectado por un mitovirus, pudiera
ser utilizado para el control biologico de enfermedades fungicas que afectan

al cacao u otras plantas de interés comercial.
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4, Conclusiones

La informacion generada en este estudio permite dar inicio al uso de
micovirus para el control biolégico de plagas en plantas de cacao u otros
fitopatdgenos, si bien, ain falta conocer los mecanismos de este virus y los
efectos en el hongo. Estos resultados sugieren posiblemente la utilizacion de
gstos organismos para el control de plagas. En este estudio se reporta
preliminarmente la presencia de un mitovirus de ARNss de la familia
Narnavirida, en E. endophytica, aislada en plantaciones de cacao del estado
de Tabasco, México. A los miembros de esta familia causan la hipovirulencia
en hofnges patdgenos, reduciendo su virulencia hacia la planta. Por lo tanto,
esta cepa’infectada por un micovirus pudiera ser empleada como control
bioldgico, 'sin.embargo, aln se necesitan méas estudios, para establecer un
programa de ‘es/necesario identificar molecularmente al virus y para conocer
sus caracteristicas” funcionales, asi como estudiar las estrategias de
inoculacion, permisossbasados en la normatividad mexicana, consideraciones
de vigilancia y bioseguridad en campo; pero es el primer paso para una
posible estrategia de control.
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ABSTRACT

The present work was dene.with the ebjective of identifying endophytic
fungi associated with Theobroma cacao'L. In Centro, Cunduacan and
Comalcalco, locations into the*state of Tabasco. The molecular identity
used was the region of the Internal Transcribed Spaces (ITS), ITS 1
and ITS 4. Identifying fifteen fungal strains, grouped into thirteen diffe-
rent species, belonging to As-comycota phylum,-distribuyes in three
different classes: Dothideomycetes, Eurotiomicetos and Sordariomy-
cetes. It is important to mention that it is the first recerd of Endomelan-
coniopsis endophytica and freycinetiae founded in cacao in Tabasco.
In addition, we also identified Aspergillus foetidus, fischeriyde-licatus
arcoverdensis; Thielaviopsis ethacetica, Cophinforma atrovirens,
Neuros-pora udagawae, Diaporthe miriciae, Nodulisporium indicum,
Cophinforma atrovirens; Colletotrichum tainanense y hebeiense.
Many of this endophytic fungi are secondary metabolites and antioxi-
dants producers that can be used in medical industry or for biological
control of phytopathogenic diseases, such as Moniliophthora roreri.
Keywords: Cocoa, fungi, endophytes.
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RESUMEN

El presente trabajo se realizé con el objetivo de identificar hongos en-
défitos asociados a Theobroma cacao L., en Centro, Cunduacan y
Comalcalco en el Estado de Tabasco. Se utilizo la identidad molecular
de la‘region de los espacios transcritos internos (ITS), ITS 1 e ITS 4.
Identificande”15 cepas fungicas, agrupados en 13 especies diferentes,
pertenecen_al filo Ascomycota, distribuidos en tres clases Dothideo-
mycetes, Eurotiomicetos y Sordariomicetos. Es importante hacer
mencion que se feporta el primer registro de Endomelanconiopsis en-
dophytica y freycinetiae en cacao en Tabasco. Ademas se identifico a
Aspergillus foetidus,-fischeri, delicatus arcoverdensis; Thielaviopsis
ethacetica, Cophinformac-atrovirens, Neurospora udagawae, Dia-
porthe miriciae, Nodulisporium indicum, Cophinforma atrovirens; Co-
lletotrichum tainanerse y hebeiense. Muchos de estos hongos endofi-
ticos son productores_dé metabalitos secundarios o antioxidantes, que
pueden ser utilizados enfasindustria‘médica o para el control biolégico
de enfermedades fitopatégenas come~Meniliophthora roreri.

Palabras clave: Cacao, hongas,endofitos:

INTRODUCCION

El sector agroalimentario es una de las actividades socioeconémicas
mas importantes a nivel mundial por proveer una gran.diversidad de
productos alimentarios para satisfacer las necesidades humanas.
Este sector se ha visto impactado por cambios globales que inciden
en la economia, la produccion de los agricultores y por diversas en-
fermedades fitopatdogenas que causan pérdidas significativas.€n los
cultivos (Wickramasuriya & Dunwell., 2018; Aguiar et al., 2023)7 Pero,
los microrganismos también desempefian un papel importante en €l
ecosistema, la planta sin la ayuda de los microbios mutualista, no pe-
drian sobrevivir ya que mejoran el sistema inmunologico, promueven
el crecimiento y eliminan las enfermedades transmitas por suelo y el
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microbioma es considerado como un reservorio de genes. El cacao
(Theobroma cacao L.) de la familia Malvaceae, es uno de los cultivos
mas)importantes a nivel mundial y que ha enfrentado diversas proble-
maticas, principalmente por enfermedades fitopatdégenas (Aikpokpo-
dion et'als,"2009). Se cultiva en méas de 58 paises de Africa, América,
Asia y Oceania. La Organizacion Internacional del Cacao (ICCO), re-
portd una produccion mundial de 4,923 mil toneladas en 2021/2022
(MIDAGRI, 2022). En el 2021, la Secretaria de Agricultura 'y Desarrollo
Rural (SEDER), informa que México ocupa el catorceavo productor a
nivel mundial con'284106 toneladas de grano y 44,500 a 47,800 hec-
tareas de cacao; Tabasco, Chiapas y Guerrero son las principales re-
giones productoras. La preduccion del grano se ha visto afectada prin-
cipalmente por hongos fitopatdgenos con pérdidas de 38 a 70% (Diaz
et al., 2020). Algunes fitopatégenos importantes son: Moniliophthora
roreri, M. perniciosa, (Bailey et al.,.2018); Phytophthora palmivora, P.
theobromicola, y Nodulosporium_sp., (Decloquement et al.,, 2021,
Gonzaélez et al., 2019). Otras hongos reportados en la literatura son
los enddfitos, los cuales habitan en las#plantas sin causar sintomas
aparentes de una enfermedad,_en una felacion de antagonismo ba-
lanceada, se provee de nutrientes y alojamiento para el hongo. Ade-
mas, el hongo favorece el sistema inmunolégico.del huésped, produce
metabolitos secundarios y mejora la resistencia‘a patégenos (Tiwari &
Bae, 2022). Se han identificado como hongos enddéfitos de plantas a
Fusarium graminearum, F. equiseti, Lasiodiplodia jatrophicola (Cruz
et al.,, 2022). En T. cacao se han aislado a C. gloeosporioides, tropi-
cale, theobromicola (Christian et al., 2019); Lasiodiplodia theobromae,
Fusarium chlamydosporum, F. oxysporum, Verticillium luteo (Rubini et
al., 2005); por mencionar algunos. Debido a lo anterior y a la.gran
importancia que juegan los organismos fangicos en las plantas, espes
cificamente en T. cacao L., el objetivo de esta investigacion se centrd
en el aislamiento e identificacion molecular de hongos endofiticos de
tres plantaciones de cacao en el estado de Tabasco, con la finalidad
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de aportar conocimiento sobre la diversidad fungica de este impor-
tante cultivo para México y el estado de Tabasco.

MATERIALES Y METODOS

Sitios-desmuestreo

Se seleccionaron tres sitios para la toma de muestra en el Estado de
Tabasco, México (figura 1): Centro (17°58°39.0°N93°03°45.0"W-Ha-
cienda Buena Vista); Cunduacan (18°06'14.8"N 93°18'26.3"W- Ha-
cienda rio Seco).y Comalcalco (18°1554.2’"N 93°13°39.9"W- Ha-
cienda a Luz).

A

i 4 50 ke . Campeche

Gulf of Mexico

Tabasco

Chiapas Q :

Figura 1. Localizacion de los tres sitios de colecta en oS municipios
de Centro, Cunduacan y Comalcalco, en el Estado de Tabasce, Mé-
Xico.

Colecta del material vegetal
La colecta se realizé en marzo de 2019, con un muestro aleatorio se-
leccionando frutos y hojas sanas e infectados, estos ultimos con una
infeccion leve; pequefias manchas oscuras con apariencia aceitosa o
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deformaciones; no fueron seleccionados frutos que presentaron ne-
crosis o polvo blanco caracteristico de una enfermedad fungica (Ai-
kpokpodion et al., 2009). Se seleccionaron 5 plantas de cacao por ha-
cienda;. en cada uno de los individuos, se colectaron dos frutos y dos
hojas(uno sano y uno infectado), con un total de 60 muestras. Las
hojas seleceionadas se cortaron con una pértiga previamente desin-
fectada con alcohol al 70%, mientras que para los frutos se utilizé una
tijera de poda. El material vegetal fue colocado en bolsas de papel
Kraft, con los datos‘correspondiente y conservadas a temperatura de
4 °C. En el laboratorio de microbiologia se realiz6 el aislamiento de
hongos; mientras que.los analisis moleculares se realizaron en el la-
boratorio de gendmica dela Universidad Juarez Autbnoma de Ta-
basco en la Divisibn Académica de Ciencias Bioldgicas (UJAT-
DACBIOol).

Aislamiento del material fungico

El procesamiento de las muestras sesrealizé bajo condiciones contro-
ladas de esterilidad en una campana de-flujo laminar. La metodologia
para el aislamiento de hongos,_se utilizé Ja propuesta por Cafiedo y
Ames (2004); y Azuddin et al.,(2021). Se cortaron pequeiios fragmen-
tos de 3 a 5 mm a partir de bordes con lesiones y tejido sano, em-
pleando una hoja de bisturi estéril. Consecutivamente el tejido vegetal
fue desinfectado con hipoclorito al 1% y alcohol al 75%.por un minuto
cada uno y un lavado con agua tridestilada estéril (30"segundos). Se
transfiriendo de 4 a 5 fragmentos a cAmaras humedas y algunos cor-
tes se colocaron en una placa de agar de dextrosa y papa (PDA-Bio-
Xxon®). Se incubaron a 27 °C durante 3 a 5 dias. La purificacién se
realizo6 transfiriendo crecimiento de hifa a placas de PDA, para obtener
nuevo crecimiento monosporico.
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Extraccion de ADN, amplificacion por PCR y secuenciacion de
ADN

Los aislamientos obtenidos fueron transferidos a 40 mL de caldo dex-
trosa y.papa (PDB) en matraces Erlenmeyer de 250 mL, incubando a
temperatura ambiente durante 3 a 7 dias para obtener crecimiento
micelial.(Elmicelio resultante se filtr6 con papel Miracloth (20-25 pm)
con dos lavados en agua tridestilada estéril. Posteriormente, el micelio
se pulverizo ‘con“nitrégeno liquido (N2) con ayuda de un mortero y
pistilo de porcelana: EI ADN gendmico total fue extraido del micelio de
cada uno de los aislamientos individuales de acuerdo con el protocolo
propuesto por Stirling,(2003). La calidad del ADN fue analizada con
un espectrofotémetro a una longitud de onda de A260 nm y la pureza
en base a la relacion A260/280. Para verificar la integridad del ADN
se emplea la electroforesis en gel de agarosa al 1.5% tefiido con bro-
muro de etidio (0.5 pg/mL).

Amplificacion por Reaccidon de Cadena de la Polimerasa (PCR)

La region de los espacios transcritos internos (ITS), entre los riboso-
males (rADN) 18S-5.8S y 5.85-28S fueromamplificadas por PCR en
cada muestra. Los primers fueron ITS1 (5-TCCGTAGGTGAAC-
CTGCGC-3") e ITS4 (5"-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3), y el pro-
tocolo de amplificacion fue el propuesto por White et al., (1990). La
amplificacion de PCR por muestra consistio en: 157k _de agua ultra-
pura libre de nucleasas, 10 puL de 5X green: 1 uL de\los siguientes
reactivos; albumina de suero bovino (BSA), 0.2mM de dNTPs, MgCl
a 1.5 mM, 10 uM de cada cebador, 1.25u de GoTag® DNA polimerasa
y ADN a 100 ng. Las amplificaciones obtenidas se verificaronipor.elec-
troforesis en Agarosa Ultrapura™ 1000 al 2.5% w/v (1XTAE buffer),
se tifieron con bromuro de etidio (0.5 pg/mL) y visualizado bajo luz, UV
en un transluminador Bio-Print (Vilber®). Los fragmentos se determi-
naron por comparacion con un marcador de 1-Kb (Invitrogen®). La
secuenciacion se realizé con el Genetic 3500xI Analyzer (Applied
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Biosystems, Foster City, CA) en el Instituto Potosino de Investigacion
Cientifica y Tecnologica A.C. (IPICYT), en ambas direcciones ITS 1y
ITS4. Las secuencias ITS fueron editadas y ensambladas manual-
mente ‘'usando el software Bioedit 7.2.5 (Hall, 1999). Las secuencias
fueron‘alineadas usando el software ClustalX 2.1 (Thompson et al.,
1997), con la configuracion predeterminada. El conjunto de secuen-
cias alineas 'se construy6 un arbol filogenético con las secuencias de
hongos endofitos utilizando el software Molecular Evolutionary Gene-
tics Analysis (MEGA) Xl (Tamura et al., 2021). Las secuencias ITS
fueron analizadas.con busquedas en Basic Local Alignment Search
Tool (BLAST) system_of the National Center for Biotechnology Infor-
mation (NCBI, http://wwwencbi.nl-m.nih.gov).

RESULTADOS

En total se obtuvierop”15 aislamientos provenientes de plantaciones
de cacao (T. cacao), en‘fos municipios de Centro, Cunduacan y Co-
malcalco en Villahermosa Tabasco, Meéxico. Se obtuvieron amplico-
nes de 450 a 650 pb correspondiente aligen de identificacion (ITS 1 e
ITS 4). El analisis del Blast revel6 que fos“hongos pertenecen al filo
Ascomycota, agrupadas en tres clases Dothideomycetes, Eurotiomi-
cetos y Sordariomicetos. En la tabla 1 se presentan los resultados ob-
tenidos de las 15 cepas fungicas, agrupadas en.13 especies diferen-
tes, ademas se observa el porcentaje de identidad; total score y nu-
mero de acceso proporcionado por la base de datos de National Cen-
ter for Biotechnology Information (NCBI).
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Tabla 1. Identificacion de aislamiento del flo Ascomycota, en base a

los datos obtenidos de las secuencias de rADN de ITS 2
(https://www.ncbi.nlm.nih.qgov/). 3
Cdédigo | Namer b Valor Sitio
ro-
de ode g Identificacion de | Tamafio de Iden- ~§ o %
ceden- =
aislam- Gen- g GenBank (pb) cober- | tidad (%) g S ié
cia
iento Bank tura (%) é © 8
) €BS 120397 Endo-
156272. | Hoja o
H174 melanconiopsis en- 526 100 99.81 X
1 sana .
dophytica
_ MFLUEC 17-0547
158434.| Hoja .
H171 Endomelanconiop- 479 98 98.76 X
1 sana ) ~
sis freycCinetiae
CBS 12039%.Endo-
156272. | Fruto . -
H177 melanceniopsis en- 524 100 99.80 X
1 sano .
dophytica
Fruto
163668. ) CBS 121.28/Asper-
HO2 in- i ) 365 88 98.46 X
1 gillus foétidus
fectado
Fruto
137479. i NRRL 181 Asper-
H53 in- i i _ 441 72 77.61 X
1 gillus fischeri
fectado
Fruto ) ]
155899. i IMI 50560 Thielavi-
H100 in- ] ) 448 95 97.2 X
1 opsis ethacetica
fectado
Fruto CBS 124934 Co-
164291. i : .
HO5 1 in- phinforma atrovi- 430 98 99.53 X
fectado rens
Fruto
103582. i CBS 309.91 Neuro-
H148 in- 358 93 95.85 X
1 spora udagawae
fectado
147535. | Fruto BRIP 54736 Di-
H130 o 437 97 97.18 X
1 sano aporthe miriciae
Fruto
160206. . CBS 101754 As-
H76 in- i . 262 85 94.25 X
1 pergillus delicatus
fectado



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_147535.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=222NKN5G013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_147535.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=222NKN5G013
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166005. | Fruto CBS 124.83 Nod-
H60 i L 461 99 95.81
1 sano | ulisporium indicum
151816. | Hoja | JCM 19878 Asper-
H68 , , 334 100 96
1 sana | gillus arcoverdensis
CBS 124934 Co-
164291.5.) Fruto . .
H301 phinforma atrovi- 337 78 93.54
1 sano
rens
CPC 30245 Colle-
171185. | Fruto .
HO1 totrichum 487 94 99.78
1 sano .
tainanense
MRLUCC 13-0726
160815. | Fruto .
H120 Colletettichum he- 480 91 98.86
1 Sano ;
beiense

En la figura 2, se presenta el analisis filogenético que fue generado

por el método de UPGMA conttna longitud de la rama 3.3978 y las

distancias evolutivas ‘setcalcularon usando el método de Maxima Ve-

rosimilitud utilizando 572-posicionessen el conjunto de datos finales.

B

H-174-Endomelanconiepsis endophytica
H-177-Endomelanconiopsis endophytica
H-171-Endomelanconiopsisréycinetiae

H-05-Cophinforma atrovirens
H-68-Aspergillus arcoverdensis
H-76-Aspergillus arcoverdensis
H-301-Cophinforma atrovirens
H-01-Colletotrichum tainanense
H-100-Thielaviopsis ethacetica
H-60-Nodulisporium indicum
H-148-Neurospora udagawae

H-53-Aspergillus fischeri

H-02-Aspergillus foetidus
H-130-Diaporthe miriciae

H-120-Colletotrichum gloeosporioides

Familia

Botryosphagriaceae

Aspergillaceae

Botryosphaeriaceae
Glomerellaceae

Ceratocistidaceas
Hipoxilaceas
Sordariaceae

Aspergillaceae

Diaporthaceae

Glomerellaceae
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Figura 2. Representacion de la proximidad filogenética basado en se- 1
cuencias de la region ITS del ADNr de las especies identificadas ais- 2
ladas en arboles de cacao en el Estado de Tabasco, utilizando el mé- 3
tode" UPGMA, las distancias evolutivas se calcularon usando el mé- 4
todo de M&xima Verosimilitud. 5

DISCUSION 7
En el dendograma desarrollado a partir de las secuencias obtenidas, s
se observan dos.grapos evolutivos, el primero de los cuales se subdi- 9
vide en dos grupas,~en los cuales se encuentran las familias: Botr- 10
yosphaeriaceae, Aspergillaceae, Glomerellaceae, Ceratocistidaceas, 11
Hipoxilaceas y Sordariaceae; en el segundo grupo se localizan auna 12
especie de la familia Aspergillaceae, Diaporthaceae y Glomerellaceae, 13
sin correlaciéon geagrafica. Es importante sefialar que no se encontré 14
registros previos de Endomelanconiopsis endophytica, E. freycinetiae, 15
Cophinforma atrovirens, ‘Diaporthesmiriciae, Neurospora udagawae y 16
Colletotrichum tainanense en‘cacaosmexicano. Estas especies han 17
sido aisladas a partir de tejidos de plantas de regiones tropicales y 1s
subtropicales, similar al clima de/Tabasco/(Macabeo et al., 2020). La 19
especie E. endophytica fue reportado por primera vez por Rojas etal., 20
(2008), en la Republica de Panama en hojas.sanas de cacao, asi 21
como en otras plantas de interés comercial como.Ficus hirtay palmera 22
tropical (Douanla & Scharnhorst, 2021; Sun et al., 2016). E. freycine- 23
tiae se ha identificado en la familia Pandanaceae, relacionado estre- 24
chamente con E. endophytica (Tibpromma et al., 2018). Residen ar- 25
monicamente en las plantas y son considerados hongo antagonista, 26
capaz de inhibir a fitopatdgenos como; Colletotrichum truncatum y F. 27
oxysporum (Azuddin et al., 2021); ademas pueden segregar metabo- 23
litos secundarios con actividad citotoxica en lineas celulares y con‘proy 29
piedades antioxidantes (Sun et al., 2016). Se identifico en este estudio 30
a N. indicum del orden Xylariales (Bitzer et al., 2008); en la base de ‘_3i
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datos del Instituto Europeo de Bioinformatica (EMBL-EBI), se encuen- 1

tra registrada hasta el momento en la India y Vietnam. En México, en 2

mazorcas de cacao infectadas se aisl6 a Nodulosporium sp., regis- 3

trada por Gonzélez et al., (2019), causando sintomas de pudricion en 4

mazorcay ‘deshidratacion en hojas. También se aisl6 a D. miriciae es 5

una especiedescrita por Thompson et al. (2015) en plantas de Glycine ¢

max y Vigharadiata en Australia. En relacion con N. udagawae del 7

género Sordariaceae, es considerado un hongo endofitico, que colo- s

niza suelos, arboles'y arbustos muertos (Fujimoto, 2018; Macabeo et ¢

al., 2020). En este.estudio, se reportan a cuatro especies de la familia 10
Aspergillaceae; Aspergillus foetidus, arcoverdensis, fischeri y delica- 11
tus, el género Aspergillus;"son comunes en plantas de cacao y semi- 12
llas (Gonzélez et al., 2019). Por otra parte se identifico a T. ethacetica, 13
patdgeno generalista/,con una amplia variedad de hospedantes, cafia 14
de azulcar, cacao y coco. Probablemente su origen puede ser antro- 15
pogénico, se ha registrado en varies,paises en los cinco continentes 16
(Borges et al., 2019; Mbenoun'et al., 2015). Se aislaron dos especies 17
de género Colletotrichum (C. tainanense.y hebeiense), encontradas 1s
frecuentemente en cacao y eS_uno de los"géneros mas importantes 19
econOmicamente (Landero et al., 2017). Estadios recientes en Indo- 20
nesia, Taiwan y la India, reportan a C. tainanense, como patégeno en 21
Capsicum annuum y Punica granatum L (De Silva et al., 2019; Man- 2
junatha et al., 2022), causan una enfermedad llamada antracnosis. 23
Finalmente, especies como E. endophytica, A. arcoverdensis D. miri- 24
ciae y N. indicum, podrian ser utilizadas para el control biolégico de 25
enfermedades en plantas, principalmente para cacao, debido.a que la 26
literatura expresa que pueden presentar una serie de sustancias qui- 27
micas con actividad antioxidante, antiinflamatoria y de gran interes\en 23
la industria farmacéutica, cosmetologica y para el control biol0gico 29
(Fujimoto, 2018; Reyes et al., 2021). Estos resultados sugieren que €l 130
sistema agroforestal, guarda una gran diversidad de especies fungi- \_3i
cas, muchas de ellas pueden ser utilizadas como control biolégico o 32
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para el desarrollo en la industria farmaceéutica (Reyes et al., 2021).
Cabe destacar que es necesario realizar mas estudios a los hongos
identificados, como pruebas de patogenicidad, deteccion de metabo-
litos”o ‘aplicar métodos gendémicos, basados en marcadores molecu-
lares ‘guespermitan identificar las posibles variantes alélicas asociadas
a la patagenicidad y agresividad de estas especies (Douanla-Meli &
Scharnhorst;,2021).

CONCLUSIONES

En esta investigacionreportamos a 13 especies de hongos endofiticos
diferentes aisladas a-partir de arboles de cacao en el estado de Mé-
xico. Reportando especie~enddfitas no patdogenas hasta el momento
(E. endophytica, E. freycinetiae A. arcoverdensis D. miriciae), que con
estudios moleculares' y de patogenicidad pudieran ser empleados
como organismos para‘el contral bioldgicos de fitopatégenos en arbo-
les de interés econdmieos,entre‘ellos. el cacao.
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CAPITULO V. CONCLUSIONES GENERALES

La produceion del grano de cacao en el estado Tabasco, se ha visto afectada
considerablemente a consecuencia de las enfermedades fitopatogenas. Ocasionando
abandono de las plantaciones o cambio de uso de suelo. Debido a la importancia comercial
del grano a nivel mundial, se considera importante buscar nuevas alternativas para el manejo
sostenible de las enfermedades fungicas. Esta investigacion se planteo el objetivo de buscar
en hongos endofitos a micevirus, que presentan la caracteristica de atenuar la virulencia de
los hongos patogenos, favoreciendo a la planta y que probablemente favorezca la produccion
del grano.

Se analizaron 14 plantaciones de ¢acao en seis (Centro, Cardenas, Comalcalco, Cunduacan,
Jalpa y Huimanguillo) municipios del estado de Tabasco, con un total de 137 cepas fungicas.
estas fueron analizadas por 3 métodos diferentes, basados en el uso de columnas de celulosa
descrito por Morris y col. (1979)7 A pesar de lossesfuerzos para el aislamiento molecular de
las particulas virales, solo se detéctéyuna cepa’ identificada como Endomelanconiopsis
endophytica que presento un micovirus.de un fragmento de 2.7 kb de la familia Narnaviridae.
Los miembros de esta familia son los vitus-de ARN.mas simples, caracterizado por una
molécula de ARN de sentido positivo de 2.3 Kby codifica tinicamente un ARN polimerasa
dependiente de ARN (RdRp) para dirigir suepropia replicacion. Representado por dos
géneros: Narnavirus 'y Mitovirus. Estos comparten propiedades basicas de organizacion del
genoma y se diferencia por sitios de traduccion de RdRp y por lojtanto su replicacion. Los
Narnavirus se encuentran en el citosol, mientras que el género Mitovirus se limita a las
mitocondrias (Hillman & Cai, 2013).

Se han identificado mitovirus en hongos patégenas, en C. parasitica, Rhizoetonia solani
Fusarium oxysporum, Neofusicoccum luteum, Cronartium ribicola y Betryosphaeria
dothide, causando una hipovirulencia en sus huéspedes (Abdoulaye et al., 2019; Liu et al.,
2016; Marais et al., 2017; Torres-Trenas & Pérez-Artés, 2020; Wang et al., 202¥a). La
hipovirulencia se caracteriza por disminuir el desarrollo de esporas y crecimiento flngieo,
por lo tanto su patogenicidad atenuada. Esta peculiaridad los hace atractivos, debido a sus

posibles beneficios en la agricultura, como agentes de biocontrol o conocer al huésped, caso
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confrario.de sus homologos, que causan diversos problemas a nivel mundial (Wang et al.,
2021).

Estos mic€oyirus se consideran como una estrategia de control bioldégico de hongos
fitopatogenos.de,plantas (Liu et al., 2016). Este fenémeno se ha estudiado en C. parasitica
infectada por Cxyphonectria hipovirus 1 (CHV1), Sclerotinia sclerotiorum por SSHADV-1y
por un partitivirus' 1#(SsPV1), Beauveria bassiana (B. bassiana chysovirus 2-BbCV?2),
Botrytis cinerea por B. cinerea hipovirus 1y Rhizoctonia solani (R. solani partitivirus BS5),

por mencionar algunos (Nuss, 2005; A. Sun et al., 2023; Zhang et al., 2023).

Es importante mencionar la bajaincidencia en esta investigacion, puede deberse a multiples
factores, tipo de muestreo o metedologia empleada desde el aislamiento de los hongos o
extraccion de las particulas virales: Segun, Rodriguez y col., (2023), menciona que los
porcentajes de incidencia pueden variarde 0 a 100 %, estos valores pueden depender del
método para la deteccion y aislamientd de particulas virales. La mayoria de los
investigadores, utilizan la microcelulesa (CF11), es economica y facil de conseguir, a partir
de columnas y una serie de lavades\y precipitados y al final deteccion de bandas por
electroforesis aislan estos virus por deteccion.de bandas.

En un estudio donde obtuvieron 100 % de incidencia;dtilizaron el método de Secuenciacion
de alto rendimiento para dsRNA en Rosellinia_necatrix”(gste estudio se realizé en Japon y
Espana). Un segundo estudio con el mismo valor desprevalencia, detectaron por
metatranscriptomica a virus en Botrytis cinerea. En Nueva Zelanda la incidencia fue del 2 al
9% empleando el mismo método. La prevalencia de estos micovitus en hongos filamentosos
puede variar, dependiendo el método de busqueda de micovirus, VCG oditilizan aislamientos
cultivados donde en cada traspaso se pueden eliminar los virus. Actualmente el método de
metatranscriptomica detecte con mayor exactitud las secuencias de toda latfanscripcion de
ARN presentes en la célula y uso de andlisis bioinformatico, permitan diseriminar las

transcripciones del huésped de aquellas copias de los micovirus de ARN o ADN:

El uso de agente con hipovirulencia ofrece una esperanza para gestionar las enfermedades
fitopatdgenas que afectan a los cultivos de interés comercial. A los virus los aprovechameos

como agentes de control contra sus huéspedes de enfermedades forestales, pero aun presenta
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graindes_desafios. En el control biolégico depende de varias condiciones ambientales yv
biologi€asy para asi obtener resultados positivos (Milgroom & Cortesi, 2004). En el uso de
organismos hipovirulentos no es la excepcion, los mecanismos de transmision de estos virus
se efectiia intracelularmente “anastomosis hifal o fusion de hifas”, division celular y
esporulacion (Garcia-Pedrajas et al., 2019). El biocontrol basado en micovirus ha tenido gran
éxito en Europa, algunos autores sefialan que puede deberse a la baja diversidad genética
entre las cepas de honges. En las regiones donde se encontraban naturalmente las cepas de
CHV1 hipovirulentas se-propago eficazmente, a diferencia de aquellas donde no se aislaron

cepas virulentas y por lo tanto los resultados son muy desiguales (Umer et al., 2023).

Establecer el uso de micovirus he”solo. esta relacionado con la hipovirulencia, sino ademas
es necesario, que permanezcan dentrosde la célula y se transmitan de forma eficiente entre
los hogos patogenos. Una limitante es queldos virus carecen de una fase infectiva extracelular
y transmiten intracelularmente, por.anastomosis hifal y por esporas, por lo tanto es necesario
que los hongos sean compatiblesvegetativimente y permanezcan en mismo VCG, ya que
entre cepas incompatibles da lugar a(lamuerte ¢elular programada y evita la transmision de

los micovirus. Lo anterior puede estar relacionada €on-baja incidencia de los micovirus.

Finalmente desde una perspectiva agricola,€I\uso de miicovirus puede contribuir a una
agricultura sostenible basado en un buen pregrama dewmanejo integrado de plaga. La
contaminacion ambiental, ha generado resistencia en las plagas,ypor lo tanto, es necesario
implementar alternativas limpias que reduzcan los efectos nocives'sobre el medio ambiente.
Si bien el uso de micovirus suena prometedor, es necesario congcer. das interrelaciones
ecoldgicas que se producen entre las plantas-hongos-micovirus. La hip€rvirulencia no se ha
comprendido por completo, es importante tomarla en cuenta si se pretende, emplear un
micovirus, ya que existe la posibilidad de que estos virus generen alta virulencia en su
huésped fungico. El uso de métodos molecular méas novedosos como metatrans¢riptomica y
metaboldmica se estan volviendo atractivos para la busqueda de estas particulas virales, ya
que permite diferenciar el ADN o ARN viral del huésped, a pesar de estos nuevos métodes,
los resultados de las investigaciones han sido desiguales al momento de hablar sobte

prevalencia en micovirus. Es necesario recalcar las alternativas o herramientas que nos
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proporcionan estos agentes, como es el uso ARNi que involucra una serie de estudios y
actualmente hay un debate cientifico debido a los vacios de informacion. Para finalizar, los
micovirus’son una herramienta para el biocotrol de plagas fungicas y nos permite conocer la
ecologia y cogvolucion de estos con sus huéspedes.

Este trabajo es«€l primer paso para la identificacion molecular de micovirus que pueden
utilizarse como una‘estrategia para el control biologico de enfermedades que afectan al cacao.
Aunque aun falta mas_estudios, implementar otras estrategias de aislamiento fingico que

permitan tener otras oportiinidades de aislar molecularmente a los micovirus
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La produccion del granos€acao es materia prima para diversas industrias,
farmacéuticas, cosmetolégica y alimentaria, e importante para el
sostenimiento de muchas familias. Lo§ Sistemas Agroforestales Cacao
(SAFC), provee de grandes beneficios ecolégicos que incluyen flora,
fauna y captacion de carbono. Actualment€ estos ecosistemas se ven
afectados por la presencia de enfermedades fungieas: Moniliophthora
roreri, causante de la podredumbre helada de 1ac¢vaina (FPR); M.
perniciosa, agente causal de la enfermedad escoba de brija (WBD) y
Phytophthora palmivora, por mencionar las mas importantes. El hongo
causante de la moniliasis del cacao se ha extendido desdesAmérica
Latina, Centroamérica y México y se ha extendido en los ultimos 50
afios. En México, los primeros reportes fueron desde el 2005 y én los
ultimos 20 afios la produccion bajo de 40 a 20 mil toneladas. En el 2024,

la Secretaria de Agricultura Desarrollo Rural (SEDER), informa que
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Meéxico ocupa el catorceavo productor a nivel mundial con 28,106
toneladas de grano y 44,500 a 47,800 hectareas de cacao; Tabasco,
Chiapas y Guerrero son las principales regiones productoras. Una
alternativa para el control sostenible de las plagas es el control biologico,
empleando a los agentes microbianos, bacterias, hongos y virus,
sustituyendo a los pesticidas quimicos. Estos tienen grandes beneficios
parala agricultura, favorecen la salud de las plantas, brindan proteccion
a las'plantas o interactuarse con el patdgeno directa o indirectamente
para disminuir la enfermedad de la planta. El uso de micovirus es un
agente novedeSo que tiene el beneficio de cruzar barreras entre especies,
importante para~la)Sostenibilidad de la agricultura. Esta investigacion
evalud la presencia ‘de micovirus en hongos endofitos aislados en
plantaciones de cacao del estado de Tabasco (Cardenas, Cunduacan,
Centro, Huimanguillo, Jalpa y Comalcalco). La extraccion del ARN se
utilizaron la metodologia de'Valverde et al (1990) y Khankhum et al.,
(2007). La identificacion mole€ular de las cepas fungica se realizo a
través de la region transetipta intgtna ITS1 y 5, basado en el método de
White y col., (1990). Se ‘analizaron 137 hongos mediante cromatografia
en columna de celulosa. La ¢epa 174 fug latinica que present6 un posible
micovirus de un fragmento de 2.7 kb. La identificacion molecular del
hongo por la region ITS fue Endomelanconigpsis endophytica, con un
porcentaje de identidad de 99.81 y 100 % de cobertura total, aislada en
plantacion de cacao en Villahermosa, Tabasco, México, En este estudio
se reporta la posible presencia de un mitovirus (ARNss) de la familia
Narnaviridae. No forman particulas virales verdaderas y sole,tienen un
genoma de ARN monocatenario lineal (ARNss) de 2.3 — 3.6/kb y son
los tinicos que infectan a las mitocondrias dentro de los orgahismos
eucariotas, se pueden transmitir vertical u horizontalmente, ) La

informacion generada en este estudio permite dar inicio al uso ‘de

micovirus para el control biologico de plagas en plantas de cacao u otros
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fitopatdgenos, si bien, altin falta conocer los mecanismos de este virus y
los efectos en el hongo. Estos resultados sugieren la posible utilizacion
de estos organismos para el control de plagas. Sin embargo se requieren
mas estudios, analizar mayor numero de cepas fingicas que permitan

detectar otras particulas virales.
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