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RESUMEN

Rhizopus stolonifer es un hongo fitopatégeno considerado el principal agente causal de la
pudricion blanda de productos agricolas, como frutas y hortalizas. Infecta los tejidos
vegetales provocando enfermedades y acelerado su proceso de descomposicion. Estas
enfermedades son impredecibles y representan grandes pérdidas de los productos agricolas.
A lo largo del tiempo ha sido controlado utilizando fungicidas sintéticos, que a pesar de ser
eficaces representan un dafio potencial para el ambiente y la salud humana. Como una
alternativa al uso de productos sintéticos, se evalud el efecto de los compuestos organicos
volatiles (COV’s) liberados por Trichoderma harzianum, ya que se ha documentado que
estos COV’s poseen la capacidad de inhibir el crecimiento de hongos y bacterias. Se
realizaron aislamientos de ambos hongos y una vez identificados se resembraron en medio
PDA para su propagacion. Se observd que existe un desbalance entre el tiempo de
crecimiento y maduracion de ambos hongos, por lo cual se disefié un cronograma de siembra
para poder realizar los enfrentamientos. Con la finalidad de saber si los COV’'s de T.
harzianum poseen un antagonismo sobre R. stolonifer, ambos hongos fueron sembrados en
cajas Petri con division, para evitar el contacto directo entre ambos, de esta interaccion se
absorbieron los volatiles del headspace, utilizando el método de extraccion SPME y
posteriormente identificados en el CG-EM. En general se identificaron 13 compuestos, 8 de
estos se encontraron presentes en la interaccion; 3 alcoholes (Alcohol fenetilico, Fenol y
Trichoacorenol,), 3 terpenos (Limoneno, cis-a-Bisaboleno e Isoledeno), un aromético (p-
Xyleno) y una enzima (y-Muuroleno). La inhibicidn de R. stolonifer fue notable desde el
segundo dia de la interaccion, sin embargo, al cuarto dia T. harzianum invadié fisicamente
el area perteneciente a R. stolonifer, la inhibicion no solo funciond en evitar que R. stolonifer
siguiera creciendo, ya que se observo una disminucion parcial de micelio y esporas, hasta

que el antagonista llego a su muerte y la inhibicion se detuvo.



1. INTRODUCCION

En los paises en desarrollo se estima que de 15 al 50 % de los alimentos producidos se pierden
después de la cosecha, las principales causas suelen ser, las plagas y enfermedades, asi como
la contaminacion por plaguicidas y productos quimicos (FAO, 2009). A las pérdidas
bioldgicas de los productos se le suman las pérdidas econdémicas para los productores y
comerciantes, y los efectos negativos al ambiente por el uso de los recursos, como: tierras,
agua, fertilizantes y energia, que son utilizados para producir, elaborar, manipular y
transportar alimentos que no seran aprovechados (FAO, 2011).

Rhizopus stolonifer es un hongo fitopatdgeno, considerado uno de los principales causantes
de las enfermedades postcosecha, por su rapido crecimiento micelial y potencial de invadir
tejidos vegetales, es el responsable de causar la pudricion blanda de los productos agricolas.
Durante afios con el fin de evitar pérdidas se ha empleado el uso de compuestos quimicos
(fungicidas sintéticos) en el tratamiento postcoseha, sin embargo, éstos suelen tener
implicaciones negativas en la salud de los consumidores y en el ecosistema, debido a esto las
tendencias actdales involucran el desarrollo de productos bilégicos como alternativas al uso
de fungicidas sintéticos, que sean capaces de frenar las pérdidas postcosechas y preservar la

integridad y seguridad de la salud y el ambiente (Velazquez-del Valle et al, 2007).

El género Trichoderma, es utilizado como agente de control bioldgico de hongos y
nematodos. Entre los mecanismos que permiten que desempefie un papel de antagonista ante
los fitopatdgenos se encuentran: la competencia, micoparasitismo y antibiosis (produccién
de metabolitos) (Martinez et al., 2013). Los compuestos organicos volatiles liberados por
Trichoderma como producto de su metabolismo secundario han hecho posible la elaboracion
de productos para el control biolégico de patégenos en plantas (Kanchiswamy, et al., 2015).
Trichoderma harzianum es un hongo que ha sido ampliamente estudiado y reconocido por
su produccién de toxinas y antibioticos (Romero-Arenas et al., 2009). En este trabajo, se
identificaron los compuestos volatiles de Trichoderma harzianum y se observo la inhibicion
del crecimiento micelial de Rhizopus stolonifer por efecto de T. harzianum, mediante

estudios in vitro.



2. ANTECEDENTES

2.1 Hongos fitopatogenos en frutos

Los productos agricolas (frutas y hortalizas) son muy susceptibles al ataque de
microorganismos, antes y después de la cosecha, asi como durante su almacenamiento
(Trigos et al., 2008). Dentro de las principales plagas agricolas los mas perjudiciales son los
agentes patdgenos, asi llamados porgue provocan enfermedades en los cultivos, algunos son:

hongos, virus y bacterias (Bedmar, 2011).

Los hongos fitopatdgenos, causan enfermedades y aceleran los procesos de descomposicion
provocando grandes pérdidas bioldgicas y econdmicas (Trigos et al., 2008), ademas
producen micotoxinas las cuales se distribuyen ampliamente sobre el sustrato y pueden
ocasionar graves enfermedades a los consumidores, segun la FAO (2001) alrededor del 25%

de los cultivos se encuentran contaminados con algun tipo de micotoxina.

Algunos de los principales géneros de hongos fitopatdgenos causantes de las alteraciones
mas comunes en las cosechas son: Alternaria, Botrytis, Lasiodiplodia, Penicillium,
Colletotrichum, Phoma, Fusarium, Mucor y Rhizopus, estos causan dafos en el tejido de los
productos agricolas afectando a su aspecto fisico, valor nutricional y dificultad de

conservacion (Fitenborg et al., 1996).
2.2 Rhizopus stolonifer en frutos

R. stolonifer es un hongo fitopatdgeno que se distribuye ampliamente en el ambiente, es
capaz de desarrollarse y crecer en temperaturas que van desde los 10°C hasta los 33°C y en
humedades relativamente variables (Pontén, 2002). Es saprofito del suelo y del material
organico, su micelio es aéreo de crecimiento acelerado (Velazquez-del Valle et al., 2007), se
reproducen de manera sexual y asexual, poseen esporangiéforos que producen esporas de
gruesas paredes resistentes a las condiciones ambientales adversas (sequias y altas
temperaturas) que pueden mantenerse latentes por largo tiempo y distribuirse con facilidad
sobre el sustrato (suelo), se dispersan por medio del aire lo que les permite llegar a los tejidos
vegetales dafiados donde germinan y generan la aceleracion de la maceracion de los tejidos

y la pudricién de los frutos (Adaskaveg et al., 2002).



R. stolonifer es considerado el principal agente causal de la pudricién blanda de algunas frutas
y hortalizas. EI mayor numero de infecciones y pérdidas se presenta postcosecha, asi como
durante el empaquetamiento y transporte de los productos. Este fitopatdgeno se ve
beneficiado por la presencia de heridas como las magulladuras que sufren los productos
agricolas al ser cosechados, empaquetados y trasportados. Su micelio y esporas aéreas
aprovechan de las lesiones para introducirse e invadir el resto del organismo (Velazquez-del
Valle et al, 2007), llevan a cabo la maceracion celular utilizando enzimas pécticas que
degradan y disuelven las pectinas de las células vegetales (Barkai-Golan, 2001). Las
enfermedades producidas por R. stolonifer son impredecibles y representan grandes

cantidades de pérdidas anuales de los productos agricolas (ATI, 2016).
2.3 Control de hongos fitopatdgenos

Las plagas y enfermedades son un problema que inicié con la agricultura misma (Carreon,
2007), con la necesidad de combatirlas y evitar pérdidas bioldgicas y econdmicas en la
agricultura, se han elaborado y utilizado sustancias quimicas / organicas, inorganicas o
microbioldgicas ya sean liquidas o sélidas (plaguicidas) cuyo propoésito es producir un efecto
toxico sobre ciertos organismos vivos que sean dafiinos para el cultivo y la cosecha (Bedmar,
2011),

Los plaguicidas que son utilizados para el control de hongos fitopatdgenos se denominan
fungicidas y se clasifican de acuerdo su modo de accion son: 1) Preventivos, se aplican antes
de que se presente la enfermedad o al presentarse los sintomas iniciales; 2) Curativos y
Erradicantes, son translaminares y sistémicos, puesto que son capaces de penetrar el tejido
vegetal y matar el hongo que ya ha invadido, ademas pueden evitar la formacion de esporas
(FAO).

Para controlar la pudricion blanda causada por R. stolonifer los principales fungicidas
sintéticos que se han utilizado son: Dicloran, Iprodione, Fludioxonil y Tebuconazole
(Adaskaveg et al., 2002). Todos estos lograron reducir mas del 50% de la pudricion, sin
embargo, en algunos casos han dejado de ser producidos por su alto riesgo ecolégico, y otros
mas han dejado de ser utilizados debido a que el fitopatdgeno ha generado resistencia a estos
fungicidas (Velazquez-del Valle et al., 2007).



2.4 Alternativas al uso convencional de fungicidas

A lo largo del tiempo los fitopatdgenos han sido controlados utilizando fungicidas
Asintéticos, que a pesar de ser eficaces representan un dafio potencial para el ambiente y la
salud humana (Dofur et al., 2011). Ademas, el uso inmoderado de fungicidas sintéticos
utilizados en productos postcosecha ha traido como consecuencia que los hongos
fitopatdgenos desarrollen resistencia a éstos (Taheri et al., 2018), debido a esto las dosis
utilizadas se intensifican, provocando que éstos se acumulen en los alimentos, suelos y aguas,
por lo que ha actualmente ha generado una creciente preocupacion ambiental con respecto a

la eliminacidn indiscriminada de fungicidas.

Los plaguicidas han contribuido a mantener la calidad de los alimentos a costos econdmicos
no muy elevados, sin embargo, el alto precio lo ha pagado el medio ambiente (Velazquez-
del Valle et al., 2007). Por lo que se han implementado el uso de alternativas que preserven
la integridad y seguridad de los seres humanos, como del medio, y por supuesto que tengan
un efecto eficaz sobre el patdgeno (James et al., 1993).

En un enfoque alternativo para el control de la pudricion causada por R. stolonifer en el
melocotdn (Prunus persica) se evalud la eficacia del aceite esencial de tomillo (Thymus
vulgaris) cuyos resultados demostraron su capacidad como inhibidor de R. stolonifer, con
variaciones en las concentraciones utilizadas, siendo asi una alternativa viable a los
fungicidas sintéticos (Taheri et al., 2018). En otros estudios, se evalu6 el uso bacterias
antagonistas con potencial de biocontrol de R. stolonifer en frutos de zarzamora, de 86
aislamientos de bacterias de plantas y del suelo, 4 de ellas presentaron un efecto antagénico
ante R. stolonifer, donde Bacillus licheniformis con un porcentaje de inhibicion de 41.42% 'y
42.78% y Bacillus subtilis 40.04% y 41.46% fueron las mas efectivas (Chavez-Diaz et al.,
2013).

En cuanto a los compuestos volatiles organicos, Scarselletti y Faull en 1994, mencionan que
estos resultan ser toxicos para algunos hongos debido a que poseen capacidad hidrofobica de
adsorberse dentro de las membranas celulares, formando una capa hidrorepelente sobre la
pared los hongos impidiendo que las celulas de estos absorban agua, lo que les causa la

muerte. Los primeros estudios que se realizaron y permitieron identificar compuestos



volatiles, fueron del hongo T. viride en el cual se encontré el compuesto 6-pentil-2H-piran-
2-ona (6-PAP) (Collins y Halim, 1972; Prapulla et al., 1992).

Actualmente las investigaciones sobre compuestos volatiles pretenden obtener informacion
de la actividad antifungica y antimicrobiana de los organismos productores de compuestos
volatiles, como es el caso de Codium bursa, un alga que emite compuestos volatiles que

poseen la capacidad de inhibir el crecimiento de hongos y bacterias (Jerkovi“c et al., 2019).

2.5 Compuestos volatiles de Trichoderma spp. para el control de hongos

fitopatogenos

Trichoderma es un hongo microscopico filamentoso anaerobio facultativo, se encuentra
presente en todas las latitudes, desde las zonas polares hasta la ecuatorial. Posee un
crecimiento micelial rapido y una abundante produccidon de esporas, permitiéndole colonizar
diferentes sustratos, asi como el suelo y la madera (Infante et al., 2009). Trichoderma puede
adaptarse y sobrevivir en condiciones extremas de temperatura, pH y salinidad (Widden y
Scattolin 1988, Jackson et al., 1991).

Las especies de Trichoderma poseen una gran plasticidad ecol6gica estrechamente
relacionada con la alta capacidad enzimética que poseen para degradar sustratos, un
metabolismo versatil y resistencia a inhibidores microbianos, algunas especies secretan mas
de 70 metabolitos entre ellos algunos que funcionan como estimuladores del crecimiento,
induccion de resistencia de la planta-huésped y desarrollo vegetal, ademas tiene
compatibilidad con productos agroquimicos (Martinez et al. 2013). Contribuye en el control
de hongos fitopatdgenos ya que poseen propiedades micoparasiticas y antibioticas, algunas
especies han sido catalogadas como excelentes agentes de control bioldgico de hongos
causantes de enfermedades a diferentes plantas horticolas (Cuadro 1.) (Score y Palfreyman
1994, Druzhinina y Kubicek 2005, Avila-Miranda 2006, Rojo 2007). Ademas, Trichoderma
produce metabolitos secundarios que han sido usados como agentes biofertilizadores,
bioprotectores y biocontroladores en agricultura, contra diferentes hongos fitopatdgenos
como Phytophtora, Rhizoctonia, Sclerotim, Pythium, Colletotricum y Fusarium (Sivan &
Chet, 1989; Ahmed, et al., 1999, Harman, et al., 2004)



Las cepas de Trichoderma producen metabolitos toxicos volatiles (Cuadro 2) y no volatiles,
cuya funcion es impedir la colonizacién por microorganismos antagonicos, se han
caracterizado quimicamente més de 180 metabolitos secundarios que provocan un efecto
inhibitorio o letal en microorganismos fitopatogenos (Gams & Bisset 1998; Reino et al.,
2008).

Los compuestos organicos volatiles (COV’s) son unos de los diversos metabolitos
secundarios producidos por los hongos (Sinuco et al., 2017). Son sélidos y liquidos a base
de carbono que a una temperatura de aproximados 20°C se evaporan y se vuelven gaseosos
(Pagans et al., 2006). Varios autores han estudiado e identificado los componentes volatiles
de dichos compuestos, algunos de ellos son: diéxido de carbono, etanol, acetaldehido,
acetona, propanol, isobutanol e isopentanol, todos estos en concentraciones variadas son los
que intervienen en el mecanismo fungistatico (Dal Bello et al., 1997). Debido a los COV’s
el hongo no necesariamente debe estar en contacto con el fitopatdgeno, ya que pueden
penetrar los poros del suelo y diseminarse por el aire a largas distancias (Aochi y Farme,
2015). Es esta la propiedad que permite que sean Utiles para el control bioldgico de

enfermedades.

Se ha comprobado que T. harzianum, T. viride y T. koningii, son capaces de producir 6-PAP,
este posee la capacidad de inhibir del crecimiento micelial de fitopatbgenos como
Rhizoctonia solani (Dennis y Webster, 1971) B. cinérea y Fusarium oxysporum (Castafieda
etal., 2017). El perfil de los COV’s de una determinada especie o cepa varia segun el sustrato,
la duracion de la incubacidn, tipo de nutrientes, temperatura y otros parametros ambientales
(Pasanen et al., 1997; Nilsson et al., 2004; Fiedler et al., 2005). Al uso de las propiedades
antagonicas y de control bioldgico de los COV’s para prevenir el hongo después de la
cosecha, se le denomina micofumigacion (Morath et al., 2012).



Cuadro 1. Especies del género Trichoderma empleadas en el control bioldgico de hongos y

bacterias fitopatdgenas en diferentes cultivos, de acuerdo con Ldpez, 2011 y actualizado con

investigaciones de Rosales, 2011 y Sinuco et al., 2017.

Especie Fitopatdgeno Cultivo y autor que lo reporta
T. atroviride Rhizoctonia solani Papa (Lahlali y Hijri, 2010)
Botrytis cinerea Fresa (Fraize et al., 2003)
Sclerotinia sclerotium Alfalfa (Savazzini et al., 2008)
Armillaria mellea Uva (Savazzini et al., 2008)
T. asperellum Fusarium oxysporum Tomate (Cotxarrera et al., 2002; Segarra et al., 2010)
Pseudomonas syringae Pepino (Trillas et al., 2006)
Pythium sp. Tomate (Aerts et al.,2002)
Sclerotium rolfsii In vitro (Rosales, 2011)
T. hamatum Fusarium oxysporum Rabano (Heremans et al., 2005)
Sclerotinia minor Lechuga (Rabeendran et al., 2006)
Botrytis cinerea Begonia (Horst et al., 2005)
Xanthomonas vesicaria Tomate (Alfano et al., 2007)
T. harzianum Botrytis cinérea Pepino (Elad, 2000), tomate (Fiume, 2006).
Sclerotinia sclerotium Pepino (Elad, 2000)
Pseuperonospora cubensis Pepino (Elad, 2000)
Sphaeroteca fusca Pepino (Elad, 2000)
Fusarium oxysporum Melén (Lopez et al., 2010), vid (El-mohamedy ket al.
Rhizoctonia solani 2010.)
Pythium sp. Tomate (Strashnov et al., 1985; Amer y Abou-EIl-Seoud,
Phaeomoniella chlamydospora  2008),
Rabano (Lee et al., 2008)
Maiz (Harman et al., 2004)
Vid (Di marco y Osti, 2007)
T. viride Fusarium sp. In vitro (C. Sinuco et al., 2017)



Cuadro 2. Compuestos Volatiles identificados en especies de hongos del género

Trichoderma spp.

Especie y Autor que lo
reporta

Compuesto

Trichoderma spp.
(Mariano Dal Bello et al., 1997
y Sinuco et al., 2017)

Trichoderma atroviride

Trichoderma viride
(Sinuco et al., 2017)

Etanol
Acetaldehido
Acetona
Propanol
Isobutanol
Isopentanol
Benzaldehido
3-octanone
1-octen-3ol
3-octanol

Cloroformo
5-metil-2-etilfuran
tolueno
1,2-dicloroetano
2-metil-1-propanol n-C12
limoneno
2-metil-1-butanol
2-pentil furan
C3-benceno
3-metil-beten-1-ol
6-metil-2-heptona
3-octanona
3-octanol
1-octen-3-ol
2-butanona
2-decanona
lilol
2-(2-etoxi-etoxi) etanol
tert.butil-p-metoxibenceno
sesquiterpenos
5, etileno-dihidro-5metil-2-furonona
benzotiazol
lilo3
di-n-etilftalato
diterpeno
6-PAP

Alcohol isobutilico
Alcohol isopentilico
3-metilbutanal
Alcohol bencilico
Alcohol 2-feniletilico
Gama-butirolactona
2-metil-2-propanol
3-metil-1butanol
3-hidroxi-2-butanona (acetoina)
6-PAP



Continuacion de cuadro 2. Compuestos Volatiles identificados en especies de hongos

del género Trichoderma spp.

Trichoderma hamatum
(Mariano Dal Bello et al., 1997)

Trichoderma virens
(Sinuco et al., 2017)

Trichoderma harzianum

Trichoderma koningii

Dio6xido de carbono
Etileno
Oxigeno
Etanol
Acetaldehido
6-PAP
Masoilactona
8-decenolactona

3-metil-1butanol
6-PAP

6-PAP
Koninginina A, B,Dy E
seco- koninginina
hidroxi koninginina B

Koninginina A, B,Cy E
6-PAP




3. JUSTIFICACION

Por un lado, R. stolonifer es un hongo fitopatdgeno, considerado uno de los principales
causantes de la pudricion blanda postcosecha de frutos y hortalizas, ocasionando importantes
pérdidas bioldgicas y econdmicas. Por lo que, para reducir y controlar la pudricion
postcosecha, se ha empleado el uso de fungicidas sintéticos que, a pesar de ser eficaces, éstos
representan un riesgo para el ambiente y la salud humana (Velazquez-del Valle et al, 2007).
Por lo anterior, en los ultimos afios se han buscado alternativas para emplear productos
bioldgicos que reduzcan las pérdidas postcosechas y preserven la integridad y seguridad de

la salud y el ambiente.

Por otro lado, Trichoderma spp. es un género de hongos altamente colonizadores y
competitivos lo que les permite actuar como inhibidores de fitopatdgenos. Los compuestos
organicos volatiles liberados por Trichoderma spp., han hecho posible la elaboracion de
productos para el control biolégico de patégenos en plantas, siendo utilizados como
alternativa al uso de fungicidas sintéticos, pues resulta amigable con el medio ambiente, es
seguro y puede proveer proteccion al cultivo a lo largo del tiempo (Kanchiswamy, et al.,
2015).

El género Trichoderma ha sido ampliamente estudiado por sus efectos antagdénicos sobre los
fitopatogenos, pero los estudios documentados sobre la interaccién y posible inhibicion de
T. harzianum sobre R. stolonifer no mencionan la inhibicion por volatiles. En este trabajo, se
pretende conocer si T. harzianum por medio de los compuestos organicos volatiles puede
inhibir el crecimiento micelial de R stolonifer. EI conocimiento generado en este trabajo
aportara al disefio de un producto de biocontrol utilizando los COVs de T. harzianum para
inhibir el crecimiento de R. stolonifer sobre frutos y hortalizas.

4. PREGUNTA DE INVESTIGACION
¢Serad posible la inhibicion del crecimiento micelial de R. stolonifer por medio de los
compuestos organicos volatiles de T. harzianum?

5. HIPOTESIS

T. harzianum sera capaz de inhibir el crecimiento micelial de R. stolonifer por efecto de sus
compuestos volatiles.
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6. OBJETIVOS
6.1 Objetivo general

Identificar los compuestos volatiles de Trichoderma harzianum y calcular el area de

inhibicion del crecimiento micelial de Rhizopus stolonifer.

6.2 Objetivos especificos
> Identificar los compuestos volatiles organicos de la interaccion de T. harzianum y R.
stolonifer
» Calcular el area de inhibicion del crecimiento micelial de R. stolonifer por efecto de

los COV’s de T. harzianum.

7 MATERIALES Y METODOS

7.2 Aislamiento y propagacion de Trichoderma harzianum

De cepas proporcionadas por el departamento de micologia del Centro de Investigaciones
Biologicas (CIB) de la UAEM. Se realizo la propagacion de T. harzianum (Fig. 1). Se utilizé
como medio de cultivo Agar Dextrosa y Papa (PDA) de la marca BD Bioxon, su preparacion
se realiz6 de acuerdo con las instrucciones del fabricante (39 g/L), se esterilizd en autoclave
durante 15 minutos a 120°C, con una presién de 15 Ib/in2. Al concluir la esterilizacion se
dejo enfriar durante 15 minutos, posteriormente dentro de la campana de flujo laminar, se
vertié el contenido en cajas Petri (100 x 15 mm), una vez que el medio solidifico se cerré y
sellé con plastico parafilm, se mantuvo bajo observacion durante 24h a temperatura
ambiente, para verificar que este no se encontrara contaminado. La siembra se realizo en la
campana de flujo laminar, con ayuda del haza se tom6 una muestra de micelio de T.
harzianum y se sembr6 en el centro de la caja, se sell6 con parafilm y se etiqueto,
posteriormente se conservo a temperatura ambiente (de 28 a 32 °C).

» o2
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Fig. 1. Trichoderma harzianum (40x/0,65).



7.3 Aislamiento y propagacion de Rhizopus stolonifer

De jitomates comerciales infectados con R. stolonifer (Fig. 2), se tomd una muestra (10mm?3)
de tejido infectado con micelio y se sembré en cajas Petri (100 x 15 mm) con medio PDA,
las cuales fueron conservadas a temperatura ambiente, en las primeras 24 h se pudo observar
el crecimiento micelial. Con la finalidad de verificar si realmente el micelio correspondia a
R. stolonifer una vez que este se encontro desarrollado y tenia presencia de esporas, se tomo
una muestra y se realizaron improntas en un portaobjetos, al cual se le agregd una gota de
azul algodén y se observd al microscopio, se utilizaron claves taxondmicas para su
identificacion. Una vez que se confirmo la identidad de R. stolonifer, con ayuda del haza se
tomo6 una muestra de micelio y se realizaron resiembras, se sellaron con parafilm y se

etiquetaron, posteriormente se conservaron a temperatura ambiente.

Fig. 2. Jitomates infectados con Rhizopus stolonifer.

7.3 Medicion de la inhibicion del crecimiento micelial de Rhizopus stolonifer por

Trichoderma harzianum

Ambos hongos se sembraron en una caja Petri con division (100 x 15 mm), R. stolonifer
debido a su rapido crecimiento, se sembré 5 dias después a la siembra de T. harzianum (Fig.
3). Fue en el tercer dia de la interaccion T. harzianum - R. stolonifer, cuando se observo la

mayor presencia de inhibicion micelial de R. stolonifer.
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Para medir el &rea de inhibicion del crecimiento micelial de T. harzianum — R. stolonifer, se
realizaron mediciones de los halos de crecimiento mediante registro fotografico que fue
sometido a analisis de dimensiones utilizando el programa ImageJ (Version 1.52a Wayne
Rasband National Institutes of Health, USA). Se realizaron una serie de 15 mediciones por
cada una de las 20 cajas con interaccion, de esta manera se obtuvo un porcentaje del area de

inhibicién.

Fig. 3. Enfrentamiento a) T. harzianum, b) R. stolonifer.

7.4 Dispositivo para la absorcion pasiva de compuestos volatiles

Para la absorcion de volatiles de T. harzianum, R. stolonifer o de la interaccion, se utilizo el
método de microextraccion en fase sélida (SPME), con una fibra recubierta con
polidimetilsiloxano-divinilbenceno de 65 pM, stableflex 24Ga y un soporte manual de 3pk,
(PDMS / DVB, 57326-U, Supelco, Inc., Bellefonte, PA), que tiene una alta afinidad a 2,6
mvp (Sala et al.2000, Robledo et al.2009).

En el dispositivo de vidrio Pyrex de 10 cm de diametro y 12 cm de altura, se esterilizé en el
horno durante 30 min. a una temperatura de 150° C, en el centro inferior se coloco una caja
Petri (100 x 15 mm) con el cultivo correspondiente (T. harzianum, R. stolonifer, 0 medio
PDA), esta se mantuvo destapada para permitir la exposicion y liberacién de los COV’s en
el headspace, la fibra SPME se expuso al espacio superior a través de un pequefio orificio en
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la parte superior de la tapa. El proceso de adsorcion de los compuestos volatiles por medio
de la fibra (SPME) fue de 19h 40 min por cepa.

Para capturar los compuestos volatiles se utilizaron como testigos; caja solo con medio PDA
(como blanco), cepade T. harzianumy de R. stolonifer, con el objetivo de extraer e identificar
los compuestos que estos liberan por si mismos, para finalmente compararlos con los

compuestos extraidos de la interaccion T. harzianum — R. stolonifer.

Para la absorcion de volatiles de los hongos individualmente, asi como de la interaccion entre
ellos, se realizaron 3 absorciones por cada hongo e interaccion en el dispositivo de adsorcion
de volatiles con SPME, cada camara conteniendo una cepa diferente (Fig. 4). Una vez
terminado el proceso de adsorcidn de compuestos, se almacenaron a una temperatura de -4C°
y posteriormente la muestra se inyecto en un cromatografo de gases acoplado a un

espectrometro de masas (CG-EM) para la identificacion de los compuestos.
%
1

Fig. 4. Dispositivo de adsorcion de volatiles, cada camara contiene una
cepa diferente. 1) R. stolonifer, 2) Interaccion T. harzianum - R.
stolonifer., 3) T. harzianum.

2
3
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— ::’—’f’J > 4 \\',‘)’

7.5 Identificacion de los compuestos volatiles

De los compuestos volatiles que fueron adsorbidos de cada hongo y de los compuestos
liberados de la interaccién T. harzianum — R. stolonifer del dia de mayor inhibicién micelial,

se identificaron por medio de un cromatédgrafo de gases acoplado a un espectrometro de
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masas (CG-EM) (Fig. 5), equipado con una columna Agilent de 30 m, (didmetro interno de
250 um y espesor de pelicula de 0.25 um) (Agilent, EUA). Al inicio la temperatura del horno
fue de 50° C manteniéndose por 2 min con un incremento de 8° C/min hasta llegar a los 220°
C. Se utilizo gas acarreador hidrogeno a un flujo de 2 ml/min. La temperatura del auxiliar
fue de 250°C. El inyector se trabajo en modo splitless a una temperatura de 250°C y el DSM
se trabajo con ionizacion electrénica (70 EV, en modo SCAN y en un intervalo de masas de
35 a 550 UMA, provisto de una biblioteca espectral (NIST 98 y Wiley 275) (Sanchez A.
2009).

La identificacion de los compuestos se llevd a cabo teniendo en cuenta los tiempos de
retencion, la evaluacion de los espectros de masas y la comparacion con la biblioteca
espectral (NIST); ademéas se determind el &rea bajo la curva para cada compuesto
identificado.

7.6 Analisis de datos

Los datos de inhibicion del crecimiento micelial se calcularon en (%) de inhibicion con la
formula 1%= Al-AF/A1*100, donde 1%-= inhibicion del hongo en porcentaje, Al= &rea del

micelio inicial y AF= area del micelio final.

Fig. 5. Identificacion de compuestos volatiles de T.
harzianum, R. stolonifer e interaccion T. harzianum — R.
stolonifer, mediante CG-EM.

15



8 RESULTADOS
8.1 Identificacion de Rhizopus stolonifer

De acuerdo con la tincion con azul algodon del micelio que fue aislado del jitomate y una
vez observado al microscopio, se pudieron identificar las estructuras morfoldgicas, para

posteriormente con ayuda de claves taxonémicas, se pudo corroborar que efectivamente el

hongo es R. stolonifer (Fig. 4).
T 2 7

Fig. 6. Rhizopus stolonifer visto al microscopio. a) estolones rastreros (4x/ 0,10) , b) esporangio
(40x/0,65), c) esporangi6foro (10x/0,25 ) y d) esporangioesporas (40x/0,65).
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8.2 Propagacion de Rhizopus stolonifer y Trichoderma harzianum

R. stolonifer posee un rapido crecimiento micelial, desde las primeras 12h después de la
resiembra se observo como el micelio radial crecié 4.5 cmy a las 24h el medio se encontrd

totalmente colonizado, en el segundo dia ya presentaba esporangios, mientas que para el

tercer dia el micelio era totalmente denso y esporulado (Fig. 5).

Fig. 7. Crecimiento en PDA de Rhizopus stolonifer durante las primeras 12h hasta el dia 2.

En contraparte T. harzianum en las primeras 24h después de la resiembra no se observé un
crecimiento notable, al segundo dia el radio micelial era de 2.2 cm, al cuarto dia 4.5 cm, al
quinto dia se comenz0 a observar la colonizacion casi completa de la caja e indicios de
esporulacién, sin embargo, fue hasta el séptimo dia que hubo presencia de esporulacién

madura en tono verdoso (Fig. 6).

Fig. 8. Crecimiento en PDA de Trichoderma harzianum del dia 2 hasta el dia 7.
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8.3 Enfrentamiento e inhibicién

Debido a que los tiempos de crecimiento y maduracion son diferentes para T. harzianum y
R. stolonifer, se disefid un cronograma de siembra (Cuadro 3), para poder realizar los
enfrentamientos, las siembras se realizaron con diferencia de 5 dias, lo que permitio observar

la clara inhibicién de R. stolonifer.

Cuadro 3. Cronograma de siembra para la interaccién de Trichoderma harzianum - Rhizopus
stolonifer

Dia de 1 2 3 4 5 6
siembra
T. R. stolonifer
harzianum
Siembra T. R. stolonifer
harzianum

La inhibicion de R. stolonifer fue notable desde el segundo dia de la interaccién (Cuadro 4.),
R. stolonifer colonizo totalmente el area de la caja que le correspondia y el micelio ya con
presencia de esporangios invadio el area perteneciente a T. harzianum, sin embargo luego de
invadir unos milimetros unas horas después este empezé a retroceder, para el tercer dia T.
harzianum fue estimulado ante la presencia del antagonista y comenzé el incremento de
conidios y esporas, la cuales tomaron el tono verde intenso. Para el cuarto dia T. harzianum
invadio un 30% del area de R. stolonifer, en el quinto dia la inhibicion fue entre el 50 y 60%,
en el sexto dia la inhibicién fue mayor al 60%, sin embargo, esta se empez0 a detener, ya que
T. harzianum tomo un color amarillo/marrén claro. A pesar de esto R. stolonifer no se
recuperd. Se concluye en que es necesario que T. harzianum tenga presencia de conidios,

para lograr el efecto de inhibicion micelial sobre R. stolonifer.
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Cuadro 4. Descripcion de la inhibicion de Rhizopus stolonifer por efecto de Trichoderma
harzianum

Dias de Caracteristicas del Imégenes de la interaccion. De lado
enfrentamiento  crecimiento e Inhibicion de R.  derecho 7. harzianum y de lado
stolonifer por T. harzianum Izquierdo R. stolonifer

1 A los 5 dias de la siembra de
T harzianum se sembrd R.
stolonifer.

2 R. stolonifer empieza a

invadir el area de T.
harzianum, el cual empieza a
incrementar la densidad del
micelio y empieza a tornarse
verde

3 R. stolonifer retrocede y T
harzianum  presenta  una
mayor coloracién verde
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Continuacion cuadro 4. Descripcion de la inhibicion de Rhizopus stolonifer por efecto

de Trichoderma harzianum.

4 Inhibicion de R. stolonifer en
un 25 a 30 %

5 Inhibicién de R. stolonifer en
un 50 a 60 %
Inhibicion >60%

6 T. harzianum empieza tomar

un color amarillo/marrén
claro, la inhibicidn comienza
a detenerse.
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8.4 Identificacion de compuestos volatiles

Se utilizo el método de extraccion SPME el cual permitié la adsorcion de compuestos
voléatiles emitidos por sistemas vivos, en este caso los liberados por ambos hongos y la
interaccion de éstos; la alta temperatura de desorcién en el puerto de inyeccién del CG-EM
asegura la esterilidad para los analisis posteriores (Henryk j. et al., 2013). La adsorcion se
Ilevd cabo a una temperatura entre los 24 y 30°C durante 19 h y 40 min, se tomo en cuenta
la maduracion del hongo, en el caso de T. harzianum se realiz6 el dia 7 después de su
inoculacion, para R. stolonifer el dia 3, en el caso de la interaccion T-R, la adsorcion se realiz6
al tercer dia, ya que es el dia cuando se observa el mayor indice de inhibicion micelial. Con
base en estos aspectos y tomando en cuenta una calidad minima del 70% para cada
compuesto, en general se identificaron 13 compuestos (Cuadro 5) de los cuales 8 de estos se
encontraron presentes en la interaccion T-R; 3 alcoholes (Alcohol fenetilico, Fenol y
Trichoacorenol,), 3 terpenos (Limoneno, cis-a-Bisaboleno e Isoledeno), un aromatico (p-
Xyleno) y una enzima (y-Muuroleno). En los siguientes cromatogramas se pueden observar
los espectros de masa de los compuestos encontrados en la interaccion T-R (Fig. 9), R.
stolonifer (Fig. 10) y T. harzianum (Fig. 11).
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Cuadro 5. Compuestos volatiles identificados (mediante adsorcion SPME) de R. stolonifer,

T. harzianum e interaccién T. harzianum - R. stolonifer.

Compuesto Tiempo de CAS Férmula molecular R. T. Interaccion
retencion stolonifer ~ Harzianum T-R
Benzene, 1- 7.064 1074-55-1 ) X
methyl -4- If;('" _\"\\'\"\
propyl- yam\\/4
(Tolueno) _ "/
Phenylethyl 8.270 60-12-8 ) X X
Alcohol _ﬂ;f:;h»*" ~._~°H
(Alcohol . X
fenetilico) AN~
Benzothiazole 10.366 95-16-9 X
. ..-""AHH,,_L _,,F-N
(benzotiazol) TN & \
() 3
LH"':-L-_ .-'""-‘ - .
g
1-Butanol, 3- 1.753 123-51-3 X X
methyl-
(Isopentyl )
alcohol) P HK"DH
Limoneno 6.547 138-86-3 X X

Fenol, 3-(1- 15.046 618-45-1 ) X X
methylethyl)- (,;,.. ~N\ /
. _/':,r"r \
" \
/_f
HO
p-Xyleno 3.533 106-42-3 X X X
~ /}_{H
[IM F},II 1
Spiro[4.5]dec-  17.400 61050-89-3 o X X
8-en-7-ol, 4,8- ~
dimethyl-1-(1- —\
methylethyl)- / \4
(Trichoacoren ‘\7
ol)
OH
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Continuacion cuadro 5. Compuestos volatiles identificados (mediante adsorcion SPME)

de R. stolonifer, T. harzianum e interaccion T. harzianum - R. stolonifer.

a-Copaeno

y-Muuroleno

a-Cubebene

cis-a-
Bisaboleno

Isoledeno

15.219

13.697

15.219

14.845

15.218

3856-25-5

30021-74-0

17699-14-8

29837-07-8

95910-36-4

N,
/N
/ \
/
ri
5 Homise- ‘{t-.lllH
‘\ /
( H—
)
!

X
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9 DISCUSION

En este estudio el propdsito de utilizar la caja Petri con division durante la interaccion de
ambos hongos, es que esta funcionara como una barrera fisica que impidiera el contacto
directo entre ambos hongos y que fuesen los COV's los encargados de la inhibicién, se
observo que en el segundo dia de la interaccion esta barrera funciond correctamente, sin
embargo, al cuarto dia T. harzianum invadid fisicamente el area perteneciente a R. stolonifer,
por lo que puede que la inhibicién se vea no solo influenciada por los COV’s sino también

por micoparasitismo o competencia.

La interaccion entre T. harzianum y hongos postcosecha como Mucor spp., Penicillium
digitatum, Rhizoctonia solani, Aspergillus niger, Pythium spp y entre estos R. stolonifer, ha
sido estudiada por Guédez et al., (2009), quienes determinaron que el mecanismo de accion
de T. harzianum empleado como biocontrolador sobre los hongos postcosecha en frutos de
fresa fue el de micoparasitismo. Las hifas de T. harzianum cubrieron a las hifas del hongo a
controlar, alimentandose de esta manera y degradando el micelio del hongo controlado.

Respecto a que los COV’s de T. harzianum pueden inhibir a R. stolonifer en los primeros
dias del enfrentamiento, se puede decir que ocurre solo si Trichoderma no invade fisicamente
a R. stolonifer. En este contexto, se ha reportado que los COV’s pueden tener actividad
fungicida como lo reporta Sinuco et al., en 2017, donde realizaron una evaluacién de la
actividad fungicida de los compuestos volatiles de T. viride, mediante muestreo con
headspace dindmico (HSD) y headspace estatico (HSE) donde se encontraron alcoholes y
lactonas, mientras que con extraccion liquido-liquido (ELL) se encontraron en su mayoria
alcoholes y &cidos orgénicos. Lo que determina que la técnica de extraccién es importante
para el tipo de compuesto a identificar. Algunas técnicas de extraccion de compuestos
volatiles han permitido la identificacion de 6-PAP una lactona insaturada, a la cual se le
atribuye la actividad nematicida (Yang et al.,), ademéas de ser un excelente antifingico

natural.

En este estudio se utiliz6 el método de microextraccién en fase solida (SPME). Entre los
compuestos identificados en T. harzianum se encontro Tolueno y 1-Butanol, 3-methyl-, a los

cuales se les atribuye la capacidad de influir sobre la estimulacion de la conidiacion
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(induccion al aumento de produccién de esporas) (Nemcovic et al., 2008). Otro compuesto
es el benzotiazol este posee capacidad fungicida, asi como actividad bioldgica contra
nematodos, bacterias fitopatdgenas y algunos insectos (Vishnu Ji Ram et al., 2019) es
utilizado para la elaboracion de fungicidas. Sin embargo, estos compuestos fueron

identificados solo en T. harzianum y no cuando ocurrid la interaccion T-R.

Dentro de los compuestos identificados presentes en la interaccion, se encuentra los
compuestos, p-Xyleno, a-Cubebene, cis-a-Bisaboleno, Isoledeno y Limoneno, los cuales han
sido previamente reportados en Trichoderma spp, sin embargo, su actividad biol6gica aun
no es clara. Entre los otros compuestos como el Trichoacorenol aislado por primera vez en
1968 en Fusidium coccineum y posteriormente en Trichoderma koningii, donde se le
describid y se le dio el nombre actual, se encuentra relacionado con el metabolismo del hongo
(Rinkel J., 2019). Y el Fenol, el cual provoca dafio citoplasmético y la desnaturalizacion de
las proteinas en los microorganismos (Mester et al., 2007) posiblemente el fenol sea uno de
los compuestos que mas influyan en la actividad inhibitoria sobre de R. stolonifer sin
embargo, no se puede decir que sea un solo compuesto el que se encargue de la inhibicion,
ya que es importante tanto la concentracion, la mezcla de los volatiles y el tiempo del
desarrollo del organismo al que se aplican, ademas que el perfil volatil cambia a medida que

los hongos crecen y maduran (Bailly et al., 2012).

En este estudio no se detecto la presencia de la lactona 6-PAP, un factor podria ser debido a
la maduracién del hongo, se ha documentado que la mayor produccion de 6-PAP comienza
después del cuarto dia de incubacion y se logra la méxima expresion después del sexto dia,
por otra parte se menciona que T. harzianun posee menor formacién de 6-PAP en contra
parte a Trichoderma atroviride como el productor mas eficiente, asi mismo se destaco que la
emisién de 6-PAP podria estar ligada a la composicion del sustrato en el que crezca T.
harzianum (Henryk j. et al., 2013), en estudios realizados con anterioridad se han utilizado
medios como caldo de papa dextrosa (PDB) o agar extracto de malta (MEA), y se ha
identificado con éxito la formacidn de tal lactona (Scarselletti y Faull 1994; El-Hasan et al.
2007; Siddiquee et al. 2009, 2012).
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Por primera vez se llevo a la cabo adsorcion de volatiles en R. stolonifer, los compuestos
identificados fueron, Alcohol fenetilico, 1-Butanol, 3-methyl-, p-Xyleno y a-Copaeno,

compuestos que también fueron identificados en T. harzianum.
10 CONCLUSION

En este estudio la inhibicion de R. stolonifer por efecto de T. harzianum fue notable, los
compuestos volatiles identificados pudieron haber sido los responsables de la inhibicidn, sin
embargo, debido a que dentro del tercer dia del enfrentamiento se observé a T. harzianum
invadir fisicamente el area de R. stolonifer, no se descarta el uso de otro tipo de mecanismo

antagonico.

11 PERSPECTIVAS
e Observar al microscopio para determinar si existe algin tipo de interaccion entre
las hifas (enrollamiento, penetracion, vacuolizacion o lisis).
e Modificar el sistema de captura de volatiles para no tener influencia del contacto
fisico entre los hongos.

e Uso de bioensayos con extractos volatiles de T. harzianum sobre R. stolonifer
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SmKPy5j/LfiLSbPacDzKOKAN8QHTqJOgpsEWP3GmVzluu01sLLm4BU8oowPTXJTcEA3yGhFDeSSKPc410I12+tkcel UIHGXW+SDzU3Mf43Z6P1ChadkLmJIK19EJDPi3bOimBRS
rhgb2l/mNRYhVt040H+IC7BH9ik/MBTWr/7RGEpRFMyF44ZK+dI8jHWDTgbA3heJaVv8X/g==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccion electrénica o
escaneando el cédigo QR ingresando la siguiente clave:

lbgz7M

https://efirma.uaem.mx/noRepudio/wUd1mq53rlbyN9eseKowCdDnfmfMPwf9
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El Jicarero, Jojutla, Morelos, 11 Marzo 2021.

DRA. DULCE MARIA ARIAS ATAIDE
DIRECTORA GENERAL DE SERVICIOS ESCOLARES
PRESENTE.

Por este conducto comunico a Usted, que he revisado el documento que presenta la Pasante de Licenciado en
Biologia: C. ERENDIRA GONZALES ESTRADA, con el titulo del trabajo: “|NHIBICION DEL CRECIMIENTO MICELIAL

DE Rhizopus stolonifer POR EFECTO DE COMPUESTOS VOLATILES DE Trichoderma harzianum”

En calidad de miembro de la comision revisora, expreso la siguiente decision:

VOTO A FAVOR: SI

VOTO EN CONTRA:

NECESITA ARREGLAR O ELIMINAR ALGO:

COMENTARIOS:

ATENTAMENTE

Dr. ISAAC TELLO SALGADO

Carretera Galeana-Tequesquitengo s/n Col. El Jicarero C.P. 62909 Jojutla, Morelos. EM
Tel.(734) 34 387 51, (777) 329.7000-Ext. 7066 y 3990 / eesjicarero@uaem.mx 77777
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UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Se expide el presente documento firmado electrénicamente de conformidad con el ACUERDO GENERAL PARA
LA CONTINUIDAD DEL FUNCIONAMIENTO DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS
DURANTE LA EMERGENCIA SANITARIA PROVOCADA POR EL VIRUS SARS-COV2 (COVID-19) emitido el
27 de abril del 2020.

El presente documento cuenta con la firma electronica UAEM del funcionario universitario competente,
amparada por un certificado vigente a la fecha de su elaboracion y es valido de conformidad con los
LINEAMIENTOS EN MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA PARA LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE
ESTADO DE MORELOS emitidos el 13 de noviembre del 2019 mediante circular No. 32.

Sello electrénico

ISAAC TELLO SALGADO | Fecha:2021-03-12 12:21:50 | Firmante
kGtAlI5yWxIDUr/bDgIGPDy212zKthrk8ec4NYHDWCmFruCyBWPgKUZSamX6qazcDEul7AoRYgD3h0IhTwJIkkbOWHjsytm+Y4BjYWVFGCAwW7Qr/yF3y2KdkG3pmJ38mBZa03jskK
r5ZhtWPGOpfezhewbQwsUFf+Z0oRI8YI7aniGXCnU/gnhj/75RvMN;j/ljxjSOPS5LLHR7HBXdTCLWIz1b9wBucCxeJTISOGZQVKCNVrL3V3bEUfGh4YHOQrDdF2YOZ1PUUV/98+rh
g+5CefrVbOONIEVJOAAQ3FWs8KTNnQv/GmMuZ8NKbUL9JfkzJ8kzwH3e2IRIuwsyVtOAWDg==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccion electronica o
escaneando el cédigo QR ingresando la siguiente clave:

XzATR

https://efirma.uaem.mx/noRepudio/X8WjlZMFaJHj46aRjHsSztUMCzV2LcLx
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El Jicarero, Jojutla, Morelos, 11 Marzo 2021.

DRA. DULCE MARIA ARIAS ATAIDE
DIRECTORA GENERAL DE SERVICIOS ESCOLARES
PRESENTE.

Por este conducto comunico a Usted, que he revisado el documento que presenta la Pasante de Licenciado en
Biologia: C. ERENDIRA GONZALES ESTRADA, con el titulo del trabajo: “}NHIBICION DEL CRECIMIENTO MICELIAL

DE Rhizopus stolonifer POR EFECTO DE COMPUESTOS VOLATILES DE Trichoderma harzianum”

En calidad de miembro de la comision revisora, expreso la siguiente decision:

VOTO A FAVOR: SI

VOTO EN CONTRA:

NECESITA ARREGLAR O ELIMINAR ALGO:

COMENTARIOS:

ATENTAMENTE

Dr. JUAN MANUEL RIVAS GONZALEZ

Carretera Galeana-Tequesquitengo s/n Col. El Jicarero C.P. 62909 Jojutla, Morelos. J wM
Tel. (734) 34 387 51, (777) 329 7000 Ext. 7066y 3990 / eesjicarero@uaem.mx 777
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UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Se expide el presente documento firmado electronicamente de conformidad con el ACUERDO GENERAL PARA
LA CONTINUIDAD DEL FUNCIONAMIENTO DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS
DURANTE LA EMERGENCIA SANITARIA PROVOCADA POR EL VIRUS SARS-COV2 (COVID-19) emitido el
27 de abril del 2020.

El presente documento cuenta con la firma electronica UAEM del funcionario universitario competente,
amparada por un certificado vigente a la fecha de su elaboracién y es valido de conformidad con los
LINEAMIENTOS EN MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA PARA LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE
ESTADO DE MORELOS emitidos el 13 de noviembre del 2019 mediante circular No. 32.

Sello electrénico

JUAN MANUEL RIVAS GONZALEZ | Fecha:2021-03-12 14:53:24 | Firmante
tivmjk16HWVqg23MOXwDz+UCJtbJyhEvXG70Vjru01ZYo3tBgKv+VXnry060z7QvJIkqa6XgJI9R/6sQ4nTXBfrMesioa5XXJroQoi8r/GPBhoDjo4SRQMUePKTdZTMPV3MNekSuD
zJURL4IQHzCnxMnvweMrceEjsDUJKsnObH9U3ssY 1P7s0Fd/n0ipPTfI7ye8Ua/ZfnPszod71Dsc8utVgeqs+x5z5FIQvw8mOdFZTkKy7vA50Z09ng/ztLh//6i3IW3jnIknTFodvgLnHaF
MaRXxEI6w1jOePxDmsHGbC982tSUY GIVAMQYQB+smZZZAoP+nBI96ygOmbub8DDQ==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccién electrénica o
escaneando el c6digo QR ingresando la siguiente clave:

fUysxj

https://efirma.uaem.mx/noRepudio/BF2sGJFQ24Mxs4E5JbyGXUwLGBYuZDxz
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