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Protocolo para Proyecto de Investigacion 2018

1.-Titulo del proyecto Presupuesto solicitado:

Determinacion de metabolitos téxicos de Beauveria spp., para el control de Globodera |$ 50,000.00
sp. in vitro.

2.- Introduccion

La papa (Solanum tuberosum L.), en México ocupa el cuarto lugar en consumo, se cultiva en 24 estados, como
alimento, se encuentra en el quinto lugar en el renglon alimenticio (Siap, 2014, CONAPAPA, 2013). Existen nematodos
que se enquistan y representan un grave problema para la agricultura mundial, ya que los quistes son formas de
resistencia, que dificultan su manejo y facilitan su dispersion (Whitehead y Turner, 1998). Un ejemplo de éstos es el
nematodo dorado de la papa Globodera rostochiensis, que constituye uno de los problemas fitosanitarios mas
importantes en este cultivo (Rueda et al., 2008). La infestacién reduce los sistemas radicales, limita la absorcion de
agua y nutrientes, causando estrés hidrico. En campo, el cultivo presenta manchones con limitado crecimiento de las
plantas, causando disminucién en el tamafio de los tubérculos por lo tanto ocasionando pérdidas en el rendimiento
(Tovar et al.,, 20086).

El control bioldgico de Globodera rostochiensis, se basa principalmente, en la utilizacion de agentes microbianos,
como bacterias y hongos antagonistas de nematodos (Lopez -Llorca et al., 2008). La accion del hongo sobre un
organismo plaga, es facilitada principalmente por una gran variedad de metabolitos secundarios, producidos a lo largo
del proceso de infeccion (Arboleda et al., 2004). El empleo de metabolitos secundarios de Beauveria spp. es una
alternativa para el control del nematodo Globodera sp., ya que contribuye a la reduccion de contaminacion ambiental y
riesgo a la salud humana por el uso irracional de pesticidas.

Objetivos
Objetivo General: Identificar el metabolito toxico del hongo Beauveria spp., evaluandolo sobre distintos estadios del
nematodo Globodera sp., in vitro.

Objetivos Especificos:

-Evaluar la efectividad biologica de extractos del hongo Beauveria spp., sobre diferentes estadios de Globodera sp.
-ldentificacion molecular de especies de investigacion.

-Determinacion de enzimas hidroliticas producidas por el hongo a diferentes tiempos sobre el nematodo, por medio de
espectrofotometria por técnicas de microplaca.

-ldentificar el metabolito(s) con mayor actividad nematicida, por medio de técnica, espectrofotometria infrarro vy
espectrometria de masas

Hipotesis
[AI menos un metabolito de Beauveria spp., mostrara efecto nematicida sobre Globodera sp. in vitro

3.-Revisién de Literatura

La papa (Solanum tuberosum L.), en México ocupa el cuarto lugar en consumo, se cultiva en 24 estados, como
alimento, se encuentra en el quinto lugar en el renglén alimenticio después del trigo, arroz y maiz (Siap, 2014,
CONAPAPA, 2013). Como cultivo produce mas proteina por hectarea después de la soya y contiene altas cantidades
de carbohidratos, minerales y vitaminas (Mc Laughlin, 2005).

Los nematodos del quiste de la papa son considerados como la plaga mas importante de este cultivo, en las areas de
clima frio y templado (Rivas, 2005). Se considera que estos nematodos son originarios de la zona andina de América
del Sur y evolucionaron con su hospedante principal, las subespecies de Solanum tuberosum, de tal forma que en la
actualidad el parasito es un problema endémico en todos los lugares donde esta presente (Gonzalez y Franco, 1997).
Se presume que el nematodo pasé a Europa con los primeros envios de tubérculo al viejo continente, los cuales
tuvieron lugar hacia la segunda mitad del siglo XVI. Posteriormente, el auge que tomo este cultivo en Europa vy el
hecho de que varios de sus paises se convirtieron en los mas importantes proveedores de semilla de papa, se cree
que ha sido desde Europa el centro de diseminacion mas importante de este nematodo a los otros continentes (Dao y
Gonzalez, 1971).

En México, éste organismo fue detectado por primera vez en 1971 en un lote de produccion de papa de
aproximadamente una hectarea en el estado de Guanajuato. Este descubrimiento dio lugar a la cuarentena interna no.
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17, el cual implico el muestro para la deteccion de G, rostochiensis a nivel nacional en todos los estados productores
de papa, prohibiendo la movilizacién de tubérculo semilla a lo largo y ancho del pais. Hasta el 2009, de manera oficial
el nematodo se encuentra distribuido en nueve estados de la republica ,Guanajuato, Nuevo Leoén, Distrito Federal,
Hidalgo, Tlaxcala, Puebla, Veracruz y el Estado de México (SENASICA, 2013).

Por estimulo de los exudados radiculares, emergen mas del 50% de las larvas, gue se encuentran en su segundo
estadio dentro de los huevos que encierran los quistes y penetran en las raices de la planta hospedante. Se alimentan
y se desarrollan pasando por una serie de tres mudas; las hembras crecen y rompen el tejido radicular. Los machos
maduros tienen forma de larva; abandonan la raiz y se aparean con las hembras que han quedado insertas por medio
de la cabeza y cuello, en el tejido radicular. Las hembras fecundadas aumentan de tamafio y se vuelven subesféricas.
Las hembras maduras tienen el cuello prominente, miden entre 0.5 y 0.8 mm de longitud con gran variacion de
tamarfio, lo cual depende probablemente de las caracteristicas del hospedero y de la nutricion durante su desarrollo.
Los huevos son producidos y retenidos dentro de la hembra. La cuticula de la hembra fecundada se oscurece y
endurece, transforméandose en quiste, el cual puede contener hasta 500 huevos. Los quistes permanecen en el suelo
después de la cosecha, y los huevos pueden mantener su viabilidad dentro del quiste en ausencia del hospedero por
mas de 20 afios. La velocidad de multiplicacion y proporciéon de sexos, son influenciados por la densidad de la
poblacion de nematodos y por las caracteristicas del hospedero. La disponibilidad de alimento estimula la
multiplicacién, la que puede alcanzar hasta 60 veces mas. Cuando el alimento es limitado y la poblacion numerosa
(100 huevos por gramo de suelo), la densidad de nematodos puede llegar a disminuir (Mai et al, 1980).

El primer signo de dafio en el campo se puede observar como pequefias areas de forma eliptica orientadas a lo largo
de los surcos, que contiene plantas con poco desarrollo. Los manchones crecen afio a afio, a menudo con sentido de
la pendiente. Las plantas detectadas generalmente presentan un color verde mas oscuro y la floracién cuando se
presenta se retarda considerablemente. El sistema radical aparece excesivamente ramificado y de tamafio reducido
especialmente cuando se tiene altas poblaciones del nematodo (Montessoro, 1994).

En general, las pérdidas de rendimiento causadas por estos fitoparasitos dependen del grado de asociaciéon
hospedante-nematodo, de la raza y densidad poblacional del nematodo, susceptibilidad del hospedante, calidad de la
semilla, fertilidad del suelo, época de siembra y condiciones ambientales (Pumisacho y Sherwood, 2002). La
combinacion de estos factores determinara la severidad de la enfermedad y, consecuentemente, la disminucion en la
preduccion (Ortufio y col., 1994).

En los lugares infectados con nematodos, el control incluye rotacién de cultivos, siendo lo recomendable 7 anos sin el
cultivo de papa para minimizar el dafio; lo anterior suplementado con el uso de cultivares de papa resistentes y el uso
de nematicidas quimicos fumigantes o compuestos granulados sistémicos (Smith et al, 1997). El uso indiscriminado
de éstos, ha ocasionado varios problemas entre ellos, la contaminacion del suelo y mantos freaticos, efectos
téxicos en animales y el hombre, genotipos resistentes y muerte al mismo tiempo de los enemigos naturales
de las mismas plagas y de otros organismos que ante la ausencia de sus reguladores se convierten en plagas
secundarias ( Franco, 2008).

El control biolégico es una practica agricola en constante crecimiento que busca la destruccion total o parcial de
patégenos e insectos plaga, frecuentemente mediante el uso de enemigos naturales (Spardo y Gullino, 2004).
Se conocen aproximadamente 100 géneros y 700 especies de hongos entomopatégenos, Beauveris bassiana es el

hongo de mayor uso en el manejo de plagas, fue descubierto en 1834 por Agostino Bassi, y en 1980 se registro
Lullieivianieiie el nainsas (Lum). IFeilelieue a la LIivisivil Astuliylula, ucl UIidch Hypusicalcs, wuin culidiomuius

agrupados en forma de racimos y conidias de color blanco cremoso.

La accion del hongo sobre un organismo plaga, es facilitada principalmente por una gran variedad de metabolitos
secundarios, producidos a lo largo del proceso de infeccion (Arboleda et al., 2004). Aunque se ha reportado un
elevado numero de metabolitos producidos por los hongos entomopatogenos, solo una pequefia fraccion han sido
examinados y caracterizados. Los mismos son generalmente mas pequefios que el tamafio promedio de las
macromoléculas biologicas. Algunos pueden ser de estructura organica simple, pero con frecuencia son compuestos
de estructura un poco mas compleja, muchos de ellos son toxinas peptidicas ciclicas y lineales, las que se derivan de
otros metabolitos primarios, en algunos casos con estructuras inusuales y acompafiadas ocasionalmente de procesos
de biosintesis especificos (Pucheta et al, 2008) El aislamiento y estudio de estas toxinas, es de gran importancia
debido a la posibilidad de su utilizacién.
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4 .- Procedimiento Experimental CONTINUACION

Se identificara a nivel molecular, |a especie de hongos con las que estamos trabajando.
Se determinara por medio de la técnica de microplaca, una cinética de las enximas hidroliticas (quitinasa, lipasa y
proteasa) producidas por el hongo sobre el nematodo Globodera rostochiensis.

Se identificara por medio de espectrometria de masas los metabolitos con actividad nematicida de Beauveria spp.,
sobre el nematodo Globodera sp.

Cronograma de Actividades para el 2018.

Actividad por realizar E I M |A | M J JUlbA (S O N D

Identificacion molecular a nivel de geénero y especie | x
del nematodo Globodera sp. y hongo Beauveria spp.
utilizados para este trabajo

Cinética de las enximas hidroliticas (quitinasa, lipasa | x
y proteasa) producidas por el hongo sobre el
nematodo

Espectrometria de masas los metabolitos con X
actividad nematicida de Beauveria spp., sobre el
nematodo Globodera sp.

Dos publicaciones cientificas X X
Presentacion en congresos, nacional e internacional X X
Obtencion del grado de Doctorado en Ciencias en X

Parasitologia Agricola, la Alumna Fabiola Garrido

[0s]

Cronograma de distribucién de presupuesto para el 2018.

Actividad por realizar E Sl cRn Vs S T Re T PR ARG e SNRET)

Identificacion molecular a nivel de género y especie | X
del nematodo Globodera sp. y hongo Beauveria spp.
utilizados para este trabajo

Cinética de las enximas hidroliticas (quitinasa, lipasa | X
y proteasa) producidas por el hongo sobre el
nematodo

Espectrometria de masas los metabolitos con X
actividad nematicida de Beauveria spp., sobre el
nematodo Globodera sp.

Dos publicaciones cientificas X X

Presentacion en congresos, nacional e internacional X X

Duracion total del proyecto
| Afo de Inicio 2018 | Ao estimado de conclusion 2018

5.-Productos Esperados
« Dos publicaciones cientificas
e Dos presentaciones en congresos
e Tesis de doctorado en Parasitologia Agricola
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