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RESUMEN

Las plantaciones de Agave angustifolia Haw en los
Valles Centrales de Oaxaca prosperan en
ambientes aridos, mostrando una notable riqueza
biolégica en especies vegetales y animales. Sin
embargo, la diversidad de hongos microscépicos,
especialmente del género Trichoderma, ha sido
poco estudiada en este agroecosistema clave para la
produccién de mezcal. El presente trabajo tuvo
como objetivo identificar la diversidad de
Trichoderma en la rizostera de A. angustfolia y
evaluar su potencial para mejorar el cultivo. Se
recolectaron muestras de suelo en 22 zonas
productoras de agave y se aislaron 35 cepas, de las
cuales 11 fueron identificadas mediante anAlisis
morfolégico y molecular (secuenciaciéon de la
region ITS del ADN  ribosomal).  Siete
aislamientos se identificaron solo a nivel género y
cuatro a nivel de especie: 7. afarasin (1), 7.
atroviride (1) y 1. asperellum (2). La cobertura de
muestreo fue de 0.82, indicando que se detect6
aproximadamente el 82.6 % de las especies
estimadas, y los indices de diversidad muestran una
comunidad con alta equidad relativa. Se estima que
podria haber hasta seis especies presentes. Este es
el primer reporte de Trichoderma asociado
especificamente  al  agroecosistema de A
angustifolia en la regién. Dado el potencial de 77
atroviridey T asperellum como agentes de control
biolégico y su contribucién a la biofertilizacién,
estos hallazgos ofrecen una oportunidad relevante
para la sostenibilidad y productividad en el cultivo
de agave para mezcal.
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ABSTRACT

Agave angustifolia Haw plantations in the Central
Valleys of Oaxaca thrive under arid and
challenging condition, yet host a remarkable
biological richness in plant and animal species.
However, the diversity of microscopic fungi,
especially of the 7richoderma genus, has been little
studied in this key agroecosystem for mezcal
production. This study aimed to identify the
diversity of 7richoderma in the rhizosphere of A.
angustifolia and asses its potential contributions to
crop improvement. Soil samples were collected in
22 agave-producing areas and 35 strains were
isolated, of which II were identified by
morphological and molecular analysis (sequencing
of the ITS region of ribosomal DNA). Seven
isolates were identified only at the genus level and
four at the species level: 70 afarasin (1), T.
atroviride (1) and 7. asperellum (2). The sampling
coverage was 0.82, indicating that approximately
82.6 % of the estimated species were detected, and
the diversity indices show a community with high
relative equity. It is estimated that there could be
up to six species present. This is the first report of
Trichoderma specifically associated with the
agroecosystem of A. angustifolia in the region.
Given the potential of 7. arroviride and 7.
asperellum as biological control agents and their
contribution to biofertilization, these findings
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offer a relevant opportunity for sustainability and
productivity of agave cultivation for mezcal
production.

Index words: biodiversity, biological control,
micromycetes, fungi, agave rizhosphere.

INTRODUCCION

En el estado de Oaxaca, el cultivo de agave mezcal
representa una fuente de empleo para mas de 11
500 productores

quienes  mantienen  en

producciéon 1S 000 ha y generan anualmente
63,500 t de agave (COMERCAM, 2023). Este
cultivo, base de la bebida alcohdlica “mezcal” con
denominacién de origen, posee gran relevancia
econémica, social y cultural a las comunidades
rurales (Hernandez-L6pez, 2018; Espinosa-Meza
et al,, 2017;).

En los tltimos afios, la superficie destinada a la
produccién de mezcal aumento de 97,759 ha en
2018 a 193,501 ha en 2024 (Servicio de
Informacién Agroalimentaria y Pesquera, 2022),
lo que representa cerca del 60 % de los suelos
ocupados para la produccién de agave mezcal en el
Este
transicién del sistema agricola tradicional hacia

estado. crecimiento  ha impulsado la
uno de caricter industrial resultando en cambios
en el uso del suelo y practicas de labranza intensiva
que afectan la biodiversidad incluyendo la

microbiota edifica (Rodriguez-Hernandez et al,

2024; Bautista-Cruz et al,, 2011).

En este contexto, el uso de especies del género
Trichoderma, surge como una alternativa para
mitigar los impactos negativos sobre el suelo y los
cultivos. Estos hongos cosmopolitas, presentes en
el suelo y rizosfera de maltiples especies vegetales,
aportan beneficios como el control bioldgico de
plagas y enfermedades, la

mejora  de las

condiciones edaficas, el aumento de la
disponibilidad de nutrientes y la induccién de
tolerancia al estrés en plantas (Contreras-Negrete

et al., 2025; Scudeletti et al., 2021; Coninck et al.,
2020).

34

AR TICULO CIENTIFICO

Trichoderma en Agave mezcal

Aunque la diversidad 7rrichoderma ha sido
ampliamente estudiada, en México persisten vacios
de informacién sobre la identidad de especies,
ecologia y potencial biotecnolégico. Actualmente
la diversidad de 7rrichoderma a nivel mundial es de
375 especies validas (Cai & Druzhinina, 2021),
cuya identificacién molecular se realiza mediante

el analisis de las regiones /75 refl, y ipb2 (Dou

etal, 2020), utilizando bases de datos
especializadas como Trichokey
(http://www.trichoderma.info/). La

identificacién precisa es esencial para anticipar las
aplicaciones agricolas y biotecnolégicas. La
diversidad del género en México asciende a 57
especies, siendo la especie 7. harzianum la mas
frecuente y de mayor valor comercial por sus
multiples usos (Ahedo-Quero et al., 2024; Kumar
etal, 20I4; Torres-De La Cruz etal, 20I5),
entre los que destacan el control de enfermedades
en plantas (Degani & Dor, 2021I; Sinchez-
Montesinos et al, 202I), la promocién del
crecimiento  vegetal (Contreras-Cornejo et al.,
2024), la reducciéon de poblaciones de insectos
plaga (Poveda, 2021, la mejora de la absorcién de
nutrientes (Bibi et al., 2024) e inducir el aumento
de la diversidad de especies microscopicas

benéficas en el suelo (Asghar et al., 2024).

En lo que respecta a su ecologia, se han
documentado aislamientos de 7. harzianum, T.
reeser, 1. virrdescens y 1. longibrachiatum en
suelos cultivados con A. tequilana (Sinchez &
Rebolledo, 2010), asi como nueve y trece especies
en cultivos de cacao (7heobroma cacao) en
Tabasco  (Sinchez-Hernandez etal, 2018;
Torres-De La Cruz et al., 2015) y la presencia de
7. harzianum en plantaciones de platano (Musa x
paradisiaca) en Oaxaca (Sanchez-Espinosa et al.,
2021). Estos trabajos permiten conocer la
diversidad, distribucién y riqueza de 7richoderma
los cuales son parametros necesarios para entender
cémo estd estructurada la rizosfera de un
agroecosistema y las funciones que genera.
Ademés, su caracterizacidon permite una futura
comparaciéon de las comunidades de hongos

presentes en suelos erosionados y no erosionados
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de cultivos agricolas en especifico del cultivo A.
angustifolra Haw.

Por ello, caracterizar las especies presentes en

este  agroecosisterna  constituye  un

identificar

paso

fundamental ~ para aquellas  con
potencial en el control biolégico de plagas y
enfermedades, biofertilizacion y bioestimulacién.
En este marco, el objetivo del presente trabajo fue
aportar conocimiento sobre la diversidad del
género Trichoderma asociadas a la rizosfera de A.
angustifolia en los Valles Centrales de Oaxaca y
analizar su potencial para mejorar la productividad

y sostenibilidad del cultivo.
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MATERIALES Y METODOS

Area de estudio

Se muestrearon 22 sitios que se ubicaron en los
distritos de Tlacolula, Centro, Ocotlan y Ejutla, en
parcelas cultivadas con A. angustifolia con mas de
2 afos desde la siembra. En cada sitio se
recolectaron cinco submuestras de suelo de Ia
rizosfera a una profundidad de 0-30 cm y a una
distancia no mayor de 30 c¢m de la planta. Las
en una muestra

submuestras se integraron

compuesta por sitio, siguiendo la metodologia de

Torres-De La (2015). Las

coordenadas, altitud y superficie de los sitios se

Cruz et al

muestran en la Tabla I. El proceso de muestreo se
realizé de enero a octubre del afio 2023.

Tabla 1. Sitios de muestreo para la obtencién de Trichoderma en cultivos de Agave angustifol[a Haw en los Valles

Centrales de Oaxaca México.

NP° desitio  Distrito Municipio Latitud Longitud Altitud (m) Superficie (ha)
1 Centro Santa Maria del Tule 17.04  -96.62 1569 I.I
2 Centro Santo Domingo Tomaltepec 17.0§ -96.62 1583 1.8
3 Centro San Sebastian Tutla 1732 -96.67 1541 0.8
4 Tlacolula  San Francisco Lachigolo 17.01 -96.60 1576 0.8
5 Tlacolula  Teotitlin del Valle (Santiago Ixtaltepec) 1702 -96.56 1627 1
6 Tlacolula  San Jerénimo Tlacochahuaya 1701  -96.57 1605 I.1
7 Centro Santa Cruz Xoxocotlin (CIIDIR) 17.02  -96.72 1527 0.15
8 Centro Santa Cruz Xoxocotldn (Rancho de Cristo)  17.03  -96.72 1530 8.5
9 Tlacolula  Dainzt 17.00  -96.55 1625 0.6
10 Centro San Raymundo Jalpan 1698  -96.74 1526 0.6
11 Tlacolula Teotitlin del Valle 17.00  -96.52 1661 0.6
12 Tlacolula  San Juan Guelavia 1698  -96.53 1608 0.6
13 Tlacolula  Tlacolula de Matamoros 1693  -96.48 1624 3
14 Tlacolula  Tlacolula de Matamoros 1694  -9647 1623 1.3
I5 Tlacolula  San Juan Teitipac 1691  -96.62 1651 14
16 Ocotlan  Santa Catarina Minas 16.78 -96.62 1566 I.I
17 Ocotlan  Ocotlan de Morelos 16.75  -96.68 1535 0.7
I8 Tlacolula  Santiago Matatldn 16.87  -96.38 1715 1.8
19 Ocotlan  Ocotlan de Morelos 16.74  -96.66 1534 5.8

20 Tlacolula  Santiago Matatlan (9 puntas) 16.83  -96.35 1913 1.2
21 Ejutla Ejutla de Crespo 16.62  -96.74 1498 1.1
22 Centro Santa Catalina de Sienna 17.04  -90.61 1588 0.5

La latitud y longitud estan expresadas en formato decimal, se utilizé6 Google Earth para su determinacién. La altitud se encuentra

en metros sobre el nivel del mar. La superficie en hectéreas.
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Aislamiento de Trichoderma

El aislamiento se llevé a cabo en el laboratorio de
control biolégico del Centro Interdisciplinario de
Investigacién para el Desarrollo Integral Regional,
Unidad Oaxaca (CIIDIR-Unidad = Oaxaca,
Instituto Politécnico Nacional). Se utilizé el
método de dilucién en placa. Se pesaron 10 g de
suelo de cada muestra compuesta y se diluyeron en
90 mL de agua destilada estéril (dilucién 1:10).
Posteriormente, se prepararon cuatro diluciones
(1:10, I:100, I:1000, I:I0 000). De cada
dilucién, se tomé una alicuota de 0.5 mL y se
distribuy6 sobre placas de Petri con medio papa
dextrosa agar (PDA) (BD Bioxon™) (Siddiquee,
2017). Se prepararon cinco repeticiones por
dilucién. Las cajas Petri sembradas se incubaron a
25° C en condiciones de luminosidad de 12 h
luz/oscuridad por siete dias. El crecimiento de
Trichoderma fue reconocido por la formacién de
parches o cojines verdes de conidios. Durante los
primeros cinco dias de crecimiento, las colonias
visibles se trasfirieron a cajas de Petri con medio
PDA y se incubaron siguiendo la metodologia de
(Siddiquee, 2017; Vargas-Gil et al., 2009). Para la
identificacién morfolégica y molecular, se

obtuvieron  cultivos  monospéricos y  se
conservaron a 5° C hasta su identificacién. Los
conservan en el

aislamientos obtenidos se

laboratorio de control bioldgico.

Identificacién morfolbgica

Los cultivos monospéricos fueron sembrados en
cajas Petri con PDA e incubadas durante siete dias
para determinar las caracteristicas de la colonia:
tamafio, morfologia y conidiacién. Ademas, se
inoculé una suspensién de esporas sobre discos de
PDA de 0.5 ecm de didmetro, bajo un cubreobjeto,
para obtener estructuras microscopicas de cada
aislamiento. Los discos inoculados se incubaron a
25° C en una cimara hiimeda durante 3-5 dias. Se

identificaron las estructuras de conididéforos,

fidlides, bajo

microscopio marca AmScope de campo claro y

conidios y  clamidosporas

foto documentadas. Los cultivos se almacenaron a
4 °C hasta la identificacién morfolégica y

ADN. Para la

extraccion de identificaciéon
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morfolégica se utilizaron las guias presentes en

Kubicek & Harman (2002) y Siddiquee ( 2017).

Identificacién molecular

De los 35 aislamientos, se seleccionaron 11
aislamientos para su envio e identificacién a los
laboratorios de  Servicios genémicos UGA-
LANGEBIO. La identificacién de las especies se
realiz6 mediante la secuenciacién de las regiones
ITS T e ITS 4 (White etal, 1990). EI ADN
gendmico se extrajo del micelio homogeneizado en
400 L de buffer de extraccién PBS, en un tubo
Eppendorf de 1.5 mL. Luego, se sigui6 el
protocolo del Kit AxyPrep Multisource Genomic
ADN Minipep (Axigen®) para obtener el ADN.
La calidad de ADN se evalu6 en gel de agarosa al
1% (Agarosa Ultra Pure, Invitrogen@) y se
cuantific6 con un espectrofotémetro Perkin

Elmer® (Lambda BIO 10®).

Las regiones ITSI, ITS2 y 5.8 del ARN
ribosomal se amplificaron mediante PCR,
utilizando los iniciadores universales ITS4 (TCC
TCC GCT TAT TGA TAT GC) e ITSS (GGA
AGT AAA AGT CGT AAC AAG G) (White
etal, 1990). La amplificacién se llevé a cabo
siguiendo el protocolo de Ahrens & Seemiiller
(1992), con algunas modificaciones en las
reacciones de PCR cuyo volumen final fue de 25
ul: agua ultrapura estéril (16.05 pL), solucién
amortiguadora Buffer 10X (2.5 pL), MgCI2 a 50
mM (1.25 uL), INTP mezclaa 10 mM (0.5 uL),
iniciadores ITS4 e ITSS a 10 pmol (1.25 uL de
cada uno), Tag DNA polimerasa (Invitrogen@) a
IU (0.2 uL) y ADN blanco a 50 ng (2 pL). El
procedimiento para la PCR consisti6 en los
siguientes ciclos: I de 95 °C por 4 min, 35 de 95
°C por I min, 35 de 58 °C por I min, 35 de 72
°C por 2 min y un ciclo de 72 °C durante 10 min.
Los productos de la PCR se sometieron a
electroforesis en gel de agarosa para visualizacién
y medida de la especificidad. La cuantificacién del
ADN  se realiz6 por espectrofotometria
(NanoDrop 2000, Thermo Scientiﬁc@). Los
productos se enviaron para su secuenciacién a
Macrogene@, y las secuencias obtenidas se
compararon con la base de datos del banco de
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genes del National Center for Biotechnology
Information ( 7richoderma genbank - Gene -

NCBI, 2024) (www.ncbinlm.nih.gov/).

Para la comparacién de los valores generados
con la secuencia de estudio se considerd una
similitud igual o mayor al 97 % (Stackebrandt &
Goebel, 1994). Las secuencias de nucleétidos
fueron alineadas usando el programa Crustal_x 2.1
(Thompson 1997). La
filogenética se realizé por el método neighbor-
joining (NJ) (Saitou & Nei, 1987) usando el
programa MEGAG6 (Tamura etal, 2013). El
soporte de las ramas en el arbol de NJ se calcul6
mediante el método de Bootstrap, usando 1,000
1985). Las
evolutivas se estimaron con el método P distance
(Nei & Kumar, 2000), excluyendo gaps y datos
faltantes. Los valores de bootstrap > 70 % se
consideraron significativos (Felsenstein, 1985).

et al., inferencia

réplicas  (Felsenstein, distancias
P

Como grupo externo se utilizé la sinonimia
aceptada basada en una secuencia de Aspergillus
flavus (ntmero de acceso GenBank: AF138287);
también se utilizaron secuencias de GenbBank de
nueve especies de 7richoderma: Trichoderma

harzianum  (EU280079), 1. pleuroticola
(JQO40377), T. virens (JQ040400), 7. spirale
(EU280092), 7. brevicompactum (JQ040334),
1. reesei (JQO040380), 7. longibrachiatum
(JN108926), 7. koningiopsis (JQ040370) y T-
asperellum (JQ040317). La eleccién de los grupos
externos se basd en los resultados de la
comparacién de las secuencias de estudio con la
base de datos del banco de genes del National

Center for Biotechnology Information

( Trichoderma genbank - Gene - NCBI, 2024).

Anélisis de datos

Distribucién de aislamientos

Para evaluar la distribucién de 7richoderma en los
sitios de muestreo, se organizaron los aislamientos
segtin su procedencia distrital. Se aplicé la prueba
de Ji-Cuadrada (x?, o = 0.05) para realizar la
prueba de frecuencias esperadas iguales de
aislamientos entre los distritos de los Valles
Centrales de Oaxaca.
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Ademas, se realiz6 un analisis de varianza
(ANOVA) de una via sobre el nimero promedio
de aislamientos por sitio, a fin de comparar la
diversidad de 7Trichoderma entre distritos. Cuando
se identificaron diferencias significativas, se
complement6 con la prueba de Tukey (a = 0.05)
para realizar comparaciones multiples entre
grupos. Los andlisis se llevaron a cabo utilizando

el programa R-Studio ®.
Estimacién de riqueza y cobertura de especies

Para evaluar el esfuerzo de muestreo y estimar la
riqueza total de especies de Trichoderma, se
construyé una matriz de presencia/ ausencia con
base en los aislamientos obtenidos en cada distrito.
Se consideraron los taxones identificados a nivel
de especie (7 afarasin, 1. asperellum, T. atroviride

y Trichoderma spp.).

Se calcularon parimetros de riqueza para los
datos de incidencia mediante el programa en linea
INEXT (Anne Chao's Website - iNEXT 4steps)
(Chao & Hu, 2023) se utilizé6 la metodologia
presente en el documento (Chao et al., 2020). El
programa calculé la riqueza observada (S_obs):
ntmero de especies registradas en el total de sitios
muestreados. QI: nimero de especies presentes en
un solo sitio (singletons). Q2: ndmero de especies
presentes en exactamente dos sitios (Dobletons).
También se determiné la cobertura de muestreo y
se estimd la presencia de especies.

RESULTADOS Y DISCUSION

Distribucién de aislamientos
Los 22 sitios de muestreo abarcaron una superficie
de 35.55 ha, con un promedio de 1.61 ha por

productor‘ De estos, II sitios presentaron
aislamientos con caracteristicas morfoldgicas de
Trichoderma lo que representa el SO % del total
Los

aislamientos con caracteristicas de 7richoderma se

muestreado. sitios  que  presentaron

muestran en la tabla 2.
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Tabla 2. Sitios con aislamientos de hongos con caracteristicas de 7rrchoderma obtenidos de la rizosfera de

Agave angustifolia Haw en los Valles Centrales de Oaxaca, México.

Sitio Distrito  Sitio de muestreo (Localidad) NP de aislamientos

1 Centro Santa Maria del Tule

2 Centro Santo Domingo Tomaltepec 4

6 Tlacolula San Jerénimo Tlacochahuaya I

7 Centro Santa Cruz Xoxocotlin (CIIDIR) S

8  Centro Santa Cruz Xoxocotlin (Rancho de cristo) 5

9 Tlacolula Dainzt 1

10 Centro San Raymundo Jalpan 2

16  Ocotloin  Santa Catarina Minas 5

17 Ocotlain  Ocotlan de Morelos I

19  Ocotlan  Ocotlan de Morelos S

22 Centro Santa Catalina de Sienna I

IT sitios 35
Tabla 3. Distribucién de aislamientos de 7richoderma por distrito.
Distritos NP° de N° de Promedio de aislamientos por Proporcién (%)
Sitios aislamientos distrito
por distrito

Centro 7 22 3.14 62.85
Ocotlin 3 IT 3.66 31.42
Tlacolula I1 2 0.18 5.7
Ejutla I 0 0 0

El distrito Centro present6 el mayor nimero de
aislamientos (22), seguido de Ocotlin (I1) y
Tlacolula (2), mientras que en Ejutla no se
registraron aislamientos (Tabla 3).

Anailisis estadistico de la distribucién

La prueba de Ji-Cuadrada indic6 diferencias
significativas en la distribucién de aislamientos
entre distritos (x> = 17.507, gl = 3, p = 0.0000),
lo que sugiere que la presencia de 7richoderma no
es homogénea entre las zonas muestreadas. El
andlisis de varianza (ANOVA) sobre el promedio
de aislamientos por sitio también mostr6
diferencias altamente significativas (p < 0.0000),
confirmando una mayor concentracién entre los
distritos Centro y Ocotln respecto a Tlacolula y
Ejutla. La prueba de Tukey revel6 que los
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promedios de estos dos primeros distritos fueron
significativamente mayores (p < 0.05). Estas
diferencias podrian deberse a que la zona de
Centro y Ocotlin son tierras de cultivo més
jovenes que las que se encuentran en Tlacolula y
Ejutla. Y en el caso de Ejutla el que solo se haya

muestreado un sitio.

Estimacién de la riqueza y cobertura de especies
A partir  de datos

(presencia/ausencia) de 7richoderma en los 22

una matriz  de

sitios muestreados, se registr6 una riqueza

observada (especies observadas) de cuatro taxones,
correspondientes a 7. afarasin, 1. asperellum, T.
atroviride grupo  identificado

y un como

Trichoderma spp.
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La estimacién de cobertura de muestreo sefiala
que se capturd el 82.6 % de las especies presentes
en los Valles Centrales de Oaxaca, con cuatro
especies observadas y 11 aislamientos. Si se
duplicara el tamafio de la muestra, la cobertura
aumentaria a el 93.7 %, sugiriendo que atin podran
registrarse especies adicionales. La presencia de dos
especies con un solo aislamiento (singletons) y una
con dos aislamientos (Doubletons) (QI = 2, Q2
= 1) refleja que una fraccién de la diversidad esta
compuesta por especies poco frecuentes o con
distribucién restringida, posiblemente asociada a
microhabitats especificos.

Estos valores sugieren que, aunque el esfuerzo
de muestreo fue suficiente para caracterizar el
ntcleo de la comunidad de 7rrchoderma, persisten
vacios en la deteccién de especies raras. Esto es
consistente con estudios previos que reportan que
la diversidad microbiana en suelos agricolas esta
fuertemente influenciada por la heterogeneidad
espacial y la disponibilidad de recursos (Zhang y
Zhuang, 2018). La identificacién de estas especies
raras podria aportar cepas con potencial adaptativo
a condiciones ambientales extremas, relevantes
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para estrategias de biocontrol en agroecosistemas
semiaridos.

Las estimaciones asintdticas obtenidas con
INEXT proyectan que, con un muestreo
completo, la riqueza total (q = 0) podria alcanzar
aproximadamente 5.91 especies (IC 95 %: 1.65—
10.17), mientras que la diversidad de Shannon (q
= 1) se incrementaria a 3.73 (IC 95 %: 1.16—
0.30) y la diversidad de Simpson (q = 2) a 2.62
(IC 95 %: 0.43—4.82) (Figura I). Esto confirma
que el esfuerzo de colecta fue suficiente para
caracterizar la estructura general de la comunidad,
pero un muestreo adicional podria aumentar
principalmente la deteccién de especies raras y, en
menor medida, la equidad general de Ia
comunidad.

Desde una perspectiva aplicada, la basqueda de
estas especies menos comunes (raras) podria ser
estratégica, ya que es posible que incluyan cepas
con propiedades antiftngicas, antimicrobianas o
tolerancia a estrés hidrico, caracteristicas deseables

de

mejoramiento de suelos en cultivos de agave.

para  programas control

biolégico y

Diversidad Taxonémica
LY
L}

0 10 20 30 0 0 10

20

T v T T T v v

30 40 0 10 20 30 40

Numero de sitios muestreados

=@~| muestreo con todos los sitios por distrito

= Rarefaccion

Extrapolacion

Figura I. Curvas de rarefaccién y extrapolacion de la diversidad de 77richoderma en los distritos de los Valles
Centrales de Oaxaca, estimadas con iNEXT.
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El promedio de aislamientos por sitio (1.74)
fue menor que el reportado por Sinchez &
Rebolledo  (2010) en A. tequiana (2.23),
posiblemente debido al disefio de muestreo, tipo
de suelo y clima. Sin embargo, el nimero de
especies identificadas fue similar: tres en A.
angustifolia y cuatro en A. tequilana. Es relevante
sefialar que para A. tequilana se muestrearon 60
sitios. Lo que podria indicar que nuestra
metodologia permitié obtener casi la misma
cantidad de especies a pesar de contar con la mitad
de los muestreos.

El sistema de producciéon es un factor
determinante en la presencia o ausencia de
Trichoderma. En este estudio, se observé que en
Tlacolula (zona de mayor produccién de agave en
el estado y caracterizada por un modelo
agroindustrial) solo se detectaron dos cepas. En
esta region, el monocultivo y el uso frecuente de
pesticidas representan un riesgo para la diversidad
y la salud del suelo (Bautista & Smit, 2012). De
acuerdo con Bautista-Cruz etal. (2007), el
carbono de la biomasa microbiana es menor en
suelos trabajados con maquinaria agricola en
comparacién con aquellos manejados con labranza
minima,

En contraste con los sistemas agricolas
tradicionales, estudios como los de Chimal-
Sanchez et al. (2018) y Hernandez-Morales et al.,
(2014) han revelado una notable diversidad de
hongos micorrizicos arbusculares en zonas de
agave manejadas como vegetacion secundaria,
identificando hasta 48 morfoespecies en cultivos
de agave mezcal en Oaxaca. Entre las familias mas
representativas destacan Glomeraceae,
Gigasporaceae y Acaulospora. Estos trabajos
concluyen que tales sistemas actGan como
reservorios clave de especies fingicas con potencial
agricola relevante. Asi, enfocar la basqueda de
Trichoderma en 4reas de vegetacién secundaria
podria ampliar significativamente el conocimiento
sobre la diversidad de especies presentes. Sinchez-
Espinosa etal. (2021) y Santander & Olave

(2014) mencionan que la interaccién entre hongos
MICOrTiZIcos y T richoderma puede ser negativa. Es

90

AR TICULO CIENTIFICO

Trichoderma en Agave mezcal

posible que los hongos micorrizicos tengan una
mejor adaptacién a las condiciones bidticas del
agroecosistema agave mezcal. En consecuencia, se
requieren estudios que profundicen en la relacién
Trichoderma-micorrizas para comprender sus
diversidad 'y

funcionalidad microbiana en el suelo.

interacciones, impacto en la

Especies identificadas

Los cultivos en placas de Petri permitieron
identificar los hongos como 7richoderma por su
patrén de crecimiento y la coloracién verde oliva
(claro y oscura), y verde amarillento. El medio de
cultivo presenté tonalidades blanco lechoso,
verdes y amarillo. Se observaron diferencias de
crecimiento en las colonias entre sitios de
muestreo. Las imagenes de crecimiento en cajas de
Petri se compararon con el manual practico de
diversidad biolégica y molecular de especies de

Trichoderma en regiones tropicales de Siddiquee

(2017) (Figura 2A y 2B).

El uso de imagenes fotograficas de hongos
microscopicos, es una herramienta practica para la
identificacién de hongos a nivel género,
disminuyendo tiempos para su identificacion,
ademas el analizar caracteristicas como olor y color
del medio de cultivo o estructuras reproductivas,
puede ayudar a reforzar el proceso de
identificacién (Zielifiski et al., 2020; Navi et al,,
1999). Sin embargo, la identificacién a nivel
especie requiere de técnicas moleculares. Contar
con un sélido reconocimiento y fotografias que
permitan al identificador reconocer el género,
permite disminuir el error de sesgo en el

aislamiento en laboratorio.

Identificacién molecular

La identificacién molecular permitié reconocer
siete cepas a nivel de género (letras en color azul
en la Figura 3) y cuatro a nivel especie (letras en
color verde en la Figura 3). De estas altimas, 7:
afarasin, provino de Santa Catarina de Sienna. 7.
atroviride de Santa Cruz Xoxocotlan (Rancho de
Cristo) y 7. asperellum de Dainzu y San Jerénimo
Tlacochahuaya.
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Figura 2A. Crecimiento y morfologia de 7richoderma presentes en sitios sembrados con A. angustifolia en
Oaxaca México. AI) Crecimiento en la caja de Petri, A2) conidiéforos, A3) conidios, A4)

clamidosporas.
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Figura 2B Crecimiento y morfologia de 7richoderma presentes en sitios sembrados con Agave angustifolia
en Oaxaca México. AI) Crecimiento en la caja de Petri, A2) conidiéforos, A3) conidios, A4)

clamidosporas.
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10|T.afarasin

NR 137301.1[Trichoderma afarasin

NR 134378.1(Trichoderma inhamatum
NR 137297.1|Trichoderma simmonsii

NR 111835.1|Trichoderma cerinum

NR 134357.1[Trichoderma tomentosum
NR 131264.1[Trichoderma lixii

NR 137298.1[Trichoderma atrobrunneum
NR 137304.1[Trichodermalafroharzianum
1[Trichoderma spp. ]

NR 173781.1|Trichoderma pinicola
8|Trichoderma spp.
3|Trichoderma spp.
4|Trichoderma spp.

NR 137299.1[Trichoderma aggressivum
NR 111529.1[Trichoderma amazonicum
NR 134403.1|Trichoderma parepimyces
NR 134354 1|Trichoderma longipile

NR 134370.1[Trichoderma crassum

NR 138428.1|Trichoderma virens

11|Trichoderma spp. ]

7|Trichoderma spp. ]
9|T.atroviride ]

MR 077207 .1[Trichoderma atroviride

NR 166015.1[Trichoderma caribbaesum
NR 131317.1|Trichoderma gamsii

NR 134340.1|Trichoderma appalachiense
6|Trichoderma spp.

34

13[Trichederma spp. ]

NR 134364.1|Trichoderma austrokoningii
NR 134333.1[Trichoderma aeroaquaticum
NR 134399.1[Trichoderma neorufoides

NR 134371.1[Trichoderma hamatum

NR 134419.1|Trichoderma yunnanense

NR 130668.1[Trichoderma asperellum
12[T. asperellum ]
2[T.asperellum

NR 134336.1[Trichoderma fertile

NR 134398.1|Trichoderma moravicum

NR 111834.1[Trichoderma rossicum

NR 134334.1|Trichoderma kunigamense
NR 134335.1[Trichoderma tsugarense

NR 111833.1|Trichoderma effusum

MR 120296.1[Trichoderma pseudokoningii
NR 120297.1[Trichoderma reesei

NR 134338.1[Trichoderma patella

NR 134339.1[Trichoderma patellotropicum
NR 134358.1[Trichoderma voglmayrii

NR 134365.1|Trichoderma crystalligenum
NR 134341.1|Trichoderma parapiluliferum
NR 134448 1[Trichodermalpolysporum

NR 134356.1|Trichoderma lacuwombatense
NR 134397.1|Trichoderma atlanticum

NR 1344021|Trichoderma pachypallidum
NR 134351.1[Trichoderma melanomagnum
NR 134400.1[Trichoderma nybergianum
NR 134366.1[Trichoderma taxi

NR 134355.1[Trichoderma stercorarium
NR 134368.1|Trichoderma citrinum

NR 134369.1|Trichoderma victoriense

NR 134344 1[Trichoderma sulawesense
NR 134353.1|Trichoderma pseudonigrovirens
NR 134337.1|Trichoderma strictipile

NR 134345 1|Trichoderma costaricense

NR 134352.1|Trichoderma thelephoricola
NR 134349.1|Trichoderma virescentiflavum
NR 134346.1|Trichoderma cremeum

NR 134350.1|Trichoderma surrotundum

Figura 3. Arbol Neighbor-Joining de las secuencias ITS.

Este hallazgo constituye el primer reporte de
estas especies en el agroecosistema A. angustifolia
Haw en el estado de Oaxaca. En la literatura, 7.
afarasin forma parte del complejo 7. harzianum de
nueve agregados (Ismaiel et al, 2024). Este
complejo es morfolégicamente similar pero
biolégicamente diferente y en la actualidad se
contintia expandiendo su identificacién molecular

(Zhang & Zhuang, 2018). Barrera et al. (2021)
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reportan 7. afarasin en Argentina, sin embargo, no
hay reportes de sus aplicaciones practicas.
Trichoderma — atrovirrde, es ampliamente
estudiado por su eficacia como agente de control
bioldgico, biofertilizante y en biorremediacién,
aunque no hay reportes especificos para agave
mezcal. 77 atroviride se reporta como antagonista
a enfermedades como antracnosis ( Colletotrichum

acutatum), podredumbre blanca de la cebolla
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(Slelerotium cepivorum) y a diversas especies de
Fusarium (Fusarium spp.) (Kim et al, 2023;
Coninck et al, 2020; McLean et al, 2012).
Fusarium oxysporum generan la enfermedad de la
“marchites de la agave” por lo que 7. atroviride
puede ser una opcién para mejorar la sanidad del

cultivo (Quifiones-Aguilar et al., 2023).

Trichoderma  asperellum se ha estudiado
ampliamente, llegando a la conclusién de que su
empleo en la agricultura ofrece el control biolégico
de plagas y enfermedades, la mejora en la absorcién
de nutrientes, funciones larvicidas e induccién de
resistencia a la sequia en plantas. Su uso
combinado con fungicidas también ha sido
evaluado. La eficacia de 7. asperellum ha sido
exitosa contra patégenos como Neofusicoccum,
Colletorrichum, ~ Phytophthora, Penicillium y
Fusarrum (Stracquadanio et al, 2020). Estas
tltimas son responsables del fenémeno conocido
como "damping-off", enfermedad que representa
una amenaza para los productores de planta de
agave en vivero (Bailén-Ortiz & Amabilis-Sanchez,

2024).

La presencia confirmada de 7rrchoderma abre
nuevas lineas de investigacién para evaluar su
eficacia en el manejo de problemas fitosanitarios
de importancia en el agave, como la pudricién de
la pifia de la agave provocada por Pectobacterium
carotovorum o plagas como el picudo del agave

(Scyphophorus acupunctatus).
CONCLUSIONES

Este estudio representa un avance signiﬁcativo en
el conocimiento del microbiota asociado a Agave
angustifolia Haw, al documentar la presencia y
diversidad del género Trichoderma en de 7.
afarasin, 1. atroviride y 1. asperellum en la
rizosfera en los Valles Centrales de Oaxaca. Los
resultados indican que la comunidad de
Trichoderma en los Valles Centrales de Oaxaca
presenta una alta equidad relativa, pero una riqueza
moderada con potencial de incremento mediante
un mayor esfuerzo de muestreo. La deteccién de

especies raras no solo aportaria al conocimiento de
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la biodiversidad local, sino que podria ampliar el
repertorio de cepas dutiles para el manejo
sustentable de cultivos, especialmente en sistemas
donde el estrés hidrico y la presién de patdgenos
son factores limitantes. Las especies identificadas
poseen potencial biotecnolégico para uso en el
control

biolégico, biofertilizacién y

bioestimulacién del cultivo agave.

Estos hallazgos abren la puerta a estrategias de
manejo mas sostenibles, reduciendo la dependencia
de agroquimicos y fortaleciendo la resiliencia del
hidrico,

sobreexplotacién de suelo y al cambio climatico.

cultivo frente a estrés patbgenos,
Asimismo, evidencian la necesidad de ampliar el
muestreo para estimaciones mas precisas y para
evaluar la interaccién de 7richoderma con otros
componentes microbianos del agroecosistema. En
sintesis, 7richoderma no solo forma parte de la
biodiversidad oculta de los Valles Centrales, sino
que se perfila como un aliado estratégico para el

futuro del agave mezcalero en Oaxaca.
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