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RESUMEN

Los hongos del género Trichoderma, usados como agentes de control bioldgico, han
demostrado ser eficientes en el combate de enfermedades vegetales. Sin embargo, estos
presentan una baja persistencia en suelo debido a las condiciones fisico-quimicas del
ambiente agricola que enfrentan al ser aplicados, o a la incompatibilidad con las practicas
agricolas actuales, lo cual impide una actividad antagdnica efectiva. Por tal motivo, se han
propuesto estrategias que permitan favorecer la permanencia y actividad de los agentes de
control biolégico con ayuda de estresores biologicos o elicitores. Un elicitor de nuevo
enfoque es el DNA extracelular homoélogo, el cual previamente ha sido reportado como una
molécula que es reconocida por las células del organismo del cual proviene, cuyos efectos
dependen de la concentracion en la que se aplique. Por tal motivo, este trabajo tuvo como
objetivo evaluar diferentes dosis de DNA extracelular homologo sobre el microorganismo
benéfico Trichoderma asperellum, con la finalidad de mejorar su persistencia en suelo a
través de un mejor crecimiento, desarrollo, y a su vez, mejorar su actividad antagonica y
bioestimulante. Los resultados obtenidos sugieren que dosis desde 5 hasta 200 ug/mL de
DNA extracelular elicitan el desarrollo del hongo cuando es expuesto al tratamiento por 24
horas. De igual manera, se obsvervd un incremento en la produccion de giberelinas, en la
actividad antioxidante de SOD y CAT, y un mayor numero de VOCs emitidos; asi como un
incremento en el porcentaje de inhibicion de Phytophthora capsici y Fusarium oxysporum
en ensayos in vitro. En la aplicacion del hongo elicitado a plantas de chile se observé un
aumento de la expresion relativa de los genes PR1a y ERF1, involucrados en la activacion
de la defensa vegetal, asi como el aumento de las actividades SOD, CAT y PAL de las plantas
de chile.

Palabras clave: DNA extracelular, Trichoderma, control biologico, VOC:s, elicitor.



ABSTRACT

Fungi of the genus Trichoderma, used as biological control agents, have proven effective in
combating plant diseases. However, they exhibit low persistence in soil due to the
physicochemical conditions of the agricultural environment they encounter upon application,
or due to incompatibility with current farming practices, which hinders effective antagonistic
activity. Therefore, strategies have been proposed to enhance the persistence and activity of
biological control agents by using biological stressors or elicitors. A novel elicitor under
investigation is homologous extracellular DNA (eDNA), which has previously been reported
as a molecule recognized by the cells of the organism from which it originates, with effects
that depend on the concentration applied. The objective of this study was to evaluate various
doses of homologous extracellular DNA on the beneficial microorganism 7richoderma
asperellum, aiming to enhance its growth, development, and, consequently, its antagonistic
and biostimulant activities. The results obtained suggest that doses ranging from 5 to 200
pg/mL of extracellular DNA elicit fungal development when exposed to the treatment for 24
hours. Similarly, an increase in gibberellin production, in the antioxidant activity of SOD
and CAT, and the number of VOCs emitted was observed; as well as an increase in the
inhibition percentage of Phytophthora capsici and Fusarium oxysporum in in vitro assays.
Upon application of the elicited fungus to chili pepper plants, an upregulation in the relative
expression of the PR1a and ERF1 genes—associated with plant defense activation—was

observed, along with increased SOD, CAT, and PAL enzyme activities in the chili plants.

Key words: extracellular DNA, Trichoderma, biological control, VOCs, elicitor



1. INTRODUCCION

La agricultura es una de las actividades econdémicas mas importantes, la cual apoya al
desarrollo y crecimiento de muchos paises (Baker et al., 2020). En afos previos, la
productividad agricola se ha visto amenazada por el aumento de enfermedades vegetales.
Factores bioticos, como hongos y bacterias fitopatogenas, suelen causar pérdidas entre 10-
40% en los cultivos, y son considerados la principal causa de pérdida de alimentos en todo
el mundo (Ghorbanpour et al., 2018).

Actualmente, los pesticidas quimicos son el método maés utilizado para controlar las
enfermedades vegetales causadas por factores bidticos (Zhang, 2018). Los pesticidas
quimicos han permitido mejorar los rendimientos agricolas, sin embargo, a su vez se ha
registrado un impacto severamente negativo en la salud humana, animal y ambiental (Singh
et al., 2018). El uso progresivo e intensivo de pesticidas ha provocado la aparicion de
fitopatogenos resistentes a los mismos, contaminacion de sistemas acudticos y terrestes,
alteraciones del microbioma natural, y afectaciones a polinizadores e insectos benéficos
(Singh et al., 2018; Tyskiewicz et al., 2022).

Se han propuesto diferentes estrategias para contrarrestar los efectos negativos que han
causado los pesticidas quimicos, como el uso de agentes de control bioldgico en el Manejo
Integral de Plagas y Enfermedades (MIPE) y practicas agroecologicas, con la finalidad de
reducir gradualmente el uso de pesticidas (Grasswitz et al., 2019). El uso de microorganismos
(hongos y bacterias) como agentes de control bioldégico (ACB) es una herramienta
innovadora que se sustenta en la aplicacion de microorganismos vivos y sus metabolitos para
prevenir y reducir las enfermedades agricolas (Thambugala et al., 2020). Dentro de los
microorganismos mas estudiados y comercializados como ACB se encuentran Bacillus spp.,
Streptomyces spp., Pseudomonas spp., Gliocadium spp., Beauveria bassiana,y Trichoderma
spp., los cuales son vendidos como productos liquidos o sélidos (Niu et al., 2020).

Las especies del género Trichoderma han sido ACB relevantes debido a que presentan

diversas herramientas metabolicas que les permiten inhibir el crecimiento de



microorganismos fitopatdgenos,y a su vez, promueven el crecimiento y desarrollo de los
cultivos agricolas, actuando como bioestimuladores naturales (Alfiky et al., 2021;
Tyskiewicz et al., 2022). Comercialmente, la atencion de su aplicacion ha estado enfocada
en su actividad de biocontrol de organismos fitopatdgenos importantes como Fusarium
oxysporum, Rhizoctonia solani, Phythopthora capsici, Armillaria mellea,y Chondrostereum
purpureum (Behiry et al., 2023; Zehra et al., 2023). En particular, Trichoderma asperellum
es una especie relevante dada su capacidad para producir una gran cantidad de metabolitos
antimicrobiales, clasificados como volatiles (VOCs) y no volétiles, los cuales son eficientes
en el control de fitopatogenos; y por su habilidad para activar la resistencia sistémica inducida
(ISR) en las plantas (Wonglom et al., 2020; Pratap Singh et al., 2021).

Investigaciones recientes reportan la falta de persistencia de los ACB en el suelo, debido a
incompatibilidad con précticas agricolas actuales, y a factores fisicos y quimicos del suelo
agricola, que impiden su estancia y desarrollo (de Moraes et al., 2021). Recientemente, se ha
propuesto la elicitacion de microorganismos usados como ACB como un método para
mejorar su actividad antagoénica y sobrellevar las barreras fisico-quimicas que enfrentan
cuando son aplicados en el suelo (Godinez-Mendoza et al., 2023). Estudios previos reportan
que diferentes estresores como las nanoparticulas de SiO>y el DNA extracelular homoélogo
pueden tener efectos elicitores en el crecimiento y desarrollo de microorganismos como
bacterias y oomicetos (Ferrusquia-Jiménez et al., 2022a-b; de Moraes et al., 2021;
Boroumand et al., 2020; Tian et al., 2020); por lo tanto, el estudio detallado de moléculas
elicitoras que mejore la aplicacion de agentes de control biologico es relevante.

En particular, el uso del DNA como elicitor resulta importante debido a que es considerado
una molécula orgénica no contaminante y especie-especifica (Serrano-Jamaica et al., 2021).
El DNA extracelular homoélogo, es el DNA de una especie que por métodos fisicos ha sido
fragmentado, y es reconocido por las células de la especie de la cual provenga. Se han
evaluado varias dosis de DNA homologo en diferentes tipos de organismos, como plantas,
hongos, bacterias e insectos (Mazzoleni et al., 2015a), sin embargo, hasta ahora su rol como
elicitor solo ha sido comprobado en plantas. El uso del DNA extracelular homo6logo como
elicitor de plantas ha sido ampliamente estudiado, teniendo beneficios como la promocion

del crecimiento vegetal, sintesis de metabolitos secundarios, y la defensa general contra



enfermedades (Vega-Muiioz et al, 2018; Chiusano et al, 2021). Hasta ahora se tiene poca
informacion del uso del DNA extracelular como elicitor de microorganismos. Por lo tanto,
este trabajo tuvo como objetivo evaluar los efectos de la aplicacion del DNA extracelular en
el agente de control bioldgico Trichoderma asperellum en cuanto a su crecimiento,
desarrollo, actividad antagonica y bioestimulante. De igual forma, la motivacion para realizar
esta tesis fue abordar los fundamentos para el desarrollo de nuevas estrategias que puedan

ser implementadas en el manejo agroecoldgico e integrado de enfermedades vegetales.



2. ANTECEDENTES

2.1 Caracteristicas generales del DNA

El DNA (4cido desoxirribonucleico) es un polinucledtido que tiene como caracteristica
principal ser una hélice de doble cadena que contiene la informacion hereditaria de los
organismos. El DNA esta conformado por 4 bases nitrogenadas apareadas entre si a través
de puentes de hidrogeno, las cuales son: adenina (A), timina (T), citosina (C), guanina (G);
donde la complementariedad entre las bases es A-T y C-G. Cada base esta unida a una
molécula de azicar y una molécula de fosfato, formando estos dos ultimos un esqueleto
azucar-fosfato orientado hacia el exterior de la molécula (Figura 1). La unién de una base
nitrogenada + azucar + fosfato se le conoce como nucledtido. Ademas, tiene la caracteristica
de ser antiparalela, es decir, el extremo 5’ de una cadena esta emparejado con el extremo 3’

de su cadena complementaria, y viceversa (Pray, 2008).

Esqueleto de
azucar- Fosfato
fosfato

Carbono

} 0.34 nm
> 3.4 nm
Hidrogeno
Oxigeno
—— Bases
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Figura 1. Estructura de doble hélice del DNA. La longitud entre cada par de bases (residuo) es de 0.34

nm, mientras que la longitud de 10 pares de bases es de 3.4 nm. Fuente: Nature Education ©, 2013.



2.1.1 Funcion del DNA

El DNA alberga la informacion genética esencial para el desarrollo, supervivencia y
reproduccion de los organismos. Para que estas funciones se lleven a cabo, las secuencias
especificas de DNA ——conocidas como genes— deben ser transcritas y traducidas en
mensajes funcionales que dirigen la sintesis de proteinas. Las proteinas, a su vez, son
moléculas complejas que desempefian un papel central en la mayoria de los procesos
celulares, actuando como catalizadores, estructuras, transportadores o reguladores. La
informacion genética completa de un organismo se le conoce como genoma, y contiene la
informacion para la sintesis de todas las proteinas que un organismo necesitara durante toda
su vida ( Alberts et al., 2002).

En un organismo eucariota a mayor parte del DNA se concentra en su nicleo, sin embargo,
también existe DNA en menor cantidad en las mitocondrias y los cloroplastos. En los

organismos procariotas el DNA se encuentra en el citosol (Pray et al., 2008).

2.1.2 DNA extracelular (eDNA)

El DNA de forma natural se encuentra localizado al interior de las células, sin embargo,
muchos estudios han demostrado que el DNA se puede encontrar en casi todos los tipos de
ambientes, es decir, al exterior de la célula, y tiene la capacidad de realizar diferentes
funciones. Para poder diferenciarlo de su forma intracelular, a este tipo de DNA se le conoce
como DNA extracelular (eDNA). Pietramellara et al. (2009), define al eDNA como aquel
originado por mecanismos pasivos o activos de extrusion o de lisis celular a partir del DNA
intracelular.

Dentro de las principlaes funciones que se han atribuido al eDNA se encuentran: 1) la
participacion para dar estructura y estabilidad a los biofilms bacterianos; 2) la inmobilizacion
de patogenos en las trampas extracelulares de neutrdfilos en el cuerpo humano; 3)
diseminacion de informacion genética en el suelo y ambientes marinos; 4) proteccion del
crecimiento apical de las raices de las plantas por medio de la formaciéon de una capa en la

raiz que inmobiliza patdégenos y 5) inhibicion del desarrollo de individuos conespecificos



(Nagler et al., 2018). Esta versatilidad eDNA, lo coloca com una molécula de gran interés
para ser estudiado en diferentes areas como la medicina, agricultura, y nanotecnologia, entre

otras.

2.2. Elicitacion

La elictacion es un concepto ampliamente utilizado en el area agricola. En su sentido mas
amplio un “elicitor”, es toda aquella molécula que puede ser percibida por una célula como
un factor de estrés de origen biogénico (Mejia-Teniente et al., 2010). El estrés percibido
puede ser favorable o no favorable en las plantas, y dependera de la concentracion y tipo de
elicitor. En plantas, se puede mencionar que un elicitor es un eustresor, cuando genera un
efecto positivo o un estrés positivo (eustrés); o bien puede actuar como un distresor si provoca
efectos negativos (distrés) (Vazquez-Hernandez et al., 2019). Un elicitor necesita ser
reconocido por un receptor celular, el cual activa la expresion de genes relaciodados con la
defensa celular. Dentro de los principales elicitores vegetales se encuentran el extracto de
levadura, fitohornomas (acido jasmonico, acido salicilico, etileno), perdxido de hidrogeno,
poli/oligosacaridos, extractos celulares, acidos nucleicos (DNA, RNA) y células completas
(PGPBs, Micorrizas) (Guevara-Gonzalez et al., 2019). Ademas, pueden clasificarse en
exogenos o enddgenos. Los exdgenos son todas las moléculas externas a la planta, y pueden
clasificarse como: los Patrones Moleculares Asociados a Microorganismos/Patdgenos
(MAMPs/PAMPs), los Patrones Moleculares Asociados a Herbivoros (HAMPs) y los
Patrones Moleculares Asociados a Nematodos (NAMPs). Los elicitores endogenos son
aquellos que se encuenran de manera interna en la célula, tales como los Patrones
Moleculares Asociados a Dano (DAMPs) (Mejia-Teniente et al., 2010; Vega-Muioz et al.,
2018).

En las plantas, uso de los elicitores ha estado destinado al incremento de tolerancia ante
diferentes tipos de estrés o al incremento de fitoquimicos de interés (Figura 2). Estudios
demuestran que aplicaciones de 18 mM de peréxido de hidrogeno en chile resultan eficientes
para prevenir infecciones por el geminivirus del mosaico dorado del chile, debido a la

induccion de respuestas relacionas con la defensa (Mejia-Teniente et al., 2019). Otro estudio,



reporta el incremento de glicosilados de steviol, fitoquimicos responsables del poder
endulcorante de la stevia (Stevia rebaudiana Bertoni cv. Morita II), en respuesta a la
apliacion de peroxido de hidrogeno, acido salicilico y quitosano (Vazquez-Hernandez et al.,
2019). También, se ha observado que aplicaciones foliares de perdxido de hidrogeno y un
oligosacarido de xiloglucano incrementan el contenidido total de capsiato en C. annuum L.

(Zunun-Pérez et al., 2017).
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Figura 2: Sefializacion celular mediada por elicitores en plantas. Los elicitores pueden desencadenar
respuestas de defensa vegetal. Incluyen sustancias quimicas, PAMPs/MAMPs y DAMPs. Estos son
reconocidos a nivel receptor celular y desencadenan respuestas que involucran a una o mas moléculas
sefializadoras como acido salicilico (SA), acido jasmoénico (JA), etileno (ET), y 6xido nitrico (NO); para

finalmente inducir de genes relacionados con la defensa. Fuente: Guevara-Gonzalez et al., 2019.

La elicitacion de especies vegetales ha sido una estrategia estudiada para favorecer el
aumento de metabolitos secundarios utiles en la industrias farmacéutica y aromatica. La

mejora en la produccion de metabolitos secundarios como alcaliodes, antocianinas,



flavonoides, quinonas, terpenoides y esteroides se ha logrado gracias a procesos de
elicitacion, por lo que la elicitacion ha sido reconocida como la estrategia mas factible en la
practica para aumentar la produccion de metabolitos secundarios deseables de los sistemas
de células, 6rganos y plantas (Thakur et a., 2018).

En el caso de los hongos, se ha usado también la elicitacion para el aumento de metabolitos
secundarios. Se observo que mediante la adicion de micelio triturado, proveniente de hongos
fitopatogenos, es posible incrementar el rendimiento de la produccion de trichodermina, un
metabolito secundario con actividad antifingica, en Trichoderma brevicompactum (Shentu
et a., 2013). Otro estudio, muestra que la produccioén de exoenzimas y VOCs con actividad
antifingica se incrementan cuando 7. harzianum-ES se encuentra en contacto con micelio
inactivo de F. oxysporum f. sp. cucumerinum (Zhang et al., 2014). En este sentido los
elicitores microbiales usados hasta la fecha entran dentro de la clasificacion de PAMPs.

El estudio de la elictacion ha estado ligada a la generacion de modelos horméticos, en los
cuales son aplicadas diferentes dosis del factor de estrés para poder observar un efecto
positivo o negativo. Actualmente, se han realizado propuestas como la implementacion de
inteligencia artificial (IA) para precedir estrategias que favorezcan el manejo de la elicitacion

controlada (Rico-Chavez et a., 2022).

2.3 El eDNA como DAMP (Patron Molecular Asociado a Dafio)

Los DAMPs son moléculas conservadas evolutivas originadas en el propio anfitrién que
permiten a los organismos reconocer el “dano propio” (Heil, 2009) cuando estos aparecen en
compartimentos anormales de manera extracelular o, si se trata de moléculas mitocondriales
o nucleares, en citoplasma (Heil y Land, 2014, Yatim et al., 2017). Es decir, estas moléculas
permanecen invisibles al sistema inmune cuando mantienen su rol fisiologico en estado
normal, pero se hacen visibles (inmunogénicas) en situaciones de peligro (Heil y Vega,
2018). Se ha demostrado que los DAMPs activan senales de defensa como la generacion de
especies reactivas del oxigeno (ROS), aumento en los flujos de calcio intracelular (Ca*") y la
activacion de quinasas activadas por mitogeno (MAPKs) (Heil y Land, 2014; Duran-Flores

y Heil, 2016). Algunas moléculas clasificadas como DAMP son: péptidos, proteinas,



carbohidratos, fragmentos de pared celular, ATP extracelular, DNA extracelular, y
compuestos volatiles organicos (VOCs) (Ferrusquia-Jiménez et al., 2020).

El DNA es la fuente de informacion genética, pero puede salir de la célula al espacio
extracelular principalmente durante la muerte celular, ya sea apoptosis o necrosis (Pisetsky,
2012). Las moléculas de DNA nuclear o mitocondrial fragmentado que aparecen en el
compartimento extracelular o citosélico indican disfuncion o dafio celular, incluida la pérdida
de la integridad de los nucleos, de las mitocondrias o de las células completas (O'Neill, 2013).
Por lo cual el eDNA acttia como DAMP dando una senal de peligro que denota dafo o lesion
al organismo que a su vez desencadena la respuesta inmune (Duran-Flores y Heil, 2016).
Dos estudios reportan una nueva funcion del DNA extracelular: cuando este eDNA pertenece
al anfitrion (DNA propio u homologo) inhibe el desarrollo de una manera dependiente de la
concentracion, de un diverso rango taxondémico de organismos, incluyendo plantas, bacterias,
protozoos, algas, hongos y animales (Mazzoleni et al., 2015a-b). En los organismos
estudiados, la aplicacion de eDNA heterdlogo (eDNA que proveniene de especies
taxonomicamente distantes) no causo inhibicidon. Por esta razon, Mazzoleni et al., (2015a)
sugiere que la inhibicion por el eDNA homologo es el agente causal de la retroalimentacion
negativa planta-suelo, y que es un mecanismo para el mantenimiento de la biodiversidad. Por
otra parte, Veresoglou et al (2015), propone que el eDNA homologo actia como una
molécula sefal de estrés conespecifico, individuos conespecificos se refiere a individuos de
la misma especie, la cual permite indicar a los conespecificos un medio no apto para la
supervivencia, en lugar de actuar como una molécula inhibitoria.

Trabajo previo de Duran y Heil, (2014) provee informacion experimental sugiriendo la
accion del eDNA homoélogo como una sefial de estrés, es decir, un DAMP. Se observo que
la aplicacion de homogenizados de hojas conespecificos a hojas del frijol comun (Phaseolus
vulgaris) inducen el desarrollo local de especies reactivas del oxigeno (ROS) y otras
respuestas relacionadas a la resistencia, mientras que homogenizados de otras especies de
plantas no activaron ninguna respuesta estadisticamente significativa sobre el frijol (Duran y
Heil, 2014). Por otro lado, estudios posteriores indican que el DNA de plantas o insectos
induce la despolarizacion del plasma de membrana e incrementa los flujos intracelulares de

calcio (Ca?" (Barbero et al., 2016), lo cual también es concebido como una respuesta de



estrés. Ademas, se ha observado que el eDNA actia como DAMP e induce cambios en la
metilacion del DNA y respuestas relacionadas a la defensa en lechuga (Vega et al., 2018).
Los estudios anteriores apuntan que el DNA extracelular, obtenido mediante técnicas de
extraccion de DNA gendmico total y su posterior fragmentacion por sonicacion (Barbero et
al., 2016; Vega et al., 2018), actia como un patrén molecular asociado a dafio, y tiene la
capacidad de limitar el crecimiento del anfitrion al indicar dano o peligro para la
supervivencia. Recientemente, un estudio confirma que la aplicacion de ARN extracelular
genera efectos similares a los encontrados por el DNA extracelular, clasificandolo también
como un DAMP. Dicho estudio demostré el efecto protector de la aplicacion de ARN

extracelular contra infecciones virales y bacteriales en plantas de chile (Kim et al., 2022).

2.4 eDNA como elicitor

El DNA extracelular (eDNA) puede ser entendido como un elicitor de tipo biogénico
enddgeno, y también se encuentra clasificado como un DAMP. Como se menciono
anteriormente, existen varios estudios donde el eDNA genera respuestas relacionadas con la
defensa o activacion de la inmunidad en plantas y animales, como lo es la generacion de
ROS, activacion de MAPKSs y el incremento de Ca*" intracelular (Choi y Klessig, 2016;
Vega et al, 2018; Duran-Flores y Heil, 2017); ademads, otros estudios reportan su
reconocimiento sobre microorganismos como bacterias, hongos y algas, provocando un
fenomeno de inhibicion del desarrollo (Mazzoleni et al., 2015a-b; Duran-Flores y Heil,
2015). Derivado de lo anterior, el estudio del eDNA como un modulador de la respuesta
inmune celular, o bien como un elicitor, se hace interesante desde una perspectiva evolutiva
y tecnoldgica al estar presente en todos los organismos vivos y ser especie-especifico.

Esta area de conocimento ha llevado al planteamiento de nuevas propuestas donde se
establece una tecnologia dual del eDNA homologo (Figura 3). En esta propuesta el eDNA
homologo puede ser utilizado en altas concentraciones para suprimir el desarrollo celular de
la especie de la cual proviene. Por otro lado, la tecnologia puede ser aplicada desde la
perspectiva de la elicitacion, utilizando bajas dosis de eDNA homoélogo, que provoquen

respuestas controladas favorables de ciertos procesos celulares relacionados con la
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supervivencia (Ferrusquia-Jiménez et al., 2020). De esta manera, puede ser posible pensar en
la generaciéon de biopesticidas (Mazzoleni et al., 2014) o bien vacunas para plantas
(Quintana-Rodriguez et al., 2018). Asi mismo, la tecnologia puede representar el punto de
partida para la generacion de paquetes biotecnologicos altamente especificos para generar
respuestas inmunes positivas, mejor entendido como eustrés, que favorezcan la proteccion
del organismo contra ataques bidticos (Ferrusquia-Jiménez et al., 2020).

Considerando la via de la elicitacion como una posible estrategia para potenciar las
capacidades de supervivencia de los cultivos, es posible imaginar que esta propuesta pueda
ser abordada para la elicitacion de microorganismos de interés agricola, los cuales muchas
veces se encuentran en grandes desventajas cuando son aplicados como parte de un programa
de control bioldgico. La activacion de la respuesta inmune podria ser percibido como
mejorias en la persistencia de los microorganismos en diferentes ambientes, asi como una
actividad antagonica potenciada mediante el incremento de metabolitos o enzimas
relacionadas con su actividad de supervivencia, que favorezca su desarrollo y establecimiento

para los fines agricolas deseados.

Tecnologia eDNA

Actividad inhibitoria Actividad Elicitora (induccion
de la respuesta inmune) en
plantas.

Control biolégico de plagas \
Owt w S ! Vacunas de plantas

|
Proteccién de cultivos

Figura 3: Enfoque biotecnoldgico del eDNA. Propuesta tecnoldgica para la obtencion de vacunas vegetales

y herramientas de control biologico. Fuente: Ferrusquia-Jiménez et al., 2021.

11



2.5 Control bioldogico de enfermedades agricolas

El control biologico es una forma de “manejo de plagas ecoldgico” que usa un tipo de
organismo, los “enemigos naturales”, para controlar a otro organismo, que se comporta como
plaga (Hoddle y Van Driesche, 2009). Los enemigos naturales incluyen a los parasitoides,
predadores, nematodos entomopatogénicos, microorganismos competidores, hiperparasitos
de patogenos de plantas, organismos que producen toxinas, denominada antibiosis o
alelopatia (Flint, 2012; Heimpel y Mills, 2017). El control biologico puede ocurrir de
diferentes formas: forma natural; por medio de la introduccion y establecimiento clasico de
agentes fordneos; por medio la liberacion de agentes nativos o foraneos para aumentar
poblaciones; o mediante la liberacion de agentes nativos o foraneos conservados o mejorados.
Las liberaciones aumentativas pueden ser inoculativas, construyendo poblaciones que se
espera actuen durante generaciones, o bien inundativas, donde se espera que los organismos
liberados generen reducciones inmediatas del organismo plaga (Baker et al., 2020).

Esta es una alternativa de manejo de las enfermedades agricolas que puede implementarse
dentro de programas de Manejo Integrado de Plagas (MIP) convencional, asi como en la
produccion organica de alimentos (Zavaleta, 1994, Baker et al., 2020). Entre los
microorganismos mas importantes usados como agentes de control bioldgico de
enfermedades del suelo se encuentran las rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal
(PGPR), hongos promotores del crecimiento vegetal (PGPF), como Actinomucor elegans y
Podospora bulbillosa, 1os hongos micorricicos arbusculares y algunas especies del género
Trichoderma (Bloemberg y Lugtenberg, 2001; Kazerooni et al., 2022). Los principales
mecanismos responsables del control bioloégico de hongos y bacterias patogenas son: 1) la
competencia por los nutrimentos o espacios en la rizosfera de las plantas; 2) la induccion de
resistencia sistémica inducida (RSI); y 3) la producciéon de metabolitos antimicrobianos

(Kloepper et al., 2004).
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2.5.1 Trichoderma spp.

Los hongos pertenecientes al género Trichoderma (Division- Ascomycota, Subdivision-
Pezizomycotina, Clase- Sordariomycetes, Orden-Hypocreales, Familia- Hypocreaceae) han
sido conocidos desde 1920 por su actividad como agentes de biocontrol (BCA-"biocontrol
agents’) (Samuels, 1996). Estos hongos se encuentran ampliamente distribuidos en todo el
mundo, y pueden ser aislados a partir del suelo, madera en descomposicion, u otras formas
de materia organica vegetal. Se caracterizan por tener un rapido crecimiento y una alta
produccion de esporas (conidios) en varios tonos de verde (Howell, 2003). Pueden ser usados
para mejorar la salud general de los cultivos o para incrementar la habilidad natural de
degradar compuestos toxicos por algunas plantas en suelo y agua. A un gran nimero de estos
hongos se les ha clasificado como hongos promotores del crecimiento vegetal (PGPF-plant
growth promoting fungi, por sus siglas en inglés), considerados como bioestimulantes
naturales. De forma comercial, la atencién en su uso ha estado sobre su actividad de
biocontrol, ya que han demostrado ser eficientes en el control de fitopatdgenos como
Fusarium oxysporum, Rhizoctonia solani, Armillaria mellea y Chondrostereum purpureum
(Benitez et al., 2004; EI-Komy et al., 2015; Tyslkiewicz et al., 2022). Dentro de las especies
mejor estudiadas del género, debido a sus caracteristicas de biocontrol, se encuentran 7.
asperellum, T. atroviride, T. harzianum, T. virens, y T. viride, la cuales, en su mayoria,
también exhiben una alta capacidad bioestimulante (Lopez-Bucio et al., 2015; Guzman-

Guzman et al., 2019; Tys kiewicz et al., 2022).

2.5.2 Mecanismos de accion de Trichoderma

T. asperellum es una especie representativa del grupo con diferentes mecanismos de accion
para prevenir enfermedades causadas por fitopatdogenos (Figura 4). Dentro de sus principales
formas de accion se encuentra la competencia por nutrientes y espacio, la secrecion de
enzimas extracelulares, induccion de resistencia sistémica, promocion de tolerancia a
salinidad y estrés osmotico, produccion de metabolitos secundarios no volatiles y compuestos
volatiles con bioactividad, asi como la promocion del desarrollo y crecimiento vegetal

(Zhang et al,. 2014; Lopez-Bucio et al., 2015).
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Figura 4: Mecanismos de accion de Trichoderma spp. Fuente: Waghunde et al., 2016.

2.5.2.1 Antibiosis

El mecanismo de antibiosis esta reportardo comunmentre en varias especies de Trichoderma
spp. Este mecanismo de accidn consta en la produccion de compuestos pequenos difusilbles,
denominados metabolitos secundarios, que inhiben el crecimiento de otros microorganismos
(Benitez et al., 2004). Los metabolitos secundarios son un grupo heterogéneo de compuestos
naturales cuya produccion tiene el objetivo de mediar la supervencia u otras funciones como
competencia, simbiosis, diferenciacion, del organismo que los produce (Demain y Fang,
2000).

Los hongos del genero Trichoderma son bien conocidos por su producciéon de metabolitos
con actividad antibidtica. Esta produccion de antibioticos usualmente se combina con otros
mecanismos de control como el micoparasitismo, la produccion de enzimas degradadoras,
competencia y la induccion de resistencia (Reino et al., 2008). La produccion de metabolitos
secundarios es dependiente de la cepa, e incluye compuestos antifingicos volatiles y no
volatiles, como el 6-n-pentil-6H-pyran-2-1 (6PP), gliotoxina, viridina, harzianopiridona,
harziandiona y peptabioles (Butt et al., 2001). Una mutante de 7. harzianum, cepa 2413, con

niveles altos de produccion de enzimas extracelulares y de a-pyrone incrementaron la
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resistencia contra R. solani y B. cinerea, bajo diferentes condiciones ambientales (Rey et al.,
2001). En T. harzianum, se ha identificado la produccion de un metabolotito lladamdo iso-
HA (iso- Acido harzianico), un esteroisémero del acido harzidnico, el cual ha demostrado
actividad antibiotica por medio de la inhibiciéon de crecimeinto de R. solani and S.
sclerotiorum, in vitro. Ademas, se observd que la aplicacion del iso-HA en plantas de
jitomate promovié también su desarrollo (Vinale et al., 2014).

Los compuestos volatiles organicos (VOCs) constituyen los productos finales de varias vias
metabolicas, incluyen muchos compuestos como los sesquiterpenos, alcoholes, cetonas, entre
otros (Korpi et al., 2009). Un estudio realizado demuestra que la combinacion de VOCs
pueden inhibir significativamente el crecimiento del micelio y el proceso germinativo de F.
oxysporum f. sp. cubense (Yuan et al., 2012). Otro estudio demuestra que cepas de T.
atroviride y T. asperellum producen una alta cantidad de metabolitos antimicrobianos,
clasificados como compuestos orgdnicos volatiles y no volatiles, los cuales son eficientes
para inhibir el crecimeinto de fitopatdogenos como Phytophthora nicotianae, Fusarium
sporotrichoide, Fusarium verticillioides 'y Colletotrichum acutatum, entre otros

(Stracquadanio et al., 2020).

2.5.2.1.1 Compuestos organicos volitiles sintetizados por Trichoderma spp.

Los compuestos orgénicos volatiles (VOCs-Volatile organic compounds) son intermediarios
y productos finales de diversas rutas metabolicas, producidos por plantas, bacterias y hongos.
Aproximadamente mas de 300 VOC:s, a partir de 96 especies fungicas, pertenecen a la clase
estructural de los alcoholes (isdmeros de butanol, pentanol, octanol), hidrocarburos, cetonas,
terpenos, alcanos y alquenos (Effmeert et al., 2012).

La produccion de VOCs por microorganismos es ampliamente afectada por diferentes
condiciones de crecimiento como temperatura, disponibilidad de nutrientes, y condiciones
de luz-oscuridad. Ademas, las interacciones con otros microorganismos también modifican
su produccion (Zeilinger y Schuhmacher, 2013).

Las especies del género Trichoderma producen diversos compuestos volatiles y no volatiles,

incluyendo a los peptabioles, sideforofos, policétidos, terpenoides y pirones. En su genoma
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se han descubierto un gran nimero de genes relacionados con el metabolismo secundario
(Cruz-Magalhaes et al., 2022). En Trichoderma la produccion de VOCs y otros metabolitos
secundarios esta usualmente combinada con otros mecanismos como la competencia por
espacio y la liberacion de enzimas degradadoras de pared celular, y se ha identificado que
muchos de estos compuestos tienen actividad antimicrobiana. Ademas, los metabolitos
secundarios han demostrado tener un rol en la activacion de la inmunidad vegetal y en la

mejora del crecimiento y desarrollo (Vinale et al., 2008; Phoka et al., 2020).

a) Biosintesis de VOCs en Trichoderma spp.

Trichoderma spp. tiene un gran potencial como agente de biocontrol gracias a su capacidad
para producir VOCs. Los VOCs son tipicamente compuestos de bajo peso molecular (100-
500 Dalton), facilmente evaporables, y generan un aroma distintivo (Wonglom et al., 2020).
Estos compuestos volatiles pertenecen a diferentes grupos quimicos como los mono- y
sesquiterpenos, alcoholes, cetonas, ésteres y lactonas (Patil et al., 2016). Se ha identificado
que los VOCs de hongos son sintetizados a partir de diferentes precursores como
aminoacidos, acetato, acidos grasos y ceto-acidos. Los VOCs del grupo de los terpenos,
monoterpenos y sesquiterpenos, son sintetizados a partir del acetil-CoA de la via del
mevalonato y son convertidos a sus estructuras finales por la accioén de sintasas de terpeno
(Zeilinger y Schuhmacher, 2013) (Figura 5-A). Existe una gran diversidad estructural de
terpenos y sesquiterpenos que supera en numero a la cantidad de sintasas de terpeno
encontradas en los hongos. Sin embargo, esta gran diversidad de moléculas se puede explicar
debido al mecanismo de catalisis que tienen las sintasas de terpeno, las cuales pueden
catalizar la formacion de mas de un tipo de terpeno o sesquiterpeno. De esta manera, con un

solo tipo de sintasa se pueden generar distintos tipos de moléculas.
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Figura 5. Ruta de Biosintesis de VOCs representativos en Trichoderma spp. A) Monoterpenos y
sesquiterpenos son obtenidos por la conjugacion de difosfato de dimetilalilo (DMAPP) con unidades de
isopentil difosfato (IPP) por via geranil difosfato (geranil-PP) y farnesil difosfato (farnesil-PP). B) Los
acidos grasos son precursores importantes para la formacion de VOCs, incluyendo a los alcanos alquenos,
metil cetonas, alcoholes primarios, volatiles-C8 y 6PP (6-pentil-a-pirona). Fuente: Zeilinger y

Schuhmacher, 2013.
Otros grupos de VOCs como las metil cetonas, alcanos, alquenos, alcoholes primarios,

pironas, y los volatiles de 8 carbonos (volatiles-C8) se generan a partir de acidos grasos

(Figura 5-B). El 6-PP (6-pentil-a-pirona) se deriva del 4cido linoleico.

17



Se propone que el acido linoleico se oxida a 13-hidroperdxido-dieno (13-HPOD), el cual
posteriormente se metaboliza por B-oxidacion seguido de isomerizacion para dar como
resultado al 4cido 5-hidroxi-2,4-decenoico; finalmente, este hidroxi-acido se esterifica para
formar 6-PP. Los volatiles-C8 se producen también a partir del acido linoleico por oxidacion
para generar el acido 10-hidroperoxioctadeca-8,12-dienoico. Este ultimo posteriormente es
escindido por una liasa de hidroperdxido para obtener compuestos de 8 y 10 carbonos

(Zeilinger y Schuhmacher, 2013).

b) Actividad de los VOCs emitidos por Trichoderma spp.

Dadas sus caracteristicas, los VOCs pueden difundirse con facilidad a través de la membrana
celular para llevar a cabo su actividad. Ademas, los VOCs pueden transportarse a través de
los poros interconectados que se forman en las capas del suelo e influir en diferentes procesos
como la nitrificacion, mineralizacion, y mediar procesos de desarrollo en los hongos
(Wheatley, 2008). Dentro de las actividades reportadas para VOCs emitidos por Trichoderma
se encuentra la actividad antifiingica, antibacteriana, y nematicida. Dichas actividades
confieren proteccion a las raices de las plantas, previniendo el ataque de microorganismos
fitopatogenos. Dentro de los VOCs mas relevantes se encuentran aquellos con actividad
antifingica como los sesquiterpenos, el 6-PP (6-pentil-a-pirona), 1-octen-3-ol, 3-octanona,
3-octanol, y 1-octen-3-ona (Patil et al., 2016).

Ademas de esta actividad antimicrobiana, se ha reportado que diferentes VOCs promueven
el crecimiento vegetal y la induccion de la respuesta de defensa de las plantas (Vinale et al.,
2008; Phoka et al., 2020). Por ejemplo, se ha reportado que el 6-PP, inhibe el crecimiento de
Rhizoctonia solani, Botrytis cinerea y algunas especies de Fusarium; sin embargo, también
se ha observado que este mismo compuesto en bajas concentraciones promueve el
crecimiento vegetal (Zeilinger y Schuhmacher, 2013).

Entre las especies de Trichoderma se ha encontrado que los perfiles de VOCs difieren en
cuanto a la cantidad y variedad de VOCs que son emitidos. Generalmente en cada especie se
encuentran entre 15 y 25 VOCs, donde al menos uno tiene actividad fungicida (Ruangwong

et al., 2021). Dado que los VOCs son liberados en forma de mezcla, se propone que estos
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actian de manera sinérgica para tener un efecto potenciado en cuando a su actividad

antimicrobiana (Wonglom et al., 2020) (Figura 6).
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Figura 6. Esquema representativo de las interacciones de los VOCs emitidos por Trichoderma con otros
hongos, bacterias y las raices de las plantas. Trichoderma puede ser atraido por exudados vegetales y otras
sustancias secretadas por microorganismos. Esta interaccion conlleva a la liberacion de VOCs de
Trichoderma que pueden provocar diferentes respuestas, como inducir el crecimiento de raices, o bien
inhibir el crecimiento de otras bacterias y hongos, como medida de supervivencia. Fuente: Zeilinger y

Schuhmacher, 2013.

¢) Perfil de VOCs emitidos por Trichoderma spp.
La método mas empleado para la obtencion de los perfiles de VOCs en Trichoderma es la

Micro-extraccion en fase sdlida (SPME) con su posterior analisis por cromatografia de gases

acoplada a masas (GC/MS). Gracias a esta técnica muchos perfiles de VOCs han sido
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reportados a partir de especies como 7. atroviride, T harzianum, T. viride, y T. konigiopsis
(Patil et al., 2016).

Un estudio reciente, reporta el perfil de VOCs de la cepa Trichoderma asperellum T1 (Tabla
1). En este estudio se reportd que los VOCs emitidos impidieron el crecimiento de los
fitopatogenos Curvularia aeria y Corynespora cassiicola, causantes de las manchas foliares
en lechuga. Ademas, fue posible observar que las lechugas expuestas a estos VOCs mostraron

un mayor nimero de raices, hojas, clorofila total y biomasa (Wonglom et al., 2020).

Cuadro 1: Perfil de VOCs emitidos por Trichoderma asperellum T1, obtenido por SPME-
GC/MS (Wonglom et al., 2020).

No | Compuesto Formula

1 Etanol CH3CH20H

2 O-butilhidroxilamina C4HI11INO

3 2-metil-1-butanol C5H120

4 2-amilfurano C9H140

5 2-Etil-1-hexanol C8H180

6 Cicloheptano C7H14

7 2,4-dihidroxibenzaldehido C7H603

8 1-Nonanol C9H200

9 Acido fosfonoacético C2H505P

10 Sulfito de 2-etilhexilhexilo C14H3003S
11 Ciclometicona 6 C12H3606Si6
12 N1, N1,N4-Tris(terc-butildimetilsilil)succinamida C22H50N2028i3
13 6-pentil-2H-pirano-2-ona C10H1402

14 2,5-ciclohexadieno-1,4-diona C14H2002

15 6-undecilamina C11H25N

16 10-Epi-gamma-Eudesmol C15H260

17 Acido succinico, éster etilico de 2-(2-clorofenoxi) C14H17CIO5
18 Ester de trifluoroacetato de 2,5-diisopropilfeol C14H17F302
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19 2,6-bis(1,1-dimetiletil)-4-(1-oxopropil)fenol C17H2602
20 Palmitato de etilo C18H3602

2.5.2.2 Micoparasitismo

Una de las caracteristicas mas representativas de los hongos de este género es su capacidad
de parasitar a otros hongos. El micoparasitismo puede observarse como un enrollamiento de
las hifas de Trichoderma sobre las hifas del patogeno, seguido de la penetracion y
subsecuente disolucion del citoplasma del huésped (Howell, 2003). Este mecanismo
involucra procesos complejos como reconocimiento del huésped, secrecion de enzimas
extracelulares (Beta-1,3 glucanasas, quitinasas, proteasas, xilanasas), ataque a la maquinaria
celular del huésped, para finalmete provocar la muerte celular. La secrecion constitutiva de
exoquitinasas que degradan las paredes celulares de los hongos, juegan un papel fundamental
en la inhibicidn del crecimeinto de cepas de hongos patogenos (Gajera et al., 2013). En
algunas condiciones, modificaciones morfoldgicas como el enrollamiento y la formacion de
un apresorio con altas concentaciones de solutos osmoticos, como el glicerol, induce la
penetracion en las células del huésped. Una vez que el hongo penetra, libera el contenido del
apresorio lo que provococa la formacion de péptidos relacionados con la patogénesis, que

ayudan a la entrada de las hifas de Trichoderma (Howell, 2003).

2.5.2.3 Competencia por nutrientes y espacio

La limitacion de nutrientes, resultado de la intensa competencia por recursos impuesta por
Trichoderma spp., representa uno de los principales factores responsables de la muerte de
microorganismos colindantes. De esta manera, Trichoderma spp. compite por fuentes de
carbono y Fe contra los patdgenos, evitando asi su desarrollo. 7. harzianum T35 ha
demostrado controlar a Fusarium oxysporum por medio de la competencia de nutrientes y la
colonizacion de la rizésfera (Waghunde et al., 2016). Existen muchos casos de exitd, donde
la competencia por espacio y nutrientes esta involucrada, lo que demuestra que las especies
de este género son muy eficientes en la toma y mobilizacion de nutrientes, comparados con

fitopatdgenos u otros organismos. Se ha identificado que la produccion de proteinas, como
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la aspartil proteasa, por el Trichoderma, juega un papel crucial en la colonizacion de raiz y
que, ademas, es crucial en la competencia por espacio con otros colonizadores de raiz

(Viterbo et al., 2004; Brotman et al., 2008).

2.5.2.4 Induccion de la resistencia

Uno de los mecanismos mas importantes de biocontrol que ejercen de las cepas del género
Trichoderma es la induccion de la resistencia sistémica. La induccion de resistencia en frijol
por T. harzianum T-39 quedo demostrada mediante el tratamiento del suelo con esporas de
este hongo. Se observo que las hojas de frijol mostraron resistencia ante el ataque de
patdgenos como B. cinerea 'y C. lindemuthianum, atin cuando las aplicaciones de T-39 solo
habian sido en las raices y no en las hojas ( Bigirimana et al., 1997) . Una gran variedad de
cepas como 7. virens, T. asperellum, T. harzianum, y T. atroviride estimulan cambios
metabolicos que promueven mejor tolerancia contra fitopatégenos y algunos virus.
(Waghunde et al., 2016).

Actualmente, existen varias cepas reportadas capaces de inducir la resistencia sistémica
contra patogenos. La cepa de 7. harzianum T-22 es capaz de inducir resistencia sistémica
contra patogenos en plantas modelo y en maiz (Harman et al. 2012). Aislados de T.
harzianum T9 inducen resistencia en jitomate (cultivar cv. Sida), reduciendo un 69.23% la
infeccion causada por Xanthomonas campestris pv. Vesicatoria despues de 14 dias de
inoculacion. De forma similar, un aislado de 7. asperellum T18, genera resistencia sistémica,
mostrando una reduccion de la infeccion causada por Stemphylium solani en jitomate,
después de 10 dias de inoculacion (Saksirirat et al., 2009). La cepa 7. pubescens Tp21 ha
demostrado elicitar la resistencia sistémica inducida (RSI) en tomate, siendo efectiva para el
control de Rhizoctonia solani, promoviendo un incremento en el crecimiento y la activacion
del sistema antioxidante en tomate (Behiry et al., 2023). Trichoderma hamatum cepa Th23
promueve el crecimiento en tomate e induce la resistencia sistémica inducida (RSI) contra el
virus del mosaico de tacabo (TMV), a través del incremento de las enzimas antioxidantes
SOD, CAT Y PPO y la expresion de genes relacionados con la defensa (Abdelkhalek et al.,

2022). Ademés de proveer resistencia contra factores bidticos, se ha observado que la
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aplicacion de cepas de Trichoderma también induce la tolerancia al estrés por factores
abidticos. Un estudio reciente reporta que la cepa de Trichoderma longibrachiatum (TG1)
tiene la capacidad de inducir la produccion de SA y una mayor actividad antioxidante,

confiriendo resistencia contra salinidad en plantas de trigo (Boamah et al., 2022)

2.5.2.5 Capacidad bioestimulante

La capacidad bioestimulante del hongo ha sido reportada como promocion en la toma de
nutrientes y de crecimiento vegetal. Los mecanimos por los cuales los hongos del genero
Trichoderma realizan la fitoestimulacion involucran la comunicacion en la rizosfera,
mediante la liberacion de auxinas, peptidos pequefios, volatiles y otros metabolitos activos,
que promueven la ramificacion de raices y la capacidad en toma de nutrientes, impulsando
asi el crecimiento y el rendimiento de las plantas (Lopez-Bucio et al., 2015). La cepa 1295-
22 de T. harzianum incremento la disponibilidad de fosforo y otros micronutrientes como Fe,
Mn, Zn, en medio de sucrosa-extracto de levadura liquido, in vitro (Altomare et al., 1999).
T. aspereloides, antes identificado como 7. harzianum T-203, incremento un 90% y 30% la
concentracion de P y Fe en raiz, respectivamente (Yedidia et al., 2001). Otros estudios
indican que la inoculacion de 7. harzianum promueve el crecimiento en sorgo, gracias al
favorecimiento en la toma de nutrientes o mediante la produccion de compuestos promotores
del crecimiento vegetal (Lopez-Bucio et al., 2015; Wu et al., 2022). Evaluaciones realizadas,
demuestran que 7. harzianum es capaz de solubilizar fosfato de calcio, lo que permite un
incremento en la toma de fosforo en garbanzo, y ademads, esta habilidad de solubilizacion es
mantenida por el hongo incluso en presencia de metales pesados como el cadmio, lo que
indica que aun en suelos contaminados 7. harzianum provee ventajas (Rawat y Tewari,

2011).

2.6 Productos comerciales y patentes

Actualmente, se han desarrollado algunos elicitores agricolas, comercializados bajo el
nombre de agentes de “priming”, que se basan en el uso de moléculas como el quitosano,

extractos de levaduras, proteinas y polisacéridos, los cuales son utilizados para prevenir
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enfermedades agricolas (Desmedt et al., 2021). Estos elicitores han estado enfocados en la
activacion de la respuesta inmune de cultivos vegetales comerciales, teniendo una creciente
lista de productos comerciales disponibles (Desmedt et al., 2021). Hoy en dia, no existen
productos comerciales destinados a la elicitacion de microorganismos benéficos usados en la
agricultura, sin embargo, diferentes estudios indican que la elicitacion de microorganismos
puede ser provocada mediante el uso de choque térmico suave, dosis subinhibitorias de
antibidticos, exposicion a NaCl, exposicion a H>O» y falta de nutrientes (Harish y Oserov,
2022), provocando efectos positivos en la supervivencia de los microorganismos. Por otro
lado, la patente WO2017117089A1 describe un método para inducir la elicitacion de esporas
provenientes de bacterias usando temperatura, con el cual se consigue una mejora en las
propiedades de germinacion y composicion de las esporas (Heffron, 2017). La elicitacion de
microorganismos es un fendmeno natural que ha existido a lo largo de la evolucion, sin
embargo, su estudio ha sido escaso. Este proceso resulta con alto potencial de aplicacion y

posiblemente explique diferentes procesos en la formacion de comunidades microbiales.

3. HIPOTESIS

La exposicion de Trichoderma asperellum a fragmentos de eDNA homologo fragmentado
elicita su desarrollo y actividad antagonista in vitro e in vivo, debido a su accidon, como patroén
molecular asociado a dafio (DAMP), sobre la respuesta relacionada a la defensa y al
metabolismo secundario, comparado con un modelo en el cual no se aplica dicho tratamiento

y un modelo de eDNA heterdlogo.

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Determinar el efecto de la exposicion de fragmentos de eDNA homodlogo sobre la

germinacion de espora, actividad SOD y CAT, actividad antagonista por competencia de
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espacio/nutrientes, secrecion de giberelinas y auxinas, liberacion de VOC's, y el efecto

bioestimulante en plantas de chile, de Trichoderma asperellum.

4.2 Objetivos especificos

1. Evaluar el efecto de aplicacion del eDNA in vitro sobre la germinacion de espora,
dirigido a la elicitacion del desarrollo del microorganismo.

2. Determinar la actividad antioxidante SOD y CAT in vitro, dirigido a la evaluacion de
la respuesta ante el estrés oxidativo del microorganismo.

3. Determinar la actividad antagonista por competencia de espacio, secrecion de
giberelinas y auxinas, crecimiento radial, y liberacion de VOC's in vitro, dirigido a
la elicitacion de la actividad del microorganismo.

4. Evaluar el efecto elicitor in vivo del eDNA homologo fragmentado sobre
Trichoderma asperellum, utilizando como modelo plantas de chile, dirigido a la

mejora de la actividad bioestimulante del hongo.

5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Preparacion y mantenimiento de la cepa Trichoderma asperellum T8A

La cepa de Trichoderma asperellum (T8A) utilizada en este estudio fue proporcionada por
el Instituto Tecnoldgico de Sonora (ITSON) para fines de investigacion. Esta cepa fue
conservada en cajas Petri con medio de cultivo PDA (agar papa dextrosa, Difco) a una
temperatura controlada de 25 + 2 °C, realizando subcultivos periddicos seglin se requirierid
para su mantenimiento.

Con el objetivo de obtener una mayor cantidad de material bioldgico, se cultivd un indculo
puro del hongo en medio liquido PDB (caldo papa dextrosa, Difco), siguiendo la metodologia
descrita por Ezziyyani et al. (2004). Para ello, se emplearon 250 mL de medio PDB estéril

(121°C, 15 psi, 15 min), al cual se le adicionaron dos discos de 5Smm de didmetro
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proveniente de un cultivo de 7. asperellum. Los matraces se mantuvieron en incubacion
estatica a 25 + 2 °C durante un periodo de 15 dias. Al finalizar la incubacién, el micelio
fungico fue recuperado mediante filtracion al vacio y conservado a -70 °C hasta su posterior

utilizacion en los experimentos.

5.2 Obtencion de eDNA homologo

Para realizar la extraccion de DNA gendmico, se utilizaron 25 g de micelio congelado, los
cuales fueron previamente pulverizados en un mortero empleando nitrogeno liquido para
garantizar una disrupcion celular eficiente. La extraccion se llevd a cabo siguiendo el
protocolo basado en bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB), descrito por Lee et al. (1988).
Por cada 5 g del micelio triturado se anadieron 25 mL de tampdn de lisis (50 mM Tris-HCI,
50mM EDTA, 3% SDS, 1% 2-mercaptoetanol). La mezcla se agitd hasta lograr una
homogenizacion completa y posteriormente se incubd a 60 °C durante 30 minutos. Luego se
centrifugod a 10,000 x g durante 10 minutos y se recuper6 el sobrenadante en un tubo nuevo,
al cual se le afiadi6 1 volumen de clorofomo-alcohol isoamilico (24:1), y se agitd
vigorosamente en vortex. Esta mezcla se centrifugdé nuevamente 10 minutos bajo las mismas
condiciones. De la mezcla anterior se recuperd la fase acuosa y se le adicion6 1/10 de
volumen de acetato de sodio (NaOAc) 5 M y 2/3 de volumen de isopropanol frio, y se incubd
a -20 °C por 15 minutos. Posteriormente, los tubos fueron centrifugados durante 10 minutos
a 10,000 x g, y se elimin6 el sobrenadante. Tras eliminar el sobrenadante, el pellet se lavd
con etanol al 70% (previamente enfriado), incubando durante 1 minuto, y se dejo secar
completamente. Finalmente, el DNA fue resuspendido en 2.5 mL de agua destilada estéril y
se almaceno a -20 °C hasta su uso.

La concentracion y pureza del DNA extraido se evaluaron mediante espectrofotometria con
un NanoDrop™ 2000 (Thermo Scientific), utilizando 1 uL. de muestra, con lectura en el
rango espectral de 190-840 nm. El DNA se verificé por electroforesis en gel de agarosa 1%
tefiido con GelRed® (Biotium), utilizando tampén TAE 1X, corriendo los geles a 80V

durante 30 minutos.
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Para obtener fragmentos de DNA en el rango de 700 a 50 pares de bases (pb), se sonico el
DNA con un sonotrodo Hielscher UP200Ht (200 W, 26 kHz). El protocolo consistid en
pulsos de 26 kHz a 10 W, con una amplitud del 50%, aplicados cada segundo durante un total

de 10 minutos, siguiendo el procedimiento descrito por Vega-Mufioz et al. (2018).

5.3 Obtencion de eDNA heterdlogo

El eDNA heter6logo utilizado en este estudio fue obtenido a partir de hojas frescas de
Lactuca sativa var. Climax (lechuga romana), recolectadas de un cultivo establecido en la
Universidad Autéonoma de Querétaro-Campus Amazcala, mantenido bajo condiciones
controladas de invernadero. La extraccion y la fragmentacion del DNA vegetal se realizo

empleando el mismo protocolo CTAB y sonicacion, previamente descrito en la seccion 5.2.

5.4 Diseiios experimentales para la exposicion de Trichoderma asperellum a eDNA in
vitro

Con el objetivo de evaluar el efecto del eDNA fragmentado, tanto homologo como
heter6logo, sobre el proceso germinativo de espora y el desarrollo de la fase vegetativa
(micelio) de Trichoderma asperellum, se disefiaron ensayos experimentales especificos.
Estos disefios permitieron analizar de forma diferenciada la influencia del eDNA

fragmentado en dos etapas clave del ciclo de vida del hongo.

5.4.1 Evaluacion del eDNA sobre el proceso germinativo de Trichoderma asperellum

Para la evaluacion del efecto del eDNA sobre el proceso germinativo de Trichoderma
asperellum, se utiliz6 un cultivo puro completamente colonizado en medio PDA como fuente
de esporas. A partir de este, se realiz6 un subcultivo en medio liquido utilizando una placa
estéril de 24 pozos, cada uno con 200 uL. de medio PDB (Difco). La inoculacién se llevo a
cabo mediante la adicién aproximada de 1000-2000 esporas por pozo, obtenidas del cultivo
en PDA. Posteriormente, se adicioné 1 mL de los tratamientos correspondientes de eDNA

homologo fragmentado en concentraciones de 2, 5, 10, 50 y 200 pgmL™"'. De manera
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paralela, se evalu¢ el efecto del eDNA heterdlogo fragmentado, utilizando una concentracion

unica de 200 pg mL™', bajo la misma metodologia descrita (Cuadro 2).

Se incluyeron dos controles experimentales: el control 1, que consistid en esporas en medio
PDB sin eDNA, se empleo para validar el crecimiento normal del hongo bajo las condiciones
experimentales; el control 2, que incluyd Gnicamente el tratamiento con eDNA homologo
fragmentado sin esporas, tuvo como finalidad verificar la inocuidad del eDNA. Todos los

tratamientos, incluidos los controles, se realizaron por triplicado (Figura 7).

Cuadro 2. Tratamientos para evaluar el proceso germinativo.

eDNA homologo+T7. asperellum 200 uL de PDB
~1x103 esporas
1 mL eDNA homologo (2, 5, 10, 50, 200

ugmL™)

eDNA heterologo+T7. asperellum 200 uL de PDB
~1x103 esporas

1 mL eDNA heterdlogo (Lactuca sativa)
100 pgmL!

Control 1. 7. asperellum sin tratamiento 200 puL de PDB
~1x103 esporas
1 mL de agua estéril

Control 2. eDNA homdlogo 200 puL de PDB
1 mL eDNA homologo 200 ugmL!
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Figura 7. Distribucion de tratamientos en caja de 24 pozos.

5.4.2 Evaluacion del eDNA sobre la actividad SOD y CAT, competencia por espacio,
produccion de giberelinas, auxinas, y VOC'S de Trichoderma asperellum

Para evaluar el efecto del eDNA, tanto homologo como heter6logo, sobre la actividad de las
enzimas superoxido dismutasa (SOD) y catalasa (CAT), asi como sobre la competencia por
nutrientes, y la produccion de giberelinas, auxinas y compuestos organicos volatiles (VOCs),
se llevaron a cabo cultivos liquidos en cajas Petri de 5 cm de didmetro.

Inicialmente, se prepard un inoculo liquido cultivando un disco de 5 mm de didmetro de un
cultivo puro de Trichoderma asperellum en 200 mL de medio PDB. El cultivo fue incubado
sin agitacion, a 25 + 3 °C y en condiciones de oscuridad, durante un periodo de 15 dias.
Finalizada la incubacion, se prepar6 un subcutivo a partir de una suspension de esporas
(1 % 10° esporas/mL), de la cual se afiadieron 200 pL a 8 mL de PDB en cajas Petri estériles
de 5 cm. Estas fueron incubadas bajo las mismas condiciones durante 4 dias, sin agitacion.
Al finalizar este periodo, el medio de cultivo fue retirado cuidadosamente, dejando
unicamente el micelio adherido. Posteriormente, se afiadieron 3 mL de los respectivos
tratamientos: eDNA homologo fragmentado en concentraciones de 2, 5, 10, 50 y
200 pg mL™', eDNA heterdlogo fragmentado a 200 pg mL™, y un control negativo al que

unicamente se agregd agua estéril. Los tratamientos se mantuvieron en contacto con el
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micelio durante 24 horas. Transcurrido este tiempo, el micelio fue separado del sobrenadante
mediante filtraciéon al vacio para su posterior analisis, de acuerdo con los protocolos
establecidos para cada variable. Ademas, previo a la filtracion, se tomaron alicuotas de los
cultivos para realizar observaciones microscopicas del micelio. Para el analisis de VOCs se

tomaron muestras completas (micelio+sobrenadante).

5.5 Determinacion de las variables de respuesta en ensayos in vitro

5.5.1 Germinacion de espora

Con el proposito de cuantificar el efecto de los tratamientos con eDNA fragmentado
(homologo y heterdlogo) sobre la germinacion de esporas de Trichoderma asperellum, se
determind el numero de unidades formadoras de colonias por mililitro (UFC/mL) a las 24 y
120 horas de exposicion. Estos analisis se realizaron a partir de los cultivos establecidos en
placas de 24 pozos. De cada uno de los tres pozos correspondientes a un tratamiento
especifico (réplicas), se recolectaron 33.3 puL, obteniendo asi un volumen total de ~100 uL
por tratamiento, el cual fue homogeneizado en un tubo Eppendorf. A partir de esta mezcla,
se tomo un alicuota de 20 uL. que fue sembrada en placas Petri con medio PDA mediante
extension en placa, realizdndose tres réplicas independientes por tratamiento. En los casos
donde se observo una alta concentracion de micelio que pudiera interferir con el conteo de
colonias, se realizaron diluciones previas de la muestra. Para ello, se diluyeron los 100 puL de
muestra en 900 pL. de agua destilada estéril, y posteriormente se sembraron 20 uL de la
dilucién en medio PDA, también por triplicado. Las placas fueron incubadas a 25+ 3 °C
durante 24 horas. Finalizado este periodo, se procedi6 al conteo de las unidades formadoras
de colonias (UFC), como indicador de la cantidad de esporas viables y activas presentes tras
la exposicion a los diferentes tratamientos. Para la cuantificacion de UFC/mL se utiliz6 la
siguiente formula;

(promedio de colonias contadas)(Diluciéon)

UFC/mlL = 0.02 mL
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Ademas del conteo en placa, se realizd el andlisis por microscopia de las esporas

inmediatamente después de ser retiradas del medio.

5.5.2 Actividad SOD y CAT

La actividad de las enzimas superoxido dismutasa (SOD; EC 1.15.1.1) y catalasa (CAT; EC
1.11.1.6) fue evaluada a partir de extractos enzimadticos obtenidos del micelio de
Trichoderma asperellum expuesto previamente a tratamientos con eDNA homologo y
heter6logo fragmentado. Para la obtencion de los extractos, se pesaron aproximadamente
500 mg de micelio fresco, los cuales fueron homogeneizados en un mortero previamente
enfriado a -20 °C durante una hora, utilizando 2 mL de tampon fosfato 0.05 M (pH 7.8). El
homogenado fue transferido a un tubo Eppendorf y centrifugado a 10,000 rpm durante 20
minutos a 4 °C. El sobrenadante resultante (incoloro) fue cuidadosamente recuperado y
utilizado como extracto enzimatico. Todos los andlisis fueron realizados por triplicado,
manteniendo los extractos en hielo durante su procesamiento (Gao, 2006).

La actividad total de SOD se determind con base en la inhibicion de la reduccion fotoquimica
del nitro blue tetrazolium (NBT), siguiendo el protocolo descrito por Gao (2006). La mezcla
de reaccién se prepard con los siguientes componentes: 1.5 mL de tampon fosfato 0.05 M
(pH 7.8), 0.3 mL de EDTA-Naz 0.1 mM, 0.3 mL de L-metionina 0.13 M, 0.3 mL de NBT
0.75 mM, 0.3 mL de riboflavina 0.02 mM, 0.05 mL del extracto enzimatico y 0.25 mL de
agua destilada. La mezcla fue expuesta a luz LED constante durante 20 minutos, y se midio
la absorbancia a 560 nm. La actividad enzimética se expresé como la cantidad de enzima
necesaria para inhibir en un 50 % la reduccion del NBT, atribuida a la accioén de radicales
superoxido generados en la reaccion de fotoreduccion de la riboflavina en presencia de
oxigeno.

La determinacion de la actividad catalasa se realizé conforme al método descrito por Beers
et al. (1952). La mezcla de reaccion consistio en 2 mL de tampdn fosfato 0.05 M (pH 7.8),
200 L. de perdxido de hidrégeno (H20:) a una concentracion de 100 mM y 100 L del
extracto enzimatico. La descomposicion de H2O: fue monitoreada mediante la disminucion

de la absorbancia a 240 nm durante un periodo de 6 minutos, registrando lecturas desde el
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tiempo cero, cada 10 segundos. La actividad de CAT fue calculada en funcion de la tasa de
desaparicion del H20: a lo largo del tiempo. Finalmente, para normalizar las actividades
enzimaticas, se cuantifico la concentracion de proteinas en los extractos enzimaticos
mediante el método de Bradford (1976), utilizando albumina sérica bovina como estandar.
Las actividades enzimaticas de SOD y CAT se expresaron en unidades por miligramo de

proteina (U/mg proteina).

5.5.3 Competencia por espacio/nutrientes

A partir del micelio previamente tratado se realizaron cultivos duales en PDA, en presencia
de los fitopatogenos F. oxysporum 'y P. capsici ( Ezziyyani et al., 2004). Para lo anterior, con
ayuda de un asa bacterioldgica se tomd micelio tratado y se colocé a una distancia de 3 cm
del patogeno. Para cada uno de los tratamientos se realizd cultivo dual, por triplicado. Se
midio el crecimiento radial con ayuda de un vernier cada 24 horas por 14 dias, y se obtuvo
el porcentaje de inhibicion del crecimiento radial del patdgeno a partir de la siguiente
formula (Stracquadanio et al., 2020);

o (radio control — radio tratamiento)
% Inhibicion = , (100)
radio control

5.5.4 Liberacion de VOC's

La evaluaciéon de VOC's liberados por el micelio de 7. asperellum tratado con eDNA se
realiz6 por medio de un analisis HS-SPME (micro extraccion de fase sélida) y cromatografia
de gases acoplado a espectrometria de masas (GC-MS), siguiendo la metodologia descrita
por Contreras-Cornejo et al., (2014). La recoleccion de VOCs se realizé usando una fibra
SPME durante 60 min, para luego ser desasorbidos por 30 sg en el puerto de inyeccion del
cormatografo de gases acoplado a masas, equipado con una columna caplar HP-FFAP. Las
condiciones de operacion fueron las siguientes: helio como gas acarreador (ImL/min),
temperatura de deteccion de 250 °C, temperatura de inyeccion de 180 °C. Los VOCs fueron

tentativamente identificados utilizando una la base de espectros NIST 2.0 y el software
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AMDIS v2.0. los indices de retencién fueron comparados con aquellos accesibles en la

literatura.

5.5.5 Secrecion de auxinas totales y giberelina 3 (GA3)

La determinacion de giberelina 3 (GA3) se realizd mediante analisis HPLC. Para esto, el
sobrenadante del hongo previamente expuesto a los diferentes tratamientos fue recolectado
y extraido con acetato de etilo para la determinacion de acido giberélico mediante
cromotografia de alta resolucion HPLC usando un equipo Agilent serie 1200, UV-VIS 6120,
usando una columna Eclipse pLUS C18 con un tamaio de particula de 5 um. Una solucion
de acido gibelerico 3 (Sigma-Aldrich) fue usada como estandar para estos analisis. Todos los
andlisis se realizaron por triplicado.

Para la determinacion de auxinas se utilizd el método del reactivo de Salkowski descrito por
Solon y Weber, 1951. Para lo anterior, el sobrenadante del hongo previamente tratado fue
mezclado con un volumen del reactivo de Salkowski, se mezcl6 con vortex y se incubd por
30 min a temperatura ambiente (25=+2 °C) en oscuridad. Posteriormente, se leyo en el
espectrofotometro a 530 nm. Se realiz6 una curva de calibracion con 4cido indol-3-acético
(ATA) 98% (Sigma-Aldrich) para el andlisis de regresion lineal. Todos los ensayos se

realizaron por triplicado.

5.6 Disefio experimental para la exposicion de Trichoderma asperellum elicitado con
eDNA en chile.

Para este disefio se utilizaron plantas de Chile jalapefio de 25 dias de edad mantenidas a 2642
°C, 65-70 % humedad, 12 horas luz/12 horas de oscuridad, usando como sustrato una mezcla
Peat-moss:perlita 3:1. Previamente, se elicitd 7. asperellum con 50 pgmL' de DNA
homologo por 24 horas, realizando un subcultivo en liquido como anteriormente se describid
en la seccion 5.4.2. Pasadas las 24 horas, el hongo fue aplicado como tratamiento a las

plantas de chile.
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Cuadro 3. Tratamientos para evaluar la bioestimuacion de chile con 7. asperellum elicitado.

No. de Tratamiento Replica
plantas
3 T. asperellum elicitado con 50 ugmL" de DNA Triplicado
homédlogo
3 T. asperellum no elicitado Triplicado
3 Control-Agua Triplicado

Para la apliacion de 7. asperellum elicitado a las plantas de chile se propuso el siguiente
disefio experimental:

Las condiciones mantenidas durante el experimento fueron de 26 + 2 °C, 70 % humedad, y
un fotoperiodo de 12 horas luz/12 horas de oscuridad. A los 25 dias de edad las plantas de
chile fueron trasplantadas a nuevo sustrato (Peat-moss:perlita 3:1) y al mismo tiempo fue
realizada la aplicacion de 1 ml de los tratamientos menciodados en el cuadro 3 sobre el
sustrato. Las plantas fueron mantenidas por 7 semanas con fertiriego y posteriormente se
quito el fertiriego por una semana mas. El tiempo total del experimento fue de 8 semanas. El

disefio fue en bloques al azar, teniendo 3 plantas por tratamiento, con tres replicas.

5.7 Determinacion de las variables de respuesta en ensayos in vivo

A las 7 semanas postrasplante se evalu6 altura, ancho de tallo, contenido relativo de agua, la
actividad SOD, CAT, PAL y la expresion relativa de los genes PRla y ERFI1. Una vez
eliminado el riego, al finalizar la semana 8§ se evalué nuevamente altura, ancho de tallo. La
altura y ancho de tallo basal fuero medidos con vernier. El contenido relativo de agua se
estimd por medio de la diferencia del peso total de las plantas frescas contra el peso total de

las plantas después de secado a 90 °C, durante 24 h.
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5.7.1 Determinacion de SOD, CAT y PAL en chile

Para la determinacion de SOD, CAT y PAL de la muestra vegetal, se pesaron 600-500 mg
de tejido y se procesaron como previamente se describid en el apartado 5.5.2. De igual
manera, la determinacion de SOD y CAT se realizé siguiendo el protocolo descrito en la
seccion 5.5.2.

Para la determinacion de la fenilalanina amonio-liasa (PAL) fueron afiadidos 100 pL de
extracto enzimatico a 1.5 mL de tampoén de borato 0.1 M/10 mM de L-fenilalanina (pH 8.8).
Luego, la mezcla se incubd a 40 °C por una hora, y posteriormente la reaccion se detuvo
agregando 250 pL de HCI IN. Finalmente, se dejo reposar la muestra por 10 min a
temperatura ambiente y se procedié a medir la absorbancia a 290 nm. Los datos recabados
se compararon con una curva de calibracién de acido trans-cindmico. Se defini6 como una
unidad de actividad PAL aquella cantidad de enzima capaz de catalizar la formacion de 1
pumol de acido trans-cindmico por minuto. La cantidad de proteina se cuantificé utilizando el
método de Bradford, 1976. Las actividades de las tres enzimas se expresaron en U/mg de

proteina.

5.7.2 Expresion relativa de los genes PRlay ERF1

Para la expresion relativa de los genes PR1a y ERF1 se llevo a cabo la extraccion de RNA
utilizando el kit miniprep Direct-zol RNA (Zymo Research) siguiendo las instrucciones del
fabricante. La sintesis de cDNA se realizé usando el kit Maxima First Strand cDNA Synthesis
(Thermo Fisher Scientific) para la transcripcion reversa cuantitativa (RT-qPCR). Se
utilizaron 500 ng de RNA para la reaccion. La reaccion se incubo por 10 min a 25°C seguido
de 15 min a 50°C, posteriormente se detuvo la reaccion calentando a 85°C por 5 minutos.
Las muestras fueron almacenadas a -20°C para posteriormente ser analizadas.

La PCR cuantitativa (QPCR) se realizé siguiendo el protocolo del kit Maxima SYBR
Green/ROX qPCR Master Mix (Thermo Fisher Scientific). La reaccion consistio en la mezcla
de los reactivos mencionados por el fabricante y 500 ng del cDNA previamente sintetizado,

realizando modificaciones en el protocolo. El protocolo de la qPCR consistid6 de una
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desnatularizacion inicial a 95°C por 3 min, seguido de una desnaturalizacion a 95°C por 30
segundos, alineacion a 58°C por 30 segundos y extension a 72 °C por 1 minuto, por 60 ciclos.
Se utilizaron los siguientes primers: PRla (forward: 5'-
GCCAAGCTATAACTACGCTAAC-3'; reverse: 5-GCAAGAAATGAACCACCATCC-
3y 'y ERFI(forward: 5-CGCGTAATGGAATTAGGGTTTG-3'; reverse: 5'-
CCTCATTGATAATGCGGCTTG-3"). Se utilizo el sofware Bio-Rad CFX para calcular el
valor del ciclo umbral (Ct) de cada reaccion. La expresion de los genes se normalizo a la
media del gen housekeeping actina-A (ACT-A), usando los primers reportados por Gao et al.
(2015). Para la cuantificacion de los niveles de mRNA se utilizo el método de cuantificacion

relativa 2—AACt (Livak & Schmittgen, 2001). Cada reaccion se realizé por triplicado.

5.8 Analisis e interpretacion resultados

Los datos fueron sometidos a un andlisis de varianza (ANOVA-95% de confianza), seguido
de una prueba de comparacion multiple de medias de Tukey (o= 0.05), utilizando el software

JMP.Prol6®. La informacion se expres6 como valores medios + el error estandar.
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6. RESULTADOS

6.1 Efecto del eDNA sobre el proceso germinativo de T. asperellum

Para la evaluacion de la germinacion de las esporas después de ser expuestas al DNA
extracelular se realiz6 un plaqueo de las mismas en cajas Petri con PDA estéril para permitir
su posterior crecimiento , y ademas, se observaron al microscopio inmeditamente después de
ser retiradas del ensayo. Este ensayo mostré que los tratamientos de 5, 50 y 200 pug/ml de
DNA homologo incrementaron significativamente la recuperacion del hongo (UFC/mL) en
un medio libre de DNA (caja petri con PDA estéril) después de exponer sus esporas al
tratamiento por 24 horas (Fig 8-I).

Los tratamientos de 2 y 10 pg/mL de DNA homologo no mostraron diferencias significativas
con el control. En la observacion por microscopia de las esporas, luego se der expuestas por
24 horas a los tratamientos, se observd que estas mostraban patrones de germinacion
diferenciales, dependiendo de la concentracion del tratamiento; de esta manenera el nivel de
germinacion iba de mayor a menor conforme el aumento de concentracion. (Figura 8-11I).
Por otro lado, la exposicion de las esporas por 120 horas a los tratamientos de 2, 10, 50, y
200 pg/ml de DNA homodlogo causé una reduccion significativa de la viabilidad del hongo,
la cual fue dependiente de la concentracion (Figura 9). El tratamiento con DNA heter6logo
(Lactuca sativa 200 pg/mL) mostré una reducion significativa de la recuperacion del hongo

después de 24 y 120 horas (Figura 8 y 9).
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Figura 8. Efecto del eDNA homologo y heterdlogo sobre el proceso germinativo de 7. asperellum. 1)

Esporas colocadas en medio libre de DNA luego de 24 horas de exposicion a tratamientos. Anova-Tukey
(0=0.05). Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos. II)
Microscopia 40X de las esporas mantenias en medio con DNA después de 24 horas, A) 0, B)2 C)5 D)10

E)50 F)200. Flechas sefialan la espora en su nivel de germinacion.
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Figura 9. Efecto del eDNA homologo y heterdlogo sobre T. asperellum, 120 horas después de la

aplicacion. I) Efecto sobre el crecimiento del hongo. Anova-Tukey (0=0.05). Letras diferentes indican

diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos. II) Observacion del desarrollo de micelio

del hongo expuesto a diferentes concentraciones (ug/ml) de DNA homélogo y heterdlogo. A) 0, B) 2 C)
5D) 10 E) 50 F) 200 G) Lactuca sativa 200 ug/ml.

6.2 Efecto del eDNA sobre las actividades SOD y CAT.

En cuanto a la actividad antioxidante del hongo derivada de la exposicion del mismo a DNA
homologo durante 24 horas, se observo un incremento de la actividad enzimatica SOD y
CAT. La figura 10 muestra que la actividad SOD aumento significativamente con los
tratamientos de 2, 5, 10, y 200 pg/ml, mientras que el tratamiento de 50 pg/ml no tuvo
diferencias significativas con el control. La actividad CAT incremento significativamente
con los tratamientos de 5, 50, y 200 pg/ml, mientras que 2 y 10 pg/ml no tuvieron diferencias

con el control.
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Figura 10. Efecto del eDNA homologo sobre la actividad antioxidante de 7. asperellum, después de 24
horas de exposicion. Anova-Tukey (a=0.05). Letras diferentes indican diferencias estadisticamente

significativas entre tratamientos.

6.3 Efecto de T. asperellum elicitado con eDNA sobre la competencia de
espacio/nutrientes contra hongos fitopatégenos in vitro.

La colocacion de Trichoderma asperellum, previamente elicitado con DNA, en ensayos de
confrontacion mostraron la inhibicion del crecimiento radial de los patégenos Phytophthora
capsici 'y Fusarium oxysporum (Cuadro 4). Los tratamientos de 5, 10, y 50 pg/ml obtuvieron
un porcentaje de inhibicion de 65-66%, siendo estadisticamente superiores al control. Los
tratamientos de 2y 200 pg/ml se comportaron de manera similar, teniendo un porcentaje del

64%, mientras que el tratamiento de. 200 pg/ml Lactuca sativa se comport6 similar al control.

Cuadro 4: Efecto de T. asperellum elicitado con eDNA homologo y heterdlogo sobre el
porcentaje de inhibicién por competencia de espacio/nutrientes de Phytophthora capsici y

Fusarium oxysporum.

Tratamiento ~ (DNA | Porcentaje de [Porcentaje de
pg/mL) inhibicion de [inhibicion de
Phytophthora capsici \Fusarium
(%) oxysporum (%)
0 56¢ 49¢
2 64ab 62ab
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5 65a 67ab

10 65a 70a

50 66a 60b

200 64ab 62ab

200 Lactuca sativa 58bc 67ab

Anova-Tukey (a=0.05). Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas

entre tratamientos.

6.4 Efecto del eDNA sobre la produccion de VOCs de T. asperellum

El anélisis de VOCs mostrd una mayor abundancia de compuestos generados por la cepa

elicitada con DNA homologo. Se lograron identificar en el perfil compuestos de importancia

para la actividad antagonista del hongo como 1-Hepten-3-ona,

Trans-1-Butil-2-

metilciclopropanona y 6-pentil-6-piran-2-ona (6PP) (Fig 11). En total se obtuvieron 24

compuestos diferenciales en el hongo elicitado con una abundancia mayor al 0.1% (Cuadro

3).
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Figura 11. Cromatograma obtenido del analisis HS-SPME y GC-MS del hongo elicitado y sin elicitar.
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Cuadro 5: Anélisis de VOC's de T. asperellum elicitado con eDNA homologo.

Hongo sin elicitar Actividad Hongo elicitado Actividad
Pico | Area | ID Pico | Area | ID
8 0.87 Ethanol Antifungico 6 0.38 Cyclotrisiloxane, Antifungico
hexamethyl-
9 0.44 3-Cyclohepten-1-one Antifungico 8 0.7 Ethanol Antifungico
11 0.42 Cyclotetrasiloxane, Antifungico 9 0.47 3-Cyclohepten-1-one Antifungico
octamethyl-
16 0.48 Ethylbenzene Antifungico 11 0.35 Cyclotetrasiloxane, Antifungico
octamethyl-
17 0.91 p-Xylene Antifungico 14 0.13 Hexanal Antifungico,
antibacterial
18 1.62 Benzene, 1,3- | Antifingico 17 0.24 Ethylbenzene Antifungico
dimethyl-
19 1.12 o-Xylene Antifungico 18 0.5 p-Xylene Antifungico
20 0.17 2-Heptanone Antifungico 19 0.89 p-Xylene
21 0.18 D-Limonene Antifungico 20 0.82 Benzene, 1,3-dimethyl- Antifungico
PGP
23 0.21 Furan, 2-pentyl- Antifungico 21 0.16 2-Heptanone Antifungico
26 0.56 3-Octanone Antifungico 22 0.11 D-Limonene Antifungico,
PGP
29 7.51 1-Hepten-3-one Antifungico 24 0.18 Furan, 2-pentyl- Antifungico
32 0.45 Nonanal Antifungico 26 0.19 Styrene Antifungico
33 14.87 Trans-1-Butyl-2- Antifungico 27 0.86 3-Octanone Antifungico
methylcyclopropane
34 0.83 1-Octen-3-ol Antifungico 28 0.14 2-Octanone Antifungico
43 0.39 ,4-Nonanedione Antifungico 29 9.61 1-Hepten-3-one Antifungico
44 0.48 2-Octen-1-ol, (Z)- Antifungico 32 0.32 Cyclohexasiloxane, Antifungico
dodecamethyl-
49 0.55 cis-1-Butyl-2- Antifungico 33 0.2 Bicyclo[3.1.1]heptane, Antiftngico,
methylcyclopropane 2,6,6-trimethyl-, PGP
(Pinane)
50 0.51 1,3- Cyclohexadiene, | Antifungico 34 0.28 Nonanal Antifungico
5-(1,5-dimethyl-4-
hexenyl)-2-methyl-
51 0.23 Cyclohexene,3-(1,5- Antifungico 36 16.55 trans-1-Butyl-2- Antifungico
dimethyl-4-hexenyl)- methylcyclopropane
6-methylene
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52

57

58

65

71

1.61

56.56

0.55

1.27

1.53

Butylated
Hydroxytoluene
2H-Pyran-2-one,  6-
pentyl-

2-Methoxy-4-
vinylphenol
3-Ethylphenol,
isopropyl ether
2,3-Dimethylphenol,
n-pentyl ether

Antifungico
Antifungico,
PGP

Antifungico

Antifungico

Antifungico
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42

44

47

50

52
55

58

59

60

61

64

65

66

67
69
73

74
81

82

0.38

0.32

0.27

0.23

0.53

0.69

0.5

0.4

0.47

0.2

0.22

0.27

0.31

0.43

1.53
0.3

0.56

0.3

46.84

0.71

1-Octen-3-ol

Cycloheptasiloxane,
tetradecamethyl
Propenone, 1-(4-
nitrophenyl)-3-phe
Cyclohexanol, 2-(1,1-
dimethylethyl

2,4-Nonanedione
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6.5 Efecto del eDNA sobre la produccion de giberelina 3 y auxinas totales de T.

asperellum

En la evaluacion de la produccion de giberelina 3 (GA3), se determind que los tratamientos

de 2, 5, y 200 pg/mL de DNA homologo incrementaron significativamente su produccion

(Figura 12). El tratamiento de 50 pg/mL no fue significativamente diferente al control,

mientras que el tratamiento de 10 pg/mL mostrd una produccion menor que el control. Por

otro lado, no hubo diferencias significativas entre la produccion de auxinas totales entre el

control y los tratamientos con DNA homologo, pero si con el DNA heterélogo (Figura 13).
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Figura 12. Efecto del eDNA homologo en la produccion de giberelina 3 por 7. asperellum, 24 horas
después de la exposicion. Anova-Tukey (a=0.05). Letras diferentes indican diferencias estadisticamente

significativas entre tratamientos.
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Figura 13. Efecto del eDNA homologo en la produccion de auxinas totales por T. asperellum, 24 horas
después de la exposicion. Anova-Tukey (a=0.05). Letras diferentes indican diferencias estadisticamente

significativas entre tratamientos.

6.6 Efecto del eDNA sobre el crecimiento radial de T. asperellum.

En la aplicacion de DNA homologo sobre el hongo en estapa vegetativa se observo un
aumento significativo en el crecimiento radial del mismo al utilizar los tratamientos de 2, 5,
10, 50 pg/mL, de forma similar se observo un aumento en el crecimiento al utilizar el DNA
heterélogo en una concentracion de 200 pg/mL (Figura 14).
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Figura 14. Efecto del eDNA homologo sobre el crecimeinto radial de T. asperellum, 72 horas después de

la exposicion. Anova-Tukey (a=0.05). Letras diferentes indican diferencias estadisticamente

significativas entre tratamientos.
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6.7 Efecto de la aplicacion de Trichoderma asperellum elicitado con eDNA sobre plantas
de chile.

En este ensayo, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas en diametro de
tallo y altura de las plantas entre tratamientos, a las 7 semanas post-trasplante. Por otro lado,
se observaron diferencias significativas en las actividades enzimaticas SOD y CAT,
mostrando una mayor actividad en las plantas tratadas con el hongo elicitado. En el caso de
PAL no se encontraron diferencias significativas entre las plantas tratadas con el hongo
elicitado o no elicitado, pero si con el control.

El contenido relativo de agua disminuyd con los tratamientos, siendo estadisticamente
inferior en el tratamiento con el hongo elicitado. En cuanto a los genes PR1a y ERF1 se
observd una expresion relativa significativamente mayor en las plantas que fueron tratadas

con el hongo elicitado (Figura 15).
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Figura 15. Efecto de Trichoderma asperellum elicitado y no elicitado sobre las plantas de chile. Anova-

Tukey (0=0.05). Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos.

Posterior a las 7 semanas, se continio el ensayo dejando a la mitad de las plantas del

experimento sin fertirriego. Los resultados muestran que la altura y didmetro del tallo de las
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plantas incremento significativamente al ser tratado con el hongo elicitado y sin elicitar en

condiciones de sequia. (Cuadro 6, Figura 16).

Cuadro 6. Efecto de Trichoderma asperellum elicitado con DNA homoélogo sobre plantas de

chile bajo estrés hidrico.

Altura Diametro de tallo
Control T8A T8A Control T8A T8A
0 ppm 50 ppm 0 ppm 50 ppm
Con Fertirriego 63.5° 86? 942 4.38¢ 5.26° 5.46%
Sin Fertirriego 50.5° 628 612 3.9° 4.52 4.52

Anova-Tukey (a=0.05). Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas

entre tratamientos.

Control

T50pg/ml TOug/ml

Figura 16: Observacion del efecto de Trichoderma asperellum elicitado con DNA homdlogo sobre plantas

TS50ug/ml TOpg/ml  Control

de chile bajo estrés hidrico. A: Con fertirriego, B: Sin fertirriego.

47



7. DISCUSION

Los resultados aqui presentados indican que 7. asperellum puede reconocer diferentes
concentraciones de eDNA homoélogo y heterélogo y que este reconocimiento puede estar
relacionado con la activacion de mecanismos antioxidantes, una mayor actividad antagonista,
la produccion de acido giberélico, y la emision de un mayor numero de VOCS del hongo; asi
como con la activacion del sistema de defensa en chile cuando el hongo elicitado es aplicado.
Por un lado, los tratamientos con eDNA homodlogo de 5, 50 y 200 pg/mL promovieron un
aumento en la recuperacion del hongo (UFC/mL) luego de exponer sus esporas durante 24
horas a los tratamientos (Fig. 1). Por otro lado, la exposicion de las esporas durante 120 h a
los tratamientos con eDNA homdlogo mostrd una reduccion significativa en la viabilidad del
hongo, encontrandose una baja recuperacion y poco desarrollo del micelio en los tratamientos
de 10, 50 y 200 pg/mL, es decir, a medida que aumentaba la concentracion de eDNA
homologo (Fig. 2). Respecto a la exposicion de las esporas de 7. asperellum al eDNA
heterdlogo, se observé que el hongo también fue sensible a la aplicacion, encontrandose una
baja recuperacion del hongo después de 24 y 120 h (Fig. 1 y 2).

Anteriormente, Mazzoleni et al (2015) evaluaron la tasa de germinacion de esporas de
Trichoderma harzianum y encontraron que concentraciones de 800 pg/mL de eDNA
homologo reducian significativamente la viabilidad del hongo después de 20 h de exposicion
in vitro. Otros estudios encontraron que concentraciones de 50-500 pg/mL de eDNA
homologo mostraron un efecto negativo sobre la viabilidad del oomiceto P. capsici in vitro,
luego de 120 horas de exposicion al tratamiento; mientras que la aplicacion de 100 pg/mL
eDNA homologo sobre el sustrato de plantas de chile, donde el eDNA pudo6 verse degradado
o diluido con el tiempo, promovio la patogenicidad del hongo (Ferrusquia-Jiménez et al.,
2022).

Lo anterior es consistente con nuestros resultados al encontrar que un tiempo de exposicion
prolongado y/o altas concentraciones de eDNA homoélogo pueden afectar negativamente el
desarrollo del hongo, mientras que concentraciones bajas o un tiempo de exposicion corto

pueden no tener efecto o un efecto contrario en su tasa de germinacion de esporas y
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crecimiento. Por otro lado, el aumento en la recuperacion fungica (medio libre de eDNA)
después de 24 h de exposicion podria indicar un efecto elicitor debido al corto tiempo de
exposicion y al uso de concentraciones de eDNA homologo inferiores que las estudiadas
previamente en otras especies de microorganismos (Figura 17). Serdn necesarios otros
estudios que evaliien diferentes tiempos de exposicion a concentraciones bajas y altas para

dilucidar este fenomeno. Ademas, seran necesarios estudios que evaluen las condiciones in

vivo.
Recuperacion en medio libre de DNA,
Exposicion continua al DNA por 120 hr después de exposicion al DNA por 24 hr.
24 hr 120 hr
24 hr PDA libre de DNA, 24 hr
% % .
°o m O\/ = °e m O\/ = Estimulo
DNA 2 DNA 2 suave
pg/ml pg/ml
SRR o9
0o m) O =) o %0 m) o =Y Estimulo
DNA 200 DNA 200 fuerte
pg/ml pg/ml

Figura 17. Esquema representativo del efecto del DNA extracelular homologo ante diferentes dosis y

tiempos de exposicion propuesto.

A diferencia de otros estudios, el eDNA heterdlogo utilizado en este trabajo afectd
significativamente la viabilidad del hongo. Sin embargo, después de 120 horas de exposicion
a eDNA heter6logo, se observd desarrollo de micelio, a diferencia del tratamiento con eDNA
homologo, donde no se observéd (Fig. 3). Esto es consistente con informes previos que
sugieren que el eDNA heterologo también puede ser reconocido por diferentes organismos a
través de otras vias, generando efectos diferentes a los del eDNA homologo (Chiusano et al.,
2021; Ferrusquia-Jiménez et al., 2022; Vega -Munoz et al., 2023). Para establecer
asociaciones simbiodticas o mutualistas planta-microorganismo, las plantas reconocen
diferentes patrones moleculares asociados a los microorganismos (MAMPs-Microorganism
Associated Molecular Patterns); y, a su vez, los microorganismos detectan sefiales
provenientes de las plantas que favorecen el establecimiento de asociaciones y evitan que el

hongo cause dafio a los tejidos vegetales (Mattoo et al., 2021; Bartholomew et al., 2022). De
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esta manera, Trichoderma asperellum, al establecer asociaciones mutualistas con plantas,
pudo reconocer el DNA de la lechuga como una sefial asociada al establecimiento de
relaciones mutualistas, generando un crecimiento paulatino y desacelerado del hongo. El
resultado obtenido sugiere que Trichoderma asperellum percibe el DNA de la lechuga y
disminuye su tasa de crecimiento, fendémeno que puede estar involucrado con el estilo de
vida endofitico del hongo. Algunos autores sugieren que la distancia filogenética es la
propiedad que define si el eDNA heter6logo es fuertemente reconocido o no entre especies,
es decir, cuanto mayor es la distancia filogenética entre especies, el eDNA tiene menor nivel
de reconocimiento o menos efectos (Vega- Mufioz et al., 2018). Seran necesarios otros
estudios bioquimicos y moleculares para esclarecer este fendémeno.

Para evaluar la existencia de respuestas relacionadas con el estrés o mecanismos
antioxidantes se midi6 la actividad SOD y CAT del hongo. Se encontrd que la actividad de
SOD aument6 significativamente con los tratamientos de 2, 5, 10 y 200 pg/mL de eDNA
homologo, mientras que los tratamientos de 5 y 200 pg/mL aumentaron significativamente
la actividad de CAT. Lo anterior indica un aumento en la actividad antioxidante del hongo
luego de haber sido expuesto a tratamientos con eDNA homologo. Estos resultados estan en
concordancia con lo encontrado previamente (Ferrusquia-Jiménez et al., 2022) donde se
observd un aumento en el metabolismo oxidativo de P. capsici al exponerse al eDNA
homologo. Ademas, esto sugiere que el reconocimiento del eDNA homologo por parte de 7.
asperellum estd asociado con la generaciéon de una respuesta de estrés en la que estd
involucrado el procesamiento fino de ROS.

En cuanto al efecto del eDNA homologo sobre la produccion de 4cido giberélico 3, nuestros
resultados sugieren que el tratamiento aumenta la produccién de esta fitohormona. Diferentes
autores reportan la produccion de acido giberélico en diferentes cepas de Trichoderma,
sugiriendo que la produccion de esta fitohormona aporta grandes beneficios al estado de salud
general de cultivos de interés agrondomico como el trigo, mejorando la resistencia a
condiciones climaticas como la sequia (Illescas et al. ., 2021; Jarosuk et al., 2019). Por tal
motivo, un aumento en la produccion de giberelinas por el hongo puede estar asociado a la

percepcion de una condicidn de estrés, lo que favorece la produccion de esta fitohormona.
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Los ensayos de antagonismo por competencia de espacio/nutrientes realizados contra los
patogenos P. capsici y Fusarium oxysporum mostraron que 7. asperellum previamente
elicitado con DNA homologo inhibe el crecimiento radial del patdgeno. Lo anterior indica
que la elicitacion previa de 7. asperellum en la etapa vegetativa (micelio) promueve su
crecimiento, compitiendo mas efectivamente por el espacio contra otros hongos patdgenos.
Otros estudios han obtenido resultados similares mejorando la actividad antagonista de
algunos microorganismos utilizando nanoparticulas como elicitores (Ferrusquia-Jiménez et
al., 2022a; de Moraes et al., 2021; Boroumand et al., 2020; Tian et al., 2020) , lo que se
correlaciona positivamente con nuestros resultados.

En cuanto a la produccion de VOCs los resultados sugieren que los tratamientos benefician
la produccién de un mayor espectro de VOCs. La produccion de VOCs, esta fuertemente
involucrada en el desarrollo vegetal, y en el combate contra patégenos, siendo 6PP el VOC
mas relevante para la defensa contra hongos patogénos. La cepa Trichoderma asperellum
6S-2 coincide con una alta produccion de 6PP y, por lo tanto, el biocontrol contra el hongo
Fusarium proliferatum f. sp. malus domestica MR5 (Wang et al., 2021). El potencial de los
VOCs en el combate de patdgenos esta ampliamente estudiada (Ruangwong et al., 2021;
Wonglom et al., 2020; Inayati et al., 2019; Nieto-Jacobo et al., 2017; Lopez-Bucio et al.,
2015). Hasta el momento son escasos los estudios que han utilizado inductores para la
produccion de VOCs o el aumento del porcentaje de inhibicién de patdogenos. Los existentes
se basan en la suplementacion de nutricién o uso de fungidas (Carrero-Carrén et al., 2021).
En la aplicacion del hongo (elicitado y no elicitado) sobre las plantas de chile, no se
observaron diferencias significativas en las variables de altura y didmetro de tallo entre
tratamientos. Por otro lado, se observo un aumento de la expresion relativa de los genes ERF1
(Ethylene-response-factorl) y PR1 (Pathogenesis-Related protein 1) aplicando a T.
asperellum elicitado, sugiriendo la activacion de diferentes mecanismos de defensa (ISR y
SAR) contra una gran variedad de patdgenos bidtrofos y necrétrofos (Dutta et al., 2023). Los
tratamientos promovieron un aumento de la actividad antioxidante SOD, CAT y PAL,
sugiriendo la activacion de respuestas de inmunidad, relacionadas a la regulacion de ROS y
de la ruta de los fenilpropanoides (produccion de fitoalexinas, sintesis de proteinas PR)

(Vega-Muioz et al., 2018; Dutta et al., 2023). Estos resultados sugieren que el hongo
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elicitado promueve el estado de alerta de las plantas de chile, al activar varios mecanismos
de defensa, sin afectar sus caracteristicas fisiologicas como altura y diametro de tallo.

Al exponer las plantas a sequia (estrés abidtico), no se encontré diferencia significativa en la
altura y diametro de tallo de las plantas entre tratamientos, pero si con el control que no
contenia al hongo. Lo anterior puede estar relacionado con la via de defensa que se activa al
aplicar a Trichoderma elicitado con DNA, la cual se sugiere va ligada al ataque de patdégenos
(estrés bidtico). Sin embargo, se sugiere ampliar el nimero de individuos en préoximos

ensayos para esclarecer este fendmeno.

8. CONCLUSION

Los resultados obtenidos sugieren que se acepta la hipotesis planteada, debido a que los
mismos indican un proceso de elicitacion que modificé el metabolismo del hongo bajo
diferentes tratamientos con DNA extracelular, lo que a su vez indujo cambios en el perfil
metabodlico y molecular de plantas de chile tratadas con el hongo elicitado.

Los resultados de este estudio sugieren que el DNA extracelular (¢éDNA) homoélogo actia
como un elicitor eficaz para mejorar el desempefio bioldgico de Trichoderma asperellum. El
tratamiento con eDNA no solo estimul6 el crecimiento y desarrollo del hongo, sino que
también mejord su capacidad antagonica frente a fitopatdgenos clave (Phytophthora capsici
y Fusarium oxysporum) en ensayos in vitro. Ademads, el tratamiento promovi6 el aumento en
la produccion de giberelinas, la actividad de enzimas antioxidantes y la emision de
compuestos organicos volatiles (VOCs) del hongo. La aplicacion de 7. asperellum elicitado
con eDNA en plantas de chile indujo respuestas de defensa vegetal, evidenciadas por la
sobreexpresion de los genes PR1a y ERF1, asi como por el incremento en las actividades
enzimaticas SOD, CAT y PAL en las plantas.

Estos hallazgos sugieren que el eDNA homologo es una herramienta prometedora para
potenciar la eficacia y persistencia de microorganismos benéficos en suelos agricolas,
contribuyendo potencialmente al desarrollo de estrategias de control bioldgico mas

sostenibles y efectivas. Se recomienda realizar estudios adicionales en condiciones de campo
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para validar estos resultados y explorar las implicaciones a largo plazo de la elicitacion

basada en eDNA sobre los microbiomas del suelo y la sanidad de los cultivos.
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