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Resumen

En la agricultura, los hongos pertenecientes al género Trichoderma se ha
implementado como un agente de control biolégico de diferentes fitopatdégenos en
diferentes regiones a nivel mundial, observandose efectos nocivos no solo sobre el
patdgeno blanco, sino también en la micobiota endégena. Con la finalidad de
aumentar la eficacia y especificidad de este tipo de tratamientos, se han evaluado
cepas nativas de Trichoderma, asi como también, extractos libres de células. En el
presente trabajo se evalud la actividad antifungica in vitro de filtrados de cepas de
Trichoderma nativas del estado de Querétaro contra los hongos fitopatdogenos
Rhizoctonia solani, Fusarium oxysporum, Colletotrichum gloeosporioides vy
Sclerotium rolfsii. En total se aislaron 133 cepas de Trichoderma provenientes de
diferentes zonas del estado; de las cuales, dos cepas (RE-11 y NI-1) inhibieron el
crecimiento de los fitopatégenos antes mencionados en mas de un 75% en medio
PDA. Asi mismo se determind que las cepas RE-11 y NI-1 presentan mayor
actividad inhibitoria al crecer en medio PDB en comparacién a cuando son
crecidas en medio minimo Vogel’s. Las cepas RE-11 y NI-1 crecidas en medio
PDB presentan una disminucion drastica en la actividad antifungica; sin embargo
al concentrar los filtrados a través de una liofilizacién, la actividad inhibitoria es
comparable con el fungicida quimico (benomilo). Simultdneamente las cepas
aisladas fueron identificadas realizando analisis filogenéticos de dos marcadores
moleculares (5.8 ADNr y tef-1a). Las cepas aisladas corresponden a las especies
T. atroviride (38 cepas), T. koningiopsis (24 cepas), T. harzianum (17 cepas), T.
atrobrunneum (5 cepas), T. cerinum (3 cepas), T. asperellum (12 cepas), T.
capillare (10 cepas), T. tomentosum (5 cepas) y T. longibrachiatum (1 cepa) asi
como 18 cepas que no lograron ser identificadas. Estos datos muestran que los
filtrados liofilizados de las cepas NI-1 y RE-11 correspondientes a T. asperellum 'y
T. koningiopsis respectivamente, pueden inhibir el desarrollo de Rhizoctonia
solani, Fusarium oxysporum, Colletotrichum gloeosporioides y Sclerotium rolfsii,
por lo que ambas cepas pueden ser consideradas en la formulacion de
biofungicidas.

(Palabras clave: Trichoderma, Control biolégico, Hongos fitopatégenos, Antibiosis,
Filtrados, Filogenia)



Abstract

In agriculture, fungi belonging to the genus Trichoderma has been implemented as
a biocontrol agent of different phytopathogens in different regions worldwide, being
observed harmful effects not only on the target pathogen, but also in the
endogenous mycobiota. In order to increase the efficacy and specificity of this type
of treatment, Trichoderma native strains have been evaluated, as well as cell-free
extracts. In this work, the in vitro antifungal activity of strains of Trichoderma strains
native from the State of Querétaro against the phytopathogenic fungi Rhizoctonia
solani, Fusarium oxysporum, Colletotrichum gloeosporioides and Sclerotium rolfsii
was evaluated. In total 133 strains of Trichoderma were isolated from different
areas of the state; of which 133, two strains (RE-11 and NI-1) inhibited the growth
of the above mentioned phytopathogens by more than 75% in PDA medium.
Likewise, it was determined that the strains RE-11 and NI-1 have greater inhibitory
activity when growing in PDB medium compared to when they are grown in Vogel's
minimum medium. Strains RE-11 and NI-1 grown in PDB medium present a drastic
decrease in antifungal activity; however, by concentrating the filtrate through
lyophilization, the inhibitory activity is comparable with a chemical fungicide
(benomyl). Simultaneously, the isolated strains were identified by carrying out
phylogenetic analyzes of two molecular markers (5.8 rDNA and tef-1a). The
isolates correspond to the species T. atroviride (38 strains), T. koningiopsis (24
strains), T. harzianum (17 strains), T. atrobrunneum (5 strains), T. cerinum (3
strains), T. asperellum (12 strains), T. capillare (10 strains), T. tomentosum (5
strains) and T. longibrachiatum (1 strain) as well as 18 strains that could not be
identified. These data suggest that the Iyophilized filtrates of strains NI-1 and RE-
11 corresponding to T. asperellum and T. koningiopsis respectively, can inhibit the
development of Rhizoctonia solani, Fusarium oxysporum, Colletotrichum
gloeosporioides and Sclerotium rolfsii, so both strains can be considered in the

formulation of biofungicidas.
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1. INTRODUCCION

La alta demanda de alimentos por parte de la poblacion de los paises
industrializados, ha conllevado a la practica del cultivo y cosecha de grandes
hectareas de granos y hortalizas en un sistema de monocultivo. Actualmente 12
especies de plantas abarcan el 70% del alimento mundial, y de estas 12 plantas, 4
(maiz, trigo, papa y arroz) ocupan el 50% de la dieta promedio de una persona
(Garcia-Ortiz, 2015). En este tipo de cultivos, al estar las plantas de una misma
especie concentrados en un mismo sitio, incrementa la incidencia por organismos

patdgenos y/o plagas entre los que destacan los hongos fitopatégenos.

Trichoderma provee muchas ventajas para ser utilizado como agente de control
biolégico, como son la capacidad de modificar el microambiente de la rizosfera,
promover el crecimiento vegetal, asi como la sintesis de moléculas del sistema
inmune de las plantas, su alta capacidad reproductiva, su plasticidad para
adaptarse a multiples ambientes, eficiencia en el uso de nutrientes, asi como un
metabolismo secundario versatil capaz de secretar un gran arsenal de moléculas

antagonicas contra fitopatdogenos (Benitez et al., 2004; Munir et al., 2013).

Sin embargo, la principal problematica que representa esta estrategia de control
biolégico es la que involucra la incorporacidn de inoculos de las cepas de
Trichoderma, en sitios ajenos al origen de las mismas lo que hace que estas
formulaciones tengan una aplicacién regional y por lo tanto, sin tener un efecto
real en la produccién total de un cultivo (Srivastava et al., 2016); ademas, se han
reportado casos en los que el agente de control biolégico no es compatible con el
ecosistema en el que se quiere aplicar el tratamiento y termina por no
establecerse. Por lo anterior, una de las premisas del control bioldgico es el utilizar

organismos nativos de un sitio (Altieri, 1999; Garcia-Nufiez et al., 2012).

Para contrarrestar la problematica anterior, se ha comenzado a comercializar los
ingredientes activos de los biofungicidas, que se considera que son las moléculas
o metabolitos secundarios, los cuales, tras la aplicacién en sistemas in vitro han

demostrado tener la misma efectividad en el control de fitopatégenos que



biofungicidas con base en células, y fungicidas quimicos comerciales (Jayaraj et
al., 2008; Soliman-Derbalah et al., 2012).

En este trabajo se pretende realizar un catdlogo con las cepas nativas de
Trichoderma del estado de Querétaro, con el fin de seleccionar las mas efectivas
como agentes de control biolégico para los fitopatégenos Fusarium oxysporum,
Colletotrichum gloesporoides, Sclerotium rolfsii y Rhizoctonia solani; para que a
partir de ellas producir filtrados que prevengan el establecimiento y la aparicion de

enfermedades agricolas.

2. ANTECEDENTES

2.1 Hongos fitopatdogenos

La mayoria de las especies de hongos que existen en el planeta son estrictamente
saprofitos (Knogge, 1996), es decir, que se nutren a partir de una digestion
extracelular e intracelular de residuos organicos en descomposicion. Sin embargo,
cerca de 100,000 especies de hongos son capaces de colonizar material vegetal
viva, de los cuales, unos pocos son capaces de provocar una enfermedad
(Knogge, 1996).

La presencia de hongos fitopatégenos puede tener repercusiones econdmicas
muy severas para los productores. Ademas de esto, una vez cosechado el
producto es muy probable que contenga inoculo de fitopatdgenos en estado
latente que deterioran los frutos post-cosecha o moléculas trazas de micotoxinas,

que impactan de manera severa la salud de los consumidores (Dean et al., 2012).

Entre los fitopatégenos con un impacto mundial y mas severo en los cultivos de
interés agricola se encuentran: Magnaporthe oryzae, Botrytis cinerea, Puccinia
spp., Fusarium graminearum, Fusarium oxysporum, Blumeria graminis,
Mycosphaerella graminicola, Colletotrichum spp., Ustilago maydis, Melampsora lini
(Dean et al., 2012), sin embargo también son de interés otras cepas de hongos
fitopatdgenos que atentan contra la calidad de los alimentos y la salud publica por

la produccion de micotoxinas y por la severidad de las enfermedades que generan

2



en los humanos a concentraciones muy bajas, entre ellos Aspergillus flavus.
(Beretta et al., 2000; Larsen et al., 1998; Petzinger and Weidenbach, 2002;
Shundo et al., 2006).

2.2 Agricultura en el estado de Querétaro y plagas de hongos

Datos oficiales indican que el maiz tuvo una produccién total de un millén de
toneladas cultivadas en 115,000 hectareas durante el 2017; tan solo en el primer
semestre de 2017, la derrama econdmica del maiz abarcaba el 59% de la
ganancia total agricola en el estado (SEDEA and Red Agropecuaria- WEB, 2018a,
2018b), asi mismo en el primer semestre del 2018 la produccién de maiz total en
el estado fue de 122,000 toneladas siendo en ese sentido el cultivo mas
importante del estado. A pesar de la importancia de este cultivo, y como tal de la
agricultura en la regién, no se tienen datos sobre la prevalencia o incidencia de
hongos fitopatdogenos en la zona; sin embargo existen reportes aislados sobre la
presencia de estos organismos, por ejemplo se ha detectado la presencia de
Botrytis cinerea en cultivos de vid (Juarez-Campusano et al.,, 2016), cepas de
Fusarium spp. en palmeras y cultivos de pimiento morron, frijol y maiz (Montiel
Gonzalez et al., 2005; Pérez et al., 2008; Pérez-Aragon et al., 2013; Sanchez-
Garcia et al.,, 2006; Sandoval-Chavez et al., 2011), Phytophthora capsici y
Rhizoctonia solani en cultivos de chile (Hernandez-Castillo et al., 2014; Montero-
Tavera et al., 2013), Sclerotium cepivorum y Sclerotium rolfsii en cultivos de
cebolla (Becerra-Morales, 2014; Rodriguez-Pagaza, 2009), Colletotrichum
gloeosporioides en cultivos de brdcoli y en aguacate (Ayala-Garay et al., 2014;
Comite Estatal de Sanidad Vegetal de Guanajuato A.C., 2018), Phytophthora
cinnamomi, Verticillium alboatrum, Nectria galligena y Sphaceloma perseae en

aguacate (Comite Estatal de Sanidad Vegetal de Guanajuato A.C., 2018).

2.3 Control de hongos fitopatégenos

Ante la problematica de los hongos fitopatdgenos, la aplicacion de fungicidas
directamente en distintas zonas de la planta (semilla, hoja, tallo, etc.) parece ser la

solucion mas adoptada por los productores debido a su rapidez y efectividad
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(Capote et al.,, 2012; Sharma et al.,, 2015). Los fungicidas mas utilizados
actualmente son aquellos derivados del benceno, tiocarbamatos vy
bitiocarbamatos, derivados del cobre, triazoles, y polioxinas (Lorenz, 2009;
Rouabhi, 2010; Sharma et al., 2015).

Los fungicidas, si bien reducen de manera considerable la incidencia de la
enfermedad y reducen la dispersion de las esporas, tienen severas consecuencias
sobre la salud humana y el ambiente (Sharma et al., 2015). Aparte de su relativa
toxicidad y sus potenciales riesgos a la salud humana, algunos fungicidas tienen
una importancia ecoldgica, ya que debido a su aplicacion directa, éstos son
capaces de afectar a otros hongos capaces de formar micorrizas o involucrados

en los ciclos biogeoquimicos.

Por ejemplo, se ha demostrado que la accién de algunos fungicidas tienen efecto
en la colonizacién por hifas de hongos micorrizicos en algunas plantas, asi como
en el crecimiento de estas, aunque en algunos casos no se observaban efectos
significativos (Sukarno et al., 1993). Asi mismo, se ha reportado que los fungicidas
tienen un efecto negativo sobre el hongo benéfico Rhizophagus fasciculatus (Allen
et al., 1982), el cual se sabe qué forma micorrizas con distintas especies de
plantas, incluyendo algunas de importancia agricola (Allen et al., 1982;
Gerdemann, 1965; RV and Lakshman, 2014).

Adicionalmente, una desventaja que tiene el uso excesivo e indiscriminado de los
fungicidas comerciales, es que favorecen la seleccion de cepas resistentes a los
fungicidas, ya que actuan como una presion de seleccion en los hongos
fitopatogenos que se intentan controlar (Benitez et al.,, 2004). Ante las
problematicas expuestas anteriormente, se hace énfasis en la aplicacion del
control biolégico para mitigar los efectos de los organismos plaga, sin afectaciones
a la sustentabilidad de un ecosistema. Como alternativa al uso de fungicidas y el

control quimico se ha utilizado desde hace afios el control bioldgico.

2.4 Control biologico con Trichoderma



El control biologico o Biocontrol se definio en 1919 como la aplicacion,
introduccidén o manipulacion de organismos enemigos naturales para el control de
plagas (Barrera, 2007). A partir de innovaciones y nuevos enfoques en esta
ciencia ha quedado definido al control biolégico como la introduccién o
manipulacion de organismos enemigos naturales o sus biomoléculas, para reducir
los niveles poblacionales de organismos con potencial impacto econdmico
(Barrera, 2007; Benitez et al., 2004).

Uno de los agentes de control biolégico mas utilizado contra los hongos
fitopatogenos son los hongos antagonistas, principalmente del género
Trichoderma (Benitez et al., 2004). Este Ascomiceto posee la capacidad de
modificar el microambiente de la rizosfera, promover el crecimiento vegetal, asi
como la sintesis de moléculas del sistema inmune de las plantas, su alta eficacia
reproductiva, su plasticidad para adaptarse a multiples ambientes, eficiencia en el
uso de nutrientes, la existencia de una amplia informacién genética y gendmica,
asi como un metabolismo secundario versatil capaz de secretar moléculas

antagonicas contra fitopatdogenos (Benitez et al., 2004; Munir et al., 2013).

Ademas, como una de las principales presentaciones en las cuales se pueden
aplicar las formulaciones para el control biolégico de plagas, es la aplicacion de
soluciones de esporas directamente sobre las plantas (Knudsen et al., 1991), es
necesario que el agente de control biolégico sea capaz de producir una gran
cantidad de esporas. Trichoderma es un hongo del que ya se ha descrito su
abundante esporulacion en condiciones de laboratorio (Said, 2009), por lo que su
uso como agente de control biolégico se considera como un método barato para

inhibir el desarrollo de especies de fitopatégenos (Rajput and Shahzad, 2015).

En general el control biolégico por las cepas de Trichoderma se basa en el
sinergismo de estrategias que emplea para inhibir y controlar el crecimiento de
hongos fitopatdgenos, de manera general existen cinco mecanismos principales
por los que Trichoderma actua: a través de la estimulacién de secrecion de
moléculas de defensa por la planta, competencia por nutrientes y espacio,

fungistasis, antibiosis y micoparasitismo (Benitez et al., 2004).



Actualmente, ya se comercializan productos biofungicidas con base en células de
Trichoderma para el control de hongos fitopatdégenos, por ejemplo, en un estudio
realizado por Begum y colaboradores implementan un sistema de control biolégico
de cepas ya comercializadas de Trichoderma de Bangladesh en frutos de chile,
para prevenir la infeccion de Alternaria tenuis (Begum et al., 2010); en ese trabajo
demostraron que la aplicacién por aspersion en hojas del fruto disminuye la
incidencia de la enfermedad en un sistema controlado por invernadero, ademas de

que en algunos casos, se incrementaba la biomasa de los frutos.

El control biolégico utilizando cepas de Trichoderma ha sido una estrategia
implementada desde hace varios afios en México para remplazar el uso de
agentes quimicos para el control de hongos fitopatégenos, y aunque son ensayos
aislados se han obtenido resultados promisorios para la aplicacién de cepas de
Trichoderma para el control de enfermedades agricolas: En 2001 se realizdé un
experimento de campo en el que evaluaron la capacidad colonizadora de cepas de
Trichoderma harzianum en campos de lIrapuato y Cortazar, Guanajuato (Avila
Miranda et al., 2006). En este ensayo la cepa C44 fue la que tuvo una mayor
capacidad colonizadora en estos campos, asi como una alta dispersion en la
parcela; aunado a esto redujo la incidencia de Sclerotium cepivorum en parcelas
de ajo; los autores mencionan que la capacidad colonizadora y su tasa de
dispersiéon deben ser variables a evaluar durante la seleccion de cepas como

potenciales agentes de control bioldégico en una zona.

En 2006 se realizaron ensayos de control biolégico contra cepas de Fusarium en
plantas de Agave, en la region de los Altos de Jalisco, utilizando cepas de T.
aureoviride, T. harzianum, T. virens (Tlapal Bolafos et al., 2014); en todos los
casos se encontroé una alta capacidad colonizadora de estas cepas en las raices y
sustratos de la planta, reduciendo la cantidad de UFC de Fusarium sp. en raices y
en sustrato (< 100 UFC).

En 2013 se realizé un ensayo de control biolégico utilizando cepas de Trichoderma
aisladas de una huerta de mango en el municipio de Tuxpan, Guerrero, y

compararon su efectividad para el control de la enfermedad “escoba de bruja”
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causada por especies de Fusarium (Aceves et al., 2013); asi mismo compararon
su eficacia contra dos fungicidas comerciales (benomilo y benzotiazol) y contra
una cepa de Trichoderma comercial (Trichoderma lignorum Mycobac®) durante
dos afnos; en este ensayo no sélo las cepas nativas fueron mas efectivas que los
otros tratamientos al haber un mayor numero de inflorescencias sanas, sino que
también incrementaron la produccion total de fruto en la regidén y reduciendo la
incidencia de la enfermedad tras dos afos de aplicacion. Este mismo grupo de
trabajo evalu6 la capacidad protectora de otras cepas de Trichoderma contra S.
rolfsii en invernadero de cacahuate (Michel-Aceves et al., 2013), obteniendo
resultados similares; incrementé la produccién del grano, favorecié el desarrollo de
la planta y redujo la incidencia de la enfermedad incluso de una manera mas
eficiente que utilizando pentacloro nitrobenceno, por lo que el uso de agentes
derivados de Trichoderma en México resultan una promisoria estrategia para el
control de enfermedades agricolas y reemplazar el uso de fungicidas quimicos al

tener incluso una mayor capacidad protectora a largo plazo.

2.5 Mecanismos de antagonismo del género Trichoderma

En el control biolégico utilizando como base Trichoderma se aprovechan las
diferentes caracteristicas propias del género, el cual ya se ha evaluado su eficacia
en el control in vivo e in vitro sobre diferentes patdgenos. Los principales
mecanismos de accion de Trichoderma para antagonizar a otros hongos
involucran la antibiosis a través de la secrecidon de metabolitos secundarios al
ambiente, lo que inhibe el desarrollo y establecimiento de fitopatégenos (Tabla 1),
la competencia por nutrientes y espacio, fungistasis, micoparasitismo y la

induccion de respuestas de defensa de las plantas.

2.5.1 Antibiosis mediada por metabolitos secundarios.

Trichoderma se considera como un género altamente productor de metabolitos

secundarios con actividades micotoxicas, al producir una gran cantidad de
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antibidticos capaces de inhibir el desarrollo y establecimiento o incluso matar a
micoorganismos competidores (Benitez et al., 2004; Prasun K. Mukherjee et al.,
2012; Reino et al., 2008). Ademas de eso es capaz de producir y secretar
pigmentos que tienen actividad antioxidante para defenderse de la presencia de
otros organismos o establecerse en ambientes desfavorables (Reino et al., 2008;
Vinale et al., 2012). Muchos de estos metabolitos son de bajo peso molecular (<3
kDa) y estan particularmente asociados a prevenir el establecimiento de
microorganismos y adaptar el nicho para el correcto desarrollo de Trichoderma
(Reino et al., 2008; Vinale et al., 2014). Asi mismo se sabe que el tipo de
metabolito, asi como la cantidad y calidad estan asociados a diferentes variables
como son: la cepa y la especie, la presencia de otros microorganismos, la tasa de
biosintesis o biotransformacion de moléculas presentes en el medio y las

condiciones de crecimiento de la cepa en cuestion (Vinale et al., 2014).

Compuestos como las antraquinonas y los sesquiterpenos estan relacionadas a la
pigmentacién de conidias en diferentes cepas de Trichoderma por lo que tienen
actividades antioxidantes, asi mismo, a las antraquinonas se les ha atribuido
propiedades bacteriostaticas en contra de bacterias gram positivas mientras que a
los terpenos se les ha descrito como moléculas antifungicas en contra de
levaduras y dermatofitos (Reino et al., 2008). Por otra parte, existen compuestos
que por su estructura son capaces de interactuar directamente con la membrana
celular, tal es el caso de las pironas y los peptaiboles: compuestos como la 6-
Pentyl-a-pirona (6PP) causa dafio a membrana citoplasmatica y membrana de
organelos debido al dominio alquil que posee (Poole and Whitaker, 1997), ademas
se ha visto que este compuesto es capaz de secuestrar moléculas importantes
para el desarrollo de hongos fitopatégenos como lo es el acido fumarico asi como
una inhibicién de su biosintesis en cepas de F. moniliforme (El-Hasan et al., 2007);
sin embargo la 6PP se considera un metabolito con un efecto fungistatico debido a
que es un metabolito volatil y su efecto se considera dosis-dependiente, es decir,
que el efecto permanecera mientras esté presente el compuesto (El-Hasan et al.,
2007; Parker et al., 1997). Los peptaiboles son péptidos pequefios (5-20

aminoacidos) que tienen como caracteristica el dominio N-terminal acilado y un
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alcohol asociado al dominio C-terminal; estos compuestos poseen actividades
antifungicas y antibacterianas (Reino et al., 2008). Los peptaiboles alteran la
permeabilidad de la membrana formando poros parecidos a canales de iones
dependientes de voltaje por donde se libera el material citoplasmatico de una
célula causando su muerte (Fuente-Nufiez et al., 2013). Aunque la funcidn
bioldgica en la célula de Trichoderma de las pironas y los peptaiboles no esta bien
definida, se sabe que actuan como mecanismos de defensa contra otros
organismos actuando en sinergia con la liberacién de enzimas hidroliticas (Fuente-
Nuriez et al., 2013).

Las azafilonas son metabolitos con una gran diversidad estructural que comparten
un sitio catalitico oxigenado. Estos metabolitos tiene actividades antifungicas y
antivirales, a través de Ila inhibicion del correcto funcionamiento de
ribonucleopreoteinas (Reino et al., 2008). Los esteroles conocidos en cepas de
Trichoderma son el ergosterol, lanosterol, ergokoninas y el pirocalciferol, todos
ellos inhiben el crecimiento de levaduras y algunas especies de Aspergillus y

Fusarium (Reino et al., 2008).

Tabla 1. Lista de los principales metabolitos secundarios secretados por distintas

especies de Trichoderma

Metabolito Especies que lo secretan Referencia
Azafilona T. harzianum (Vinale et al.,
2006a)
Derivados del T. longibrachiatum, T. koningii, T. viride (Reino et al.,
ergosterol 2008)
Tricotecenos T. brevicompactum (Shentu et al.,
2013; Tijerino et al.,
2011)
Pironas T. harzianum, T. viride, (Claydon et al.,
T. atroviride, T. koningii 1987; Evidente et
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al., 2003; Garnica-
Vergara et al., 2016;
Parker et al., 1997)

Diquetopiperazina

T. virens, T. hamatum, T. viride

(Howell et al.,
1993)

Compuestos
nitrogenados

heterociclicos

T. arundinaceum; T. harzianum

(Malmierca et al.,
2013; Sawa et al.,
1994; Francesco
Vinale et al., 2009)

Butenolidos T. longibrachiatum (Andrade et al.,
1992)
Compuestos T. atroviride (Contreras-

hidrocarbonados

Cornejo et al.,
2015a)

Isopirenoides

T. atroviride, T. virens

(Contreras-
Cornejo et al.,
2015b)

Compuestos indolicos

T. atroviride, T. virens

(Contreras-

Cornejo et al., 2009)

Peptidos antifungicos

T. longibrachiatum

(Shi et al., 2016)

Setinas T. harzianumc (Reino et al.,
2008)
Terpenos T. harzianum T. koningii (Cutler et al.,
1991; Francesco
Vinale et al., 2009)
Peptaiboles

T. viride, T. virens

(Engelberth et al.,
2001; Prasun K.
Mukherjee et al.,
2012)

Sideroforos

Trichoderma spp.

(Anke et al., 1991)

Antraquinonas

T. harzianum, T. viride

(Lin et al., 2012)
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2.5.2 Competencia por nutrientes y espacio.
Trichoderma es un género de hongos caracterizado por tener una crecimiento

micelial acelerado impidiendo el establecimiento y colonizacién de diferentes
organismos, y por ende la captacién de nutrientes (Infante et al., 2009; Kumar,
2013). La presencia de este hongo en diferentes sitios es evidencia de su gran
plasticidad ecoldgica de este género por lo que es con este tipo de antagonismo
(Infante et al., 2009). Generalmente coloniza de manera agresiva sus sustratos
secretando al medio diferentes compuestos para favorecer su desarrollo e impedir
el de otros microorganismos (Rajesh et al., 2016). Asi mismo la abundante
esporulacion y rapido crecimiento le permite a Trichoderma establecerse de
manera eficiente en diferentes sustratos y consumir nitrégeno, carbohidratos y
otros microelementos, haciéndolos no biodisponibles para otros organismos
(Infante et al., 2009).

Los sideroforos son otro de los metabolitos caracterizados en muchas especies de
bacterias, plantas y hongos (Aguado-Santacruz et al.,, 2012; Ahmed and
Holmstrom, 2014; Vellasamy et al., 2015); estos son moléculas de bajo peso
molecular que son secretadas al ambiente y que actuan de manera especifica
como agentes quelantes de Fe*'y asi reducirlo a Fe?* (Aguado-Santacruz et al.,
2012; Anke et al., 1991). En el caso de los sideroforos de Trichoderma, estos son
secretados en al ambiente en altas concentraciones para quelar de manera mas
rapida el metal y de esta manera privar a otros organismos de este micronutriente
esencial (Vinale et al., 2013), por ejemplo, Xanthomonas oryzae necesita del Fe**
para poder infectar a su huésped (Vellasamy et al., 2015), por lo que la privaciéon
de este elemento en la rizosfera de las plantas reduce drasticamente la
prevalencia de la enfermedad. Asi mismo se sabe que la privacién de hierro en el
ambiente tiene efectos en diferentes procesos enzimaticos, en el metabolismo de
oxigeno, transferencia de electrones, biosintesis de acidos nucleicos y el
crecimiento polarizado de diferentes hongos (Ahmed and Holmstréom, 2014; Vinale
et al., 2013).

2.5.3 Fungistasis y tolerancia a compuestos toxicos.
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El termino fungistasis fue acuiado en 1953 para describir el fendmeno por el que
las conidias de los hongos fallan al germinar en el suelo (Emmatty and Green Jr,
1967). Este es un fendmeno propiciado por la presencia de moléculas estresantes
para el hongo producto del metabolismo de hongos, bacterias y plantas, o por
efecto de la aplicacion de fertilizantes y otros productos quimicos en el suelo como
parte de las practicas agricolas (de Boer et al., 2003; Emmatty and Green Jr,
1967). Ademas de ello, se sabe que la presencia de iones metalicos es un
componente importante para que ocurra la fungistasis, ya que influyen en el

crecimiento, esporulacion y actividades enzimaticas.

Otra definicion indica que la fungistasis es el mecanismo por el cual hongos son
capaces de desarrollarse en medios agresivos y extremos, producto de la
presencia de metabolitos secretados por otros organismos (hongos, bacterias,
plantas) (Benitez et al., 2004). En el caso de Trichoderma, estos crecen y se
establecen de manera eficiente en suelo agricola porque toleran de manera
natural a muchos compuestos toxicos como herbicidas, fungicidas y pesticidas
(Benitez et al., 2004). Se cree que la resistencia a compuestos tan agresivos como
DDT y fenoles estan asociado a la presencia de sistemas de transporte ABC
(Benitez et al., 2004), lo que permite la translocacién de los compuestos a la parte
interna de la membrana para después secretarla al medio en vesiculas (Roier et
al., 2016).

2.5.4 Micoparasitismo
El comportamiento micoparasito de Trichoderma es una caracteristica que

combina diferentes procesos celulares como la competencia por nutrientes, la
secrecion de metabolitos antifungicos, el cambio morfolégico de las hifas al
enrollarse alrededor del huésped y la formacion y desarrollo de estructuras tipo
apresorios (Zeilinger and Omann, 2007). ElI micoparasitismo comprende la
penetracién de la pared celular del hongo huésped para el aprovechamiento del
contenido celular: agua, solutos inorganicos, carbohidratos, &acidos grasos,
aminoacidos y nucleodsidos (Ben Amira et al., 2018; Benitez et al., 2004; Harman
et al., 2012; Zeilinger and Omann, 2007). Antes del contacto directo, Trichoderma

censa la presencia del huésped a través del reconocimiento de moléculas del
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huésped que actuan como ligando de receptores acoplados a proteinas G. Este
sufre un cambio conformacional que permite la activacion de las via de las
proteinas cinasas activadas por mitogenos (MAPK) y la via del Adenosin
monofosfato ciclico (AMPc) (Benitez et al., 2004; Zeilinger and Omann, 2007).
Estas vias de sefalizacion hacen que se de en primera instancia un cambio
morfologico al formar estructuras de enrollamiento y la formacion del apresorio que
es donde se liberaran la mayor parte de las enzimas hidroliticas (proteasas,
quitinasas, endoglucanasas) y peptaiboles. Tras enrollarse y formar el apresorio,
este se adhiere a los carbohidratos de lectinas del huésped facilitando a la hifa de
Trichoderma ingresar al lumen de la hifa parasitada (Harman et al., 2012; Zeilinger
and Omann, 2007). Actualmente este comportamiento es utilizado por las
formulaciones comerciales para el control de diferentes fitopatdgenos: R. solani, B.
cinerea, S. rolfsii, Sclerotinia sclerotiorum, Pythium spp., y Fusarium spp (Zeilinger
and Omann, 2007).

2.5.5 Induccién de sistemas de defensa en las plantas
La inducciéon de sistemas de defensa en las plantas es consecuencia de

interacciones directas e indirectas entre las moléculas elicitoras de Trichoderma, lo
que promueve la activacion de vias de sefalizacion que conllevan a cambios
fisiologicos y quimicos en las células vegetales a mediano o largo plazo
(Choudhary et al., 2007; Nawrocka and Matolepsza, 2013; Pieterse et al., 2014),
induciendo la tolerancia o resistencia al ataque de patdgenos y parasitos. De esta
manera puede reducir la dispersion de los fitopatdogenos y la incidencia de la

enfermedad (Nawrocka and Matolepsza, 2013).

A través de la secrecidn de moléculas elicitoras, estas pueden efectuar respuestas
de resistencia sistémica inducida (ISR) y resistencia sistémica adquirida (SAR). La
diferencia entre una y otra es que la ISR es un estado de resistencia latente en las
células de toda la planta causada por la induccion local por los metabolitos
benéficos mientras que la SAR es causada por la inducciéon por microorganismos
avirulento o virulentos (Pieterse et al., 2014). Los elicitores son reconocidos a
través de receptores ionotropicos que resulta en una despolarizacion en la

membrana y que incrementa la concentracion de especies reactivas de oxigeno
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(ROS), disminuye el pH en la célula vegetal, producto de la entrada de iones de
calcio. Estos actuan como segundos mensajeros en vias de sefializacion
involucrados en la sintesis y acumulacion de metabolitos secundarios como lo son
el acido jasmonico, etileno (ISR) y acido salicilico, asi como proteinas
relacionadas a patogénesis (SAR) (Choudhary et al., 2007; Pieterse et al., 2014;
Shentu et al., 2013).

Tabla 2. Elicitores identificados en cepas de Trichoderma. Se indican algunos elicitores asi

como la cepa de la que se identificé su funcion.

Molécula elicitora

Proteinas ricas en
dominios de

cisteinas

Cepa de

Trichoderma

T. virens, T.

atroviride

(Seid| et al., 2006)

Hidrofobinas

T. asperellum

(Viterbo and Chet,

2006)
Xilanasas T. viride (Rotblat et al.,
2002)
Proteasas T. asperellum (Viterbo et al.,
2004)
Indol-3- T. virens, T (Lehmann et al.,
Carboxialdehido atroviride 2010)
Pared celular de T, harzianum (Sriram et al.,
hongos 2009)
Glicoesfingolipidos T. viride (UCHIYAMA et
al., 2009)

Harzianolido

T. harzianum

(Caietal., 2013)
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2.6 Biologia, ecologia y sistematica del género Trichoderma

Pearson fue el primero en describir a este hongo saprofito como género basado en
material biolégico colectado en Alemania. En este primer analisis se describieron 4
especies (Samuels, 2006). A partir de ese estudio, multiples avances se han
realizado para poder discernir entre especies de Trichoderma distintas (Druzhinina
et al., 2012, 2004; Kullnig-Gradinger et al., 2002; Samuels, 2006). La identificacion
con base en claves taxondmicas es complicada debido a que los caracteres
morfologicos de este género son poco variables, lo que a menudo conllevan a un
traslape de especies (Samuels, 2006). Desde inicios del siglo XXI se ha
comenzado con la implementacién de herramientas moleculares para aumentar el
catadlogo de especies de Trichoderma, en 2001 se llevd a cabo uno de los
primeros experimentos en discernir diferentes especies de Trichoderma que
tradicionalmente se habian clasificado como “T. harzianum” (Kullnig et al., 2001):
comparando tres marcadores moleculares (ADNr, SSUMtADNr, ech42) entre 8
aislados distintos agrupados tradicionalmente como T. harzanum, se logro la
separacion en tres especies distintas (7. harzianum, T. atroviride y T. asperellum),
asi mismo en otro trabajo se discernieron especies clasificadas como “T.
harzianum” en cuatro especies distintas (7. aperellum, T. atroviride, T. harzianum'y
T. longibrachiatum) (Hermosa et al., 2000). Actualmente, y de acuerdo a la
International Subcommission on Trichoderma and Hypocrea Taxonomy (ISTH
http://lwww.isth.info/), se tienen presentes 256 especies de Trichoderma divididas
en 5 secciones: La seccion Pachybasium con 5 clados (Harzianum, Virens,
Semiorbis, Strictipilis, Stromaticum y Pachybasioides), la seccion Longibrachiatum
con un clado (Longibrachiatum), la seccién Trichoderma con dos clados
(Hamatum, Viride), la seccion Hypocreamun con cinco clados (Ceramica,
Chrolospora, Psychrophyla, Megalocitrina y Citrina), la seccion Lutea con un clado

(Lutea) vy linajes solitarios (8 especies).

Trichoderma es un hongo filamentoso de importancia biotecnolégica por su alta

capacidad secretora de enzimas (Druzhinina et al., 2006; Samuels, 1996). Es
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considerado como un hongo micotréfico, saprofito avirulento cosmopolita, aunque
es principalmente encontrado en suelo, madera en descomposicién, como
micoparasito en otros hongos, materiales de construccibn y en animales
(Druzhinina et al., 2012; Samuels, 2006, 1996). Las especies de Trichoderma
presentan un crecimiento rapido, con conidiéforos ramificados (Samuels, 1996).
Se han reportado cepas de Trichoderma con una coloracidn en sus acosporas
verde-amarillentas, asi como cepas con ascosporas hialinas (Samuels, 1996).
Aunque como se mencion0 anteriormente, Trichoderma se considera un género
cosmopolita, sin embargo se han identificado algunas especies con una
preferencia a establecerse en sitios frios, como T. polysporum y T. minutisporum
(Samuels, 2006).

2.7 Problemas del control bioldégico con Trichoderma

Sin embargo, la principal problematica que representa esta estrategia de control
bioldgico, es la que involucra la incorporacién de las sustancias en sitios ajenos a
donde proviene la cepa de Trichoderma, lo que hace que estas formulaciones
tengan una aplicacién regional y por lo tanto, sin tener un efecto real en la
produccion total de un cultivo (Srivastava et al., 2016). Ademas, se han reportado
casos en los que el agente de control biolégico no es compatible con el
ecosistema en el que se quiere aplicar el sistema y termina por no establecerse la
cepa de Trichoderma, por lo que como una de las premisas del control biolégico
es el utilizar organismos nativos de un sitio (Altieri, 1999; Garcia-Nufiez et al.,
2012; Rabeendran et al., 2006).

Las afectaciones en la microbiota por parte de Trichoderma ya han sido
reportadas previamente, por ejemplo en suelos donde se han aplicado multiples
estrategias de control biolégico con diferentes cepas de Trichoderma sin un
manejo integral de plagas, han afectado severamente la micobiota de suelos de
bosques de coniferas en comparacion con suelos virgenes (Yakimenko and
Grodnitskaya, 2000). Asi mismo también las cepas de Trichoderma son capaces
de afectar el desarrollo y proliferacion de microorganismos promotores del

crecimiento vegetal (Green et al., 1999). Experimentos in vitro han demostrado
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que Trichoderma son capaces de inhibir la colonizacién radicular del hongo
micorrizico arbuscular Glomus intraradices (McAllister et al., 1994), sin embargo
también se han presentado estudios contradictorios respecto al establecimiento de

micorrizas (Burla et al., 1996; Green et al., 1999).

Por otro lado, se han reportado casos de contaminacion en hongos de importancia
econdmica debido a la mal aplicacion de inoculos para el control de hongos
fitopatogenos, como cultivos de Agaricus bisporus, Agaricus sp. Pleurotus sp. y
Lentinula sp. (Colavolpe et al., 2014; Kosanovi¢ et al., 2013; Kredics et al., 2010)
por lo que el uso de Trichoderma debe ser estandarizado correctamente para

evitar efectos econdmicos a productores.

2.8 Filtrados de Trichoderma

Para contrarrestar la problematica anterior, se ha comenzado a comercializar los
ingredientes activos de los biofungicidas, que se considera que son las moléculas
o metabolitos secundarios, los cuales, tras la aplicacién en sistemas in vitro han
demostrado tener la misma efectividad en el control de fitopatégenos que
biofungicidas con base en células, y fungicidas quimicos comerciales (Jayaraj et
al., 2008; Soliman-Derbalah et al., 2012).

Un ejemplo de esto es el que se realiza por Jayaraman y colaboradores en 2011,
en el que aplican filtrados de Ascophyllum nodosum para prevenir la infeccion de
hongos fitopatdogenos en plantas de A. thaliana (Jayaraman et al., 2011). En este
caso, se demostrd que la capacidad antagonica de los filtrados se conserva aun
sin la presencia de células, ademas de que es capaz de inhibir el desarrollo de la
enfermedad a concentraciones muy bajas y en niveles muy similares a los

fungicidas comerciales.

Debido a esto, se ha comenzado a implementar el control biologico a través de la
aplicacion de los metabolitos secundarios secretados por Trichoderma o
biofungicidas (Garcia et al., 2014; Mukesh et al., 2015). Estas formulaciones se
pueden aplicar para el control biolégico de plagas a través de la aplicacion directa

de esporas directamente sobre las plantas (Knudsen et al., 1991), o con filtrados o
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purificados que se implementan tratando a las semillas, como una cubierta,
tratamiento radicular, tratamiento foliar y tratamiento en el suelo directamente
(Mukesh et al., 2015), por ejemplo, se observd que la aplicacion de filtrados de T.
koningiopsis y T. harzianum inhibe hasta en un 50% la presencia de Alternaria

tenuis en chille (Begum et al., 2010).

La aplicacién de estas formulaciones tienen la misma ventajas que la aplicaciéon
directa del organismo, como la induccién de elicitores, promocién del crecimiento
vegetal y la misma efectividad que los fungicidas comerciales (Mukesh et al.,

2015), ademas de ser libre de células.

Inclusive estos metabolitos funcionan en concentraciones muy bajas, por ejemplo,
metabolitos de Ascophyllum nodosum pueden inhibir a Alternaria cucumerinum,
Didymella applanata, Fusarium oxysporum y Botrytis cinerea con la misma
efectividad que Chlorothalonil (Jayaraman et al., 2011); en otro estudio, Mutawila y
colaboradores estudiaron el efecto del metabolito 6-pentil-pirona sobre diferentes
hongos fitopatdgenos de uva, inclusive erradicando totalmente a algunos en
estudios in vitro (Mutawila et al., 2016a). Se evaluaron los filtrados de otro hongo
que comparte ciertas caracteristicas con Trichoderma, Phoma sp., sobre
Arabidopsis thaliana, y en el que observaron que el filtrado crudo inhibe el
desarrollo de bacterias fitopatégenos y por lo tanto la presencia de enfermedad
(Sultana et al., 2009).

Ademas de inhibir el desarrollo o retardar el crecimiento del micelio de
fitopatdogenos, se ha observado que moléculas filtradas o extractos de cepas de
Trichoderma pueden inhibir la germinacién de esporas o inclusive matarlas, tal y
como lo observdé Nguyen Thi y colaboradores en 2012, utilizando filtrados de un
cultivo liquido de una cepa de Trichoderma nativa capaz de inhibir la germinacion
de esporas de Alternaria alternate, Botrytis cinerea, Corynespora cassiicola,

Colletotrichum orbiculare y Fusarium oxysporum.
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3. JUSTIFICACION

La proteccion de cultivos agricolas de enfermedades causadas por hongos, asi
como la conservacién de los alimentos post-cosecha en la region del Bajio, se
lleva a cabo utilizando productos quimicos que son potencialmente perjudiciales
contra la salud humana y el medio ambiente. Debido a ello, es necesario contar
con alternativas de control que sean mas seguras y amigables con el medio
ambiente. El control biolégico utilizando algunos tipos de hongos, representa una
alternativa potencial a este tipo de problematicas. Los hongos del género
Trichoderma poseen la capacidad de antagonizar el desarrollo de diferentes tipos
de fitopatdgenos, por lo que contar con una coleccién de cepas de Trichoderma
endémicas del estado de Querétaro puede impulsar el desarrollo de biofungicidas

que representen nuevas estrategias de control biolégico pre y post-cosecha.
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4. HIPOTESIS

Las cepas nativas de Trichoderma spp. del estado de Querétaro y sus filtrados

inhiben y previenen el desarrollo in vitro de los hongos fitopatdgenos R. solani, S.
rolfsii, F. oxysporum y C. gloeosporioides
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5. OBJETIVOS

51 General

Evaluar el efecto biofungicida de especies de Trichoderma spp. nativas del estado

de Querétaro sobre hongos fitopatogenos de importancia agricola.

5.2 Especificos

Identificar a nivel de especie las cepas de Trichoderma spp. nativas del estado de

Querétaro

Seleccionar cepas de Trichoderma spp. con mayor potencial antagonico in vitro

contra R. solani, S. rolfsii, F. oxysporum y C. gloeosporioides.

Determinar la actividad biolégica de los filtrados in vitro en el desarrollo de hongos

fitopatogenos.

Analizar el perfil metabdlico de los filtrados de las cepas con mayor actividad

antagonica.
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6. METODOLOGIA

6.1 Toma de muestras de suelo.

Se localizaron cultivos de plantas de importancia agricola. Las parcelas
localizadas se dividieron en tres secciones: dos secciones de orilla y una seccién
media de la parcela, que es donde se tomd una muestra de manera aleatoria de
aproximadamente 100g de suelo asociado a la rizosfera (Kérmoczi et al., 2013).
Para ello, se escavo a una profundidad de entre 5-10 cm en una parte aledafa a la
planta; las muestras se colocaron en bolsas de plastico selladas herméticamente y
bien rotuladas las cuales se transportaron en condiciones de oscuridad al
Laboratorio de Microbiologia Molecular de la Unidad de Microbiologia Basica y
Aplicada, Campus Aeropuerto, Facultad de Ciencias Naturales, Universidad
Auténoma de Querétaro. A partir de las muestras de suelo colectadas, se aislaron

cepas de Trichoderma spp.

6.2 Aislamiento de cepas de Trichoderma spp.

En condiciones de esterilidad en una campana de flujo laminar, se tomaron 10 g
de suelo de las muestras y se disolvieron en 100ml de agua destilada estéril.
Después se realizé una dilucién seriada con base 10. De la dilucién 107 y 10™ se
tomd 1ml de solucidn y se inoculd por extendido en placa en medio de cultivo PDA
(papa-dextrosa-agar) suplementado con Triton X-100 al 0.5% y cloranfenicol 34
pg/ml. Las placas de medio de cultivo se incubaron a 28°C en iluminacién
constante por 7 dias. Posterior a los 14 dias, y con base en las caracteristicas
morfologicas tipicas del género Trichoderma, con un asa metdlica estéril, se

transfirid micelio de cepas de Trichoderma en cajas Petri con medio PDA. A través
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de cultivos monospoéricos, se aislaron las cepas de Trichoderma spp y se

obtuvieron cultivos axénicos.

6.3 Generacion de una coleccion de cepas de Trichoderma.

Los cultivos axénicos de las cepas de Trichoderma spp. aisladas, se cultivaron en
cajas petri de 60x15mm con medio de cultivo PDA; para esto, un disco de micelio
de 5mm de diametro se inoculd en el medio de cultivo. Estos cultivos se incubaron
a 28°C con iluminacién constante por 10 dias, esto para obtener una gran cantidad
de esporas de las cepas. Una vez trascurridos los 10 dias, las esporas se
colectaron mediante arrastre con agua destilada, y fueron congeladas en una

solucion de glicerol al 25% a -20°C.

6.4 Extraccion de ADN y amplificaciéon de marcadores moleculares

En cajas Petri con medio de cultivo PDA, se colocé una membrana semipermeable
de papel celofan, posteriormente, se procedié a inocular un disco de micelio de
cada aislado de Trichoderma, y en condiciones de oscuridad, se incubaron los
cultivos a 28°C por 2 o 3 dias o hasta la formacién de un disco de micelio mayor o
igual a 6 cm de diametro. Después se procedid a colectar el micelio mediante una
espatula, se congeld en nitrégeno liquido y se pulverizé en un mortero con pistilo
hasta la formacion de un polvo fino para extraer el ADN gendmico. Posteriormente
se agrego una solucién de buffer de urea, se mezclé en vortex por 2 minutos y se
incubd 30 minutos a temperatura ambiente. La mezcla se centrifugd por 1 min y el
sobrenadante se transfirid a un tubo de plastico estéril al que se le aplicé una
extraccion con un volumen de una mezcla de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico.
Después el tubo se centrifugd por 2 minutos para que posteriormente se recupere
el sobrenadante, al que se le agregd un volumen de isopropanol. Después de
agitar suavemente el tubo, éste se centrifugd por 5 minutos hasta formar una
pastilla de acidos nucleicos. La pastilla de ADN se lavo con etanol frio al 70% y se
secO por 15 minutos. La pastilla se resuspendido en 100 pl de buffer TE y se

almaceno a -20°C.
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Asi mismo, un protocolo adicional se empled para extraer ADN gendmico a gran
escala con algunas modificaciones: -En este protocolo una pequefia muestra de
biomasa (300 mg) se tratd por 45 segundos en 250 ul de buffer de extracciéon (3%
SDS, 0.5 mM EDTA monobasico, 1 mM de NaCl, 0.1 mM Tris-HCI, pH 8.0);
posteriormente se le agrego a la mezcla 250 pl de fenol-cloroformo (1/1) y se
incubd a 65°C por 5 minutos. La mezcla se centrifugd a 11,000 g a 4°C por
5 minutos. 300 pl de sobrenadante se transfirid a un nuevo tubo y se le agregé un
volumen de isopropanol absoluto frio. La mezcla se agité y se incubo6 a -20°C por
30 minutos para precipitar lo acidos nucleicos. La mezcla se centrifugé a 11,000 g
por 6 minutos a 4°C. La pastilla se resuspendié en 100 pl de buffer TE y se tratd
con RNAsa por 30 minutos a 37°C. Posteriormente la extraccion se almacené a -
20°C (Vazquez-Angulo et al., 2012).

Las muestras de ADN se analizaron por electroforesis en un gel de agarosa 1%,
suplementado con bromuro de etidio, ademas se determind la concentracion de
acidos nucleicos en un espectrofotémetro (Nanodrop™ 2000/2000c, ThermoFisher
Scientific). Las muestras de ADN posteriormente se diluyeron a una concentracion
de 100ng/pl, y se utilizaron para las reacciones de PCR. Las reacciones de PCR
se realizaron conforme las indicaciones que indica el proveedor de la enzima
DreamTaq DNA polimerase Thermo Scientific®. Se amplificaron dos marcadores
moleculares: el gen ribosomal 5.8S y un fragmento del gen tef-1a; para ello se
utilizaron los cebadores ITS1 (5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’) e ITS4 (5-
TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3') (Druzhinina et al., 2004; Jaklitsch and Voglmayr,
2015), EF1-728F (5-CATCGAGAAGTTCGAGAAGG-3"') y EF1-986R (5'-
TACTTGAAGGAACCCTTACC- 3') (Jaklitsch and Voglmayr, 2015; Nagy et al.,
2007). Las reacciones de PCR se realizaron en un volumen total de 25 pl a las
siguientes condiciones: un paso inicial de 3 min a 95 °C y subsecuentes 35 ciclos
de 30 s a 95 °C, 30 s a 58°C para el gen ribosomal 5.8S y 59°C para el gen tef-1aq,

1.5 min a 72°C y un paso de extension final de 5 min a 72°C.

Los productos de PCR se analizaron mediante electroforesis en un gel de agarosa

al 1% suplementado con bromuro de etidio y los amplicones obtenidos se

24



purificaron por columnas QIAquick PCR purification kit (QIAGEN), segun las
indicaciones del proveedor. Después de la purificacibn se procedid a la
secuenciacion de las reacciones de PCR en el del Laboratorio Nacional de
Genomica para la Biodiversidad (LANGEBIO).

6.5 Anadlisis filogenéticos

Las secuencias obtenidas se editaron con el programa Chromas 2.6.2 con el fin de
eliminar los extremos de las secuencias y después exportarlas a formato Fasta.
Las secuencias se compararon y se alinearon con secuencias de referencia de
diferentes especies de Trichoderma obtenidas de la base de datos GenBank
(Tabla 3). Una vez con las secuencias se procedio a concatenar las secuencias y
a realizar la matriz con el software MEGA 7.0.26, asi como agruparlas en clados
con base en la ultima actualizacion de la International Subcommission on
Trichoderma and Hypocrea Taxonomy (ISTH). La Matriz fue procesada para
determinar la filogenia de las especies utilizando los software RaxML (Stamatakis
et al., 2005) para el método de maxima verosimilitud, Mr. Bayes 3.2 (Huelsenbeck
and Ronquist, 2001) para el método de aproximacion bayesiana y TNT 1.1 y
PAUP 4.0a (Goloboff et al., 2008). Los datos generados se analizaron con el

software Dendroscope 3.5.9 (Huson and Scornavacca, 2012).
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Tabla 3. Lista de especies de Trichoderma con su correspondiente numero de

acceso utilizadas como referencia para los analisis filogenéticos.

No. De acceso GenBank

Especie Cepa o Coleccion ITS tef-1a

Trichoderma austrokoningii CTR 85-57 DQ315468 DQ307564
Trichoderma andinense LESF541 KT278891 KT279037
Trichoderma cerebriforme G.J.S. 85-245 NR _134447 KP 109824
Trichoderma reesie TUB F-733 AY857215 GQ354352
Trichoderma novaezelandiae CBS 639.92 NR_111193 AF401012
Trichoderma orientale S187 1Q 685873 1Q 685868
Trichoderma patella G.J.5.91-141 AF487663 KJ665630
Trichoderma pseudokoningii DAOM 167678 EU280097 EU280037
Trichoderma citrinoviride DAOM 172792 NR_077178 KJ713208
Trichoderma effusum DAOM 230007 DQ083008 AY937419
Trichoderma ghanense GJS 08-208 JN133556 JN133573
Trichoderma konilangbra GJS 96-147 DQ083021 AY 937425
Trichoderma longibrachiatum DAOM 166989 EU330961 EU338335
Trichoderma sinense DAOM 230005 DQ083012 KJ713191
Trichoderma capillare CTCCSJ-A-SD3940/GIS 06-66 KT314333 JN175585
Trichoderma stromaticum GJS 97-181 AF097910 AY937447
Trichoderma flaviconidium CBS 130688 DQ023301 DQ020001
Trichoderma neorufa G.).S. 87-72 AF 487656 AF487671
Trichoderma pezizoides CBS 115283 NR _138436 AY 937438
Trichoderma asperellum T-203 AF278789 KU301705
Trichoderma hamatum DIS 321) EU263998 AF534620
Trichoderma pubescens DAOM 166162 DQ083016 AF 534624
Trichoderma theobromicola Dis 376f EU856296 EU856322
Trichoderma longipile DAOM 1772271a EU280074 EU280051
Trichoderma atrogelatinosum CBS 237.63 AF400751 KJ871087
Hypocrea tawa DAOM 232841 AF400258 EU279972
Trichoderma pleurotum CPK2117 E U280069 EU279975
Trichoderma inhamatum CBS 273.78 F1442680 AF 348099
Trichoderma cinnamomeum GJS 97-237 AY 737759 AY737732
Trichoderma lentiforme DIS 246K Fl1442617 FJ1463353
Trichoderma lentiforme T10 KY764369 KY764469
Trichoderma cerinum 35.24.06.1 KP 009288 KP 008913
Trichoderma tomentosum DAOM 178713A DQ085432 EU279969
Trichoderma atrobrunneum GJS 05-106 Fl1442678 FJ463392
Trichoderma guizhouense GJS 07-18 Fl442641 FJ463390
Trichoderma harzianum DIS 218F Fl442246 FJ1463326
Trichoderma harzianum GJS 05-116 AF443928 F1463320
Trichoderma velutinum DAOM 230014 DQ083010 AY937446
Trichoderma pleuroticola CPK 2885 EU918141 EU918161
Trichoderma catoptron GJS 02-76 AY737766 AY737726
Trichoderma aggressivum CBS 689.94 F1442606 F1467645
Trichoderma stramineum G.).S.02-84 AY 737765 AY391999
Trichoderma thailandicum GJS 97-61 AY737772 AY737748
Trichoderma atroviride G.J.S.95-113 AF456912 AF 456883
Trichoderma atroviride IMI1206040/1MI1359825 AF 278795 AF 456885
Trichoderma koningii CBS979.70 AF 359262 AY 665703
Trichoderma viride CPK1998 DQ677656 DQ672616
Hypocrea stilbohypoxyli CPK1977 FJ1860845 FJ860702
Trichoderma dingleyae GJS 99-203 AY 380899 AY376040
Trichoderma intricatum GJS 97-88 NR_134343 AY376060
Trichoderma koningiopsis DAOM 229982 EU280141 EU280028
Trichoderma ovalisporum DAOM 229982 EU280118 EU280028
Trichoderma petersenii CBS 119051 NR_138442 KJ871197
Trichoderma taiwanenense GJS 95-93 DQ313141 DQ284973
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6.6 Ensayos de antibiosis

Una vez identificadas las especies de las cepas aisladas, cada cepa se sometio a
ensayos de antibiosis por metabolitos no volatiles difusibles en placa contra los
estados asexuales de los fitopatégenos C. gloesporoides, F. oxysporum, R. solani
y S. rolfsii. Para ello, en condiciones de esterilidad y en una campana de flujo
laminar, se prepararon cajas Petri con medio PDA cubiertas con discos de papel
celofan estéril de 9 cm de diametro. Sobre el papel celofan se colocé un disco de
micelio de 5 mm de diametro de las especie de Trichoderma spp. a evaluar. Los
cultivos se incubaron por 30 horas a 28°C en iluminacion constante. Después de
este tiempo, se retir6 el papel celofan junto con el micelio de la cepa de
Trichoderma para posteriormente colocar en el centro de la caja Petri un disco de
micelio de 5 mm de diametro del hongo fitopatdégeno a evaluar. Los cultivos se
incubaron a 28°C en iluminacién constante. El ensayo control consistié en la
inoculacion del fitopatdgeno en una placa de medio de cultivo que no haya tenido
contacto alguno con una cepa de Trichoderma. El ensayo concluy6 una vez que el
micelio de los hongos fitopatdgenos en el ensayo control estuviese lo mas proximo

a los bordes de la caja petri.

Para determinar el porcentaje de inhibicién de crecimiento, se tomaran fotografias
de cada colonia y se analizaran con el programa ImageJ 1.51j8
(http://imagej.nih.gov/ij/). El porcentaje de inhibicion se calculd mediante la

siguiente formula:

1- (D2)>

% de inhibicién = 100 ( ~
1

Donde D es el diametro de la colonia del ensayo control sin tratamiento y D, es el
diametro de la colonia del ensayo con tratamiento de los metabolitos de

Trichoderma.

6.7 Obtencion de filtrados de las cepas de Trichoderma con mayor actividad

antagonica
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Una suspension de 10° esporas/ml de las cepas de Trichoderma con un mayor
efecto antagdnico contra los hongos fitopatégenos, se inoculé en 250 ml de medio
de cultivo PDB. Los cultivos liquidos se incubaron en agitacion a 28°C a 150 rpm
durante 120 horas. Los filtrados se obtuvieron esterilizando los sobrenadantes de
los cultivos previamente separados por centrifugacion a 12,000 rpm por 15 min a
4°C. Para esto, se utilizaron filtros Millipore 0.45 um, con el objetivo de obtener
filtrado estéril para realizar las pruebas de antagonismo con los hongos

fitopatdgenos indicados.

Siguiendo el protocolo anterior, se separé el micelio de las cepas mas antagonicas
alas 24, 48, 72 y 96 horas post inoculacion en medio PDB; el micelio colectado se
colocdé en un horno a 80°C para obtener el peso seco y el medio PDB se
centrifugé como se indicd anteriormente. Posteriormente el medio PDB se filtro y
se suplement6 a medio de cultivo PDA en una concentracion al 10% y se evaluo el
crecimiento de R. solani para evaluar la presencia de metabolitos antifungicos a

distintos tiempos de desarrollo de Trichoderma.

6.8 Capacidad antagonica de los filtrados sobre los hongos fitopatégenos.

Las moléculas filtradas de las cepas mas antagonicas se evaluaron in vitro para
comprobar que los metabolitos secretados se seguian produciendo en medio
liquido; para ello se inocularon los fitopatdgenos en placas de agar PDA
suplementados con el filtrado a una concentracion del 10% y también colocando el
filtrado directamente sobre el disco de micelio el fitopatdgeno. Las placas se

incubaron por 3 dias a 28°C.

Para concentrar los metabolitos producidos por las cepas se procedieron a liofilizar
los filtrados, sometiéndolos a un proceso de congelamiento rapido con nitrégeno
liquido. Posterior a eso, se colocaron las muestras en un liofilziador (LABCONCO
FreeZone 2.5 Liter -50°C ®) que genera vacio para iniciar el proceso de
sublimacién. Los productos liofilizados se pulverizaron en un molino marca
KRUPS modelo GX4100 y se almacenaron en tubos de 50ml nuevos y se

mantuvieron a temperatura ambiente en un lugar seco hasta su posterior uso y
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protegidos de la luz. Se determiné la masa total de los liofilizados pesando el tubo
antes y después del almacenamiento de los liofilizados. El liofilizado se disolvié en
agua grado HPLC estéril para generar una solucién stock de 1mg/ml y de las que
se realizaron diluciones para evaluar la actividad inhibitoria sobre el micelio de los
fitopatdgenos a diferentes concentraciones. Con los metabolitos liofilizados y
concentrados se realizaron los ensayos de antagonismo como se menciond

anteriormente. Como control negativo se utilizé PDB sin in6culo de Trichoderma.

6.9 Ensayos de Inhibicion de la germinacion de esporas asexuales de los

fitopatogenos.

Para observar si los filtrados son capaces de inhibir la germinacién y desarrollo de
los fitopatdogenos, se inoculd 5 pl de una suspension de 10 esporas de F.
oxysporum y C. gloeosporioides en medio PDA sobre un portaobjetos. Posterior a
que se secara la suspension de esporas se colocé un volumen de los filtrados
liofilizados sobre la gota de las esporas. Los portaobjetos se incubaron en camara
hameda a 28°C por 24 horas para observar si se presenta o0 no germinacion de
esporas. Los controles que se utilizaron fueron: esporas tratadas con agua
destilada estéril y esporas tratadas con benomilo 50% PH (Funlate®, Sifatec) a una
concentracion de 1 mg/ml, siguiendo la misma aproximacion experimental para

los filtrados de las cepas antagonicas.

6.10 Analisis de lo metabolitos producidos por las cepas de Trichoderma

Se realizé una cromatografia de gases de los filtrados obtenidos de las cepas mas
antagonicas. Para esto se obtuvo 1 ml de filtrado fresco el cual se concentro
mediante flujo de nitrégeno. Las muestras se congelaron con nitrégeno liquido
previo a la cromatografia hasta su analisis. Para realizar la cromatografia las
muestras se colocaron en viales y se derivatizaron por 24 horas con N,O-
Bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida con trimetilclorosilano para realizar una reaccion
de sililacion. La muestra posterior a la sililacion se le afiadid un volumen de
metanol puro como solvente para después evaporar por rotacion a 40°C a 120

rpm. Los residuos se resuspendieron en metanol para realizar la cromatografia, la
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cual se realizé en el equipo Agilent 7890A/5975C GC-MS. Los cromatogramas
obtenidos se analizaron en una base de datos para obtener las identidades de los

compuestos obtenidos.

6.11 Analisis estadistico

Los experimentos de antibiosis por metabolitos no volatiles se realizaron por
triplicado, se realiz6 un analisis de varianza para definir diferencias en el
crecimiento de los fitopatdogenos sobre los tratamientos, y un analisis post-hoc
Tukey-HSD para comparaciéon entre medias. Los datos no normales bajo un
prueba Shapiro-Wilk y que mostraron una distribucion heterocedastica se
analizaron por una prueba Kruskall-Wallis y un analisis post-hoc con una prueba
de Dunnet. Se utilizdé una alpha de 0.95, por lo que se rechazo la hipétesis nula al

tener un valor de P=0.05.

7. RESULTADOS
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7.1 Aislamiento de cepas de Trichoderma

Se realizaron 39 colectas de suelo asociado a plantas en diferentes municipios a
lo largo del estado de Querétaro en diferentes ecosistemas de la region y
diferentes tipos de suelo. La mayoria de las colectas de suelo se realizaron en la
parte central del estado, que es la zona mas productiva (SAGARPA and SFA,
2011) (Figura 1).
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Escala: 1:919.586
| 20.00

15.00 70.00 125.00 180.00 -125.00

Figura 1. Mapa de los sitios de muestreo. La colecta de suelo representa en total 39 colectas

realizadas en diferentes municipios del estado.

Las muestras se procesaron en el laboratorio para obtener cultivos axénicos de
Trichoderma. En total se obtuvieron 133 cepas de Trichoderma distribuidas
alrededor de 14 municipios del estado de Querétaro; la mayor cantidad de cepas
se aislaron de los municipios de Pinal de Amoles (23 cepas), Toliman (22 cepas) y

Querétaro (19 cepas), adicionalmente se aislaron 18 cepas del municipio de San
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Joaquin, 14 cepas de El Marqués, 9 cepas de Colén, 8 cepas de San Juan del
Rio, 6 cepas de Corregidora, 4 cepas de Huimilpan, 3 cepas de Tequisquiapan, 2
cepas de Cadereyta de Montes, Pedro Escobedo y Ezequiel Montes y 1 cepa de
Pefamiller. Las cepas se estimularon para la esporulacion a través de la
exposicidon a luz continua por 2 horas. Las esporas se almacenaron en glicerol al
25% a -80°C a fin de obtener el cepario de Trichoderma en condiciones hasta su

posterior uso.

7.2 ldentificacion de las cepas

Las cepas se crecieron en medio PDA y se procedié a realizar la extraccién de
ADN. Sin embargo, al ser una gran cantidad de cepas, se implemento el protocolo
establecido por Vazquez-Angulo y colaboradores., (2012) con algunas
modificaciones. Cuando las extracciones de ADN fueron de baja calidad, se utilizd
el protocolo de extraccion indicado en la metodologia. Se comprobd que la
extraccion de ADN bajo los dos métodos es ideal para realizar reacciones de PCR
de punto final, como indica la Figura 2 y como lo indica el protocolo (Vazquez-
Angulo et al., 2012). Aun asi se presentaron muestras de ADN que bajo el primer
protocolo no fueron aptas para realizar biologia molecular, debido a que no se
tenia la concentracion de ADN adecuada y/o la calidad necesaria (>1.8 relacion

260/280), por lo que se procedio a utilizar el método tradicional.

Figura 2. Productos de PCR utilizando dos protocolos de extraccion de ADN. Reacciones de

PCR utilizando ADN obtenido mediante dos estrategias: la primer seccién representa reacciones
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que utilizaron ADN obtenido por el protocolo de Vazquez-Angulo y colaboradores (2012) mientras
que en la segunda seccién se utilizaron muestras de ADN obtenidas con el protocolo de Raeder y
Broda (1985). Las reacciones de PCR muestran un fragmento de aproximadamente 600 pb que
corresponde a la regiéon ITS-5.8ADNr-ITS (ITS1 5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’ e ITS4 (5-
TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’). La escalera de peso molecular es de 1 Kb,

Una vez realizadas las extracciones de ADN de todas las cepas se procedio a
realizar las reacciones de PCR amplificando los marcadores moleculares antes
mencionados, para eso se estandarizaron los protocolos para obtener la
temperatura de alineamiento de oligonucleotidos ideal para la amplificacion de los
marcadores moleculares. Los cebadores ITS1 e ITS4 amplificaron un fragmento
de 600 pb a una temperatura de alineamiento de 58°C correspondiente al
fragmento ITS1-5.8rADN-ITS2 (Figura 3A-B. Una vez estandarizado el protocolo

se amplificaron los fragmentos en todas las cepas aisladas en este trabajo (Figura
3C).
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Figura 3. Amplificacion del marcador ITS. A) Mapa genémico de la region ITS amplificada con
su respectivo par de oligonucleétidos., B) Estandarizacion del protocolo de PCR punto final para la
amplificacion de la regién ITS. La muestra de ADN se obtuvo de la cepa de T. atroviride

IMI206040. La primera seccion del gel corresponde a una temperatura de alineamiento de 60°
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mientras que la segunda seccion de 58°C., C) Amplificacion del fragmento de la regién ITS de las
cepas aisladas durante el proyecto. Se observa la presencia de Unicamente una banda de
aproximadamente 600pb propia de la regién. En el tltimo carril se muestra la amplificacion de la

cepa de T. atroviride IMI206040 del laboratorio que sirvio como control positivo.

También se estandarizé el protocolo para la amplificacion del intrén largo del gen
del factor de elongacién de la traduccion 1a (tef-1a), que separa al exon 4 del
exén 5 (Figura 4A). Se determind que para los cebadores EF1-728f y EF1-986R la
temperatura de alineamiento ideal es a 59°C (Figura 4B). Después de la
estandarizacién del protocolo se amplificé el fragmento de aproximadamente

300pb de todas las cepas aisladas (Figura 4C).

A) EF1-728f
. Intrén | , ,
—{ Ex6n 4 — Exdn 5 Exdn 6
<m-gsﬁr Intrén corto
387 449 728 866 929

Figura 4. Amplificacion del marcador tef-1a. A) Mapa gendmico del intrén largo, indicando el
par de oligonucleétidos usados para amplificar el marcador tef-7a. B) PCR punto final con
gradiente de temperatura para amplificar tefia. La muestra de ADN corresponde T. atroviride
IMI206040. C) Amplificacion del fragmento de la region fefla de las cepas aisladas durante el
proyecto. Se observa la presencia de una banda de aproximadamente 279 pb. El penultimo carril
indica la cepa IMI206040 que sirvié como control positivo, el ultimo carril indica un control negativo
H>0.
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Los amplicones de los diferentes aislados fueron secuenciados y se analizaron

mediante el software Chromas 2.6.4v (http://technelysium.com.au/wp/chromas/)

para editar las secuencias; a partir de las secuencias editadas se realizaron los
analisis filogenéticos correspondientes con los métodos de Maxima Parsimonia,
Maxima Verosimilitud y el Método Bayesiano (Figura 5y Figura 6). Las 133 cepas
de Trichoderma se agruparon dentro de 4 clados utilizando por separado ambos
marcadores moleculares, los cuales corresponden al clado Hamatum, el clado
Viride, el clado Longibrachiatum y el clado Harzianun (Figura 5 y Figura 6, Figura
7, Figura 9, Figura 11 y Figura 13). A pesar de la agrupacién en diferentes clados,
el arbol no muestra con claridad la separacion entre especies, aunque la mayoria

de las cepas se agruparon en el clado Viride.
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Figura 5. Arbol filogenético realizado con el marcador molecular ITS. Se realizé una busqueda
mediante la adicion de secuencias de manera aleatoria en el software PAUP 4.0a. Se realizaron
1x10° replicas. La busqueda fue de manera heuristica a través del método de maxima parsimonia.

Las cepas se agrupan en 4 clados del género Trichoderma, los cuales estan indicados en la parte
externa del cladograma.
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Figura 6. Arbol filogenético realizado con el marcador molecular tefla. Se realizé una
busqueda mediante la adicion de secuencias de manera aleatoria en el software PAUP 4.0a. Se
realizaron 1x10° replicas. La busqueda fue de manera heuristica a través del método de maxima
parsimonia. Las cepas se agrupan en 4 clados del género Trichoderma, los cuales son sefialados,

sin embargo, al ser un marcador molecular mas preciso que el ITS, los clados son mas definidos.
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Se realizaron 4 analisis filogenéticos independientes utilizando las secuencias
concatenadas correspondientes a los clados Hamatum (Figura 7, Figura 8), Viride
(Figura 9, Figura 10), Longibrachiatum (Figura 11, Figura 12) y Harzianum (Figura
13, Figura 14), esto para incrementar la probabilidad de un emparejamiento
correcto con las secuencias referencias, tal y como lo indica la literatura
(Druzhinina et al., 2012; Gadagkar et al., 2005).
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Figura 7. Cladograma del clado Hamatum. Las cepas aisladas en este proyecto se muestran en
rojo. En seguida de las cepas referencia se muestra el nombre de la cepa o coleccién como se
muestra en la base de datos GenBank (Tabla 3). Los valores de soporte de Bootstrap se indican en
cada bifurcacién con los valores obtenidos por los métodos de maxima verosimilitud, aproximacion

bayesiana y maxima parsimonia, respectivamente, de los dos marcadores concatenados.
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Figura 8. Filograma del clado Hamatum. Las cepas aisladas en este proyecto estan indicadas en
rojo. En seguida de las cepas referencia se muestra el nombre de la cepa o coleccién como se
muestra en la base de datos GenBank (Tabla3). Los valores de soporte de Bootstrap se indican en
cada bifurcacién con los valores obtenidos por los métodos de maxima verosimilitud, aproximacion
bayesiana y maxima parsimonia respectivamente. La escala de divergencia se muestra al final del

Filograma.
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Figura 9. Cladograma del clado Viride. Las cepas aisladas en este proyecto estan indicadas en

rojo. En seguida de las cepas referencia se muestra el nombre de la cepa o coleccién como se

muestra en la base de datos GenBank (Tabla 3). Los valores de soporte de Bootstrap se indican en

cada bifurcacién con los valores obtenidos por los métodos de maxima verosimilitud, aproximacion

bayesiana y maxima parsimonia, respectivamente, de las secuencias concatenadas de los dos

marcadores.
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Figura 10. Filograma del clado Viride. Las cepas aisladas en este proyecto estan indicadas en
rojo. En seguida de las cepas referencia se muestra el nombre de la cepa o coleccidon como se
muestra en la base de datos GenBank (Tabla3). Los valores de soporte de Bootstrap se indican en
cada bifurcacién con los valores obtenidos por los métodos de maxima verosimilitud, aproximacion
bayesiana y maxima parsimonia respectivamente. La escala de divergencia se muestra al final del

Filograma.
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Figura 11. Cladograma del clado Longibrachiatum.. Las cepas aisladas en este proyecto estan
representadas en rojo. En seguida de las cepas referencia se muestra el nombre de la cepa o
coleccion como se muestra en la base de datos GenBank (Tabla3). Los valores de soporte de
Bootstrap se indican en cada bifurcacién con los valores obtenidos por los métodos de maxima
verosimilitud, aproximacion bayesiana y maxima parsimonia, respectivamente, usando las

secuencias concatenadas de los dos marcadores.
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Figura 12. Filograma del clado Longibrachiatum. Las cepas aisladas en este proyecto estan
indicadas en rojo. En seguida de las cepas referencia se muestra el nombre de la cepa o coleccién
como se muestra en la base de datos GenBank (Tabla3). Los valores de soporte de Bootstrap se
indican en cada bifurcaciéon con los valores obtenidos por los métodos de maxima verosimilitud,
aproximacién bayesiana y maxima parsimonia respectivamente. La escala de divergencia se

muestra al final del Filograma
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Figura 13. Cladograma del clado Harzianum. Las cepas en rojo se refieren a las cepas aisladas
en este proyecto. En seguida de las cepas referencia se muestra el nombre de la cepa o coleccién
como se muestra en la base de datos GenBank (Tabla3). Los valores de soporte de Bootstrap se
indican en cada bifurcaciéon con los valores obtenidos por los métodos de maxima verosimilitud,

aproximacion bayesiana y maxima parsimonia respectivamente.
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Figura 14. Filograma del clado Harzianum. Las cepas en rojo se refieren a las cepas aisladas en
este proyecto. En seguida de las cepas referencia se muestra el nombre de la cepa o coleccién
como se muestra en la base de datos GenBank (Tabla3). Los valores de soporte de Bootstrap se

indican en cada bifurcaciéon con los valores obtenidos por los métodos de maxima verosimilitud,
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aproximacion bayesiana y maxima parsimonia respectivamente. La escala de divergencia se

muestra al final del Filograma

En el clado Hamatum se agrupan 19 cepas (Figura 7), el clado Viride se agruparon
63 cepas (Figura 8), el clado Longibrachiatum (Figura 9) se agruparon 11 cepas y
el clado Harzianum (Figura 10) en el que se agruparon 41 cepas. A pesar de este
meétodo, aun hay cepas que no se agrupan con ninguna otra cepa de referencia.
En el clado Hamatum las cepas TRT3, NZ1, TQ3, TQ1, TQ, TEH5 y NI-1, que
aunque parecen ser cepas afines a T. asperellum, es necesario mas analisis para
confirmar su identidad. Mismo caso para el clado Harzianum las cepas 048,
AJUM2, TEM1, TEH4, T2-3, NP1, N1-3, MQ2, M9, JQ4 y CHQG6, que aunque en
los cladogramas se agrupan préximos a Trichoderma harzianum, son necesarios
mas analisis para confirmar su identidad. Asi mismo los filogramas (Figura 8,
Figura 10, Figura 12, Figura 14) muestran la alta diversidad de cepas en el estado
de Querétaro, con excepcion de T. atroviride, en la que se muestran 17 cepas con
exactamente la misma secuencia. De igual manera en el filograma del clado
Viride, (Figura 12) no hay cepas que se agrupen con la cepa de referencia
IMI206040, por lo que se descarta la presencia de contaminacién con la cepa de

referencia utilizada en el laboratorio.

Frecuencia

Figura 15. Total de especies identificadas en las cepas aisladas. Resumen del total de especies tentativas
aisladas, y la frecuencia de las cepas respectivas de cada especie.
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Tabla 4. Especies de Trichoderma descritas en México. Resumen de las especies identificadas
y descritas en México. En el recuadro rojo se sefialan las especies que también fueron localizadas

en el presente trabajo.

Especie Estado

T. aggressivum Puebla

T. longibrachiatum Colima
T. solani ND
T. composticola ND
T. viridialbum ND

T. erinaceum Quintana Roo
Quintana Roo, Veracru

T. harzianum Tabasco, Tamaulipas,
Chihuahua

. Quintana Roo, Veracruz,
T. atroviride ]
Tamaulipas

Tamaulipas, Veracruz,

T. koningiopsis

Tamaulipas
) Veracruz Tabasco,
T. virens .
Tamaulipas
T. reesei Tabasco
T. citrinoviride ND
T. pleuroticola Tabasco
T. spirale Tabasco
T. brevicompactum Tabasco

T. asperellum Tabasco, Chihuahua

T. crassum Oaxaca
T. hamatum Guerrero
Trichoderma spp. Varios
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7.3 Ensayos de antibiosis in vitro

Utilizando las 133 cepas de Trichoderma aisladas en este trabajo, re realizaron
ensayos de antibiosis contra cuatro fitopatdgenos: S. rolfsii (Figura 16), F.
oxysporum (Figura 17), R. solani (Figura 18) y C. gloeosporioides (Figura 19).
Tomamos como punto de cohorte una inhibicidn superior al 75% para poder
seleccionar a las cepas con mayor capacidad antagdnica. Con este punto de
cohorte encontramos 19 cepas de Trichoderma con alta capacidad antagonica
contra F. oxysporum; 28 con alta capacidad antagodnica contra S. rolfsii, 36

capaces de inhibir a R. solaniy 29 capaces de inhibir a C. gloeosporioides.
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Figura 16. Antibiosis por metabolitos difusibles en placa contra S. rolfsii. Las cepas mas
antagonicas contra S. rolfsii se muestran en el eje X (275% de inhibicion); el eje Y indica el
porcentaje de inhibicion del fitopatdgeno. La placa se incubd por 4 dias. Los cultivos se incubaron a
28°C en iluminacién constante. El ensayo control consistidé en un disco de micelio de S. rolfsii que
crecié en medio PDA sin la presencia de metabolitos de Trichoderma, Se realizé una réplica de

este ensayo.
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Figura 17. Antibiosis por metabolitos difusibles en placa contra F. oxysporum. Las cepas
mas antagonicas contra F. oxysporum se muestran en el eje X (=275% de inhibicidn); el eje Y indica
el porcentaje de inhibicidn del fitopatégeno. La placa se incubo por 8 dias a 28°C en iluminacién
constante. El ensayo control consistio en un disco de micelio de F. oxysporum que crecid en medio

PDA sin la presencia de metabolitos de Trichoderma, Se realizé una réplica de este ensayo.
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Figura 18. Antibiosis por metabolitos difusibles en placa contra R. solani. Las cepas mas
antagonicas contra R. solani se muestran en el eje X (275% de inhibicién); el eje Y indica el
porcentaje de inhibicion del fitopatdgeno. La placa se incubd por 2 dias. Los cultivos se incubaron a
28°C en iluminacion constante. El ensayo control consistié en un disco de micelio de R. solani que
crecié en medio PDA sin la presencia de metabolitos de Trichoderma, Se realizé una réplica de

este ensayo.
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Figura 19: Antibiosis por metabolitos difusibles en placa contra C. gloeosporioides. Las
cepas mas antagonicas contra C. gloeosporioides se muestran en el eje X (=275% de inhibicién); el
eje Y indica el porcentaje de inhibicion del fitopatégeno. La placa se incubé por 14 dias. Los
cultivos se incubaron a 28°C en iluminacién constante. El ensayo control consistié en un disco de
micelio de C. gloeosporioides que creci6 en medio PDA sin la presencia de metabolitos de
Trichoderma, Se realizé una réplica de este ensayo.

Comparando todas las cepas con alta capacidad antagonica, se realizd un
diagrama de Venn para determinar los conjuntos de cepas capaces de producir
antimicéticos de amplio espectro (Figura 16). Encontramos 2 cepas capaces de
inhibir en mas de un 75% a los cuatro fitopatdégenos, la cepa NI-1y la cepa RE-11,
correspondientes a T. asperellum y T. koningiopsis respectivamente (Figura 17).

Estas dos cepas fueron seleccionadas para continuar el trabajo.
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C. gloesporoides
17

S. rolfsii

F. oxysporum .

2

R. solani
13

Figura 20: Conjuntos de las cepas con mayor potencial antagénico. Diagrama de Venn
indicando los conjuntos de cepas productores de antimicéticos de amplio espectro. El conjunto

central indica la cantidad de cepas capaces de inhibir mas del 75% a los 4 fitopatégenos.

Figura 21. Morfologia colonial de las cepas con mayor actividad antifiingica.. A-B, La cepa RE-11
correspondiente a T. koningiopsis. C-D, se refieren a las cepas NI-1 correspondiente a T. asperellum. A,
vista aérea del micelio de RE-11. B, vista frontal y coloracién del medio de cultivo PDA. C, vista aérea

del micelio de NI-1. D, vista frontal y coloracién del medio de cultivo PDA.



7.4 Caracterizacion de las cepas NI-1y RE-11

Las cepas NI-1y RE-11 se evaluaron de nueva cuenta para determinar el efecto
antimicético contra los 4 fitopatdgenos estudiados en este proyecto. Los aislados
se sometieron a un nuevo analisis de metabolitos difusibles en placa por triplicado
y se comprobd que estas dos cepas pueden inhibir sustancialmente a los 4
fitopatdogenos. En el ensayo se comprob6 que tienen un mayor efecto antagénico
contra los hongos basidiomicetos, ya que puede inhibirlos en mas de un 90%.
Ademas las cepas inhiben por igual a los hongos fitopatégenos a excepcion de F.

oxysporum, en el que la cepa NI-1 es el mas efectivo para inhibir su desarrollo
(Figura 22).
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Figura 22. Capacidad antagoénica de las cepas NI-1 y la cepa RE-11 contra cuatro hongos
fitopatégenos. En ensayo de metabolitos difusibles en placa se realizé por triplicado. Barras de
error indican la desviacion estandar. Se realizé una ANOVA de una via y TUKEY-Kramer para

denotar diferencias entre los tratamientos a cada fitopatégeno. P<0.001.

Ademas, se observo que las cepas NI-1 y RE-11 son capaces de crecer con
diferentes fuentes de carbono, ya que las cepas pudieron crecer y esporular en

medio suplementados con celulosa, glucosa, quitina y sacarosa; a pesar de esto el
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crecimiento fue mayor en medio PDA, mientras que con celulosa el hongo tardo
mas en desarrollarse y en formar esporas (Figura 23). El crecimiento de los
hongos en medios suplementados con quitina, glucosa y sacarosa fue similar en
las dos cepas. Comparando las dos cepas, RE-11 se desarrollé y formd esporas

mas rapido que la cepa NI-1 (Figura 23 Ay B).
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Figura 23. Cinéticas de crecimiento en distintas fuentes de carbono. Se analiz6
el crecimiento de la cepa NI-1 (A) y la cepa RE-11 (B), en medios de cultivo minimo
de Vogel suplementado con diferentes fuentes de carbono indicadas en la figura. Los
experimentos se realizaron por ftriplicado. Barras de error indican desviacion

estandar.
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Para evaluar la capacidad de biosintesis de moléculas fungicidas en funcion de las
condiciones nutricionales, se replicaron los analisis de metabolitos difusibles en
placa en PDA y en distintos medios minimos suplementados con distintas fuentes
de carbono (Quitina, Sacarosa, Celulosa, Fructosa, Glucosa). Las cepas de
Trichoderma tienden a secretar mas moléculas fungicidas en medio PDA, ya que
se observo que fueron los ensayos en los que se observé una mayor inhibicidon de
los fitopatogenos (Fig. 24, 25, 26 y 27). Por lo anterior, el medio PDA se consideré
ideal para la produccion de moléculas fungicidas y fue seleccionado para realizar
los posteriores ensayos. Es importante recalcar que se reportd inhibicién en el
desarrollo de los fitopatdogenos en todos los medios evaluados, por lo que las
cepas RE-11 y NI-1 son capaces de sintetizar y secretar al medio moléculas con
actividad fungicida con base en el catabolismo de quitina, sacarosa, celulosa y
glucosa, sin embargo debido a que son medios minimos esta capacidad
biosintética es limitada. En el caso de los medios suplementados con quitina, es
posible que la inhibiciébn sea producto de la liberacién de enzimas hidroliticas,
como lo es el caso de la cepa NI-1 al inhibir a R. solani (Figura 24), F. oxysporum
(Figura 25), y C gloeosporioides (Figura 27).Asi mismo se encontré que el
fitopatogeno mas sensible a los metabolitos de Trichoderma fue S. rolfsii (Figura
26), ya que su crecimiento fue nulo en los ensayos realizados con glucosa o
sacarosa en comparacion con el ensayo control; los datos de antibiosis con S.
rolfsii en medio minimo suplementado con quitina no son concluyentes debido a la

incapacidad del hongo en crecer aprovechando esta fuente de carbono.
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PDA Celulosa Glucosa Quitina Sacarosa Fructosa

o ‘%Q ”

NI-1
Figura 24. Efecto de fuentes de carbono en la capacidad antagénica de Trichoderma contra

RE-11

R. solani. Un disco de 5 mm del fitopatégeno se inoculd en el centro de las placas. A excepcion de
las placas de PDA, las otras estan compuestas de placas de medio minimo Vogel’'s suplementados
con celulosa, glucosa, quitina, sacarosa y fructosa como fuente de carbono. Las fuentes de
carbono que se utilizaron fueron al 1%. Los preindculos provenian de cultivos frescos crecidos en
medio PDA para favorecer su crecimiento. Las placas se incubaron a 28°C por 2 dias a iluminacion
constante. El ensayo control consistié de placas a las que no se les aplicé tratamiento con la cepa

de Trichoderma.
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PDA Celulosa Glucosa Quitina Sacarosa Fructosa

Control

NI-1

RE-11

Figura 25. Efecto de las fuentes de carbono en la capacidad antagoénica de Trichoderma
contra F. oxysporum. Un disco de 5 mm del fitopatégeno se inoculé en el centro de las placas. A
excepcion de las placas de PDA, las otras estan compuestas de placas de medio minimo Vogel's
suplementados con celulosa, glucosa, quitina, sacarosa y fructosa como fuente de carbono. Las
fuentes de carbono que se utilizaron fueron al 1%. Los preinéculos provenian de cultivos frescos
crecidos en medio PDA para favorecer su crecimiento. Las placas se incubaron a 28°C por 7 dias a
iluminacién constante. Se observa que el medio PDA es el mas efectivo al controlar el desarrollo
de este fitopatdogeno. El ensayo control consistié de placas a las que no se les aplicé tratamiento

con la cepa de Trichoderma.
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PDA Celulosa Glucosa Quitina Sacarosa Fructosa

Control

Figura 26. Efecto de las fuentes de carbono en la capacidad antagénica de Trichoderma
contra S. rolfsii. Un disco de 5 mm del fitopatdégeno se inoculé en el centro de las placas. A
excepcion de las placas de PDA, las otras estan compuestas de placas de medio minimo Vogel's
suplementados con celulosa, glucosa, quitina, sacarosa y fructosa como fuente de carbono. Las
fuentes de carbono que se utilizaron fueron al 1%. Los prein6culos provenian de cultivos frescos
crecidos en medio PDA para favorecer su crecimiento. Las placas se incubaron a 28°C por 4 dias a
iluminacion constante. El ensayo control consistié de placas a las que no se les aplicé tratamiento

con la cepa de Trichoderma.

o7



PDA Celulosa Glucosa Quitina Sacarosa Fructosa

Control

NI-1

Figura 27. Efecto de las fuentes de carbono en la capacidad antagoénica de Trichoderma
contra C. gloeosporioides. Un disco de 5 mm del fitopatdbgeno se inoculd en el centro de las
placas. A excepcion de las placas de PDA, las otras estdn compuestas de placas de medio minimo
Vogel's suplementados con celulosa, glucosa, quitina, sacarosa y fructosa como fuente de
carbono. Las fuentes de carbono que se utilizaron fueron al 1%. Los preindculos provenian de
cultivos frescos crecidos en medio PDA para favorecer su crecimiento. Las placas se incubaron a
28°C por 14 dias a iluminacion constante. El ensayo control consistié de placas a las que no se les

aplicé tratamiento con la cepa de Trichoderma.

7.5 Estandarizacion del efecto inhibitorio de los filtrados de Trichoderma sp.

sobre el crecimiento de hongos fitopatdgenos.

Una vez que se determind que el medio de cultivo PDA es el 6ptimo para la
produccion de moléculas antibidticas por parte de las dos cepas de Trichoderma,
se establecieron las condiciones ideales para la obtencion de filtrados y su efecto
en el crecimiento de R. solani, F. oxysporum, C. gloeosporioides y S. rolfsii. Para
esto se establecieron cinéticas de crecimiento en medio liquido PDB de las cepas
NI-1 y la cepa RE-11, para observar en qué punto del desarrollo de la cepa de
Trichoderma se secretan mas moléculas inhibitorias, puesto que se sabe que la

secrecion de estas moléculas fungicidas no es constitutiva, sino dependiente de
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diferentes variables, entre ellas las fases del cultivo, el sustrato, la cepa de
Trichoderma, la viabilidad del patégeno, o los componentes del medio (Harman et
al., 2012; Marques et al., 2018; Vinale et al., 2012). Se estandariz6 utilizando
como referencia una cepa de R. solani. En el caso de la cepa RE-11, la mayor
inhibicion se presentd con filtrados obtenidos a las 24h y a las 96h (Figura 28), sin
embargo la inhibicidn que mostraron estos filtrados no se compara con la obtenida
trabajando en medio soélido, en el que la inhibicién de R. solani con los metabolitos
de la cepa RE-11 fue del 90%. Ademas, es el punto en el que la cepa parece tener
una mayor actividad antagdnica contra R. solani, ya que los filtrados a ese tiempo
disminuyen el crecimiento de R. solani respecto el ensayo control. Aunque el
filtrado a las 96 horas muestra un efecto en el desarrollo del fitopatégeno, este es
minimo ya que el didmetro del micelio solo disminuye medio centimetro.
Estadisticamente los filtrados obtenidos a las 24 horas y las 96 horas de

crecimiento de la cepa RE-11 son similares.
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Figura 28. Actividad antifungica de la cepa RE-11 en medio liquido contra R. solani en
relacion al tiempo. En el eje X se muestra el tiempo en el que se filtré la cepa. El eje Y1 indica el
porcentaje de inhibicion de R. solani. El eje Y2 indica el peso seco del micelio de la cepa RE-11 al
crecer en medio PDB. El cultivo de Trichoderma se incub6 a 28°C con agitacion constante a 120
rom. El peso seco de la cepa RE-11 se obtuvo tras deshidratar al hongo por 36h a 80°C. Los
ensayos se realizaron por triplicado. Barras de error en los datos del diametro del micelio de R.

solani muestran la desviacion estandar. Tukey-Kramer P<0.05
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Como en el ensayo anterior, la inhibicién con los filtrados no fue tan marcada
como la que se presentd con el método del celofan (Figura 24). La cepa NI-1
posee una mayor actividad antagdnica contra R. solani, ya que disminuye su
crecimiento, en relacion al ensayo control, solo que en este caso la inhibicion solo
se presento con los filtrados obtenidos a las 96 horas post-inoculacion (Figura 29),
es decir cuando la cepa de Trichoderma entra a la fase estacionaria. Es de
resaltar que a las 96 horas el filtrado inhibe drasticamente el desarrollo de R.
solani, por lo que durante la fase estacionaria es cuando la cepa NI-1 secreta sus

moléculas con actividad antifungica.
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Figura 29: Actividad antifiungica de la cepa NI-1 en medio liquido contra R. solani en relacion
al tiempo. En el eje X se muestra el tiempo en el que se filtrd la cepa. El eje Y1 indica el porcentaje
de inhibicién de R. solani. El eje Y2 indica el peso seco del micelio de la cepa NI-1 al crecer en
medio PDB. El cultivo de Trichoderma se incubd a 28°C con agitacion constante a 120 rpm. El
peso seco de la cepa NI-1 se obtuvo tras deshidratar al hongo por 36h a 80°C. Los ensayos se
realizaron por triplicado. Barras de error en los datos del diametro del micelio de R. solani muestran

la desviacion estandar. Tukey-Kramer P<0.05.
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7.6 Efecto de los filtrados en el crecimiento de hongos fitopatégenos

Para evaluar el efecto de los filtrados de las cepas de Trichoderma obtenidas en
su fase estacionaria (96h), se suplemento el filtrado crudo sobre medio PDA en el
que después se inoculd un disco de micelio de 5 mm de diametro de los
fitopatogenos (F. oxysporum, C. gloeosporioides, R. solani y S. rolfsii). Los
ensayos se detuvieron a las 48 horas post aplicacion del filtrado debido a que no
se obtuvieron mezclas completamente estériles. Ademas como control positivo se
utilizé el fungicida comercial Benomilo. En estos ensayos se observd que los
filtrados tenian un efecto fungistatico sobre el crecimiento de R. solani'y S. rolfsii,
en particular el filtrado de la cepa NI-1 es capaz de inhibir a R. solani aun mas que
el Benomilo a la concentracion que indicaba el proveedor; por otra parte el filtrado
de las dos cepas inhiben el desarrollo de S. rolfsii a niveles comparables con el
fungicida comercial. Sin embargo, de manera general la alteracién en el
crecimiento de los fitopatdgenos fue débil y no se compara con el alcanzado con el
control positivo; en el caso de los hongos ascomicetos la inhibicion fue nula en
comparacién con el control positivo (Figura 30). En resumen el unico efecto en el
desarrollo de los fitopatégenos se observd con el filtrado de la cepa NI-1 sobre R.
solani, mientras que con los otros tratamientos no se observé un efecto sobre el

diametro del micelio de los fitopatogenos.
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Figura 30. Efecto de los filtrados de las cepas RE-11 y NI-1 suplementados en el medio de
cultivo. Los filtrados se obtuvieron de cultivos con 96 horas de incubacion a 28°C; los ensayos
terminaron a las 48h post inoculacion del fitopatégeno debido a la presencia de contaminacion por
Trichoderma. El filtrado se suplemento al medio de cultivo para una concentracion final de 10%.
Diametro del micelio fue medido con el programa Imaged restando 5 mm del disco de micelio
inicial. 5 réplicas por ensayo. Barras de error indican desviacién estandar. Prueba de Tukey-
Kramer P<0.05

Simultaneamente se realizé un ensayo similar en el que solo se aplicaron 100pl
sobre el disco de micelio del fitopatdbgeno de manera que el filtrado cubra por
completo los 5 mm del disco de micelio inicial. Con esta estrategia se potencié el
efecto de los filtrados sobre el crecimiento de todos los fitopatdgenos, aunque se
conservo su propiedad fungistatica (Figura 31). De igual manera los ensayos se
detuvieron a las 48 horas post aplicacion del filtrado debido a la contaminacién por
las cepas de Trichoderma. Los fitopatégenos fueron inhibidos en proporciones
similares sin importar la procedencia del filtrado (Figura 31), los resultados no

mostraron diferencias estadisticamente significativas. Al estar en contacto directo
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las células de los fitopatdgenos con los metabolitos de Trichoderma, estos ultimos
tuvieron una mayor actividad antifungica como es el caso del filtrado de la cepa
RE-11 en contacto contra células de R. solani, en donde los filtrados de las dos
cepas inhibieron en un 55% el crecimiento del fitopatdégeno con respecto al ensayo
control (Figura 31). La inhibicion en contra de C. gloeosporioides fue ligeramente
superior, cuando los filtrados se colocaron en contacto directo con las células de
C. gloeosporioides su desarrollo se inhibié un 33% con respecto al ensayo control
(Figura 31), a diferencia con la estrategia anterior en la que no se diferencias en el
crecimiento del fitopatogeno (Figura 30). Con F. oxysporum, el desarrollo se
inhibié el 50% aproximadamente con respecto al ensayo control (Figura 31),
mientras que con el experimento anterior el desarrollo del fitopatégeno habia sido
el mismo que en el ensayo control (Figura 30). En el caso de S. rolfsii la inhibicion
fue similar sin importar la manera en que fueron aplicados los filtrados. De manera
general, el crecimiento de los fitopatégenos fue menor que con el ensayo anterior,
por lo que podria considerarse una mejor estrategia para el control de R. solani, F.
oxysporum, C. gloeosporioides y S. rolfsii. Salvo en el caso del efecto sobre el
desarrollo de S. rolfsii, el fungicida comercial siempre inhibi6 de manera

significativa mas que los filtrados de las cepa RE-11 y NI-1 (Figura 30 y 31).

63



R. solani F. oxysporum

=
IS
1

Diametro de micelio (cm)
- N W A OO N® WO
o
e
{o
Diametro de micelio (cm)
i s n @
]
Hw
-
{o

> o N Q > o A N
° o° Sl & S o $ $
S N & Q S X & &
® & W N ® & N >
o N NS o N Q
< & < &
S. rolfsii C. gloeosporioides

IS
I
1

Diametro de micelio (cm)
o - N w
Ho
l .
o
Diametro de micelio (cm)
e s i i
]
J _| @
-
—o

Figura 31. Efecto de los filtrados de las cepas RE-11 y NI-1 al estar en contacto directo con
el micelio de los fitopatéogenos. Los filtrados se obtuvieron de cultivos con 96 horas de
incubacion a 28°C; los ensayos terminaron a las 48h post inoculacion del fitopatégeno debido a la
presencia de contaminacion por Trichoderma. Se colocé sobre el micelio del fitopatégeno 100 ul de
los filirados. El diametro del micelio fue medido con el programa ImagedJ restando 5 mm del disco
de micelio inicial. 5 réplicas por ensayo. Barras de error indican desviacion estandar. Prueba de
Tukey-Kramer P<0.05

7.7 Efecto de los metabolitos liofilizados de las cepas NI-1 y RE-11 sobre el

crecimiento de hongos fitopatogenos.

En la figura 32 se muestra el efecto de diferentes concentraciones del filtrado
liofilizado, en el crecimiento de los fitopatégenos bajo estudio. En el caso del
liofilizado de la cepa RE-11 se noté el efecto de los metabolitos de la cepa desde
los 0.1 mg/ml con respecto al ensayo control, sin embargo el efecto inhibitorio fue

mas evidente a partir de los 0.5 mg/ml. El tratamiento mas efectivo fue cuando el
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micelio estuvo en contacto con el filtrado de la cepa RE-11 a una concentracion de
1 mg/ml. El efecto de los metabolitos de Trichoderma tiene un efecto dosis-
dependiente sobre el crecimiento de los 4 hongos fitopatéogenos. Inclusive en el
caso de R. solani, a 1 mg/ml el efecto fue mayor que con el tratamiento con el
fungicida. En el caso del fitopatdgeno F. oxysporum, fue el que mostré una mayor
sensibilidad al filtrado, ya que a una concentracion de 0.2 mg/ml el micelio del
fitopatogeno se redujo un 46% con respecto al ensayo control. A pesar de esto, el
tratamiento con el benomilo inhibié de manera total el desarrollo del micelio, a
diferencia de los filtrados que unicamente retardaron su crecimiento (Figura 32).
Asi mismo se observd que F. oxysporum en contacto con el filtrado de
Trichoderma a partir de los 0.2 mg/ml no desarrollé micelio aéreo. Respecto al
ensayo con C. gloeosporioides, este fitopatogeno mostré sensibilidad al filtrado a
partir de los 0.3 mg/ml. De manera general los filtrados mostraron la mayor
capacidad antagonica a una concentracion de 1 mg/ml, sin embargo a partir de los
0.7 mg/ml, se redujo su crecimiento en mas de un 50% en todos los fitopatégenos
en comparacion con el ensayo control (Figura 32), asi mismo en el caso de R.
solani y C. gloeosporioides el filtrado fue casi tan efectivo que el fungicida

comercial.
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Figura 32. Efecto de los filtrados liofilizados de la cepa RE-11 en el desarrollo de hongos
fitopatogenos. Se evalud el efecto inhibitorio de los metabolitos de Trichoderma a diferentes
concentraciones. El benomilo corresponde al control positivo el cual fue utilizado de acurdo a las
condiciones del proveedor (1 mg/ml). Se midié el diametro del micelio con el software ImageJ. 3
réplicas por tratamiento. Prueba de Kruskal-Wallis P<0.05. Prueba post-hoc de Dunnet. * denotan

medias significativamente diferentes respecto al tratamiento control.

En el caso de los metabolitos liofilizados de la cepa NI-1 (Figura 33), se observo el
efecto antagodnico contra los 4 fitopatégenos a partir de la concentracion 0.5
mg/ml. Asi mismo se observa un efecto concentracion-dependiente ya que a la
maxima concentracion, el crecimiento de los fitopatdbgenos bajo este tratamiento

fue similar al que present6 el tratamiento con benomilo, es decir que el filtrado de
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la cepa NI-1 y el benomilo tienen el mismo efecto en el desarrollo de los hongos
fitopatogenos a la misma concentracion (1 mg/ml). La evidencia estadistica
también nos sugiere que los tratamientos tienen el mismo efecto a partir de la
concentracion 0.7 mg/ml, por lo que el mayor efecto inhibitorio de los metabolitos
de la cepa NI-1 se alcanza a esa concentracion, a diferencia del tratamiento con
los metabolitos de la cepa RE-11 que a 1 mg/ml fue donde se alcanzé el mayor
efecto inhibitorio. En el caso de R. solani se observa que a partir del tratamiento
con 0.7 mg/ml de filtrado comienza a desarrollar micelio sumergido, por lo que se
puede tratar de una estrategia para evitar el contacto con las moléculas
antifungicas. Con este tratamiento F. oxysporum denot6 ser el mas susceptible a
la accion inhibitoria, mientras que S. rolfsii fue el mas tolerante a los metabolitos
de la cepa NI-1. Comparando los tratamientos (Figura 32 y 33), el tratamiento con
los filtrados de la cepa NI-1 resulté ser mas efectivo ya que el efecto antifungico se
observo a partir de 0.7 mg/ml, a diferencia que con la cepa RE-11 que se report6 a

1 mg/ml.
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Figura 33. Efecto de los filtrados liofilizados de la cepa RE-11 en el desarrollo de hongos
fitopatogenos. Se evalud el efecto antifungico de los metabolitos de Trichoderma a diferentes
concentraciones. El benomilo corresponde al control positivo el cual fue utilizado de acurdo a las
condiciones del proveedor (1 mg/ml). Se midié el diametro del micelio con el software ImageJ. 3
réplicas por tratamiento. Anova de una via con una correccién Greenhouse-Geisser P<0.05.

Prueba post-hoc de Dunnet. * denotan medias significativamente diferentes respecto al tratamiento
control.

7.8 Efecto de los metabolitos de Trichoderma sobre la germinacion de esporas

de F. oxysporumy C. gloeosporioides.

Al evaluar el efecto de los filtrados liofilizados obtenidos a las 96 horas sobre la

viabilidad de las esporas de F. oxysporum y C. gloeosporioides, se encontré que
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los filtrados son capaces de retrasar la germinacion de estas, mas no es capaz de
inactivarlas. El fungicida comercial si demuestra una capacidad inhibitoria, e
incluso es capaz de deformar la estructura de las esporas (Figura 34 y Figura 35).
Las esporas de C. gloeosporioides permanecen viables tras 24 horas de
inoculacién aun con la aplicacién de filtrados (Figura 34), sin embargo el filtrado de
la cepa NI-1 comienza a tener un efecto visible a una concentracién de 0.7 mg/ml,
mientras que con el filtrado de la cepa RE-11 tiene un efecto a una concentracién
de 0.6 mg/ml. En ambos casos a una concentracién de 0.9 mg/ml se observa el

mayor efecto inhibitorio

Filtrado NI-1 (mg/ml)

Agua

Benomilo 50 0.9
Filtrado RE-11 (mg/ml)

0.2 0.3 0.4

1

Figura 34. Efecto de los filtrados sobre la germinacion de las esporas de C. gloeosporioides.
500 esporas se inocularon en medio PDA colocado sobre un portaobjetos y se trataron con 5 ul de
fitrado en las concentraciones indicadas. Los cultivos con los diferentes tratamientos se
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observaron en un microscopio Leica DM750 a un objetivo 10X y se capturaron las imagenes a las
24h.

Respecto a la germinacién de esporas de C. gloeosporioides se observo un
retraso a partir de los 0.8 mg/ml del filtrado de la cepa NI-1, sin embargo la
inhibicion es dosis dependiente ya que a 1 mg/ml un numero minimo de esporas
fueron las que germinaron. Con el filtrado de la cepa RE-11 el efecto inhibitorio
comenzo a ser percibido a partir de los 0.5 mg/ml, sin embargo a partir de los 0.8
mg/ml la tasa de germinacién de esporas fue la misma. Asi mismo el fungicida
comercial fue mas efectivo para inhibir la germinaciéon de las esporas como se
habia notado de manera cualitativa. Ya que se observé que solo un numero
limitado de esporas son capaces de germinar, e incluso algunas muestran
alteraciones morfologicas (Figura 34 y 35); sin embargo el filtrado de la cepa NI-1

demostré ser mas efectiva para inhibir la germinacion de las esporas de C.

gloeosporioides
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Figura 35. Comparacion del efecto de los filtrados en la germinacion de las esporas de C.
gloeosporioides. A) ensayo con el filtrado de la cepa NI-1. B) Ensayo con el filtrado de la cepa
RE-11. La tasa de germinacion de las esporas fue considerado del 100% cuando se observo la
presencia de un micelio denso. 500 esporas fueron inoculadas en todos los ensayos y todas las
réplicas. 5 réplicas por ensayo. Prueba de Friedman P<0.05. Prueba de Dunnet para
comparacion entre tratamientos. * denotan medias significativamente diferentes respecto al

tratamiento control.

También se observé un retraso en la germinacion de las esporas de F. oxysporum

tras 24 horas post-inoculacion al estar en contacto con los filtrados de las cepas
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RE-11 y NI-1. En todos los ensayos las esporas permanecen viables tras 24 horas
posteriores a la aplicacion del tratamiento. En estos ensayos se comenzd a
observar el efecto en el retraso de la germinacion a partir de la concentracion 0.8
mg/ml en el caso del filtrado de la cepa NI-1 y a 0.7 mg/ml con el filtrado de la
cepa RE-11 (Figura 36), en ambos casos reduciendo la tasa de germinacion en un
30% (Figura 37). Las esporas de F. oxysporum parecen ser mas sensibles a los
metabolitos de las cepas ya que a una concentracion de 1 mg/ml se observaron
esporas incapaces de germinar, sin embargo no se observaron con deformaciones
o algo que sugiera que no son viables, aunque el tratamiento con el fungicida
comercial tampoco indica la presencia de esporas no viables, a diferencia del
ensayo con esporas de C. gloeosporioides. Los filtrados tienen un efecto inhibitorio
dosis dependiente sobre la germinacién de las esporas de F. oxysporum. Como se
observd en el ensayo de germinacién con las esporas de C. gloeosporioides,
también se observd que el benomilo inhibe la germinacion de las esporas de F.

oxysporum (Figura 34 y Figura 36).
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Figura 36. Efecto de los filtrados sobre la viabilidad de las esporas de F. oxysporum. 500
esporas se inocularon en medio PDA colocado sobre un portaobjetos y se trataron con 5 yl de
fitrado en las concentraciones indicadas. Los cultivos con los diferentes tratamientos se
observaron en un microscopio Leica DM750 a un objetivo 10X y las imagenes se capturaron a las
24h.

Comparando los resultados obtenidos con las esporas de C. gloeosporioides, el
filtrado de la cepa RE-11 fue mas efectivo que el filtrado de la cepa NI-1 (Figura 36
y 37). De hecho, la inhibicién de germinacion de esporas a una concentracion de 1
mg/ml fue estadisticamente similar a la que se presentoé en el control positivo (13%
de germinacion), mientras que a la misma concentracion pero utilizando el filtrado
de la cepa NI-1, la tasa de germinacion de esporas es de 26%. De igual manera,
el efecto inhibitorio se empezd a denotar a partir de una concentracion de 0.8
mg/ml, siendo mas evidente la inhibicién con el filtrado de la cepa RE-11 (Figura
36 y Figura 37).

72



=
=z

* *
1 x 1 i

0.9 E 0.9 k
0.8 1 % - 0.8 : .
= 0.7 E 0.7 £
LS 06 S 06
g 05 E 05
= 0.44 - 0.4-
D — 03
z 0.2 0.2 -
0.1 = 0.1+
Control x Control47y
Benomilo i Benomilog-
) Q
Q S \QQ Q &S RS
Germinacién de conidia (%) Germinacion de conidia (%)

Figura 37. Comparacion del efecto de los filtrados en la germinaciéon de las esporas de
F. oxysporum. A) ensayo con el filirado de la cepa NI-1. B) Ensayo con el filtrado de la cepa
RE-11. La tasa de germinacion de las esporas fue considerado del 100% cuando se observo la
presencia de un micelio denso. 5 réplicas por ensayo. Anova de una via con correccion
Greenhouse-Geisser P<0.05. Prueba de Dunnet para comparaciéon entre tratamientos. *

denotan medias significativamente diferentes respecto al tratamiento control.

7.9 Efecto sinérgico de los metabolitos de las cepas RE-11 y NI-1 sobre la

germinacion de esporas de F. oxysporum'y C. gloeosporioides.

Tras evaluar el efecto de los filtrados sobre la germinacion de las esporas de C.
gloeosporioides y F. oxysporum por separado, se evalud si existia una funcion
sinérgica de parte de los filtrados liofilizados para observar si se potencia el efecto
antifungico. La aplicacién de los filtrados liofilizados en conjunto fue mejor que al
aplicarlos por separado (Figura 38). Se observo que la actividad antfungica se
sigue presentando, observandose un retraso en la germinacion de las esporas,
aunque el efecto se hizo visible a partir de los 0.6 mg/ml. De manera general, se
observa que a las 24 horas los filtrados tienen una actividad fungistatica y que
actuan de manera sinérgica al ser capaces de retardar la germinacion de las
esporas de F. oxysporum y C. gloeosporioides a partir de una concentracion de
0.6 mg/ml. Por otra parte, se observé que a partir de los 0.7 mg/ml la tasa de
germinacion es menor al 20% (Figura 39). El benomilo volvio a ser el tratamiento
mas efectivo, alterando la morfologia de las esporas como en los ensayos

anteriores.
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Figura 38. Accidn sinérgica de los filtrados de la cepa NI-1 y RE-11 sobre la germinacion de
esporas de C. gloeosporioides y F. oxysporum. 500 esporas se inocularon en medio PDA
colocado sobre un portaobjetos y se trataron con los filtrados mezclados en relacion 1:1 para
formar una concentraciéon final de 0.5, 0.6 y 0.7 mg/ml. Las esporas se observaron en un
microscopio Leica DM750 a un objetivo 10X y las imagenes se capturaron a las 24h tras la
aplicacion de los filtrados. El benomilo se us6 como control positivo a las concentraciones que

indica el proveedor (1 mg/ml).

Al mezclar los filtrados, se incrementé el efecto sobre la inhibicidn de germinacion
de las esporas en los dos fitopatégenos; a una concentraciéon de 0.6 mg/ml la
inhibicion de las esporas fue notablemente mayor a la presentada en el control y
con concentraciones menores, asi mismo, la mayor inhibicion se mostré a partir de
una concentracion de 0.7 mg/ml y en niveles similares, aunque en ningun caso

supero la inhibicion obtenida con el tratamiento benomilo.
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Figura 39. Inhibiciéon de germinacién de esporas utilizando una mezcla de filtrados de las
cepas NI-1 y RE-11. A) Germinaciéon de esporas de C. gloeosporioides. B) Germinacion de
esporas de F. oxysporum. Se tomé con valor de 100% cuando se notaba la presencia de un

micelio bien definido. 5 réplicas por ensayo. Prueba de Friedman P<0.05. Prueba de Dunnet
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7.10 Perfil metabdlico de los filtrados de las cepas NI-1 y RE-11.

Se realizé una Cromatografia de gases acoplada a espectrofotometria de masas
(CG-EM) para determinar el perfil metabdlico de las cepas NI-1 y RE-11. Para la
cepa NI-1 se determind la presencia de 11 compuestos, los cuales de acuerdo a la

literatura son secretados al medio y son metabolitos volatiles (Tabla 4). Asi mismo

Tiempo de
retencion
(m)
con los cromatogramas se determiné que en el medio de cultivo PDB, los

Probabilidad
(%)

Relacion

Bioactividad Referencia
m/z

Compuesto

metabolitos mas abundantes son acetamidas (N-Hidroximetil fluoroacetamida y
Trifluoroacetamida) (Figura 40) y el 6-Pentyl-a-pirona, este ultimo es el metabolito
caracteristico de Trichoderma. En esta cepa también se percibe un olor a coco,
consistente con la presencia del metabolito volatil 6-Pentyl-a-pirona (Figura 41).
Algo interesante de los metabolitos detectados con la cepa NI-1 es que la mayoria
estan involucrados en actividad antimicrobiana. Aunque no se tenga establecido
un punto de cohorte minimo para establecer la identidad de una molécula, muchos
metabolitos de la cepa NI-1 obtuvieron valores de probabilidad con base en
similitudes menores a 20%: el 2-Hidroxi-y —butirolactona (15.5%), el Acido 3,6-
Octadecadinoico (12%) y el Butiraldehido (8.7%) (Figura 41) (Tabla 5). Aunado a
las probabilidades, el numero de picos de la relacion masa-carga (m/z) de las
moléculas detectados mediante la espectrometria de masas concuerda con los
picos de referencia presentes en la base de datos PubChem
(https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/), lo que incrementa las probabilidades de haber

identificado los metabolitos correctamente.

Tabla 5. Metabolitos volatiles de la cepa NI-1 obtenidos tras el analisis CG-
EM. Los metabolitos se obtuvieron de cultivos incubados 96h a 28°C en medio
PDB. 3 réplicas.
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N-Hidroximetil fluoroacetamida 74.3 1.54 51 (Lehmann et al., 2010,;
Trifluoroacetamida 79.4 2.267 27 Precursor de Wuetal., 2017a)
fungicidas
Chlorodifluoroacetamida 69.4 10.485 68
(Borgers, 1980; Jit Sud
2-Formilhistamina 63 7102 37 Fungicida. Ag?nte and Feingold, 1981;
quelante de Niquel Ouedraogo et al.,
2013)
Fungicida. (Bonnarme et al., 1997;
6-Pentyl-a-pirona 56.6 10.507 59 Promotora de Lee etal, 20,16; Prasun
crecimiento vegetal K. Mukherjee et al.,
2012)
(Humphris et al., 2002;
Molécula elicitora 'y Moya, 2017; Siddiquee
2,3-Butanediol 38.8 2.538 35 actividad fungicida et al., 2012; Ubaid et
al.,, 2017;Yietal.,
2016)
(Balde et al., 2010;
Actividad Leylaie and Zafari,
2-Hidroxi-y —butirolactona 15.5 3.665 55 antimicrobiana y 2018; Muiru, 2015;
anticancerigena. Vinale et al., 20063;
Zhang et al., 2018)
Modulador de pH (Altomare et al., 1999;
P . . . ambiental. Herrera-Parra et al.,
Acido 2,3-Dimetilfumarico 56 4.37 70 Solubilizador de 2017; Vinale et al.,
fosfatos. 2014)
(Banaras et al., 2017;
Acido 3,6-Octadecadinoico 12 4.533 86 Fungicida Pohl et al, 201,
Srinivasa and Devi.,
2014)
. .- - . (Saad, 2016;
4H-P|ra.nc_ma. 2_,3-d|h|(.:|ro-3,5- 72.7 5.172 31 Ant.ImIC.I'ObIaI.']O. Velayutham and Karthi,
dihidroxi-6-metil- Antiproliferativo.
2015)
(Hung, 2014; Osorio-
Butiraldehido 8.7 7.026 69 Fungistatico Hernandez et al., 2009;

Qiu et al., 2018)
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Figura 40. Primera seccion del cromatograma de la cepa NI-1. Andlisis por CG-EM del filtrado
de la cepa NI-1. En el eje X se muestra el tiempo de retencion de la molécula detectada y en el eje
Y la abundancia de la molécula en la mezcla. La molécula correspondiente a cada pico esta
indicado por un numero rojo. Solo se presentan los primeros tres compuestos, los cuales fueron los
mas abundantes. Los filtrados se obtuvieron tras incubar la cepa NI-1 en medio PDB a 28°C en

iluminacién y agitacion constante (120 rpm) durante 96 horas.
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Figura 41. Segunda seccién del cromatograma de la cepa NI-1. Analisis por CG-EM del filtrado
de la cepa NI-1. En el eje X se muestra el tiempo de retencion de la molécula detectada y en el eje
Y la abundancia de la molécula en la mezcla. La molécula correspondiente a cada pico esta
indicado por un numero rojo. Los filtrados se obtuvieron tras incubar la cepa NI-1 en medio PDB a

28°C en iluminacion y agitacion constante (120 rpm) durante 96 horas.

Asi mismo, en la cepa RE-11 se determind la presencia de 13 compuestos
volatiles y no volatiles. En este caso los metabolitos mas abundantes fueron dos
acetamidas (N-Hidroxmetil fluoroacetamida y Trifluoroacetamida) (Tabla 6) (Figura
42), similar a lo que ocurrié con la cepa NI-1. En esta cepa también se detectaron
metabolitos antimicrobianos, sin embargo en esta cepa no se detecto la presencia
de 6PP, aunque también hay compuestos compartidos entre las dos cepas, como
la 2-Formilhistamina, ademas de que hay moléculas unicas de la cepa RE-11
como lo es el Ciclopentanol (Figura 43). Como con la cepa NI-1, existen moléculas
con valores de probabilidad bajos (<20%) como el Succindialdehido, el acido 3,6
Octadecadinoico, el ciclopentanol, y la Isoxazolidina, sin embargo los picos de la
relacion masa-carga (m/z) coindicen con los presentados en la base de datos

PubChem (https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/). Resalta que la cepa excrete acido

acético, lo que explicaria la coloracion amarillenta del PDA tras 96 horas de

crecimiento del hongo (Figura 21 y 43) (Tabla 6).
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Tabla 6. Metabolitos volatiles de la cepa RE-11 obtenidos tras el analisis CG-EM. Los

metabolitos se obtuvieron tras 96h de incubacion de la cepa en medio PDB. 3 réplicas.

Tiempo de

Compuesto Probaobnlndad retencion ACEGI Bioactividad Referencia
(%) m/z
(m)
N-Hidroxmetil fluoroacetamida 66.2 1.54 51
Precursor de fungicidas (Lehmann et al.,
Trifluoroacetamida 59.5 1.995 27 2010; Wu et al.,
2017a)
Succindialdehido 19 3.481 62 No determinada
(Banaras et al.,
. - - 2017; Pohl et al.,
Acido 3,6 Octadecadinoico 8.09 4.554 86 Fungicida 2011; Srinivasa and
Devi., 2014)
Al l.,
Modulador de pH (1;;)??_:;:;_
Acido 2,3-Dimetilfumarico 38.1 4.5 70 ambiental. Solubilizador ’
de fosfatos Parra et al., 2017;
) Vinale et al., 2014)
. . - e . (Zubair et al.,
Dimetilpentanol 19 5.01 17 Actividad antimicrobiana 2017)
2016;
4H-Piranona. 2,3-dihidro-3,5- Antimicrobiano. (Saad, 2016;
dihidroxi-6-metil 818 >.172 31 Antiproliferativo Velayutham and
P : Karthi, 2015)
Fuente de carbono de (Ruijter et al
Dianhidromanitol 69.9 6.17 65 reserva. Tolerancia a J2003) v
estrés.
(Dilesh et al., 2012;
Jayashankara and
. Antimicrobiano. Rai, 2008; Priya et
Isoxazolidina 13.3 7.069 23 Fungicida al,, 2006
Sternberg et al.,
2001)
. - (Martinez, 2012;
; F LA
Acido acético 59 15.776 25 ungicida. Actividad i 12 cobo et all,
como fitohormona
2017)
(Borgers, 1980; Jit
_ . Fungicida. Agente Sud and Feingold,
- 23.7 51 7
2-Formilhistamina 3 3.513 3 quelante de Niquel 1981; Ouedraogo
et al.,, 2013)
(Hung, 2014;
Butiraldehido 23.1 2.613 47 Fungistatico Osorio-Hernandez
: : & et al., 2009; Qiu et
al., 2018)
(Balde et al., 2010;
Leylaie and Zafari,
Activi imicrobi 2018; Muiru, 2015;
2-Hidroxi-y —butirolactona 21.2 3.611 55 ct|V|dac.I antlm!croblana 0 8.' uiru
y anticancerigena. Vinale et al.,
2006a; Zhang et
al., 2018)
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Figura 42. Primera seccion del cromatograma de la cepa RE-11. Analisis por CG-EM del filtrado
de la cepa RE-11. En el eje X se muestra el tiempo de retencion de la molécula detectada y en el
eje Y la abundancia de la molécula en la mezcla. La molécula correspondiente a cada pico esta
indicado por un niumero rojo. Solo se presentan los primeros dos compuestos, los cuales fueron los
mas abundantes. Los filtrados se obtuvieron tras incubar la cepa RE-11 en medio PDB a 28°C en

iluminacién y agitacion constante (120 rpm) durante 96 horas
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Figura 43. Segunda seccion del cromatograma de la cepa RE-11. Analisis por CG-EM del
filtrado de la cepa RE-11. En el eje X se muestra el tiempo de retencién de la molécula detectada y
en el eje Y la abundancia de la molécula en la mezcla. La molécula correspondiente a cada pico
esta indicado por un nimero rojo. Los filtrados se obtuvieron tras incubar la cepa RE-11 en medio

PDB a 28°C en iluminacion y agitacion constante (120 rpm) durante 96 horas.

7.11 Sensibilidad a higromicina B en las cepas NI-1 y RE-11

Actualmente se han desarrollado diversas técnicas moleculares para realizar
manipulacion genética del género Trichoderma. Uno de los marcadores de
seleccion mas utilizados es el gen hph, que codifica la higromicina B
fosfotransferasa de Escherichia coli. Este gen ha sido modificado para su
utilizacibn como marcador de seleccion en hongos, confiriendo resistencia a la
higromicina B. Dado que las cepas CBS 433.97 y TR356 de T. asperellum
(Proyecto JGI ID: 403726) y la cepa POS7 de T. koningiopsis (Bioproyecto:
PRJNA356137) ya fueron secuenciadas (Castrillo et al., 2017; Druzhinina et al.,
2018), se evalud su sensibilidad a higromicina B, el cual puede ser utilizado como
marcador de seleccion para posteriores ensayos de biologia molecular, y de esta
manera modificar genéticamente a las cepas en cuestidn. Las dos cepas

mostraron sensibilidad al antibiético, la cepa RE-11 resulté ser mas sensible que la
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cepa NI-1; se determind una concentracion minima inhibitoria (CMI) para la cepa

NI-1 con 100ul/ml, mientras que la CIM de la cepa RE-11 se fue de 50ul/ml
(Figura 40).

CONTROL 6.25ug/ml

12.5pg/ml 25pug/ml 50pg/ml 100pg/ml 200pg/ml 300pg/ml

o RE-11

=

S - =
CONTROL

50pg/ml 100pg/ml 200pg/ml 300pg/ml

LI

Figura 44. Sensibilidad de las cepas NI-1 y RE-11 a higromicina B. Las cepas de Trichoderma

6.25pug/ml 12.5pg/ml 25pg/ml

A) NI-1 y B) RE-11 se inocularon en medio PDA y se incubaron a 28°C en iluminacién constante

por 48 horas. Flechas rojas indicn la concentracién minima inhibitoria (CMI)
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8. DISCUSION

8.1 Identificacion y biodiversidad de los aislados de Trichoderma

La mayor cantidad de cepas de Trichoderma se aislaron de tierra proveniente de
municipios sin mucha producciéon agricola como lo es Pinal de los Amoles y
Toliman (SAGARPA y SFA, 2011), lo cual sugiere que en zonas donde la

agricultura no es tan tecnificada, la diversidad de aislados es mayor.

Respecto a la utilizacion de dos protocolos para la extraccion de ADN gendmico
para la identificacion de los aislados, se observd que aunque el protocolo
propuesto por Vazquez-Angulo y colaboradores (2012) disminuye el tiempo de
extraccion y la cantidad de reactivos, la calidad y concentraciones de ADN fueron
muy bajas, en contraste con el protocolo de Raeder y Broda, esto pudo deberse a
la cantidad de biomasa utilizado, ya que en el protocolo de Raeder y Broda se
utiliza un aproximado de 12 cm® de micelio, mientras que en el protocolo de

Vazquez-Angulo se utilizan Unicamente 2 cm? de micelio.

Al realizar los analisis filogenéticos correspondientes se encontré una mayor
claridad al momento de separar las cepas en distintas especies, como lo indica
Druzhinina y colaboradores ( 2012) al delimitar al clado Longibrachiatum utilizando
arboles concatenados; ya que de usar solo el marcador ITS se hubieran
identificado 8 cepas, mientras que utilizando los arboles concatenados se
identificaron 10 especies, lo que indica que la utilizacion de arboles concatenados
fue la mejor opcidn para identificar y delimitar especies en el género Trichoderma
(Gadagkar et al., 2005; Kullnig-Gradinger et al., 2002).

De manera general se identificaron mediante los analisis previos, al menos 10
especies. La especie mas prevalente se trata de T. viride, aislada principalmente
de la zona centro del estado. Esto probablemente debido a que al ser la zona
agricola mas importante del estado, la degradacién del suelo es mayor, lo que
disminuye la biodiversidad general de microrganismos (Mishra and Whattal-Dhar,

2004; Wachira et al., 2014). La segunda y tercera especie mas prevalentes
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fueronT. koningiopsis y T. harzianum (24 y 17 cepas respectivamente) que son

cepas ampliamente distribuidas alrededor del estado.

Cabe destacar que es el primer trabajo en determinar la biodiversidad total de las
especies de Trichoderma presentes en el estado de Querétaro, sin embargo
existen pocos trabajos enfocados en determinar la riqueza bioldgica de ese género
en este pais. Al depurar los datos encontramos cepas de Trichoderma que ya
fueron aisladas e identificadas en otros estados de México (Tabla 3), sin embargo
también se identificaron cepas que no han sido descritas anteriormente de
acuerdo a la literatura, por lo que serian nuevos registros para el pais, como lo es

T. capillare, T. cerinum, T. atrobrunneumy T. tomentosum.

Asi mismo, se calculé el indice de biodiversidad de Margaleff de acuerdo a la
distribucion de los individuos presentes en relacion a la cantidad de sitios de
colectas. Este tuvo un valor Dug= 3.85, la cual es mayor a la reportada en estudios
previos en el pais, por ejemplo en el agrosistema de cacao en el estado de
Tabasco se tuvo una Dug= 1.75 (Torres-De la Cruz et al., 2015); en la regidn de
los Altos Sur de Jalisco se tuvo una Dyg= 0.71 (Sanchez and Rebolledo, 2010); es
posible que la diversidad biolégica de este género este asociado a la gran
cantidad de ecosistemas y climas presentes en el estado (de la Llata-Gémez et al.,
2006; Instituto Nacional de Estadistica y Geografia-México and GEQ, 2017).

8.2 Antagonismo de los aislados de Trichoderma y caracterizacion de las cepas
NI-1y RE-11

Las especies a las que corresponden los aislados han demostrado ser excelentes
agentes de control biolégico contra distintos hongos fitopatégenos, asi como tener
propiedades benéficas para las plantas (Carrero-Carrén et al.,, 2016; Castrillo,
2016; El Komy et al., 2015; Kong and Hong, 2017; Mbarga et al., 18-22; Sanchez
et al.,, 2015), incluso algunos de ellos ya comercializados (Botero et al., 2015;
Trillas et al., 2006), por lo que los aislados en este trabajos son promisorios
agentes de control biolégico. Ademas se observa que en ambos casos, la cepa

RE-11 pigmenta el medio de cultivo en tonalidades amarillentas (Figura 17),
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producto de la liberacion de metabolitos secundarios cristalizados (Mohammad et
al., 2011; Sun et al., 2016).

Enfocandonos en la cepa NI-1 y la cepa RE-11, observamos que las cepas tienen
preferencia por un mejor desarrollo en medio de cultivo PDA, que en medios
minimos suplementados con diferentes fuentes de carbono (Figura 19),
concordante con lo mencionado por Nieto-dJacobo y colaboradores (2017) indican
que al ser un medio completo, con una mayor cantidad y diversidad de fuentes de
carbono y nitrogeno, se optimiza el crecimiento de Trichoderma (Nieto-Jacobo et
al., 2017). Respecto a la viabilidad de la produccion a gran escala de potenciales
biofungicidas, es de considerar, ya que respecto al medio minimo de Vogel’s, el
medio PDA es mas costoso, aunque en sus ventajas esta el inducir la mayor
cantidad de vias metabdlicas de Trichoderma para la secrecion de metabolitos

secundarios.

El que la inhibicién por parte de los metabolitos de Trichoderma sea mas efectiva
al inducirlos en medios completos es algo que ya se habia comentado en otros
ensayos, al evaluar la eficacia de la produccion de diferentes metabolitos
secundarios de Trichoderma al crecer al hongo en medio PDB o medio Czapek,
posiblemente debido a que estos medios contienen el pH ideal para la biosintesis
de los fungicidas, asi como grandes fuentes de carbono (Evidente et al., 2003;
Nieto-Jacobo et al., 2017; Shokri and Emtiazi, 2010). Estas caracteristicas
impactan en la biosintesis de acido indol-acético, moléculas tipo auxinas y pironas.
Ademas se sabe que el crecer a Trichoderma en medio Murashige y Skoog (MS)

también permite una gran biosintesis de 6PP (Garnica-Vergara et al., 2016).

8.3 Actividad antifungica de filtrados

Los resultados obtenidos en este trabajo son similares al trabajo de Rothmann
(2006), en el que indica que los metabolitos secundarios con actividad antagénica
de una cepa de T. harzianum son secretados durante la fase exponencial tardia y
en la fase estacionaria. Asi mismo, la literatura indica que la mayor actividad

biosintética de metabolitos por Trichoderma y de otros hongos ocurre durante la
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fase estacionaria de cultivo; Streptomyces hygroscopicus es capaz de secretar
metabolitos durante la fase exponencial que inhiben significativamente el
desarrollo de R. solani 'y de S. rolfsii (Prapagdee et al., 2008). De igual manera, se
ha visto que existe una mayor concentracién de celulasas, pectinasas, amilasas,
quitinasas y glucanasa [(-1,3 durante la fase exponencial de crecimiento de T.
viride (Naglot et al., 2015). Aunque en este trabajo se observd una inhibicion por
metabolitos durante la fase exponencial en los ensayos de antibiosis, los ensayos
de antibiosis en medio sélido fueron mas eficientes; sugiriendo que la produccion
de metabolitos secundarios secretados al medio de cultivo es favorecida en un
medio solido, aunque no podemos descartar que bajo estas condiciones las cepas
de Trichoderma producen otros metabolitos con mayor actividad antagonica.
Diferentes autores refieren a que el soporte es esencial para la secrecion de
moléculas en distintos hongos; Romero-Goémez y colaboradores (2000)
incrementaron la tasa de produccion de invertasa por parte de Aspergillus niger en
un cultivo semisodlido, aunque los niveles de produccién fueron mayores en un
medio sdélido. Asi mismo afirman que la mayor productividad en la secrecién de la
enzima se debia a un mejor crecimiento por parte del hongo. Sin embargo para
fines biotecnoldgicos, la separacién de moléculas de medio semisélido resulta mas

rentable (Romero-Gomez et al., 2000).

La cepa NI-1 correspondiente a T. asperellum tuvo actividad antagdnica en contra
de hongos fitopatégenos, como se ha abordado en otros estudios (Carrero-Carrén
et al.,, 2016; El Komy et al., 2015; Mbarga et al., 18-22); sin embargo el
antagonismo fue mayor al aplicar el filtrado directamente sobre el micelio. Yang y
Xu (2013), obtuvieron resultados similares en el antagonismo aplicando los
filtrados suplementados en placa, ya que una cepa de T. asperellum no tuvo
niveles de inhibicién tan significativos. Sin embargo en un ensayo realizado por
Hamed y colaboradores ( 2015), los filtrados de una cepa de T. asperellum si
inhibieron de manera significativa el desarrollo de F. oxysporum, S. rolfsii y F.
solani, siendo incluso mas inhibitorio que otras cepas de Trichoderma. De igual
manera una aplicacion directa sobre el micelio de F. oxysporum y R. solani de

filtrados de T. asperellum fue de las mejores estrategias para el control de estos
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hongos. Asi mismo, en otros estudios encuentran que la aplicacion de filtrados de
cepas de T. asperellum pueden ser utilizados para el control de patégenos post
cosecha, como lo menciona el trabajo de Alka y Prajapati (2017), en el que los
filtrados de T. asperellum inhiben hasta en un 75% el desarrollo de Rhizopus
oryzae. Se conoce que los filtrados de T. asperellum contienen precursores de
moléculas antimicrobianas o moléculas ya bioactivas que pueden dafar la
estructura de la pared celular de fitopatogenos (Tondje et al., 2007; Wu et al.,
2017a). La aplicacién de los filtrados sobre el micelio coincide con la observacion
de Claydon y colaboradores (1987), en la que menciona que el mejor método para
la inhibicion de fitopatdogenos es a través del contacto directo del micelio y las

estructuras reproductivas con las moléculas antibidticas.

Asi mismo, trabajos sobre la inhibicibn de hongos fitopatégenos con T.
koningiopsis ya se han realizado teniendo resultados prometedores (Castrillo,
2016; Kong and Hong, 2017); sin embargo respecto al analisis de las moléculas
secretadas por este hongo, resaltan las koningininas, de las que se les atribuye
una gran actividad antimicética en contra de F. oxysporum, Fussarium flocciferum,
entre otros (Hu et al., 2017; McMullin et al., 2017). Respecto a los experimentos
utilizando los filtrados de este hongo sobre fitopatégenos, se sabe que es capaz
de inhibir el desarrollo de B. cinerea al aplicarlo directamente en fruto o en micelio,
y que incluso es capaz de inhibir la germinacién de esporas (Li et al., 2016). En
contraste con los resultados obtenidos por Zafari y colaboradores (2008) la cepa
T. koningiopsis producia mas metabolitos antifungicos, esto puede deberse debido
a las caracteristicas de la cepa, ya que entre la misma especie no todas las cepas
secretan el mismo metabolito o la misma concentracion (Harman et al., 2012;
Reino et al., 2008), o también puede deberse a que el tiempo maximo de filtrado
en su estudio fueron las 48h, tiempo en el que en nuestros ensayos tampoco se
observaba una variacion en el crecimiento de los diferentes hongos fitopatogenos
(Figura 28). De igual manera, ya se han observado ensayos en el que los filtrados
de T. koningiopsis son efectivos en contra del desarrollo de hongos fitopatdgenos,
en especial si estos estan en contacto con micelio vegetativo de Sclerotium rolfsii y

Verticillium dahliae (Isaias et al., 2014). De igual manera se sabe que una de las
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cepas de Trichoderma mas efectivas para el control de una gran gama de hongos
fitopatogenos, Trichoderma sp. H921 (una cepa afin a T. koningiopsis), es capaz
de secretar un gran arsenal de precursores antimicrobianos y enzimas hidroliticas
que afectan el desarrollo de Magnaporthe oryzae (Nguyen et al., 2016), que es el
fitopatdgeno con mayor importancia agricola (Dean et al., 2012), por lo que la
confrontacién en contra de nuevos fitopatdbgenos es importante para conocer si

tiene niveles de antagonismo similares a la cepa H921.

En el caso de la germinacion con esporas, los filtrados parecen tener un efecto
fungistatico como se menciond previamente, lo que comprueba que los filtrados
estan compuestos de moléculas organicas de facil degradacion, por lo que deben
de ser aplicadas continuamente para observar la nula germinacién y viabilidad de
las esporas. Contrastan los resultados obtenidos con los de otros estudios en el
que las esporas si inhiben la viabilidad de las esporas (Nguyen et al., 2016; Thi et
al., 2012). Resalta el hecho de que las esporas de C. gloeosporioides se inhiban
mas con el filtrado de la cepa RE-11, mientras que las esporas de la cepa F.
oxysporum se inhiban mas con el filtrado de la cepa NI-1, por lo que un efecto
sinergistico entre los filtrados de estas cepas podria incrementar el intervalo de

cepa sobre las que el filtrado podria actuar.

8.4 Efecto antifungico de filtrados liofilizados

Los metabolitos filtrados de las cepas NI-1 y RE-11 mostraron tener una tenue
actividad fungicida, probablemente debido a que las moléculas activas se
encontraban diluidas en el medio de cultivo PDB, por lo que se procedié a
concentrar los metabolitos. Se ha reportado que la liofilizaciéon es un método para
concentrar y conservar una gran cantidad de proteinas y metabolitos secundarios,
como pueden ser pigmentos, terpenos, carbohidratos, entre otros(Carpentier et al.,
2007; de Castro and lzquierdo, 1990). Antes de la liofilizacion, las muestras se
sometieron a un proceso de rapida congelacion utilizando nitrégeno liquido con
dos objetivos: 1) mantener estructuralmente a los metabolitos y prevenir su
degradacion (de Castro and Izquierdo, 1990; Haukaas et al., 2016; Lubbe et al.,

2013) y 2) provocar la formacién de cristales de hielo intracelular que mate a las
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células presentes en el filtrado, y obtener mezclas estériles (Farrant et al., 1977;
Sheets, 2015).

Estudios previos concuerdan en la utilizacibn de compuestos liofilizados para
incrementar la eficacia de metabolitos de Trichoderma para inhibir el desarrollo de
hongos fitopatdogenos. Eziashi y colaboradores ( 2010) utilizan toxinas producidas
por diferentes especies de Trichoderma para el control de Ceratocystis paradoxa,
sin embargo en este trabajo se utilizaron concentraciones a partir de los 0.2 g/ml,
a partir del cual se comenzaba a observar un efecto sobre el crecimiento del
fitopatogeno. En contraste, los filtrados de las cepas RE-11 y NI-1 tienen una
mayor actividad antagdnica (partir de 0.4 y 0.5 mg/ml), aunque esto
probablemente debido a la presencia de mas moléculas con actividad fungicida.
Asi mismo, en el trabajo de Eziashi y colaboradores ( 2010) colocan el liofilizado
directamente sobre el disco de micelio de C. paradoxa, tal y como se realizé en
este trabajo para asegurar el contacto directo entre la molécula fungicida con las

hifas del fitopatogeno.

Asi mismo, nuestros resultados son similares a los presentados por Mutawila y col.
(Mutawila et al., 2016a) en el que observan una clara inhibicién de 4 fitopatégenos
de vid a partir de 0.5 mg/ml de 6PP, ademas de que el 6PP aislado de las cepas
de Trichoderma que utilizaron tienen un comportamiento dosis dependiente, algo
similar a lo que paso6 en nuestro trabajo en el que los filtrados de las cepas NI-1y
RE-11 también tienen este comportamiento. En el trabajo de Dutta y
colaboradores (2018) trabajaron con R. solani, F. oxysporum, Colletotrichum
capsici 'y S. sclerotiorum de igual manera observaron una inhibicién a partir de 0.5
mg/ml, asi como un comportamiento inhibitorio dosis dependiente, por lo que la
utilizacién de filtrados de las cepas RE-11 y NI-1 a concentraciones superiores a 1

mg/ml pueden inhibir por completo el crecimiento de hongos fitopatégenos.

En el trabajo realizado por Jana y Mandal (2017), observaron una inhibicién de S.
rolfsii utilizando filtrados de Trichoderma a partir de 50 mg/ml, mientras que en
nuestro trabajo S. rolfsii se inhibié a partir de 0.2 mg/ml, observando la mayor

inhibicién a 1 mg/ml en el caso de la cepa RE-11 y 0.7 mg/ml con la cepa NI-1. En
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otros ensayos observan una inhibicion de F. oxysporum a partir de los 50 mg/ml
(PETRISOR et al., 2017), mientras que los metabolitos producidos por las cepas
RE-11y NI-1 los inhiben a partir de los 0.2 mg/ml y 0.4 mg/ml, por lo que las cepas
RE-11 y NI-1 son interesantes ya que producen una gran cantidad de metabolitos
con actividad fungicida capaces de inhibir el desarrollo de fitopatégenos a

concentraciones muy bajas.

Asi mismo, los filtrados de las cepas RE-11 y NI-1 retardan el crecimiento de las
esporas de C. gloeosporioides y F. oxysporum a los 0.6 y 0.7 mg/ml
respectivamente, una concentracidn menor a la reportada en trabajos previos:
Sakpetch y colaboradores ( 2018) utilizaron concentraciones de entre 5 mg/ml de
un filtrado de una cepa de T. asperellum para inhibir la germinacién de esporas de
Penicillium citrinum, Aspergillus flavus, Fusarium moniliformwase y Rigidoporus
microporus; sin embargo comparado con fungicidas comerciales estos no son
capaces de inhibir la germinacion de esporas o deformarlas (Chiocchio et al.,
2000), por lo que la utilizacion de filtrados debe realizarse de manera concentrada
y continua (Dutta et al., 2018).

El uso de los metabolitos concentrados es una estrategia que ayuda a incrementa
la efectividad del control biologico, sin embargo la concentracién utilizada en estos
experimentos in vitro no coincide con ensayos in vivo, por lo que realizar ensayos
de control biolégico en suelo con las cepas RE-11 y NI-1 implicaria utilizar
concentraciones mas altas que las reportadas en este trabajo. De igual manera
para incrementar la concentracion de metabolitos secretados por las cepas RE-11
y NI-1, estos se deben de estimular con micelio de fitopatdbgenos, ya que las
concentraciones de metabolitos pueden incrementarse hasta el doble que su

secrecion basal (F. Vinale et al., 2009).

8.5 Metabolitos de Trichoderma analizados a través de CG-EM

El metabolismo anabdlico tiene como funcidn el sintetizar moléculas funcionales
aprovechando la energia liberada durante el metabolismo catabdlico. Trichoderma

aprovecha la energia liberada producto de la via glicolitica para catabolizar
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carbohidratos, y de esta manera producir macromoléculas y un gran arsenal de
metabolitos secundarios: peptaiboles, piperazinas, terpenos, pironas, poliquetidos,
sideréforos, entre otros (Bansal and Mukherjee, 2016; Nascimento Silva et al.,
2014). Se sabe que bajo condiciones normales, la glucosa es la fuente de carbono
mas utilizada por Trichoderma que entra directamente a la glicolisis (P. K.
Mukherjee et al., 2012; Nascimento Silva et al., 2014), sin embargo la mayoria de
sus metabolitos secundarios provienen de vias metabdlicas alternas,
principalmente a través de la degradacion de carbohidratos (Nascimento Silva et
al., 2014), como los presentes en el extracto de papa, que es uno de los
componentes de los medios de cultivo PDB y PDA, que fueron los mas apropiados

para producir una gran cantidad de moléculas fungicidas.

Desde una perspectiva genética, Trichoderma se considera una biofabrica para la
biosintesis de moléculas antimicrobianas, por lo que se han realizado grandes
avances sobre la biosintesis de estos compuestos desde una perspectiva genética
y genodmica (Karimi-Aghcheh et al., 2013; P. K. Mukherjee et al., 2012; Zeilinger et
al., 2016). En diferentes hongos se sabe que un regulador maestro para la sintesis
de metabolitos secundarios es la histona-metiltransferasa LAE1, el cual trimetila
histonas en la lisina 9 de la histona H3 (H3K9me3) (Karimi-Aghcheh et al., 2013, p.
1), asociado a un estado transcripcional activo de diferentes genes, incluidos los
relacionados a la sintesis de metabolitos secundarios y el metabolismo de
diferentes fuentes de carbono y nitrégeno (Karimi-Aghcheh et al., 2013), entre
ellos el factor de transcripcion Tchtf1, el cual regula la sintesis del 6-pentil-a-pirona
(6PP) (P. K. Mukherjee et al., 2012; Zeilinger et al., 2016).

En este trabajo se determin6é que los principales metabolitos secretados de las
cepas NI-1 y RE-11 fueron las acetamidas, las cuales ya se les ha caracterizado
como precursores de la sintesis de fungicidas en T. asperellum (Wu et al., 2017b).
Ademas las acetamidas son parte fundamental para la regulacién de su desarrollo
y crecimiento, ya que estan involucradas directamente en la biosintesis de la
auxina Indol-3-acido acético (IAA). Las acetamidas son precursores directas de las

biosintesis de IAA (Lehmann et al., 2010, p.), por lo que las acetamidas que
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secreta Trichoderma puede tener esa doble funcidén: como precursor de fungicidas
y ser ademas una fitohormona. Datos sobre la biosintesis de acetamidas no han

sido reportados.

En la cepa NI-1 otro de los principales metabolitos presentes en su filtrado fue el
6PP. Este fue el primer compuesto volatii con actividad antimicrobiana
caracterizado en el género Trichoderma (Cardoza et al., 2005). El 6PP ejerce
actividad fungicida en contra de diferentes hongos, como R. solani, Fusarium spp.,
B. cinérea, entre otros (Cardoza et al., 2005; Lee et al., 2016; Vinale et al., 2006b).
Este metabolito como su nombre lo indica tiene un dominio pentil el cual le
confiere una alta lipofilicidad, por lo que es captado facilmente por las membranas
de las células de los hongos fitopatdgenos, pudiendo afectar la membrana celular,
la membrana del reticulo endoplasmatico o la membrana nuclear (Pezet et al.,
1999; Poole and Whitaker, 1997). Ademas se sabe que la pérdida de este domino
pentil reduce drasticamente su toxicidad y la mortalidad de células de otros
hongos (Poole and Whitaker, 1997).

El 6PP de la cepa NI-1 ya ha sido caracterizada previamente en algunas cepas de
esta especie (T. asperellum) (Lee et al., 2016). Se cree que la biosintesis de este
metabolito ocurre a partir de reacciones, de las cuales la mas importante en la B-
oxidacion de acidos grasos (Serrano-Carreon et al., 1993). Se sabe que en el
extracto de papa utilizado para la formulaciéon del medio de cultivo PDA y PDB
existe una alta concentracién de acido lindleico (Dobson et al., 2004; Galliard et
al., 1975; Ramadan and Oraby, 2016), por lo que la cepa NI-1 captaria esta
molécula para sintetizar el 6PP. Otra estrategia seria aprovechando la alta
concentracion de carbohidratos presentes en el medio, los cuales los incorporaria
a la via de degradacién de fosfolipidos para sintetizar acidos grasos, los cuales

utilizaria para la biosintesis del 6PP (Bremer et al., 1960).

Aunque en diferentes estudios se reporta como un metabolito fungicida, capaz de
inhibir el desarrollo vegetativo de diferentes hongos en concentraciones dosis-
dependientes (Mutawila et al., 2016b; Pezet et al.,, 1999), existen estudios que

determinan que presenta una actividad fungistatica (El-Hasan et al., 2007); similar
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a lo que se observo en el desarrollo de este proyecto en el que los metabolitos de
la cepa NI-1 tenian un efecto fungistatico en el desarrollo de los cuatro hongos

fitopatdogenos evaluados.

Otros metabolitos presentes en las cepas RE-11 y NI-1 consisten en la 2-
formilhistamina, que también es llamado imidazol, del que se ha caracterizado
actividades antimicrobianas en diferentes hongos, principalmente levaduras, a
través de la inhibicion de a sintesis de ergosterol (Borgers, 1980; Jit Sud and
Feingold, 1981), y por lo tanto dafo en la membrana citoplasmatica, y también
como agente quelante de niquel (Nongmaithem et al., 2016). Ademas, se ha
caracterizado una inhibicién en la formacion de estructuras reproductivas en
hongos patdégenos (Jit Sud and Feingold, 1981, 1981).

El acido acético también es un metabolito ya caracterizado en una gran cantidad
de especies de Trichoderma, entre ellas T. asperellum y T. koningiopsis (Lee et
al., 2016); esta molécula al ser secretada el medio puede alterar el pH ambiental
(Martinez, 2012), por lo que Trichoderma podria restringir e inhibir el desarrollo de
microorganismos con el fin de apoderarse de un nicho. Similares son los efectos
producidos por el acido fumarico secretado por la cepa NI-1 y RE-11, que modula
el pH del suelo afectando el establecimiento de nematodos y hongos (Herrera-
Parra et al., 2017; Vinale et al., 2014). Ademas el acido fumarico es capaz de
solubilizar fosfatos, haciéndolos biodisponibles para las células vegetales
(Altomare et al., 1999).

El 2,3-butanediol es un metabolito volatil caracterizado en T. harzianum, T.
longibrachiatum 'y T. pseudokoningii (Moya, 2017; Siddiquee et al., 2012), ademas
de ser un metabolito secretado por cepas de Bacillus subtilis (Yi et al., 2016). Este
metabolito se ha caracterizado por presentar una actividad antimicrobiana,
inhibiendo el desarrollo de bacterias fitopatdgenas y hongos fitopatégenos
(Serpula lacrymans) (Humphris et al., 2002). Ademas, se le ha adjudicado una
molécula elicitora capaz de inducir resistencia sistémica en plantas (Ubaid et al.,
2017; Yi et al., 2016).
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El acido nicotinico es un metabolito caracterizado en T. harzianum, T. viride y T.
longibrachiatum (Dahm y Ciesielska, 2009; Manganiello et al., 2018). Este se ha
considerado como una molécula elicitora (Manganiello et al., 2018; Moscatiello et
al., 2018), aunque se considera un metabolito que se secreta al existir la presencia
de un planta (Dahm y Ciesielska, 2009), sin embargo, la cepa NI-1 no necesito de

la presencia de células vegetales para secretarla.

Las lactonas son compuestos comunes en el género Trichoderma, aunque primero
se caracterizaron en el género Aspergillus (Muiru, 2015; Zhang et al., 2018). Estos
compuestos ya se han reportado en cepas de T. asperellum y se les ha adjudicado
una actividad antiproliferativa y antimicrobiana (Balde et al., 2010; Leylaie and
Zafari, 2018). El acido 3,6-octadecadinoico, se considera una metabolito con
actividades fungicidas, ademas de ser caracterizado en diferentes cepas de
Trichoderma (Banaras et al., 2017; Pohl et al., 2011; Srinivasa and Devi., 2014).

Los aldehidos constituyen uno de los principales metabolitos secundarios de las
cepas de Trichoderma, estando conservados en diferentes especies (Hung, 2014;
Qiu et al., 2018). En el caso de la cepa RE-11 y NI-1 se reportd la presencia de
butiraldehido, asi mismo en la cepa RE-11 también se detectdé la presencia de
succindialdehido, molécula caracterizada en T. viride y T. asperellum (Hung, 2014;
Osorio-Hernandez et al., 2009), y del que se ha reportado una actividad
fungistatica, ya que es un metabolito volatil de facil disipacién y degradacion en el
ambiente (Osorio-Hernandez et al., 2009). En la cepa RE-11 se detecto
dimetilpentanol e isoxazolidina, moléculas ampliamente caracterizadas como
fungicidas (Dilesh et al., 2012; Jayashankara and Rai, 2008; Lee-Pei et al., 2018;
Priya et al., 2006).

De manera general se observé que muchos metabolitos que secreta la cepa RE-
11 y NI-1 presentan una actividad fungicida o fungistatica, de acuerdo a lo
reportado en otros estudios, sin embargo dicha actividad puede ser directa (6PP o
el imidazol) o de forma indirecta (acidificando el medio). Asi mismo estas cepas
secretan moléculas que pueden ser aprovechadas por las plantas como

fitohormonas o como compuestos elicitores.
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9. CONCLUSIONES

El estado de Querétaro presenta una gran diversidad de cepas de Trichoderma,
superior incluso a las presentes en otras regiones de México. Ademas se trata del
primer estudio que determina las identidades de cepas de este género en la

region.

Se implementd la reconstruccion filogenética utilizando una matriz con secuencias
concatenadas para determinar las identidades, resultando en una mejor resoluciéon
al identificar 10 especies, mientras que al hacer los andlisis sin concatenar las

secuencias, las cepas se agrupaban solo en 8 especies distintas.

La gran cantidad de especies de Trichoderma puede estar correlacionada con la
diversidad de climas y ecosistemas presentes en el estado, sin embargo no se
tomaron muestras de suelo de todos los municipios del estado de Querétaro. La

especie con mayor prevalencia en el estado se traté de Trichoderma atroviride.

Al realizar los ensayos de antagonismo con las cepas aisladas, solo dos de ellas
tienden a secretar antimicoticos capaces de inhibir a R. solani, F. oxysporum, S.

rolfsiiy C. gloeosporioides (>75%).

Al conjuntar los datos de los analisis filogenéticos con los datos de la antibiosis, se
determind que las cepas con mayor capacidad inhibitoria se tratan de T.

koningiopsis (RE-11)y T. asperellum (NI-1).

Las cepas NI-1 y RE-11 son potenciales agentes de control biolégico en contra de
los fitopatogenos estudiados, ademas de que pueden ser aplicados en conjunto
con un sistema integral de control de plagas a través de la aplicacion de sus

moléculas filtradas.

El mayor efecto inhibitorio de las cepas se logra al crecerlas en medios sélidos y
utilizando medio PDA, por lo que la presencia de acidos grasos en el medio, asi
como el estado conformacional del medio influye en la cantidad o el tipo de

moléculas secretadas al medio.
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La liofilizacion es un proceso adecuado para concentrar las moléculas antibidticas
de Trichoderma, asi como para eliminar residuos de células que puedan
contaminar las formulaciones, a diferencia de los filtrados obtenidos directos del

medio que presentaban contaminacion.

Las cepas RE.11 y NI-1 secretan al medio moléculas con actividades fungicidas o
antimicrobianas, sin embargo estas deben ser concentradas para potenciar el

efecto inhibitorio.

Las moléculas de Trichdoerma tienen un efecto fungistatico, retardando el
crecimiento micelial de los fitopatégenos estudiados, asi como la germinacién de

las esporas de F. oxysporumy C. gloeosporioides.
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10.PERSPECTIVAS

En este trabajo se aislaron un total de 133 cepas de Trichoderma, y aunque esto
sea una aproximacion a la diversidad total del estado, es necesario la colecta y
aislamiento de mas cepas de Trichoderma para incrementar la coleccién. Esto
puede llevarse a cabo tomando muestras de suelo asociado a rizosfera de plantas
de importancia agricola o cultural en los municipios donde no se colecté suelo.
Ademas se pretende utilizar mas marcadores moleculares para asegurar la

correcta identificacion.

Asi mismo, se sabe que Trichoderma es capaz de inhibir el desarrollo de hongos
fitopatdgenos de diferentes maneras, no solo a través de un sistema de antibiosis
por metabolitos volatiles, por lo que es necesario explorar los otros mecanismos

de las cepas, asi como incrementar el numero de fitopatdgenos a estudiar.

Desarrollar ensayos de interaccion plantas-Trichoderma, y su capacidad
promotora de crecimiento vegetal o de induccidn de mecanismos de defensa, con
énfasis en aquellas cepas que mostraron una importante actividad antagonica

contra los hongos fitopatdgenos estudiados.

A pesar de tener dos cepas productoras de moléculas antibiéticas de amplio
espectro, existen cepas que pueden inhibir a los cuatro fitopatoégenos estudiados
en mas de un 94%; por lo que no se descarta la implementaciéon de estas cepas

en un sistema sinérgico para la prevencion de infecciones vegetales.
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