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RESUMEN

El uso intensivo de plaguicidas toxicos para el control de plagas y enfermedades en
la agricultura tiene un elevado costo social y medioambiental, afectando los
ecosistemas y la salud humana. Una alternativa de reemplazo son los productos
con microorganismos benéficos, particularmente los desarrollados a base del hongo
Trichoderma que pueden sustituir fungicidas quimicos. Trichoderma posee diversos
mecanismos por los cuales puede afectar a la mayoria de los hongos fitopatégenos,
ademas promueve el crecimiento vegetal. En este trabajo, se evaluo la capacidad
antagonica de 65 cepas de Trichoderma contra siete fitopatdgenos de tomate
(Alternaria alternata, Botrytis cinerea, Colletotrichum gloeosporioides, Fusarium
oxysporum, Phythophtora capsici, Rhizoctonia solani y Sclerotium rolfsii), por la via
del micoparasitismo, compuestos volatiles y metabolitos difusibles, ademas se
estudid por microscopia confocal la interaccibn de Trichoderma-gfp contra el
fitopatdégeno R. solani. Por otro lado, se evalué la capacidad de solubilizar fosfatos
tricélcicos, produccion de sideroforos 'y acido indol acético, mediante pruebas
bioquimicas y métodos colorimétricos, para evaluar el efecto de las sustancias
producidas se realiz6 un experimento de inoculacion de Trichoderma spp. en
semillas de tomate. Los experimentos de antagonismo demostraron que algunas
cepas de Trichoderma poseen amplio espectro de biocontrol sobre los siete hongos
fitopatdgenos y otras tienen especificidad para afectar a un patégeno en particular
y por un mecanismo de accion individual. El estudio de microscopia demostré el
efecto ‘antagonico de Trichoderma contra R. solani, observando evidentes dafos
celulares en el hongo fitopatégeno. También mostraron capacidad de solubilizar
fosfatos tricélcicos, producir compuestos siderdforos y sustancias promotoras de
crecimiento vegetal como el &cido indol acético y se corrobor6 el efecto
bioestimulador de crecimiento vegetal en plantulas de tomate en condiciones de

invernadero.

Palabras clave: Trichoderma, control biol6gico, bioestimulacién, antagonismo.



ABSTRACT

The intensive use of toxic pesticides to control pests and diseases in agriculture has
a high environmental and social cost, affecting ecosystems and human health. A
replacement alternative are products with beneficial microorganisms, particularly as
those developed based on the Trichoderma fungus that can substitute chemical
fungicides.

Trichoderma has various mechanisms by which it can affect most phytopathogenic
fungi, it also promotes plant growth. In this work, the antagonistic capacity off 65
Trichoderma strains against seven tomato phytopathogens (Alternaria alternata,
Botrytis cinerea, Colletotrichum gloeosporioides, Fusarium oxysporum,
Phythophtora capsici, Rhizoctonia solani and Sclerotium rolfsii), was evaluated via
mycoparasitism, volatile compounds metabolites and difusible metabolites, the
interaction of Trichoderma-gfp against the R. solani phytopathogen was also studied
by confocal microscopy. On the other hand, the ability to solubilize tricalcium
phosphates, production of siderophores and indole acetic acid were evaluated,
through biochemical tests and colorimetric methods, to evaluate the effect of the
substances produced, an inoculation experiment of Trichoderma spp. in tomato
seeds. The antagonism_experiments showed that some Trichoderma strains
possess a broad spectrum of biocontrol over the seven phytopathogenic fungi and
others have specificity to affect a particular pathogen and for an individual
mechanism of action. The microscopy study demonstrated the antagonistic effect of
Trichoderma against R. solani, observing evident cellular damage in the
phytopathogenic fungus. Also, the ability to solubilize tricalcium phosphates,
produce siderophore compounds and plant growth promoting substances such as
indole acetic acid and the biostimulatory effect of plant growth in tomato seedlings

under greenhouse conditions was confirmed.

Keywords: Trichoderma, biological control, biostimulation, antagonism.
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l. INTRODUCCION
Actualmente en la agricultura se emplean productos de origen quimico para el
control de plagas y enfermedades, asi como fertilizantes sintéticos para la nutricion
de los cultivos. Por un lado, éstas practicas son claves para cosechar con éxito los
productos vegetales y, por otro lado, se han demostrado consecuencias negativas

gue afectan principalmente la salud humana y a los ecosistemas.

Como una alternativa para el control quimico, se comercializan y aplican productos
a base del hongo del género Trichoderma, porque diversos estudios han
demostrado que dicho hongo posee distintos mecanismos que controlan y/o
suprimen a organismos causantes de enfermedades en plantas. Entre esos
mecanismos, los mas explorados son el micoparasitismo, la antibiosis y la induccién
de sistemas de defensa sistémicos (Chet et al. 1998; Hjeljord y Tronsmo, 1998).
Existe una gran cantidad de estudios acerca de la capacidad biocontroladora de
Trichoderma spp. sobre otros hongos, mientras que su empleo como mejoradores
de la nutricion vegetal (biofertilizantes), no se ha explorado extensa y
detalladamente (Altomar, 2011).

Los productos biotecnol6gicos de uso agricola a base de Trichoderma spp,
representan una alternativa de reemplazo para los de origen sintético, que mediante
su incorporacion permiten desarrollar una produccion agricola menos dafiina. Para
la formulacién adecuada de estos productos, se deben considerar aspectos
especificos sobre la biologia del microorganismo a emplear, validando y conociendo
sus interacciones planta-Trichoderma-patdgeno, se asegura en mayor medida el
desarrollo y eficiencia de los inoculantes. El presente trabajo pretende validar la
efectividad biologica de las cepas de Trichoderma que se tiene en el Laboratorio de
Microbiologia Molecular de la Universidad Autbnoma de Querétaro, de tal manera
gue se localicen y seleccionen las cepas promisorias para su manejo a nivel

industrial y/o comercial.



II. REVISION DE LITERATURA
2.1 Taxonomia

2.1.1 Clasificacion

El género Trichoderma fue descrito por primera vez por Person (1794) y la
clasificacion actual del género Trichoderma es: Reino: Fungi, Superdivision:
Dikarya, Division:  Ascomycota, Subdivision:  Pezizomycotina, = Clase:
Sordariomycetes, Subclase: Hypocreomycetidae, Orden: Hypocreales, Familia:
Hypocreacea, Género: Trichoderma. Acualmente (diciembre de 2020) se tienen 442

registros de especies en la base de datos Mycobank (2020).

2.1.2 Caracteristicas macroscopicas

Las colonias de Trichoderma en medio de cultivo, presentan un crecimiento rapido
formando una capa delgada de micelio sobre la superficie del agar, el micelio es por
lo general de color blanco y fino, conforme madura se presentan penachos blancos
y algodonosos de micelio formando una red densa, posteriormente se producen

esporas en su mayoria de color verde olivo (Barnett y Hunter, 1982).

Figura 1. Cepa de Trichoderma sp., creciendo en medio de cultivo solido PDA. Se

aprecia la pigmentacion verde olivo debido a la abundante esporulacion.



2.1.3 Caracteristicas microscépicas

Las caracteristicas microscopicas por las cuales se puede identificar las especies
del género Trichoderma, es que presenta conidioforos hialinos muy ramificados en
forma piramidal o cénica dando origen a esterigmas con extremos hausados, las
fidlides son mas estrechas en la base que en la parte superior, simples o en- grupos,
no verticilados, las esporas que emergen de las fidlides, son unicelulares, ovoides
y de color verde en la mayoria de especies, sin embargo, escasamente se llegan a

presentar especies con formacion de esporas hialinas (Barnett y Hunter, 1982).

—

Figura 2. Conidiéforo de Trichoderma sp. vista al microscopio compuesto, objetivo
de 40 X. A) Conidi6foro en formacion, fialides con extremos ahusados y en produccion de
una conidiospora; B) Conidioforo desarrollado, ramificado y con esporas agrupadas en la
parte terminal de las fialides.

2.2 Habitat y distribucién

El género Trichoderma esta compuesto por un grupo de hongos micromicetos que
se encuentran presentes en diversos tipos de suelo, principalmente aquellos con
abundancia de materia organica y con alta densidad de raices de plantas.
Trichoderma se pude encontrar en diferentes nichos ecolégicos, se pude hallar
ademas asociado a la superficie de plantas y cortezas de madera en

descomposicion (Harman, 1990).



De acuerdo a lo sefialado por Samuels (2006), se han colectado especies de
Trichoderma en todas las latitudes, sin embargo, T. polysporum y T. minutisporum
estan restringidas a zonas frias (5.6 a 13.1 °C), por otro lado T. viride es poco
frecuente en este tipo de zonas, lo mismo se puede decir de las especies T.
aeuroviridae, la cual se reporta limitada al Reino Unido y al norte de Europa
(Lieckfeldt et al. 2001). La especie T. reesei ha sido aislada de las Islas Salomoén
del Pacifico (Kuhls et al. 1996) y esta limitada a una banda ecuatorial estrecha,
también ha sido aislada por Lieckfeldt et al. (2000) en la Guayana Francesa y Brasil.
Samuels et al. (2000) aislaron T. stromaticum en zonas tropicales de sur América y
en asociacion con arboles de cacao en una distribucion muy restringida. La especie
T. longibrachiatum ha sido encontrada en América del Norte y del Sur, Europa,
Africa e India, pero no se ha encontrado en el Sudeste Asiatico o Australasia, por
otro lado T. citrinoviride se encuentra distribuida en Norte y Sur America, Europa,
Australasia sudeste de Asia, sin embargo, en Africa e India no se ha detectado.
Como especies verdaderamente cosmopolitas se tienen a T. harzianum y T.

asperellum (Observacion personal, J.G, Samuels).

En los Ultimos afios se tienen un mayor numero de reportes de especies de
Trichoderma por lo cual Harman y Kubicek (2014) lo consideran un hongo
cosmopolita que crece en diversos tipos de suelo y en materia organica en
descomposicion, ademas estan presentes como componentes dominantes de la

microflora edafica en diversos habitats.

En México se tienen registros del género Trichoderma en la region sur del estado
de Chihuahua (Guigon y Gonazalez, 2004). Por otro lado, Mendoza et al. (2011)
aislaron e identificaron T. hammatum, T. koningiopsis y T. asperellum en la regién
noreste del pais en el estado de Tamaulipas. En el estado de Tabasco,
fueron encontrados Trichoderma asperellum, T. brevicompactum, T. harzianum, T.
koningiopsis, T. longibrachiatum, T. pleuroticola, T. reesei, T. spirale y T. virens por
Torres-De la Cruz et al. (2015). Para el caso particular del estado de Querétaro, se

han aislado e identificado diversas especies como T. harzianum, T koningiopsis, T.



atrobrunneum, T. tomentosum, T. longibrachiatum, T. asperellum y T. atroviride
(Garcia-Sanchez, 2019).

2.3 Condiciones de crecimiento
Los factores fisicos y nutricionales son los que mas afectan el crecimiento de este

hongo en condiciones naturales.

El rango de pH para su crecimiento es amplio, va desde 2.0 a 9.0, sin embargo, se
considera de 4.0 a 7.0 como el rango 6ptimo de crecimiento (Domsch et al. 1980).
La temperatura Optima para su desarrollo utilizada en laboratorio es de 25 °C
(Alexopoulos et al. 1996).

Como fuentes de carbono puede degradar sustratos ricos en almidén, pectina y
celulosa, debido a la secrecién de enzimas hidroliticas producto de su versatil
metabolismo. La germinacién de las esporas depende del tipo la fuente de carbono,
ya sea un disacérido o un polisacarido, el hongo usa enzimas como las amilasas,
a-glucosidasas, endo y exocelulasas, que hidrolizan los azucares para dar inicio a

la germinacién de las esporas (Astudillo, 1999).

Como fuente de nitrdgeno puede utilizar aminoacidos, nitritos, urea y sulfato de

amonio (Moore, 1996).

2.4 Control biolégico

Dentro del contexto del presente trabajo, la definicion de control bioldgico por
inoculacion, expuesta por Eilenberg et al. (2001) y modificada de Crump et al. (1999)
es la mas adecuada: “la liberacion intencional de un organismo vivo como agente
de control bioldgico, con la expectativa de que se multiplicard y controlara la plaga
por un periodo prolongado de tiempo, pero no de forma permanente”.

2.4.1 Trichoderma en el control biolégico
El empleo de microorganismos para el control de plagas y enfermedades agricolas
es cada vez mas frecuente. Estan reportadas algunas bacterias de los géneros

Bacillus y Pseudomonas, pero también hongos del género Trichoderma, que tienen



la doble funcion de promover crecimiento vegetal y proteger contra fitopatdgenos
(Nakkeeran et al. 2005; Saravanakumar et al. 2007; Van Loon, 2007).

En el control biologico se utilizan las esporas y los metabolitos exudados por los
microorganismos, que actuan sobre la pared, membrana celular y 4cidos nucleicos
de sus hospederos. En el micoparasitismo, los organismos antagonicos forman
estructuras especializadas y logran la muerte de los fitopatégenos alimentandose
de ellos, controlando o disminuyendo las poblaciones considerablemente (Elad y
Katan, 1980).

Hjeljord y Tronsmo (1998) explican que Trichoderma es un agente de control
bioldgico sobresaliente debido a la maquinaria enzimatica que posee y la rapidez
con gue crece en diversos tipos de sustratos, caracteristica que lo hace un

organismo de facil cultivo.

2.4.2 Mecanismos de accion de Trichoderma involucrados en el control
bioldgico

Los principales mecanismos_de accion de Trichoderma para el control de
fitopatdgenos son: la competencia por espacio y nutrientes, la produccion de
antibiéticos y enzimas hidroliticas, como las proteasas, quitinasas, y glucanasas,
que degradan la pared celular de los hongos fitopatégenos y posteriormente los
parasita (Benitez et al. 2004; Harman et al. 2004; Solanki et al. 2011; Rai et al.
2016).

Trichoderma ademas induce la resistencia sistémica en asociacion con las plantas,
aumenta el crecimiento y desarrollo de raices, mejora la toma de nutrientes y otorga
a las plantas resistencia a estrés, mejorando el rendimiento de los cultivos
(Studholme et al. 2013; Cornejo-Contreras et al. 2016;).

2.4.2.1 Micoparasitismo
El micoparasitismo es el ataque directo de un hongo sobre otro, un proceso

complejo que involucra varias etapas.



Esta reportado que Trichoderma produce constitutivamente enzimas que inician la
degradacion de la pared celular de otros hongos, entonces se liberan oligdmeros
gue inducen la produccion de exo y endoquitinasas en mayor cantidad y comienza
el crecimiento hacia el hospedero (Harman et al. 2004). Posteriormete, Trichoderma
se adhiere a carbohidratos y lectinas de la pared celular del hospedero dandose el
proceso de enrollamiento, al mismo tiempo, segrega enzimas liticas como
proteasas, quitinasas y glucanasas, que ayudan a perforar la hifa, en esta etapa
Trichoderma forma estructuras tipo apresorio y ademas libera peptaiboles que
facilitan la entrada al citoplasma del hongo parasitado, facilitanto la asimilacion del
contenido de la pared celular (Howell, 2003; Carsolio et al. 1999). Finalmente,
Trichoderma se alimenta de los nutrimentos del hongo parasitado causandole la
muerte. En este proceso juegan un papel muy.importante la produccion de enzimas
liticas, involucradas en varios procesos como son la degradacion de la pared celular
por quitinasas (Mach et al. 1999; Howell, 2003) y por glucanasas con efecto sobre

la inhibicion de la germinacion de esporas (El-Katatny et al. 2001).

2.4.2.2 Compuestos volatiles

Las plantas, asi como los microorganismos y hongos, producen y emiten un gran
grupo de moléculas quimicamente diversas que juegan un rol importante en la
comunicacioén, interaccion y defensa (Baldwin et al. 2006; Simpraga et al. 2016).
Debido a su volatilidad funcionan como moléculas de sefializacion sobre y bajo el
suelo a través de los poros de la matriz del mismo (Schulz-Bohm et al. 2017).

Los ‘hongos producen diversos compuestos quimicos volatiles como son: acidos,
alcoholes, aldehidos, aromaticos, ésteres, heterociclicos, cetonas y tioles (Hung et
al.-2015). Especificamente se han desarrollado trabajos que han explorado la
emision de compuestos volatiles de cepas de Trichoderma, mostrando que los
perfiles de emisién dependen de la especie o cepa que se utilice, asi como el tipo
de sustrato y condiciones ambientales de cultivo (Stoppacher et al. 2010; Crutcher
et al. 2013). Se han detectado mas de 480 compuestos volatiles producidos por

cepas de Trichoderma (Siddique, 2014). Algunos de estos compuestos, fueron



dafinos para hongos fitopatdgenos, indicando que los compuestos volatiles juegan
un papel importante en el biocontrol (Morath et al. 2012; Contreras-Cornejo et al.
2014; Li et al. 2018).

2.4.2.3 Antibiosis

La definicion de antibiosis dada por Waksman (1945) dice que la palabra se refiere
a “la inhibicion del crecimiento o la actividad metabdlica de una bacteria u otro
microorganismo, por una substancia quimica de origen microbiano”. En este
sentido, los metabolitos liberados por Trichoderma spp. podrian denominarse

sustancias antibio6ticas.

Trichoderma secreta diversos metabolitos secundarios con propiedades antibioticas
gue inluyen poliketidos, terpenoides, polipéptidos. y metabolitos de a-amino acidos
(Taylor, 1986).

Es frecuente que Trichoderma produzca estas sustancias como producto de su
metabolismo secundario, ya sean volétiles o no volatiles, que muestran capacidad
de inhibir el crecimiento o germinacion de hongos fitopatégenos (Degenkolb et al.
2006). El compuesto 6 pentil-a-pirona (6-PP) es uno de los mas estudiados en
cuanto a su papel en el biocontrol, este compuesto es el reponsable del
caracteristico olor a-coco de algunas especies, y de la pigmentacién amarilla. Rubio
et al. (2009) alteraron el gen Tchtfl que codifica para un factor de transcripcion de
cutinasa 1 alfa, el cual inhabilita a Trichoderma para producir dos compuestos
relacionados con la pigmentacion amarilla, estos estan correlacionados con
metabolitos derivados de la 6-PP, y posteriormente demostraron que la cepa

carente de este gen mostré menor capacidad antimicrobiana contra Fusarium spp.

Otros compuestos producidos por Trichoderma con efecto antibiético y ampliamente
descritos, son los peptaiboles, son una familia de polipéptidos de cadena corta de
15 a 20 residuos aproximadamente, denominados péptidos antibiéticos, estos
poseen actividad antimicrobiana, ya que forman poros en la membrana lipidica de

los hospederos, lo cual provoca la fuga de iones a traves de la mebrana alterando



el equilibrio osmético celular y ocasiona la muerte. Los peptaiboles incluyen los
producidos por T. harzianum como son las trichorzianinas, trichokindinas,
trichorzinas y harzianinas (El Hajji et al. 1987; Rebuffat et al. 1989; Goulard et al.
1995; Duval et al. 1998.). Por otro lado, existen reportes de que T. virens produce
alameticinas y trichotoxinas (Kleinkauf y Rindflesich, 1975; Brewer et al. 1987;
Irmscher et al. 1978).

2.4.2.4 Competencia por nutrientes

Trichoderma es capaz de crecer a tasas de velocidad superiores a otros
microorganismos del suelo, asi como de aprovechar con.mayor eficacia los
nutrientes disponibles para obtener glucosa y generar ATP (adenosin trifosfato) a
partir del metabolismo de diferentes polimeros como son: celulosa, glucano y quitina
entre otros (Chet et al. 1997). Ademas, posee enzimas de asimilacion y permeasas,
gue son claves para metabolizar la glucosa, junto con proteinas involucradas en las

modificaciones de la membrana y pared celular (Delgado et al. 2003).

2.4.2.5 Resistencia sistémicainducida

Trichoderma tiene la capacidad de producir moléculas denominadas elicitores, las
cuales, mediante una cascada de sefializacion, activan genes de respuesta de
defensa en las plantas, cuando estan sujetas a condiciones de estrés bibtico o
abidtico. Estos compuestos han sido identificados principalmente como &cido
jasmonico, acido salicilico y acido abscisico, entre otros (Pieterse et al. 2014;
Dominguez et al. 2016). Dependiendo del tipo de elicitor liberado por el hongo, se
desencadena una via especifica de sefalizacién, en una primera etapa se da el
reconocimiento y adhesion del hongo con la planta, posteriormente se induce la
resistencia sistémica (Nawrocka y Melolepsza, 2013). Junto con el &cido salicilico,
las fitohormonas jasmonato y etileno, son importantes reguladores del sistema

inmune en las plantas (Thomma et al. 2001).

El papel de Trichoderma spp. en la induccién de resistencia sistémica por la

produccion del acido salicilico ha sido reportada por Contreras-Cornejo et al. (2011),



dicha respuesta también incluye proteinas enzimaticas como xilanasas y celulasas,
asi como proteinas y péptidos con funciones mas especificas de activacion de
defensa como Sm1l, de Trichoderma virens (Djokovic et al. 2007). Estudios de
gendmica comparativa de Trichoderma y hongos micorrizicos, revelan la presencia
de multiples genes que codifican elicitores y efectores putativos, los cuales ofrecen
un gran potencial para futuras investigaciones sobre el papel de Trichoderma en la

induccion de resistencia sistémica (Mukherjee et al. 2013).

2.5 Hongos que controla

Son diversos los estudios en los que se ha comprobado el efecto antagonista de
especies de Trichoderma contra hongos fitopatégenos en latabla 1, se muestra una
lista con algunos de los antecedentes.

Tabla 1. Reportes de hongos fitopatdgenos antagonizados por Trichoderma spp.

Especies Fitopatdgeno que afecta Referencia
Phytophtora parasitica, Sclerotium
. . rolfsii, Ceratobasidium cornigerum, Bell et al
Trichoderma harzianum . . '
ichoderma harzianu Pythium aphanidermatum, P. (1982)

myriotylum y Rhizoctonia solani
Phomopsis viticola, Cylindrocarpon Riguelme
sp. (2006)

Trichoderma spp.

Trichoderma ovalisporum,
T. theobromicola, T. Bae et al.

hamatum, T. stilbohypoxyli, Phytophtora capsici (2011)
T. caribbaeum
, . L Bogumil et
Trichoderma atroviride Botrytis cinerea al. (2013)
Trichoderma harzianum Fusarium oxysporum zehra et al
ysp (2017)
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2.6 Trichoderma en la promocién del crecimiento vegetal

Trichoderma ha demostrado efecto sobre el crecimiento de las plantas, entre los
mecanismos involucrados en este fenbmeno se encuentran la produccion de
fitohormonas promotoras de crecimiento vegetal como el acido indol acético, el
etileno, entre otras. Otro mecanismo por el cual los hongos de este género influyen
en el crecimiento vegetal, es la solubilizacion de nutrientes poco disponibles o
secuestrados por factores fisico-quimicos, como son: fosfatos tricalcicos (CasPOa4),
fitatos (CeH18024P6), fosfatos de alumino (AIPOas) y fosfatos de hierro (FePOa)
(Vinale et al. 2006; Adams et al. 2007; Huang et al. 2011; Altomar, 2011; Cai et al.
2013).

2.6.1 Mecanismos involucrados en el crecimiento vegetal

Existen reportes que especies de Trichoderma pueden segregar acidos organicos,
que ayudan a solubilizar nutrientes poco disponibles, como los fosfatos, hierro,
magnesio y manganeso (Benitez et al. 2004). De igual manera Li et al. (2015),
sefialan que Trichoderma harzianum promovié significativamente la toma de
nutrientes y el crecimiento en plantas de tomate ya que en dicho estudio se observo
un aumento del 31 % en biomasa en plantulas inoculadas con respecto a las no
inoculadas, en tanto que la absorcion de K, Fe y Zn aumentd entre 15 - 40 % en las
hojas nuevas de tomate, la captacion de P, Fe, Cu y Zn por las raices también

aumenté entre 21-73 % respecto a las plantas no inoculadas.

2.6.2 Solubilizacion de fosfatos

El fésforo (P) tiene un papel clave en la nutricion vegetal, después del nitrégeno (N).
Participa en practicamente todos los procesos metabdlicos de las plantas, tales
como: fotosintesis, transferencia de energia, transduccion de sefiales, biosintesis
macromolecular y respiracion (Khan et al. 2010). A pesar de que el fosforo se
encuentra abundantemente en la mayoria de los suelos, en formas organicas e
inorganicas, es poco disponible para la mayoria de las plantas, debido a la alta

fijacion de fésforo por factores inherentes a cada tipo de suelo, solo el 0.1 % del
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total es fésforo disponible para las plantas (Zhou et al. 1992). Por otro lado, los
microorganimos son un componente integral de los suelos, y son importantes en la
transferencia de fosforo en la solucion del suelo, mediante mecanismos de
solubilizacion y mineralizacion de fdsforo inorganico y organico. < Esta
biodisponibilidad permite la toma del nutriente por parte de las raices de las plantas
(Khan et al. 2012). El proceso de solubilizacion es causado por la produccion y
liberacion de acidos organicos y fosfatasas producidas por los microorganismos
(Ramesh et al. 2011). El efecto positivo de la inoculacién de cepas de Trichoderma
en la transferencia de diferentes fuentes de fésforo ha sido reportado por varios
autores (Saravanakumar et al. 2013; Stewart y Hill, 2014; Garcia-L6épez et al. 2015;
Zhao et al. 2017).

2.6.3 Produccion de sideréforos

Los sideréforos son compuestos organicos de bajo peso molecular con una alta
afinidad para quelar hierro 1l (Hidery Kong, 2010), producidos por diferentes
microorganismos, entre ellos Trichoderma. La alta afinidad de los sideroforos para
secuestrar este micronutriente, limita la disponibilidad para el uso de otros
organismos, principalmente patégenos, sin embargo, no se considera perjudicial
para las plantas, ya que éstas pueden tomarlo en la forma de complejo sideroforo-
hierro, siendo asi un.mecanismo de biocontrol al limitar las fuentes de hierro y por

otro lado promueve la tasa de trasferencia de hierro para las plantas (Leong, 1986).

2.6.4 Produccion de acido indol acético

Por ‘muchos afios ha sido conocido el efecto benéfico de Trichoderma sobre el
crecimiento vegetal, en condiciones controladas e in vivo (Chang et al. 1986; Yedidia
et.al. 2001; Adams et al. 2007). En plantas de maiz, la inoculacién de Trichoderma
modifica la estructura radicular, lo cual fue relacionado con el rendimiento de las
plantas, especificamente con el nimero de raices secundarias y la biomasa de la
raiz (Bjorkman et al. 1998; Harman et al. 2004). Un sistema radicular sano es de
suma importancia ya que mejora las condiciones de anclaje, y por ende la toma de

agua y nutrientes (Lopez-Bucio et al. 2005). Contreras-Cornejo et al. (2009),
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investigaron el papel de la auxina en la regulacion del crecimiento y desarrollo de
plantulas de Arabidopsis thaliana, en respuesta a la inoculacién con Trichoderma
virens y T. atroviride mediante el desarrollo de un sistema de interaccion planta-
hongo en condiciones in vitro. T. virens produjo compuestos relacionados con las
auxinas: acido indol-3-acético, indol-3-acetaldehido e indol-3-etanol. Un analisis
comparativo de los tres compuestos inddlicos proporciond informacion detallada
sobre la relacion en la modulacion de la arquitectura del sistema radicular. Estos
resultados destacan el importante papel de la sefializacion de auxinas para la

promocién del crecimiento en plantas por T. virens.

2.7 Importancia econémica del cultivo de tomate

En México, la produccion de tomate rojo en el afio agricola 2017-2018 en territorio
nacional alcanz6 una produccion de 2.2 millones de toneladas (SIAP, 2018) con una
superficie sembrada de 47 mil hectareas. El estado de Sinaloa es el mayor productor
del pais aportando a la fecha 813 mil toneladas de la produccion y representando el
37% del total, le siguen estados como San Luis Potosi con el 9.9%, Zacatecas con
6.7%, Sonora con 4.9%; Querétaro con una produccion del 3.9%, se coloca entre
los principales 5 estados en la produccién de tomate en el pais. En cuanto a las
divisas generadas en el pais, la representacion del valor del cultivo del jitomate en
México en el afio 2016 fue de 3.46% del PIB agricola nacional. En el mercado
internacional para el mismo afio, el jitomate cubrié el 90.67% de las importaciones
de Estados Unidos y el 65.31% de Canada (SIAP-SAGARPA, 2017).

2.8 Requerimientos nutrimentales del cultivo de tomate

Como principio basico y general, los requerimientos nutricionales en el reino vegetal
son los mismos, las cantidades requeridas varian de acuerdo a su genotipo,
Salisbury y Ross (1994) sefialan 17 elementos como esenciales para la constitucion
y metabolismo de los vegetales, estos son: molibdeno, niquel, cobre, zinc,
manganeso, boro, hierro, cloro, azufre, fésforo, magnesio, calcio, potasio, nitrégeno,
oxigeno, carbono e hidrogeno. Segun las cantidades absorbidas por las plantas son

clasificados en macronutrientes (0.1 % en base a la materia seca) y en
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micronutrientes (requeridos en cantidades menores a los 100 ug g* de biomasa
seca) (Rodriguez y Flores, 2004). Particularmente en el cultivo comercial de
jitomate, los 17 elementos antes sefialados son necesarios para la salud y
metabolismo de la planta, pero los criterios para el suministro de las diferentes
fuentes nutrimentales estan determinados por el sistema de produccién especifico,
es decir, de acuerdo a la fertilidad del suelo o sustrato, tipo de riego, sistema de

produccion, bajo cubierta (invernadero) o a campo abierto.

2.9 Enfermedades fungicas mas comunes que afectan al tomate
A continuacién, en la tabla 2, se muestran las enfermedades mas comunes
causadas por hongos en México.

Tabla 2. Reportes de hongos fitopatégenos causantes de enfermedades en cultivo de
jitomate en México.

Enfermedad fangica Referencia
Tizon tardio (Phytophtora infestans)
Cenicilla (Oidiopsis taurica, Oidium
neolycopersici)
Marchitez (Rhizoctonia spp)
Marchitez (Fusarium spp)

Rodriguez et al.
(2011)

Ahogamiento o secadera (damping-off)

(Pythium aphanidermatum y Rizoctonia solani)

Tizon temprano (Alternaria solani)

Tizon tardio (Phytophtora infestans) Quiroga et al. (2007)
Pudricion basal de tallo (Sclerotium rolfsii)

Pudricién de fruto (Alternaria sp, Pythium sp y

Geotrichum sp)

Pythium sp, Phytophtora solani, P. infestans, Fusarium
oxysporum, Verticilium dahliae, Botrytis cinerea,
Alternaria alternata, Oidiopsis taurica, Cladosporium
fulvum, Sclerotinia sclerotium,

Sclerotium rolfsii, Pythium spp, Fusarium oxysporum,
Alternaria solani

Rodriguez (2013)

GoOmez et al. (2011)
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[1l. JUSTIFICACION

Frente a la problematica actual del efecto nocivo de los plaguicidas empleados para
el control de plagas y enfermedades en los cultivos agricolas, se busca una
alternativa de reemplazo eficiente y sin consecuencias negativas sobre la salud
humana y medioambiental. Especies del género Trichoderma, representan un
organismo potencial para el reemplazo de algunos plaguicidas, debido a su
versatilidad metabdlica y su capacidad de adaptacion. Por ello se pretende conocer
la interaccion de 65 cepas de Trichoderma spp., nativas del estado de Querétaro,
con mayor actividad bioprotectora frente a patégenos de tomate y bioestimuladora

de crecimiento vegetal en plantas del mismo cultivo.

La presente investigacion servira para conocer las caracteristicas particulares de
cada cepa, generando nuevas lineas de investigacion enfocadas al desarrollo de
bioproductos, asi mismo, se resalta la importancia de este estudio, para poder
incorporar tecnologias biolégicas en los sistemas agricolas de produccion en

nuestro pais con una adecuada base cientifica.
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V. HIPOTESIS

Especies del género Trichoderma nativas del estado de Querétaro tienen capacidad
promotora de crecimiento vegetal y actividad bioprotectora frente a hongos
patbgenos de tomate como: Alternaria alternata, Botrytis cinerea, Colletotrichum
gloeosporioides, Fusarium oxysporum, Phythophtora capsici, Rhizoctonia solani y

Sclerotium rolfsii.
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V. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general:

Evaluar el efecto antagonico de 65 cepas de Trichoderma contra siete fitopatdgenos
de tomate, asi como su la actividad solubilizadora de nutrientes en condiciones de
laboratorio y determinar el efecto promotor de crecimiento vegetal de 50 cepas de
Trichoderma sobre plantulas de tomate (Solanum lycopersicum) en condiciones de

invernadero.

5.2 Objetivos especificos:
Determinar el efecto antagonico de 65 cepas de Trichoderma sobre siete hongos
patbgenos de tomate en condiciones in vitro, por la via del micoparasitimo,

compuestos volatiles y metabolitos difusibles.

Determinar y cuantificar la capacidad de solubilizar fosfatos tricalcicos por 65 cepas

de Trichoderma.
Determinar y cuantificar la produccién de sideréforos por 65 cepas de Trichoderma

Determinar y cuantificar la produccion de acido indol acético por 65 cepas de

Trichoderma.

Determinar el efecto de la inoculacion de 50 cepas de Trichoderma, sobre plantulas

de tomate.

Analizar la interaccion in vitro de Trichoderma-gfp contra R. solani.
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VI. METODOLOGIA

6.1 Material biologico utilizado y condiciones de cultivo

6.1.1 Cepas de Trichoderma

Se utilizaron 65 cepas del hongo del género Trichoderma nativas del estado de
Querétaro aisladas e identificadas por Garcia-Sanchez (2018) y son parte de los
organismos de importancia biotecnolégica que se encuentran en el Laboratorio de
Microbiologia Molecular (LAMIMO), campus aeropuerto de la Facultad de Ciencias
Naturales, de la Universidad Autonoma de Querétaro. Esta coleccion de cepas fue
identificada molecularmente mediante secuenciacion® de- dos marcadores
moleculares: el gen ribosomal 5.8S utilizando los cebadores ITS1 e ITS4 y un
fragmento del gen tef-1a, con los cebadores EF1-728F y EF1-986R (Nagy et al.
2007; Jaklitsch y Voglmayr, 2015).

En el trabajo de tesis de Garcia-Sanchez se obtuvieron 133 aislados, y a partir de
las secuencias editadas se realizaron analisis filogenéticos con los métodos de
Maxima Parsimonia, Maxima Verosimilitud y el Método Bayesiano, las 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 Harzianum, posteriormente se realizaron

andlisis independientes de cada clado utilizando las secuencias concatenadas.

De cada uno de los cuatro clados (4 arboles filogenéticos en total) del trabajo
anterior, se seleccion6 al menos una cepa de cada taxa terminal, dando como
resultado 65 cepas, a continuacion, en la tabla 3, se presentan las cepas empleadas
en el presente trabajo con los datos generales de cada una como son: clave,
especie, nicho ecologico (suelo de rizosférico) y lugar de procedencia (municipio del

estado de Querétaro).
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Tabla 3. Lista de cepas de Trichoderma utilizadas en el presente trabajo.

Clave Especie Nicho ecolégico | Municipio

*028 T. atroviride Pino Pinal de Amoles
AD3 T. atroviride Pino Toliman

AJUM1 T. harzianum Maiz Colon

AJUM2 Trichoderma sp. | Maiz Colon

AJUM3 T. harzianum Maiz Colon

AJUM6 T. atroviride Maiz Colon

CHM1 T. atroviride Frijol Querétaro
CHQ1 T. koningiopsis | Maiz Querétaro
CHQ3 T. atrobrunneum | Maiz Querétaro

CM1 T. atroviride Maiz Pedro Escobedo
GAM1 T. asperellum Guayaba Toliman

GY1 T. asperellum Guayaba Toliman

GY2 T. koningiopsis | Guayaba Toliman

MB1 T. atroviride Maiz San joaquin
MB3 T. tomentosum - | Maiz Toliman

MLP2 T. atroviride Maiz El Marques
MLP3 T. atroviride Frijol El Marques

NI-1 T. asperellum Nispero Toliman

NI3 Trichoderma sp. | Nispero Toliman

RE-01 T. koningiopsis | Maiz Pinal de Amoles
RE-04 T. koningiopsis | Maiz Pinal de Amoles
RE-05 T. koningiopsis | Maiz Pinal de Amoles
RE-07 T. koningiopsis | Maiz Pinal de Amoles
RE-09 T. koningiopsis | Maiz Pinal de Amoles
RE-11 T. koningiopsis | Maiz Pinal de Amoles
RE-12.1 T. koningiopsis | Maiz Pinal de Amoles
RE-13 T. koningiopsis | Maiz Pinal de Amoles
RE-13.1 T. koningiopsis | Maiz Pinal de Amoles
RE-15 T. tomentosum | Maiz Pinal de Amoles
RE-20 T. tomentosum | Maiz Pinal de Amoles
RE-21 T. tomentosum | Maiz Pinal de Amoles
SM3-1 T. capillare Frijol San joaquin
SV2M3 T. capillare Maiz El Marques
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Continuacion tabla 3.

Clave Especie Nicho ecoldégico | Municipio

Sv4 T. atrobrunneum | Frijol El Marques

T1-1 T. harzianum Maiz Toliman

T2-1 T. harzianum Maiz Toliman

TC2 T. asperellum Cebada Corregidora

TC7 T. asperellum Cebada Corregidora
TEH1 T. atroviride Maiz El Marques
TEH3 T. harzianum Maiz El Marques
TEH4 Trichoderma sp. | Maiz El Marques
TEH5 T. asperellum Higuerilla Querétaro

TEH7 T. harzianum Maiz El Marques
TEM1 Trichoderma sp. | Maiz Toliman

T™M9 T. atrobrunneum | Maiz Toliman

TQ1 T. asperellum Maiz Querétaro

TQ2 T. atroviride Maiz Querétaro

TQ3 T. asperellum Maiz Querétaro

TQ4 T. asperellum Maiz Querétaro

TRT3 T. asperellum Maiz Querétaro

TSJ5 T. harzianum Aguacate San joaquin
TSJ6 T. harzianum Aguacate San joaquin
TSJ7 T. atrobrunneum | Aguacate San joaquin
TSJ8 T. koningiopsis | Maiz San joaquin
TSJ9 T. atroviride Aguacate San joaquin
TSJ14 T. capillare Aguacate San joaquin
TSJ15 T. asperellum Aguacate San joaquin
TSR1-2 T. tomentosum | Maiz San Juan del Rio
TSR1-5 T. tomentosum | Maiz San Juan del Rio
TSR1-6 T. tomentosum | Maiz San Juan del Rio
TSR1-7 T. capillare Maiz San Juan del Rio
TTX2 T. atroviride Maiz Tequisquiapan
GM1 T. capillare Guayaba Toliman

LGMIC T. atroviride Maiz El Marques
MUM5 T. koningiopsis | Maiz Querétaro
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6.1.2 Cepas de hongos fitopatégenos

Los hongos Alternaria alternata, Botrytis cinerea, Fusarium oxysporum, Rhizoctonia
solani y Sclerotium rolfsii fueron proporcionados por el Dr. Alfredo Herrera Estrella,
CINVESTAYV, Irapuato (Velazquez-Robledo et al. 2011). El hongo Phytphophtora
capscici, fue porporcionada por el Dr. Julio Vega Arreguin de la UNAM, campus
Ledn, y el hongo Colletotrichum gloeosporioides fue aislado e indentificado de frutos
de aguacate con rofia por Pérez-Resendiz (2015), en el Laboratorio de

Microbiologia Molecular de la UAQ.

6.1.3 Planta como modelo de estudio
La planta para realizar el estudio de validacién de la inoculacion de cepas de
Trichoderma fue tomate (Solanum lycopersicum var.-Rio Grande). Las semillas

fueron adquiridas en una empresa comercializadora de insumos para la agricultura.

6.2 Efecto antag6nico sobre hongos fitopatogenos

6.2.1 Antagonismo in vitro por micoparasitismo

La actividad micoparasitica de las 65 cepas de Trichoderma, se probo frente a los
siete hongos fitopatégenos -~ antes citados: A. alternata, B. cinerea, C.
gloeosporioides, F. oxysporum, P. capsici, R. solani y S. rolfsii, utilizando la técnica
de cultivos duales (Fokkema, 1978), la cual consiste en inocular los dos organismos
en una misma caja de Petri con medio de cultivo sélido papa-dextrosa-agar (MCD-
Lab), sembrando un disco de micelio de 5 mm de diametro de un hongo fitopatégeno
y una cepa de Trichoderma (antagonista) de lados opuestos a 1.5 cm del borde
hacia el centro de la caja en linea recta. Los hongos S. rolfsii y R. solani se
sembraron al mismo tiempo que las cepas de Trichoderma, por otro lado, los hongos
A.alternata, B. cinerea, C. gloeosporioides, F. oxysporumy P. capsici, se sembraron
3 dias antes que las cepas de Trichoderma, debido a que son hongos de lento
crecimiento con la finalidad de generar una interaccion en el centro de la caja mas
adecuada. Las cajas con los cultivos duales se colocaron en una incubadora
Thermo Scientific Precision-818, durante 14 dias a 27 °C, con luz blanca constante.

Transcurrido el tiempo de incubacién, se tomaron fotografias con una camara réflex
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digital Nikon D3300 y con apoyo de las imagenes se evalué del efecto
micoparasitico, basado en la escala de Bell et al. (1982), que clasifica el efecto
micoparasitico, por la capacidad de sobre-crecimiento de un hongo sobre otro,
agrupandose en cepas de clase | (excelente), Il (buena), lll (intermedia) IV (poco
activa) y V (nula), se detallan las caracteristicas de cada clase en la tabla 4. Los
confrontamientos de las 65 cepas de Trichoderma contra los 7 fitopatdgenos se
hicieron por triplicado. Una vez obtenidos los datos y clasificadas las cepas de
acuerdo a su capacidad micoparasitica de excelente, es decir, clase | en la escala
de Bell, contra cada uno de los fitopatbgenos estudiados, se realiz6 una
comparacion de listas de las cepas de Trichoderma presentes en cada uno de los
fitopatdgenos, para obtener una representacion gréafica de los grupos de interés, se
generaron dos diagramas de Venn, con la ayuda del programa (Bioinformatics &

Evolucionary Genomics) http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/, debido

a que el programa no permitié elaborar el nUmero de comparaciones generadas en
total, se realizé en dos partes, una comparaciéon para las cepas de Trichoderma
presentes como excelentes micoparasiticas para los fitopatbgenos A. alternta, B.
cinerea, P. capsici, R. solaniy S. rolfsii y otra para las cepas presentes contra C.

gloeosporioides y F. oxysporum.

Tabla 3. Escala de Bell.

Clasificacion de la actividad micoparasitica de Trichoderma vs fitopatégenos

Trichoderma sobrecrece completamente el hongo fitopatégeno y llena

Clase 1
la superficie del medio

Clase 2 Trichoderma crece 2/3 partes la superficie del medio

Trichoderma vy el patégeno crecen por igual ocupando la mitad de la

Clase 3 .
caja cada uno

Clase 4 El fitopatdgeno crece al menos 2/3 partes de la superficie del medio

El fitopatbgeno sobrecrece completamente a Trichoderma vy llena la

Cl 5 . .
ase superficie del medio
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6.2.2 Antagonismo in vitro por compuestos volétiles

Para medir el efecto de los compuestos volatiles liberados por Trichoderma spp.
contra los siete fitopatdgenos, se uso la técnica de placas invertidas (Dennis y
Webster, 1971). La cual consiste en sembrar los hongos en cajas de Petri con medio
de cultivo papa-dextrosa-agar (MCD-Lab), colocando un disco de micelio de 5 mm
de diametro del antagonista (Trichoderma) en el centro de una caja y otro disco de
5 mm del patégeno en el centro de otra caja, para después, cuidadosamente
colocarse de frente y sellarse con pelicula plastica auto-adherible por los lados, de
tal manera que unidas formen una camara, y el hongo Trichoderma se encuentre
debajo en una caja con medio de cultivo y en la misma direccion de arriba hacia
abajo el hongo fitopatbgeno, compartiendo un -espacio determinado, pero sin
tocarse. Este procedimiento se establecio. con los mismos 7 fitopatdgenos
mencionados en el experimento anterior y las 65 cepas de Trichoderma, como
control se utiliz6 el mismo sistema, colocando el hongo fitopatégeno con otro
explante de la misma especie, se tomo como referencia el radio de crecimiento del
hongo control, una vez que el hongo cubrio % partes del medio de cultivo en la caja.
El experiemento se realizo por triplicado. Se incubaron a 27 °C y luz constante, en
una incubadora Thermo Scientific Precision-818 durante el tiempo que el control
llego a ocupar la superficie mencionada para realizar la toma de datos (variable
debido a la diferencia en la velocidad de crecimiento en cada fitopatdgeno), posterior
al tiempo de cultivo necesario, se tomaron fotografias con una camara réflex digital
Nikon D3300, de las fotografias y con el uso del programa computacional imageJ
(version 1.52u) se midié el diametro de crecimiento de los hongos fitopatégenos
confrontados con las cepas de Trichoderma, y el de los controles.

Los datos obtenidos se calcularon y expresaron en porcentajes de inhibiciéon con
respecto al crecimiento del control. Para localizar y seleccionar las cepas de
Trichoderma con mayor capacidad y espectro de accion de inhibir fitopatégenos por
compuestos volatiles, se ordenaron las listas con los valores de las medias

muestrales de mayor a menor y se seleccionaron las cepas capaces de inhibir en
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mas de un determinado punto de corte porcentual, distinto para cada patdgeno, los
puntos de corte seleccionados para cada fitopatdbgeno fueron los siguientes: A.
alternata y B. cinerea 40%, P. capsici 30%, R. solani 25%, S. rolfsii 50%, como los
fitopatdgenos C. gloeosporioides y F. oxysporum fueron los de menor grado de
inhibicion se seleccionaron las cepas que lograron inhibir en un 25% .y 20%

respectivamente.

Una vez seleccionadas por su capacidad de inhibir los 7 fitopatégenos y en los
diferentes grados de inhibicion porcentual para cado uno, se realiz6 una
comparacion de listas para obtener una representacion grafica de los grupos de
cepas de interés con la ayuda del programa (Bioinformatics & Evolucionary

Genomics) http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/\Venn/, debido a que el

programa no permitio elaborar el nimero de comparaciones generadas en total, por
gue la cantidad de datos a procesar sobrepasaron la capacidad del programa para
comparar listas y se realizé en dos partes, una comparacion para las cepas de
Trichoderma presentes afectando a los fitopatdgenos A. alternata, B. cinerea, P.
capsici, R. solani y S. rolfsii_y otro para las cepas de Trichoderma contra los

fitopatdgenos C. gloeosporioides y F. oxysporum.

Para conocer las diferencias estadisticas significativas entre los tratamientos, se
realizé un analisis de varianza con los datos de las medias muestrales (didmetro de
las colonias en cm) ANOVA y una prueba post-hoc mediante un test de Tukey a
nivel de significancia del 0.05%, para cada uno de los hongos fitopatégenos
confrontados con las cepas de Trichoderma.

6.2.3-/Antagonismo in vitro por metabolitos difusibles

El efecto de los compuestos difusibles, secretados por las cepas Trichoderma spp.
contra los 7 fitopatdbgenos ya mencionados se establecié usando la técnica de
Dennis y Webster (1971). La cual consitié en colocar una mebrana de celofan sobre
la superficie del medio de cultivo papa-dextrosa-agar (MCD-Lab), para
posteriormente sembrar en el centro de la caja un disco de micelio de 5 mm de

diametro de cada una de las 65 cepas de Trichoderma, las placas se incubaron a
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27 °C expuestos a luz blanca constante en una incubadora Thermo Scientific
Precision-818 y durante el periodo necesario que necesitaron para cubrir la totalidad
de la superfice, debido a que la velocidad de crecimiento es variable, el tiempo de
incubacion fue de aproximandamente 48 h, después con ayuda de unas pinzas
estériles y en campana de flujo laminar, se retiraron cuidadosamente los celofanes
conteniendo el micelio de las cepas de Trichoderma, para después sembrar un disco
de micelio de 5 mm de didmetro del fitopatdgeno a probar, en el centro de la caja
los cuales estarian en contacto con los metabolitos difundidos en-el medio de cultivo
por las cepas de Trichoderma previamente. Como control se sembraron los 7
fitopatogenos en medio de cultivo papa-dextrosa-agar sin haber sembrado cepas
de Trichoderma en celofan y sobre la superficie del medio, de tal manera que no
estaban presentes los metabolitos producidos por Trichoderma spp. El tiempo de
incubacion estuvo marcado por la velocidad de crecimiento de cada fitopatdgeno en
particular, cuando el control crecié en toda la superficie de la caja se procedio a
tomar fotografias con una camara réflex digital Nikon D3300, de las fotografias y
con el uso del programa computacional imageJ (version 1.52u) se midi6 el diametro
de crecimiento de los hongos fitopatégenos crecidos en presencia de metabolitos

secretados por las cepas-de Trichoderma y el de los controles.

Los datos obtenidos se calcularon y expresaron en porcentajes de inhibicion con
respecto al crecimiento de la cepa control. Para localizar y seleccionar las cepas de
Trichoderma con mayor capacidad y espectro de accion de inhibir fitopatégenos por
metabolitos difusibles, se siguid la misma estrategia de comparacion de listas de las
cepas de interés que en los dos experimentos anteriores y se elaboraron diagramas
de Venn. Debido a que la inhibicion por metabolitos difusibles en medio de cultivo
es mas alta que por los compuestos volétiles, se seleccionaron puntos de corte de
inhibicion porcentual mas altos que el experimento anterior, estos fueron de la
siguiente manera: 50 % para A. alternata, B. cinerea, P. capsici, R. solani, y S. rolfsii,

como los fitopatébgenos C. gloeosporioides y F. oxysporum fueron los de menor
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grado de inhibicion se seleccionaron las cepas que lograron inhibir en un 25% y
20% respectivamente.

Del mismo modo que el experimento anterior, para conocer las diferencias
estadisticas significativas entre los tratamientos, se realizé un analisis de varianza
con los datos de las medias muestrales (diametro de las colonias en cm) ANOVA 'y
una prueba post-hoc mediante un test de Tukey a nivel de significancia del 0.05%,
para cada uno de los hongos fitoatdgenos en contacto con los metabolitos de

Trichoderma.

6.3 Actividad solubilizadora de nutrientes

6.3.1 Produccidn, colecta y cuantificacion de conidios.

Para poder realizar las siguientes pruebas (secciones 6.3.2, 6.3.3, 6.4, 6.5y 6.6.1),
previamente se sembraron las cepas de Trichoderma en placas de Petri con medio
de cultivo PDA (MCD-Lab) y se incubaron durante 7 dias a 27 °C en luz constante
para inducir la esporulacion, una vez transcurrido este tiempo, las esporas
producidas en la superficie del medio se agregaron 2 ml de agua destilada estéril
con una punta y micropipeta de 1000 pl, posteriormente con una varilla de vidrio
estéril en forma de L, se frotd suavemente para desprender las esporas de los
conidioforos y concentrarlas en la suspensiéon de agua, después se recuperé 1 ml
en tubos de plastico de 1.5 ml de plastico estériles, cada tubo se marcé con la clave
de la cepa recuperada. Las suspensiones finales se diluyeron hasta 102 y se
determind la concentracion mediante conteo directo en microscopio compuesto

utilizando camara de Neubauer (BRAND™).

6.3.2 Solubilizaciéon de fosfato tricalcico en medio liquido

En el presente trabajo se realizaron pruebas en medio de cultivo sélido Pikovskaya-
agar, el cual permite identificar microorganismos solubilizadores de fosfatos
tricélcicos mediante la formacion de un halo traslucido alrededor de las colonias en
crecimiento. Sin embargo, aunque todas las cepas de Trichoderma crecieron en

este medio de cultivo, indicando la capacidad de solubilizarlo e integrarlo a su
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metabolismo, no formaron halos bien definidos de solubilizacion, por lo tanto, no se

pudo evaluar dicha capacidad por este método.

Esta primera aproximacion llevo a la necesidad de abordar dicho experimento
utiizando el mismo medio de cultivo en estado liquido y cuantificar por

espectrofotometria.

La actividad solubilizadora de fosfatos por las 65 cepas de Trichoderma se
determind utilizando como referencia la metodologia empleada por Nopparat et al.

(2009) con algunas modificaciones.

Se preparo el medio de cultivo liquido Pikovskaya, especifico para esta prueba que
tiene como Unica fuente de fosforo, fosfato tricalcico, una forma insoluble y no
disponible por absorcién de las plantas, la composicion del medio de cultivo es la
siguiente: 0.5 g de sulfato de amonio ((NH4)2SOa), 0.2 g de cloruro de potasio (KCI),
0.1 g de sulfato de magnesio (MgSOa4-7H20 ), 0.004 g de sulfato manganoso
monohidratado (MnSO4-H20 ), 0.2 g cloruro de sodio (NaCl ), 10 g de D-Glucosa
(CsH1206), 0.002 g de sulfato ferroso (FeSOa4-7H20 ), 0.5 g extracto de levadura y
5.0 g de fosfato tricélcico (CasPQa) en 1000 ml de ddH20. La solucién del medio de
cultivo se distribuy6 en tubos de plastico conicos de 50 ml con 10 ml de medio de
cultivo cada uno, debido a que el fosfato tricélcico es insoluble primero se distribuyd
el medio de cultivo con todos los componentes excepto el fosfato tricalcico, éste fue
agregado directamente a cada tubo con su parte correspondiente para 10 ml, los
tubos conteniendo el medio de cultivo se esterilizaron en autoclave durante 15 min
a 22 psiy 121 °C. Una vez estériles los tubos con el medio de cutlivo, con una
micropipeta Thermo Scientific de 20 ul se sembraron las esporas de cada cepa,
tomando el volumen necesario (variable para cada cepa, de acuerdo al conteo
previo) para agregar una concentracion de 1 x 108 esporas por ml de medio de
cultivo. Los tubos se incubaron en un agitador orbital Wisecube WIS-20R a 140 rpm

y 25 °C durante 48 h. Cada una de las 65 cepas se sembro por triplicado.
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Después de transcurrido el tiempo de incubacion, los tubos se agitaron en vortex
Genie2-560, durante 30 segundos, con apoyo de una micropipeta Thermo Scientific
de 1000 pl se recuperardén 1.5 ml de liquido del cultivo en tubos de plastico estériles
de 1.5 ml, y se colocaron en una microcentrigufa PrismR-C2500R a 10,000 rpm
durante 10 min, este paso se repitid, usando tubos estériles nuevamente y en-las
mismas condiciones para asegurar que los sobrenadantes estuvieran libres de

células.

Una vez finalizado el cultivo de las cepas, con los sobrenadantes de cada una se
procedio a cuantificar el fosfato soluble mediante el método. colorimétrico de azul de
molibdeno de Ben et al. (2009). En este método el medio acido el molibdato de
amonio y el tartrato de antimonio y potasio, reaccionan con ortofosfatos formando
un complejo heteropoliacido fosfomolibdico el cual es reducido a &cido ascorbico
por azul de molibdeno, visible como una sustancia azul. La absorbancia del
complejo a una longitud de onda de 882 nm es proporcional a la concentracion de

ortofosfatos en la muestra.

Dicho método requiere de unacurva de calibracion, la cual fue generada a partir de
muestras patron con concentraciones ascendenctes conocidas del analito
(ortofosfato P-PO4) de 0.13'a 0.67 mg L 1, para las técnicas colorimétricas se conté
con el apoyo del Dr.. Juan Ramiro Pacheco Aguilar, profesor-investigador de la
Facultad de Quimica de la UAQ, quien proporcion6é asesoria y las curvas de

calibracion necesarias para llevar a cabo los experimentos.

Las soluciones necesarias para llevar a cabo la reaccién y las especificaciones del

procedimiento se describen a continuacion:

Todo el material empleado durante las reacciones, se lava cuidadosamente con 6
M de HCI, y se enjuaga 4-5 veces con agua destilada, esto con la finalidad de

eliminar trazas de fosfato contenido en los recipientes.

Solucién 1.- A) solucién de tartrato de antimonio y potasio K2Sb2(C4H20s)2 al 0.5%:

se pes6 0.5 g de tartrato de antimonio y potasio, agregandose a un matraz
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volumétrico de 100 ml y se aford con agua destilada. B) solucién de molibdato de
amonio (NH4)sM07024: se disolvié 20 g de molibdato de amonio en 300 ml de H20
destilada, se adiciond lentamente y agitacion constante 450 ml de acido sulfurico
H2SO4 14 N, posteriormente se adicionaron 100 ml de la solucion A para después
aforar a 1 L. En caso de ser necesario, esta solucion debe guardarse en un frasco

ambar de cristal, ya que pierde estabilidad con la luz.

Solucién 2.- Solucion reductora de &cido ascorbico: se pes6 0.05 g de &cido
ascorbico CsHsOs y disolvieron en un poco de la solucion 1, posteriormente se aforé
a 100 ml con la misma solucién. Esta solucion debe ser preparada al momento en
gue vayan a realizarse las reacciones.

La mezcla de reaccion se hizo en tubos conicos de plastico de 15 ml agregando 500
ul de sobrenadante y 500 pl de la solucion reductora, posteriormente se agregaron
4 ml de agua destilada, y se incubaron por 30 min a temperatura ambiente,
transcurrido el tiempo de reaccion la lectura del complejo formado se hizo a una
longitud de onda de 882 nm en un espectrofotdmetro Genesys 10s UV-Vis (Thermo
Scientific). Como blanco se utilizé el mismo medio de cultivo sin inoculacién de

esporas.

Una vez obtenidas las lecturas de absorbancia en el espectrofotdmetro, la recta de
calibrado elaborada previamente y con la ecuacion y = ax + b (x: concentracion
mg L 1, y: DOss2am) NOs permite determinar la concentracion de las muestras

problema a partir de las lecturas de absorbancia obtenidas.

6.3.3'Produccion de sideré6foros por Trichoderma spp.

Para abordar los estudios de produccién de sideréforos por cepas de Trichoderma,
se hizo una prueba preliminar en medio sélido CAS-agar (Schwyn y Neilands, 1987).
El cual sirve para detectar la produccién de sideréforos en aquellos organismos que
logran crecer y cambiar el color del medio de cultivo de azul a naranja alrededor de
sus colonias, sin embargo, en dicha prueba se observd que no todas las cepas de
Trichoderma lograban crecer en el medio de cultivo, debido muy probablemente a

la elevada toxicidad del reactivo bromuro de hexadeciltrimetilamonio HDTMA o
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CTAB (C19H42BrN) presente en el medio de cultivo. Por ello, se opt6 por utilizar la
técnica modificada de Milagres et al. (1999), la cual consiste en sembrar los
microorganismos de interés en cajas de Petri conteniendo dos medios de cultivo en
la misma caja, el medio 6ptimo de crecimiento, en este caso papa-dextrosa-agar
(MCD-Lab) y el medio especifico donde lleva a acabo la reaccidon quimica para la
identificacion de los compuestos CAS-agar (Schwyn y Neilands, 1987).

La composicion y procedimiento para elaborar el medio de cultivo CAS-agar, fue la
siguiente: Primero se lavé toda la cristaleria y material para manipular los reactivos
con una solucién 6 M de HCI, con la finalidad de remover cualquier traza de hierro

presente adherida en los materiales.

Se prepararon soluciones stock: A) tintura azul: que consiste de 3 soluciones;
solucion 1: se disolvié 0.06 g de cromoazurol sulfonato (Sigma-Aldrich) en 50 ml de
H20 destilada; solucién 2: se pes6 y disolvieron 0.0027 g de cloruro ferrico
hexahidratado (FeClz 6 H20) en 10 ml'de 10 mM de HCI; solucién 3: disolver 0.073
g de bromuro de hexadeciltrimetilamonio (HDTMA o CTAB) en 40 ml de H20
destilada, posteriormente se mezcla la solucién 1 con 9 ml de la solucién 2, entonces
se mezclan con la solucion 3, en este punto la solucién torné a color azul obscuro,
posterirormente se esterilizé y se almacend en un contenedor plastico. Solucién
salina MM9: se compone de 15 g de fosfato de potasio di-hidrogenado (KH2POa),
25 g de cloruro de sodio (NacCl), y 50 g de cloruro de amonio (NH4CI) en 500 ml de
H20 destilada. Solucién de glucosa: la concentracion de esta solucién es al 20%.
Solucién de casaminoacidos: se disolvieron 3 g en 27 ml de H20 y posteriormente
se hizo una extraccion con una solucién de 8-hidroxiquinolina al 3% en cloroformo,
con la finalidad de eliminar cualquier traza de hierro contenido en los casaminacios.
Para ajustar el pH se utilizé una solucién de hidroxido de sodio (NaOH), compuesta
de 25 g disueltos en 150 ml de H20 destilada.

Una vez elaboradas las soluciones stock, se tomaron 100 ml de la soluciéon salina

MM9 y se agregaron a 750 mL de H20, se pesoO y se disolvieron 32.24 g de
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piperazina-N, N"-Bis (2-acido etnanosulfénico) PIPES, dicho componente no se
disuelve a pH inferior a 5, de tal manera que conforme se agregé la solucién se
controld elevando el pH, adicionando gotas de la solucién de hidroxido de sodio
(NaOH) previamente preparada. Una vez disuelto, se ajusto el pH a 6.8, no se
excede dicho valor debido a que si sube el medio de cultivo se torna color verde. Se
adicionaron 15 g de agar bacterioldgico y se esterilizé a 120 °C durante 15 minutos.
Una vez estéril se enfrio a 50 °C, y en condiciones asépticas se adicionaron 30 ml
de la solucion de casaminoacidos esterilizados por filtracién y 10 ml.de la solucién
de glucosa al 20% previamente estéril, finalmente se agregaron 100 ml de la tintura
azul lentamente por la pared del frasco con suficiente agitacion para mezclar a

fondo.

Previamente, se prepar6 papa-dextrosa-agar MCD-Lab al 3.9 % en agua destilada,
se esterilizé por 15 minutos a 120 °C y 15 psi 'y se vertio en cajas de Petri, una vez
solidificadas, se cortd el medio de cultivo con una navaja estéril justo a la mitad de
la caja, y se transfirié la mitad del medio a una caja nueva vacia, de tal manera que
las cajas contenian una mitad de su superfice con medio y la otra no,
posteriormente, en el espacio vacio de las cajas se vertio el medio de cultivo CAS-
agar, y se dejaron solidificar en condiciones asépticas. Una vez obtenidas las cajas
con ambos medios-de cultivo sélidos, se sembraron las cajas con las cepas de
Trichoderma del lado del medio de cultivo PDA, se incuban a 27 °C en luz constante
durante 6 dias. Debido a la naturaleza del experimento, se pudo realizar Gnicamente
una evaluacion semicuantitativa considerando la velocidad de reaccion en el medio
de cultivo, es decir, velocidad de la produccién de sideréforos y avance de

colaracion en el medio de cultivo en milimetros por dia.

Por las condiciones del experemiento anterior, y para obtener datos cuantitativos
sobre la eficiencia en la produccion de sideroforos por las diferentes cepas de
Trichoderma, se opto por realizar la prueba en medio de cultivo liquido y cuantificar

la produccion de sideréforos por método colorimétrico.
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La estrategia experimental, medio de cultivo empleado y condiciones para llevar a

cabo el analisis se describen a continuacion:

Las cepas de Trichoderma se cultivaron en medio de cultivo liquido, el cual es
Optimo para el crecimiento de este género, la composicion del medio de cultivo
GEYEC es la siguiente: glucosa al 1.5 %, extracto de levadura al 0.30 %, hidrolizado
de caseina al 0.5 %. El medio de cultivo se distribuy6 en tubos de ensaye de vidrio
con 10 ml de medio cada uno, los tubos conteniendo el medio de cultivo se
esterilizaron en autoclave durante 15 min a 22 psiy 121 °C. Una vez estériles los
tubos con el medio de cultivo, con una micropipeta Thermo Scientific de 20 pl se
sembraron las esporas de cada cepa, tomando el volumen necesario (variable para
cada cepa, de acuerdo al conteo previo) para agregar una concentracion de 1 x 10°
esporas por ml de medio de cultivo. Los tubos se incubaron en un agitador orbital
Wisecube WIS-20R a 140 rpm y 25 °C durante 6 dias. Cada una de las 65 cepas se

sembrd por triplicado.

Después de transcurrido el tiempo de incubacion, los tubos se agitaron en vortex
Genie2-560, durante 30 segundos, con apoyo de una micropipeta Thermo Scientific
de 1000 pl se recuperardn 1.5 ml de liquido del cultivo en tubos de plastico estériles
de 1.5 ml, y se colocaron en una microcentrigufa PrismR-C2500R a 10,000 rpm
durante 10 min, este paso se repitid, usando tubos estériles nuevamente y en las
mismas condiciones para asegurar que los sobrenadantes estuvieran libres de

células.

Para estimar el nimero de sideréforos presentes en los sobrenadantes de cultivos
fingicos se utilizé la prueba de cromo azurol sulfonato liquido (Pyne, 1994). En este
método, los sideréforos remueven el hierro del complejo de la tintura azul resultando

una reduccion del color azul a naranja.

Como en el anterior, también se utilizé una curva de calibracion, la cual es generada
a partir de muestras patron con concentraciones ascendenctes conocidas del

analito, es decir, un sideroforo sintético comercial (mecilato de ferroxamina HDFO)

32



de 5.72 uM a 34.32 uM. Como se menciond anteriormente, la asesoria y curva
estandar fue proporcianada por el Dr. Juan Ramiro Pacheco Aguilar.

Para llevar a cabo la reaccién se mezclaron 500 pl del sobrenadante con 500 pl de
la tintura azul CAS, se incubaron a temperatura ambiente durante 1 h, transcurrido
el tiempo de reaccion la lectura del complejo formado se hizo a una longitud de onda

de 630 nm en espectrofotometro Genesys 10s UV-Vis (Thermo Scientific).

Una vez obtenidas las lecturas de absorbancia dadas por el espectrofotometro, la
recta de calibrado elaborada previamente mediante la ecuacion'y = ax + b (x:
concentracion (mg L7), y: absorbancia (DOssonm) nos permite determinar la

concentracion de sideroforos en las muestras problema.

6.4 Produccion de acido indol acético por-Trichoderma spp.

Para determinar la produccion de acido indol acético por las 65 cepas de
Trichoderma se utilizé el método colorimétrico descrito por Pilet y Collet, (1970) con
algunas modificaciones. En este método el indol producido por los hongos en los
sobrenadantes reacciona con el medio acido del reactivo Salkowski para formar un

compuesto de color rosa/rojo.

Para esta prueba las cepas de Trichoderma se cultivaron en medio de cultivo liquido
GEYEC: (glucosa al 1.5 %, extracto de levadura al 0.30 %, hidrolizado de caseina
al 0.5 %).

El medio de cultivo se distribuyé agregando 10 ml en tubos conicos de plastico de
50 ml cada uno, los tubos conteniendo el medio de cultivo se esterilizaron en
autoclave durante 15 min a 15 psiy 121 °C. Una vez estériles los tubos con el medio
de cutlivo, con una micropipeta Thermo Scientific de 20 pl se sembraron las esporas
de cada cepa, tomando el volumen necesario (variable para cada cepa, de acuerdo
al conteo previo) para agregar una concentracion de 1 x 10% esporas por ml de
medio de cultivo. Los tubos se incubaron en un agitador orbital Wisecube WIS-20R
a 140 rpm y 25 °C durante 6 dias. Cada una de las 65 cepas se sembrd por

triplicado.
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Después de transcurrido el tiempo de incubacion, los tubos se agitaron en vortex
Genie2-560, durante 30 segundos, con apoyo de una micropipeta Thermo Scientific
de 1000 pl se recuperardn 1.5 ml de liquido del cultivo en tubos de plastico estériles
de 1.5 ml, y se colocaron en una microcentrigufa PrismR-C2500R a 10,000 rpm
durante 10 min, este paso se repitid, usando tubos estériles nuevamente y en-las
mismas condiciones para asegurar que los sobrenadantes estuvieran libres de

células.

Para la determinaciéon de la concentracién de &cido indol acético en mg L1, se
elabord una curva estandar de 3.6 a 25.2 mg L de AlA. El proceso para elaborar
la curva estandar es el siguiente: se prepara una solucion patron con 3.6 mg de AlA
y se diluyen en un matraz aforado de 10 ml en metanol, posteriormente de la
solucién patrén se toma 1 mly es llevado a 10 ml volumen final en metanol (solucién
estandar), a partir de esta solucién se realiza la curva agregando 100 pl de solucién
estandar en 900 ul de metanol en 2-ml de reactivo Salkowski, esto se realiza
consecutivamente aumentando el volumen de solucién estdndar y reduciendo el
volumen del solvente (metanol) hasta llegar a la concentracion mas alta necesaria
de AIA. De cada solucion y-reaccion se mide la absorbancia espectrofométrica por
triplicado a 530 nm longitud de onda. Como se mencioné anteriormente, también en
este caso la asesoria y curva estandar fue proporcianada por el Dr. Juan Ramiro
Pacheco Aguilar.

Para llevar a cabo la reaccion se mezclaron 400 pl del sobrenadante con 800 pl de
reactivo Salkowski (1 ml de 0.5 M de FeCls con 50 ml de HCIO4 al 35 %) (Thakuria
et al. 2004), se incubaron a temperatura ambiente durante 30 min, transcurrido el
tiempo de reaccion la lectura del complejo formado se hizo a una longitud de onda
de 530 nm en espectrofotometro Genesys 10s UV-Vis (Thermo Scientific).

Una vez obtenidas las sefiales de absorbancia dadas por el espectrofotometro, la

recta de calibrado elaborada previamente mediante la ecuacion y = ax + b (x:
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concentracion (mg L), y: DOszonm) Nos permite determinar la concentracion de las

muestras problema a partir de las lecturas obtenidas.

6.5 Efecto de la inoculacién de Trichoderma spp. en plantulas de tomate en
condiciones de invernadero

Debido a que los trabajos de validacion sobre inoculacion con microorganismos -son
muy diversos y se llevan a cabo en regiones y condiciones distintas, la metodologia
fue ajustada tomando como referencia a Menzies, (1993), Newman et al. (2002),
Colla et al. (2005) y Gravel et al. (2007).

En este experimento se utilizaron 50 cepas de Trichoderma que habian sido
validadas por Garcia-Sanchez (2019) por su capacidad de inhibir a 4 fitopatdgenos
por accion de metabolitos difusibles en condiciones.in vitro.

Las semillas de tomate variedad Rio Grande; se desinfectaron sumergiéndolas en
una solucién de hipoclorito de sodio (NaClO) al 1% durante 10 min, después se
enjuagaron en agua destilada estéril 5 veces agitando vigorosamente. La
inoculacion de las semillas se hizo agregando 24 semillas previamente
desinfectadas en tubos de plastico de 1.5 ml y posterioremente se agregaron 500
ul de una suspension de esporas en adherente comercial (Inex-A, COSMOCEL) al
0.1 % en agua destilada. La cocentracion de la suspension de esporas se ajusto
igual para todas a 1 x 107 esporas ml 1, se colocaron a temperatura ambiente
durante 1 hora sin agitacion. Como tratamiento control se colocé el mismo nimero
de semillas en un tubo y se adiciond Unicamente la solucion de adherente, sin

esporas,-modificado de Ozbay et al. (2004).

Previamente, se preparé un sustrato a base de peat-moss, vermiculita y perlita,
50:25:25 viv/v respectivamente, se esterilizé en autoclave a 120 °Cy 15 psi, durante
1 hora, una vez estéril y a temperatura ambiente, fue colocado en charolas de
poliestireno de 242 cavidades. Las semillas tratadas se sembraron a 0.5 cm de
profundidad y se colocaron 2 semillas por cavidad (con la finalidad de asegurar el
100% de plantulas), al final de la siembra se colocé una capa de sustrato esteéril
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para cerrar los orificios de la siembra. Una vez germinadas las plantulas se retiraron
manualmente 1 planta de las cavidades que habian germinado las dos semillas,

dejando una plantula por cavidad.

Las charolas se colocaron a temperatura ambiente con luz filtrada a través de una
malla sombra de 50 %. Se realizaron riegos diariamente con agua potable, hasta la
emergencia del primer par de hojas verdaderas (8-10 dias), a partir de esta
condicion se regaron 3 veces por semana con agua y dos fertiriegos por semana
con la férmula foliar N, 20 % -P, 20 %- K, 20% mas micro-elementos (TRICEL-20
de COSMOCEL) al 0.2%. El periodo de cultivo fue de 33 dias a partir de la siembra.

Se utilizé un disefio experimental completamente al azar, con 51 tratamientos y 4
repeticiones, la unidad experimental fue constituida por 3 plantas. Las variables a
evaluar fueron altura de la planta, peso fresco del area radicular y peso fresco del
area superficial. Una vez cumplidos los dias de cultivo de las plantulas, la altura se
midié con una regla, después fueron lavadas con agua de la llave, y para determinar
el peso por separado de la parte aérea y radicular de la planta, se cortaron en el

cuello de la raiz y se pesaron por separado.

Con los datos obtenidos se realizaron un analisis de varianza (ANOVA) para cada
una de las variables, se realizé una prueba de comparacion de medias post-hoc de
Dunnett que compara las medias de los tratamientos con respecto al control, en un

nivel de significancia del 0.05 %.

6.6 Interaccion in vitro de Trichoderma-gfp vs R. solani

Para conocer la interaccion in vitro de Trichoderma contra R. solani fitopatégeno de
tomate, primero se realiz6 una prueba de concentracién minima inhibitoria para 17
cepas con 3 antibioticos empleados como marcadores de seleccion, una vez
obtenidos los resultados de esta prueba preliminar, se utilizaron Ganicamente las
cepas mas sensibles a los antibidticos para etiquetarse con el gen reportero que
codifica la proteina verde fluorescente y entonces realizar los estudios de

interaccién in vitro.
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6.6.1 Pruebas de concentracion minima inhibitoria

Se utilizaron 17 cepas de Trichoderma, seleccionadas inicalmente por su capacidad
de inhibir el crecimiento en mas de un 50% a 4 hongos fitdpatogenos en condiciones
in vitro, por la via de metabolitos difusibles (Garcia-Sanchez, 2019), y T. atroviride
IMI206040 como cepa de referencia. Los antibioticos empleados para las pruebas
de sensibilidad fueron higromicina-B, nourseotricina (ambas GoldBio) y el herbicida-
fungicida glufosinato de amonio (Finale-BAYER). La finalidad de realizar la prueba
de concentracion minima inhibitoria con 3 antifungicos, es por que son usados como
marcadores de seleccion de cepas transformadas genéticamente, ademas de que
en el LAMIMO se tienen los plasmidos que confieren resistencia a cada uno de ellos.
Por otro lado, utilizar las cepas silvestres mas sensibles representa utilizar menos
antibioticos durante la transformacién, reduciendo el impacto econémico, algo que

se debe tomar en cuenta al momento de realizar un proyecto de investigacion.

Se utiliz6 medio de cutlivo papa-dextrosa-agar (MCD-Lab) al 3.9 %, una vez
esterilzado en autoclave durante 15 min a 121 °C y 15 psi y, se agregaron por
separado concentraciones ascendentes de higromicina-B (0, 25, 50, 100 y 200 pg
ml* de medio), nourseotricina (NTC) (0, 25, 50 y 100 ug ml* de medio) y glufosinato
de amonio (Finale) (0, 100, 200, 400, 600, 800 y 1000 uyg ml* de medio), después
se agitd lentamente cada frasco conteniendo el medio y su respectivo antibiético
para posteriormente vertirse en cajas de Petri. Una vez solidificados los medios de
cultivo se inocularon con 5 pl de una suspension de esporas, con una concentracion
de 1 x 10° esporas ml?, en el centro de la caja. Los cultivos se incubaron durante 7
dias-a 27 °C en luz constante en un incubador Thermo Scienthific Precision-818,
transcurrido este tiempo se tomaron fotografias para documentar la sensbilidad de

las cepas a los antibidticos probados.

6.6.2 Produccion de protoplastos de cepas sensibles
Derivado de los resultados de las pruebas de concentracién minima inhibitoria se

seleccionaron 6 cepas silvestres nativas del estado de Querétaro para llevar a cabo

37



las reacciones de produccién de protoplastos y su posterior transformacién con el

gen reportero gfp.

Para la produccion de micelio, se sembraron 1 x 10° esporas ml* de medio de cultivo
liquido GEYEC: (glucosa al 1.5 %, extracto de levadura al 0.30 %, hidrolizado de
caseina al 0.5 %), se incubaron en un agitador orbital Wisecube WIS-20R durante
18 h a 27 °C y 160 rpm, el tiempo necesario hasta llegar a la obtencién de micelio
joven (germinulas), éste se colecto por filtracidon a través de un embudo con un cono
de magitel estéril, y se lavd con 50 ml de agua destilada estéril, se recuperé el
micelio con una espétula metalica y se pesaron 0.17 g de micelio en condiciones
asépticas, el micelio se colocé en un tubo plastico estéril de 50 ml con 7 ml de
solucion osmdética: (50 mM de CacClz, 0.5 mM de manitol, 50 mM de buffer MES, pH
5.5), se agrego 0.1 g de enzimas liticas de Trichoderma harzianum Sigmal-Aldrich
para degradar la pared celular de las hifas. Posteriormente se mezcldé en vortex
Genie2-560 durante 30 segundos, se incubaron en un agitador de balanceo
CScientific CVP-9550 a 160 rpm, durante 3 horas aproximadamente, durante este
tiempo se tomaron muestras _en condiciones de campana de flujo laminar para
observar la formacién y desprendimiento de los protoplastos en un microscopio
compuesto, cuando se observaron cepas con protoplastos liberados del micelio se
detuvo el tiempo de incubaciéon. Los protoplastos se recuperaron pasando la
solucién a través de filtros Miracloth y colectandolos en tubos conicos de plastico de
50 ml, para finalmente, distribuir la suspensién de protoplastos en tubos plasticos
de 1.5 ml y se centrifugaron a 4 °C y 8000 rpm por 10 min en una microcentrigufa
PrismR-C2500R. Los protoplastos se resuspendieron en un volumen minimo de
solucion osmatica, este volumen se dividio en 4 tubos estériles de 1.5 ml con 240 pl
de protoplastos en suspension para realizar las transformaciones y un control por

cepa.

6.6.3 Transformacién de las cepas de Trichoderma con gfp
Para llevar a cabo la tranformacion de Trichoderma se utilizaron las mismas 6 cepas

seleccionadas para la produccion de protoplastos y la cepa de referencia
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IMI602040, aun cuando algunas mostraron muy baja produccion de protoplastos.
Se utilizaron cuatro plasmidos, pCB1004, pPK2-NTC, pPK2-Bar-eGFP y pUE10-
H1:GFP. En la seccion siguiente se describen el origen y constitucion de los
plasmidos. Sin embargo, se sefiala que se utilizaron cuatro plasmidos, dos
plasmidos (pCB1004) y pUE-10:GFP) que portan el marcador de resistencia a
higromicina-B ampliamente usado en Trichoderma y dos plasmidos. con los
marcadores de resistencia NTC y a glufosinato de amonio que se expresan bajo
secuencias regulatorias (promotor y terminador) de diferentes hongos que no
habian sido implementados en Trichoderma. El objetivo fue establecer el protocolo
de transformacion y nuevos marcadores de seleccion en las cepas silvestres de

Trichoderma nativas del estado de Querétaro.

La transformacion se realiz6 mezclando 240 pl de protoplastos con 60 ul de solucion
osmotica conteniendo 10 pg de plasmido, se incubaron durante 20 min en hielo. Se
adicioné a la mezcla de transformacion, 300 pl de PGE-8000 (polietilenglicol) al 40%
estéril y precalentado a 42 °C. El control se realiz6 agregando 60 pl de solucién
osmatica a 240 ul de protoplastos, se incubaron 20 min en hielo y se les agregd 300
ul de PGE-8000 (polietilenglicol) al 40% precalentado a 42°C, el control no contiene
plasmido. Las mezclas de' transformacion y el control se incubaron 30 min a

temperatura ambiente.

Los tubos 1, 2y 3 que contenian los plasmidos, se vertieron en top agar (PDB, 1 M
sorbitol y..agar bacteriolégico al 0.7 %) sobre una caja Petri con PDA selectivo
(concentraciones de antibibtico variables para cada cepa y plasmido). La mitad del
contenido del tubo control, se adicion6 en top agar sobre una caja Petri con PDA
selectivo para un control negativo y en PDA sin antibiético como un control positivo
de viabilidad de los protoplastos. Posteriormente se incubaron a 26 °C de 4-6 dias
en luz constante. Las cepas resistentes a los antibioticos fueron seleccionadas
durante 3 cultivos monosporicos para obtener cepas homocariontes que portaran

un solo genotipo.
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6.7 Descripcion de los plasmidos empleados en la transformacién

Las bacterias de E. coli que contenian los plasmidos pPK2-NTC con resistencia al
antibiotico NTC y pPK2-Bar-eGFP, con el gen de resistencia al herbicida glufosinato
de amonio, empleados para la transformacioén fueron proporcionadas por el Dr.
Israel Enrique Padilla Guerrero, profesor-investigador de la Universidad de
Guanajuato. El plasmido pCB1004 y pUE10:GFP, con resistencia a higromicina-B,
se tenia previamente en LAMIMO vy fueron construidos por el Dr. Edgardo Ulises
Esquivel Naranjo. A continuacion, se muestran en las figuras 3,4, 5y 6, el mapay

la descripcién de cada uno de los plasmidos utilizados.

6.7.1 Purificacion de los plasmidos pPK2-NTC, pPK2-Bar-eGFP, pCB1004 y
pUE10:gfp

Para multiplicar y purificar los plasmidos se prepararon matraces de 250 ml con 50
ml de medio de cultivo liquido LB: cloruro de sodio (NaCl), al 0.5 %, extracto de
lavadura 0.5 % y peptona de caseina 1.0 %, mas kanamicina GoldBio (50 ug/ml).
En cada matraz se inocul6 una colonia de E. coli que porta el plasmido pPK2-NTC
y en otro la cepa que tiene el plasmido pPK2-Bar-eGFP se colocarén en agitacion

orbital en una incubadora Labnet-15311-DS, a 37 °C a 180 rpm durante 16 horas.

Transcurrido el tiempo de incubacion, la purificacion se realizé con el kit QIAGEN
Plasmid Midi Kit, siguiendo las recomendaciones del proveedor. Se vertieron los 50
ml de cultivo bacteriano en tubos conicos estériles, para empastillar las células de
E. coli por centrifugacién a 4°C durante 15 minutos a 6000 xg en una centrifuga
Heraeus Megafuge 40R Thermo Scientific. La pastilla bacteriana se resuspendié en
4 ml del buffer P1 (50 mM Tris-Cl, 10 mM EDTA, 10 pg/ml RNasa A), mezclando en
vortex. Para el lisado celular se agregaron 4 ml de buffer P2 (200 mM NaOH, 1 %
SDS p/v), mezclando por inversion de 4-6 veces e incubando a temperatura
ambiente por 5 min. Posteriormente se agregaron 4 ml de buffer P3 (3.0 M acetato
de potasio pH 5.5) y se mezcld vigorosamente por inversion 4-6 veces incubando
en hielo por 15 min. Posteriormente, se centrifugo a 20,000 xg por 30 min a 4 °C, el

sobrenadante se recuper6 en un tubo conico estéril, para volver a centrifugar por 15
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min a 20,000 xg a 4 °C. El sobrenadante se recupero en otro tubo de plastico conico
estéril y se agregé a una columna QIAGEN-Tip 100 previamente equilibrada
aplicando 4 ml de buffer QBT (750 mM NaCl, 50 mM MOPS pH 7.0, 15 %
isopropanol v/v, 0.15 Tritbn X-100 v/v) pasando a través de la columna por
gravedad. EI ADN plasmidico se lavé dos veces con 10 ml de buffer QC (1.0M
NaCl, 50 mM MOPS pH 7.0, 15 % isopropanol v/v). El ADN plasmidico se recupero
por elucion con 5 ml de buffer QF (1.25 M NaCl, 50 mM Tris.Cl pH 8.5, 15 %
isopropanol v/v). EI ADN plasmidico en suspension se distribuyo en tubos de
plastico de 1.5 ml y se les agregardon 0.7 volimenes de isopropanol, se mezcl6 y
centrifugd inmediatamente a 15,000 xg por 30 min a 4 °C. El sobrenadante se
decant6 cuidadosamente, se lavo la pastilla de ADN con 300 pl de etanol al 70% vy
se centrifug6 a 15,000 xg por 10 min. El sobrenadante se decantd y se dej6 secar
las pastillas por 10 min, después se resuspendierén en 25 uL de agua HPLC. El
contenido de cada tubo se concentrd en uno solo y se cuantificé el ADN contenido
en la suspension final usando un Nanodrop. La integridad del ADN plasmidico se
analizé mediante electroforesis en gel de agarosa (1%) con bromuro de etidio,
visualizando las muestras de ADN en un foto-documentador de luz UV-C (GelDoc
XR+, Bio-Rad). Los plasmidos pCB1004 y pUE10:gfp se tenian purificados y
almacenados a -20 °C, por ello no implico realizar la multiplicacion y purificacion.

6.7.2 Identificacion de cepas transformadas y etiquetadas con gfp

Como dos de los plasmidos no poseen el gen gfp, pPK2-NTC y pCB1004, la
transformacién se consider6 exitosa, mediante la observacién y registro de
transformantes resistentes a los antibiéticos con capacidad de crecer en medio de
cultivo selectivo solo en presencia de los plasmidos y validando el resultado con el
control negativo. Las cepas que se transformaron con el plasmido pUE10:gfp que
poseen el gen que codifica para la proteina verde fluorescente fusionada a la histona
H1 para etiquetar nucleos se comprobd su transformacion por su capacidad de
crecer en medio selectivo y mediante microscopia confocal para detectar los nucleos

con emision de fluorescencia verde.
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1egX

pPK2-NTC

8329 bp

Figura 3. Mapa del plasmido pPK2-NTC. Plasmido de 8329 pb, con un gen de resistencia
a kanamicina para E. coli y la regién codificante de nourseotricina acetil transferasa 1

(NAT1) de Streptomyces noursei bajo el control del promotor constitutivo PgpdA de
Asperguillus nidulans.

pPK2-Bar-eGFP

$739 bp

Figura 4. Mapa del plasmido pPK2-Bar-eGFP. Plasmido de 9739 pb y porta la region
codificante de la PPT acetil transferasa (gen de resistencia Bar) de S. hygroscopicus bajo

el control del promotor constitutivo TrpC de A. nidulans. Ademas, tiene la regién codificante
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de la proteina verde fluorescente (GFP) bajo el control del promotor constitutivo TEF de A.

pullulans y el terminador de la glucoamilasa de A. awamori.

hph

pUE10-H1:gfp
H1

Figura 5. Mapa del plasmido pUE10-H1:gfp. Plasmido de 8.8 kb, porta el gen hph de
Escherichia coli que codifica una fosfotransferasa de higromicina, confiriendo resistencia a
este antibiotico. Con un promotor pkil de T. reesei y el gen gfp que codifica para la proteina
verde fluorescente fusionado a la histona H1, con un terminador del gen blul7 de T.

atroviride.

pCB1004

4829 bp

U
“hloramphenicol ™ -
2%

2500

Figura 6. Mapa del plasmido pcB1004. Plasmido con un tamafio de 4829 pb, que porta el
gen hph de E. coli que codifica una fosfotransferasa de higromicina, confiriendo resistencia
a este antibiético. Para usar hph como marcador de seleccion de hongos, la region
codificante fue fusionada al promotor constitutivo trpC de A. nidulans. Para la manipulacion

del plasmido en E. coli, pCB1004 tiene un gen de resistencia a cloranfenicol.
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Para comprobar la transformacon de las cepas con gfp mediante microscopia
confocal, se siguié la metodologia descrita por Lichius y Zeilinger, (2019) con
algunas variaciones, la cual consiste en cultivar la cepa deseada en papa-dextrosa-
agar MCD-Lab méas marcador de seleccion (antibiotico) durante 5 dias a 27 °C en
periodos de 12 h luz / 12 h obscuridad. Para hacer los cultivos experimentales, con
un bisturi estéril se corté un pequefio bloque de agar con micelio de cultivo previo
de aproximadamente 3 mm x 3 mm, colocandolo en el centro de una placa de medio
selectivo sdélido nuevo, y se incubo en las mismas condiciones descritas
anteriormente durate 22-24 h para desarrollar colonias de aproximadamente 2 cm
de didmetro en PDA.

Una vez desarrollado el micelio se montaron mediante el método de bloque de agar
invertido, cortando una pieza de medio de cultivo con micelio, con un bisturi estéril
de 1 cm de ancho por 3 cm de largo, en una zona de crecimiento activa, justo entre
una parte invadida por el micelio y otra sin invadir, se agregaron 20 pl de medio
minimo liquido y se colocé el bloque de agar en el cubreobjetos de 24 x 60 mm del
lado del bloque que contenia el micelio y haciendo contacto con el medio minimo y
el cristal. Se colocaron en incubacién durante 30 min a 25 °C en obscuridad para
que las hifas se recuperaran del estrés causado por el corte. Otras muestras fueron
montadas de la misma manera, pero afiadiendo 2 pl del colorante FM 4-64 Sigma-
Aldrich, con la finalidad de tefiir las membranas y septos de las hifas.

Para detectar la localizacion de la proteina verde fluorescente en el nucelo fue
mediante microscopia de fluorescencia utilizando un microscopio de escaneo laser
confocal invertido FluoView™ FV1000, Olympus Corp. Se tomaron fotografias y
videos de hifas y esporas de las cepas etiquetadas, utilizando dos canales
simultdneamente: uno de luz fluorescente usando el laser de argén/2 con filtros
EGFP (excitacion 488 nm; emisién 510 nm) y otro de luz transmitida para imagenes
en contraste de interferencia diferencial. Se usé el objetivo 60X Plan-Apocromatico

de inmersidon en aceite.
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6.7.3 Andlisis microscopico de lainteraccién Trichoderma-patégeno

Para analizar la interaccion Trichoderma-fitopatdégeno, se hicieron cultivos duales
de los hongos T. asperellum H1:gfp vs R. solani, y la cepa de referencia IMI206040
T. atroviride H1:gfp vs R. solani.

Se cultivaron las cepas marcadas con GFP, en medio de cultivo solido papa-
dextrosa-agar MCD-Lab selectivo y las del fitopatbgeno R. solani en PDA sin
antibioticos durante 5 dias a 27 °C en periodos de 12 h luz / 12 h obscuridad. Para
hacer los cultivos experimentales, con un bisturi estéril se cortdé un pequefio blogue
de medio con micelio del cultivo previo de cada hongo, de aproximadamente 3 mm
X 3 mm colocandolos en una misma caja de medio de cultivo PDA de lados
opuestos. Posteriormente se incubaron durante 18 a 20 h a 25 °C en obscuridad.
Cuando las hifas de los hongos estaban a 2 mm de encontrarse se realizaron cortes
de la zona de confrontamiento mediante la técnica de bloques de agar invertidos,
se agregaron 20 pl de medio minimo liquido y se colocé el bloque de agar en el
cubreojetos de 24 x 60 mm del lado del blogue que contenia el micelio de ambos
hongos, haciendo contacto con el medio minimo y el cristal. Se colocaron en
incubacion durante 30 min a 25 °C en obscuridad para que las hifas se recuperaran
del estrés causado por el corte. Para observar la interaccion de los hongos se realizo
mediante microscopia de fluorescencia utilizando un microscopio de escaneo laser
confocal invertido FluoView™ FV1000, Olympus Corp, utilizando dos canales
simultdneamente: uno de luz fluorescente usando el laser de argén/2 con filtros
EGFP (excitacion 488 nm; emisién 510 nm) y otro de luz transmitida para imagenes
en contraste de interferencia diferencial. Se usé el objetivo 60X Plan-Apocromatico
de inmersion en aceite. Se tomaron fotografias y videos de hifas creciendo en
tiempo real. Esta seccion de interaccién y microscopia, se realiz6 durante una
estancia de investigacion en el Laboratoro Nacional de Microscopia Avanzada del
Centro de Investigacion Cientifica y Educacion Superior de Ensenada (CICESE),
con el apoyo y asesoria de la Dra. Rosa Reyna Mourifio Pérez y el Dr. Diego Luis

Delgado Alvarez.
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VII. RESULTADOS

7.1 Efecto antagonico sobre hongos fitopatégenos

7.1.1 Antagonismo in vitro por micoparasitismo.

Una de las técnicas disefiadas para medir el efecto micoparasitico de especies de
Trichoderma sobre hongos fitopatégenos, fue elaborada por Bell et al. (1982), que
clasifica la actividad micoparasitica por la capacidad de sobrecrecimiento de un
hongo sobre otro, de acuerdo a ese comportamiento se clasifican en clases de | al
V. Durante este proceso Trichoderma secreta enzimas liticas que degradan la pared
celular de los hospederos, para alimentarse de ellos inhibiendo su crecimiento y/o

causandoles la muerte (Kubicek et al. 2001).

En el presente trabajo, las 65 cepas de Trichoderma confrontadas in vitro contra
siete fitopatogenos de plantas de tomate, mostraron diferentes grados de
micoparasitismo. En términos generales, los siete fitopatdbgenos son susceptibles
de micoparasitismo por las cepas nativas del estado de Querétaro, el hongo S. rolfsii
fue el Unico que presentd las 5'clases de interacciones micoparasiticas de acuerdo
a la escala de Bell y por ende el hongo mas dificil de ser micoparasitado por un
mayor numero de cepas de Trichoderma. Las cepas de Trichoderma
micoparasitaron a los hongos A. alternata, B. cinereay P. capsici, en clases | y Il de
la escala de Bell, y solo A. alternata presenté una cepa de clase lll, es decir,
intermedia. Sin_embargo, el mayor porcentaje corresponde a las escalas mas
agresivas de micoparasitismo, excelentes (1) y buenas (Il), mostrando una alta
capacidad de sobrecrecer y suprimir el desarrollo de estos hongos. Por otro lado, el
micoparasitismo de las cepas de Trichoderma contra los hongos C. gloeosporioides,
F.-oxysporum y R. solani, se dio en tres clases: I, Il y Ill de la escala de Bell
mostrando que las 65 cepas de Trichoderma probadas pueden micoparasitar a

estos hongos de manera considerable. A continuacién, en la Figura 7, se muestra
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el comportamiento micoparasitico de las cepas contra los siete fitopatégenos,
agrupandas en porcentaje de acuerdo a su capacidad micoparasitica.
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Figura 7. Porcentaje de cepas de Trichoderma clasificadas por su actividad
micoparasitica contra siete hongos fitopatégenos. El cédigo de colores ubica en las
barras el nimero de cepas expresado en porcentaje relacionado con su clasificacion en la
escala de Bell. En verde se representa la clase en I: excelentes, clase Il en azul: buenas,
clase Il en gris: intermedia, clase IV en naranja: poca actividad y en rojo la clase V, como

nula actividad micoparasitica.

Para localizar las cepas de clase | (excelentes) micoparasitando al mayor niumero
de fitopatdbgenos, es decir las de mayor espectro de accién, se realizé una
comparacién de listas con las cepas mas agresivas de cada uno de los
fitopatdgenos, en dos secciones, en la primera que se compararon las cepas
presentes con los cinco fitopatdgenos A. alternata, B. cinerea, P. capsici, R. solani

y S. rolfsii, el resultado del analisis arrojé un diagrama de Venn (Figura 8-A) con
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varios subconjuntos, entre ellos, un subconjunto central que contiene dos cepas
presentes antagonizando a los cinco fitopatégenos que representan las cepas de
mayor capacidad micoparasitica y un mayor espectro de accion contra diferentes
hongos de manera agresiva, las cepas corresponden a T. atroviride MB1 'y
Trichoderma sp. AJUM2. Ademas, se observa un subconjunto de nueve cepas
micoparasitando a P. capsici, otro de 15 afectando a B. cinerea y P. capsici, y otro
subconjunto de 20 cepas que micoparasitan a A. alternata, B. cinerea y P. capsici,
localizandose el mayor niumero de cepas micoparasitando los citados fitopatégenos.
La segunda seccion de comparacion de listas se hizo para detectar las cepas de
Trichoderma presentes como excelentes micoparasitas' de los hongos C.
gloeosporioides y F. oxysporum, el resultado del analisis arrojo un diagrama de
Venn (Figura 8-B) con 3 subconjuntos, sin embargo, el subconjunto central mostro
seis cepas excelentes micoparasiticas. Estas cepas son: Trichoderma sp. TEH4,
Trichoderma sp. AJUM2, Trichoderma sp. TEM1, MLP2 T. atroviride, T. atroviride
TEH1 y T. koningiopsis RE-11.

Figura 8. Cepas de Trichoderma presentes como excelentes micoparasiticas para
siete fitopatégenos. A-B, Las cepas de Trichoderma que mostraron excelente
capacidad micoparasitica, correspondiente a la escala | de Bell, fueron comparardas
contra A. alternata (Aa), B. cinerea (Bc), P. capcisi (Pc), R. solani (Rs), S. rolfsii (Sr),
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C. gleoesporioides (Cg) y F. oxysporum (Fo). Se realizaron dos andlisis

comparativos por limitaciones del programa.

7.1.2 Antagonismo in vitro por compuestos volétiles

El andlisis de varianza mostro diferencias significativas (p <0.01) en la inhibicion del
crecimiento de los fitopatdgenos de manera especifica, en el caso de A. alternata,
38 de las 65 cepas de Trichoderma probadas, son capaces de inhibir el crecimiento
con diferencias estadisticamente significativas con respecto al control (Tabla 5y
Figura 9), el hongo B. cinerea, es inhibido por los compuestos volatiles de 53 cepas
Trichoderma con diferencias estadisticamente significativas con respecto al control
(Tabla 6 y Figura 10). Los hongos, C. gloeosporioides (Tabla 7 y Figura 11) y F.
oxysporum (Tabla 8 y Figura 12) no presentaron diferencias estadisticamente
significativas (p < 0.01) comparadas con el crecimiento micelial del control, ademas,
se presentaron casos de estimulacion de crecimiento del fitopatogeno. Respecto al
fitopatégeno P. capsici (Tabla 9y Figura 13) y R. solani (Tabla 10 y Figura 14) fueron
inhibidos con diferencias estadisticas significativas con respecto al control por el
mismo numero de cepas, 23 en total con actividad fungistatica.

El hongo S. rolfsii (Tabla 11y Figura 15) fue inhibido por 16 cepas con diferencias
estadisticas significativas con respecto al control, sin embargo, 15 cepas tuvieron
efecto de estimulacion de crecimiento. Debido al nUmero de cepas empleadas en
los experimentos, 65 de Trichoderma y 7 fitopatdgenos, la comparacién multiple de
Tukey por pares resulta extensa, y no se describen las agrupaciones entre cepas,
se pueden consultar los detalles en las Tablas 5, 6, 7, 8, 9, 10y 11, los grupos que
no comparten una letra en comdn poseen una diferencia media que es
estadisticamente significativa. En el caso de las Figuras 9, 10, 11, 12, 13, 14y 15,
gue representan los datos de manera grafica, es decir el diametro de la colonia en
centimetros, se enfatiza que las barras mas pequefias representan las colonias mas
afectadas y, por ende, corresponden a las cepas de Trichoderma de mayor interés

antagonico.
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Tabla 4. Efecto de compuestos volatiles liberados por las cepas de Trichoderma sobre el
crecimiento de A. alternata.

Cepa Agrupamiento de Tukey al 0.05% Didmetro % de inhibicion
CTRL A 5.38 0.00%
RE-21 A B 4.67 13.25%
GAM1 A B o 4.33 19.60%
CHO3 A B C D 4.26 20.94%
TSJ7 A B C D E 4.22 21.58%
AJUM2 A B o D E 4.12 23.54%
CHO1 A B o D E F 4.08 24.28%
GY2 A B o D E F 4.04 24.94%
TSJ9 A B o D E F G 4.00 25.77%
TSR1-5 A B o D E F G 3.90 27.54%
CHM1 A B C D E F G 3.85 28.57%
MUMS5 A B o D E F G 3.80 29.44%
TC2 A B o D E F G 3.76 30.21%
TEH4 A B o D E F G 3.73 30.65%
TO2 A B o D E F G 3.73 30.68%
TSR1-6 A B o D E F G 3.70 31.29%
TSR1-2 A B C D E F G H 3.67 31.81%
TSR1-7 A B C D E F G H 3.66 32.03%
TSJ6 A B C D E F G H 3.63 32.48%
TEH1 A B o D E F G H 3.63 32.58%
MB3 A B o D E F G H 3.61 32.94%
NI3 A B o D E F G H 3.61 32.95%
TEH5 A B o D E F G H 3.59 33.22%
CM1 A B C D E F G H 3.59 33.23%
TO1 A B C D E F G H 3.59 33.36%
TEH3 A B C D E F G H 3.49 35.09%
TEH7 A B o D E F G H 3.47 35.56%
LGMIC A B o D E F G H 3.44 36.03%
TSJ5 B o D E F G H 3.43 36.30%
TO4 B C D E F G H 3.39 36.96%
MLP3 B C D E F G H 3.37 37.37%
T2-1 B C D E F G H 3.35 37.72%
RE-13.1 B o D E F G H 3.33 38.06%
SM3-1 B o D E F G H 3.33 38.19%
TC7 B o D E F G H 3.31 38.53%
GY1 B C D E F G H 3.29 38.85%
TEM1 B C D E F G H 3.25 39.64%
TSJ15 B C D E F G H 3.24 39.85%
GM1 B o D E F G H 3.22 40.13%
TSJ8 B o D E F G H 3.15 41.47%
TM9 B o D E F G H 3.13 41.93%
MB1 B C D E F G H 3.11 42.23%
AD3 B C D E F G H 3.06 43.16%
AJUM1 B C D E F G H 3.05 43.28%
*028 B o D E F G H 3.03 43.63%
TRT3 B o D E F G H 3.01 44.05%
RE-12.1 B o D E F G H 2.97 44.85%
NI-1 B C D E F G H 2.95 45.28%
RE-13 B C D E F G H 2.87 46.68%
AJUM3 B C D E F G H 2.85 46.97%
RE-15 B o D E F G H 2.77 48.52%
RE-09 B o D E F G H 2.76 48.73%
T1-1 o D E F G H 2.71 49.61%
RE-07 C D E F G H 2.64 50.96%
RE-04 C D E F G H 2.60 51.74%
TTX2 C D E F G H 2.57 52.22%
RE-20 o D E F G H 2.48 53.88%
RE-01 o D E F G H 2.47 54.08%
MLP2 o D E F G H 2.44 54.65%
RE-05 C D E F G H 2.42 55.00%
AJUM6 D E F G H 2.36 56.10%
Sv4 D E F G H 2.32 56.95%
TO3 E F G H 2.29 57.46%
RE-11 F G H 2.16 59.85%
TSJ14 G H 2.06 61.76%
SV2M3 H 1.73 67.89%
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Figura 9. Diametro del crecimiento micelial de A. alternata al ser expuesto a los
compuestos volatiles de Trichoderma spp. La barra color rosa muestra el diametro de la
colonia control y en el resto, en gris, el diametro alcanzado al ser expuestos a los

compuestos volatiles.
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Tabla 5. Efecto de compuestos volatiles liberados por las cepas de Trichoderma sobre el
crecimiento de B. cinerea.

Cepa Agrupamiento de Tukery al 0.05 % Diametro % de inhibicién
CHO1 A 8.60 -124.83%
MB1 A 8.50 -124.33%
CTRL B 3.78 0.00%
TSR1-6 B C 2.75 27.29%
TEH7 B C D 2.53 33.16%
TSJ8 B C D E 2.51 33.70%
TSJ5 B C D E 2.49 34.09%
TC2 B C D E F 2.46 34.81%
T2-1 B C D E F 2.44 35.44%
TEH4 B C D E F G 2.40 36.65%
TSR1-7 B C D E F G H 2.35 37.97%
RE-15 B C D E F G H | 2.32 38.70%
TEM1 B C D E F G H | 2.26 40.13%
TTX2 C D E F G H | 2.19 42.14%
SM3-1 C D E F G H | 217 42.51%
SVv4 C D E F G H | 2.17 42.66%
RE-05 C D E F G H | 2.14 43.46%
TSR1-2 C D E F G H | 2.13 43.69%
TEH5 C D E F G H | 2.12 43.90%
RE-07 C D E F G H | 2.10 44.35%
RE-09 C D E F G H | 2.10 44.54%
RE-11 C D E F G H | 2.07 45.12%
TSJ6 C D E F G H | 2.06 45.52%
TSJ15 C D E F G H | 2.00 47.03%
TSJ14 C D E F G H | 1.94 48.80%
RE-13 C D E F G H | 1.91 49.37%
TRT3 C D E F G H | 1.90 49.87%
AD3 C D E F G H | 1.88 50.25%
GM1 C D E F G H | 1.86 50.90%
CHO3 C D E F G H | 1.85 51.07%
TEH1 C D E F G H | 1.84 51.29%
TSJ9 C D E F G H | 1.82 51.91%
RE-12.1 C D E F G H | 1.81 52.07%
T1-1 C D E F G H | 1.80 52.45%
GY2 C D E F G H | 1.76 53.46%
CHM1 C D E F G H | 1.75 53.61%
RE-13.1 C D E F G H | 1.75 53.63%
TO1 C D E F G H | 1.72 54.55%
TC7 C D E F G H | 1.68 55.47%
MB3 C D E F G H | 1.66 56.16%
RE-21 C D E F G H | 1.64 56.72%
TO4 C D E F G H | 1.62 57.22%
RE-20 C D E F G H | 1.60 57.77%
MLP2 C D E F G H | 1.59 57.94%
AJUM6 C D E F G H | 1.59 57.96%
T™M9 C D E F G H | 1.57 58.46%
AJUM1 C D E F G H | 1.54 59.32%
TO2 C D E F G H | 1.53 59.51%
TSR1-5 C D E F G H | 1.52 59.69%
MUM5 C D E F G H | 151 60.09%
*028 C D E F G H | 1.42 62.50%
TSJ7 C D E F G H | 1.41 62.72%
NI-1 C D E F G H | 1.40 62.96%
GY1 C D E F G H | 1.38 63.62%
GAM1 C D E F G H I 1.30 65.54%
RE-01 C D E F G H I 1.28 66.06%
LGMIC D E F G H I 1.21 68.12%
TEH3 D E F G H I 1.18 68.74%
AJUM3 D E F G H I 1.15 69.51%
CM1 D E F G H I 1.13 70.21%
RE-04 D E F G H | 1.11 70.68%
MLP3 E F G H | 0.99 73.88%
TO3 F G H | 0.95 74.90%
SV2M3 G H | 0.87 76.87%
AJUM2 H | 0.85 77.62%
NI-3 | 0.80 78.93%
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Figura 10. Didmetro del crecimiento micelial de B. cinerea al ser expuesto a los
compuestos volatiles de Trichoderma spp. La barra color rojo claro, muestra el didmetro
de la colonia control y en el resto en color salmon, el diametro alcanzado al ser expuestos

a los compuestos volatiles.
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Tabla 6. Efecto de compuestos volatiles liberados por las cepas de Trichoderma sobre el
crecimiento de C. gloeosporioides.

Cepa
RE-13
TSJ8
CM1
CTRL
MLP2
TSR1-5
MUM5
CHO1
TSR1-6
LGMIC
AJUM6
AJUM3
TSJ7
TSJ9
RE-05
AD3
GAM1
GY2
CHM1
GM1
RE-11
TEH4
AJUM2
RE-20
Sv4
RE-21
TC2
CHO3
TEH1
RE-07
MLP3
TTX2
TEH3
TSR1-7
TSJ15
RE-15
SM3-1
NI3
AJUM1
SV2M3
TC7
RE-09
MB1
TSJ14
TO4
NI-1
MB3
TO3
TRT3
TO1
RE-13.1
*028
TM9
RE-12.1
TSR1-2
RE-04
GY1l
T2-1
RE-01
TEH5
T1-1
TSJ5
TSJ6
TEH7
TEM1
TO2

Agrupamiento de Tukey al 0.05%

>>rr>>r>>>>r>r>>r>>r>rr>r>>r>r>r>r>r>r>>>P>r>>P>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>

Diametro

5.08
5.03
4.84
4.79
4.79
4.72
4.64
4.59
4.53
4.45
4.45
4.39
4.38
4.36
4.35
4.33
4.30
4.28
4.08
4.07
4.07
4.04
4.04
3.96
3.95
3.94
3.94
3.94
3.93
3.92
3.92
3.90
3.90
3.90
3.90
3.89
3.89
3.85
3.84
3.83
3.83
3.81
3.74
3.74
3.73
3.72
3.68
3.67
3.67
3.66
3.65
3.60
3.59
3.57
3.56
3.56
3.52
3.41
3.40
3.36
3.30
3.26
3.24
3.12
3.07
2.98

% de inhibicién
-6.16%
-5.04%
-1.02%
0.00%
0.03%
1.36%
3.03%
4.22%
5.44%
7.01%
7.15%
8.24%
8.48%
8.86%
9.16%
9.50%
10.13%
10.69%
14.81%
14.91%
15.03%
15.57%
15.71%
17.36%
17.56%
17.69%
17.71%
17.80%
17.93%
18.02%
18.10%
18.45%
18.48%
18.49%
18.60%
18.68%
18.72%
19.68%
19.75%
19.99%
20.07%
20.33%
21.79%
21.88%
21.99%
22.34%
23.19%
23.38%
23.41%
23.65%
23.85%
24.77%
24.93%
25.39%
25.66%
25.69%
26.55%
28.69%
29.03%
29.81%
31.02%
31.92%
32.37%
34.93%
35.81%
37.83%
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Figura 11. Diametro del crecimiento micelial de C. gloeosporioides al ser expuesto a
los compuestos volatiles de Trichoderma spp. La barra color rojo claro, muestra el
diametro de la colonia control y en el resto en amarillo, el diametro alcanzado al ser

expuestos a los compuestos volatiles.
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Tabla 7. Efecto de compuestos volatiles liberados por las cepas de Trichoderma sobre el
crecimiento de F. oxysporum.

Cepa
TSJ8
TSJ6
TC7
RE-21
RE-13
LGMIC
TSJ15
MUM5
SM3-1
RE-20
TSJ9
CTRL
Sv4
CM1
TSJ7
TSR1-5
AJUM6
TSR1-2
GAM1
AJUM3
RE-13.1
TC2
CHO3
RE-11
T1-1
TO3
TSR1-6
NI3
TEH7
RE-15
TO4
TEH5
TO1
GM1
MLP2
RE-04
RE-09
RE-07
TEH4
T™M9
TSR1-7
GY1
TSJ14
GY2
RE-05
RE-12.1
NI-1
MB1
TEM1
AD3
CHO1
AJUM2
MLP3
TEH3
T2-1
CHM1
MB3
RE-01
TEH1
SVzZM3
TO2
*028
AJUM1
TTX2
TSJ5
TRT3

Agrupamiento de Tukey al 0.05%

>rr>rr>r>r>>>>>>>r>>>r>>>P>>P>>>r>>P>>>>>r>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>

Diametro

4.89
477
4.66
4.64
454
452
452
4.50
4.50
4.46
4.43
4.42
441
4.40
4.38
4.38
4.34
4.34
4.19
4.16
414
4.10
4.08
4.05
4.02
4.02
4.01
4.01
4.00
3.99
3.99
3.99
3.98
3.98
3.94
3.93
3.91
3.89
3.89
3.88
3.86
3.82
3.80
3.79
3.78
3.77
3.77
3.74
3.71
3.70
3.66
3.65
3.63
3.62
3.61
3.60
3.51
3.51
3.48
3.47
3.47
3.42
3.42
3.40
3.39
3.34

% de inhibicién

-10.52%
-7.99%
-5.49%
-4.96%
-2.70%
-2.28%
-2.20%
-1.82%
-1.74%
-0.86%
-0.29%
0.00%
0.33%
0.47%
0.87%
0.98%
1.79%
1.87%
5.22%
5.99%
6.28%
7.31%
7.75%
8.36%
9.08%
9.16%
9.25%
9.29%
9.63%
9.67%
9.78%
9.81%
9.97%
10.06%
10.96%
11.01%
11.57%
11.96%
12.06%
12.31%
12.70%
13.71%
14.05%
14.18%
14.43%
14.69%
14.69%
15.45%
16.06%
16.43%
17.29%
17.39%
17.81%
18.22%
18.27%
18.58%
20.54%
20.57%
21.25%
21.49%
22.56%
22.72%
23.12%
23.22%
24.25%
24.49%
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Figura 12. Diametro del crecimiento micelial de F. oxysporum al ser expuesto a los
compuestos volatiles de Trichoderma spp. La barra color naranja, muestra el diametro
de la colonia control y en el resto en morado, el didmetro alcanzado al ser expuestos a los

compuestos volatiles.
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Tabla 8. Efecto de compuestos volatiles liberados por las cepas de Trichoderma sobre el
crecimiento de P. capsici.

CTRL A 5.60 0.00%
RE-04 A B 5.29 5.62%
TC2 A B C 5.01 10.48%
TC7 A B C 4.97 11.31%
MUMS A B C 4.97 11.34%
CM1 A B C D 481 14.11%
AJUM3 A B C D 4.77 14.78%
AJUM2 A B C D 4.74 15.43%
TSJ15 A B C D 471 15.90%
TSJ8 A B C D E 4.69 16.27%
TSJ7 A B C D E 4.67 16.62%
RE-07 A B C D E 4.66 16.88%
TO4 A B C D E 4.63 17.41%
TSR1-2 A B C D E F 4.55 18.69%
TO3 A B C D E F 451 19.48%
GAM1 A B C D E F G 4.43 20.94%
*028 A B C D E F G 4.42 21.06%
SV2M3 A B C D E F G 4.38 21.72%
RE-20 A B C D E F G H 4.32 22.85%
RE-11 A B C D E F G H | 4.26 24.00%
LGMIC A B C D E F G H | 4.23 24.94%
MLP2 A B C D E F G H I J 4.20 25.53%
TTX2 A B C D E F G H I J 4.17 26.50%
CHO3 A B C D E F G H I J 412 27.73%
RE-09 A B C D E F G H I J 4.05 27.86%
T2-1 A B C D E F G H I 4.04 29.99%
TO2 A B C D E F G H I 3.92 32.34%
TSJ9 A B C D E F G H I J 3.79 32.44%
TSR1-5 A B C D E F G H I J 3.78 33.02%
GYl A B C D E F G H I J 3.75 33.62%
RE-21 A B C D E F G H I J 3.72 36.14%
RE-13 A B C D E F G H I 3.58 36.52%
RE-05 A B C D E F G H I 3.56 36.70%
RE-12.1 A B C D E F G H I J 3.55 36.98%
T1-1 A B C D E F G H I J 3.583 37.25%
MB3 A B C D E F G H I J 3.51 37.33%
RE-01 A B C D E F G H I J 3.51 37.59%
TSJ5 A B C D E F G H I J 3.50 41.80%
TM9 A B C D E F G H I 3.26 41.90%
CHO1 A B C D E F G H I 3.25 42.00%
TRT3 A B C D E F G H I J 3.25 42.08%
TEH1 A B C D E F G H I J 3.24 42.70%
TEH3 A B C D E F G H I J 3.21 44.93%
TO1 B C D E F G H I J 3.08 44.94%
TSJ6 B C D E F G H I 3.08 46.05%
TSR1-7 B C D E F G H I 3.02 46.39%
GM1 B C D E F G H I J 3.00 47.87%
AJUM6 B C D E F G H I J 2.95 48.05%
GY2 B C D E F G H I J 291 49.07%
SV4 B C D E F G H I J 2.85 49.15%
MLP3 B C D E F G H I J 2.85 50.65%
TSJ14 C D E F G H I 2.76 51.58%
TEH7 C D E F G H I J 2.71 53.67%
NI3 C D E F G H I J 2.59 53.99%
AD3 C D E F G H I J 2.58 54.14%
TEH4 C D E F G H I J 2.57 54.47%
SM3-1 C D E F G H [N 2.55 58.39%
TEM1 D E F G H I J 2.33 58.69%
TSR1-6 D E F G H I J 231 61.00%
RE-15 E F G H I J 2.18 62.47%
MB1 F G H I J 2.10 63.30%
AJUM1 F G H I J 2.06 63.67%
CHM1 G H I J 1.97 64.79%
RE-13.1 H I 1.88 66.52%
TEH5 I J 1.81 67.65%
NI-1 J 1.72 69.36%
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Figura 13. Diametro del crecimiento micelial de P. capsici al ser expuesto a los
compuestos volatiles de Trichoderma spp. La barra color azul claro, muestra el diametro
de la colonia control y en el resto en café claro, el diametro alcanzado al ser expuestos a

los compuestos volatiles.
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Tabla 9. Efecto de compuestos volatiles liberados por las cepas de Trichoderma sobre el
crecimiento de R. solani.

Cepa Agrupamiento de Tukey al 0.05% Diametro % de inhibicién
TSJ15 A 8.46 -2.58%
TSJ8 A 8.42 -2.07%
TSR1-7 A 8.41 -1.92%
RE-21 A 8.27 -0.24%
CTRL A 8.25 0.00%
MUM5 A 8.18 0.88%
TSJ14 A 8.09 1.94%
TSJ9 A 8.01 2.17%
AJUM6 A 8.00 2.88%
TSJ7 A 7.96 3.05%
RE-15 A 7.92 3.52%
RE-11 A B 7.85 4.05%
CM1 A B 7.84 4.88%
TEH5 A B 7.82 5.01%
TTX2 A B 7.77 5.24%
TSR1-5 A B 7.75 5.82%
LGMIC A B 7.59 6.06%
TEH4 A B 7.57 8.07%
MB1 A B 7.53 8.24%
NI3 A B 7.50 8.72%
TM9 A B 7.48 9.06%
TC2 A B 7.46 9.32%
RE-13.1 A B 7.45 9.64%
AJUM3 A B 7.38 9.73%
T1-1 A B 7.36 10.58%
RE-05 A B 7.36 10.76%
RE-01 A B 7.32 10.79%
RE-07 A B 7.30 11.24%
TSR1-2 A B 7.23 11.51%
TO1 A B 7.23 12.34%
RE-04 A B 7.18 12.42%
TEH3 A B 7.15 12.43%
RE-20 A B 7.11 12.94%
AJUM2 A B 7.03 13.39%
AJUM1 A B 7.02 13.88%
CHO3 A B 7.02 14.87%
TEH1 A B 7.00 14.90%
GAM1 A B 6.99 14.97%
CHM1 A B 6.99 15.12%
RE-13 A B 6.94 15.33%
TRT3 A B 6.94 15.89%
GM1 A B 6.92 15.95%
MB3 A B 6.91 16.24%
TSJ5 A B C 6.89 16.52%
TO4 A B C 6.88 16.61%
CHO1 A B C 6.86 16.82%
TEM1 A B C 6.84 17.15%
MLP3 A B C 6.80 17.54%
TSJ6 A B C 6.61 19.94%
RE-12.1 A B C 6.58 20.28%
TEH7 A B C 6.46 21.68%
MLP2 A B C 6.41 22.27%
GY1 A B C 6.39 22.68%
TSR1-6 A B C 6.38 26.35%
GY2 A B C 6.08 27.02%
SV2M3 A B C 5.98 27.50%
*028 A B (3 5.91 28.38%
T2-1 A B (3 5.86 29.04%
SM3-1 A B (3 5.83 29.41%
TO2 A B C 5.67 31.35%
Sv4 A B C 5.45 33.91%
NI-1 A B C 5.40 34.55%
TC7 A B C 5.39 34.67%
TO3 A B C 5.19 37.09%
RE-09 B C 3.95 52.09%
AD3 C 2.93 64.47%
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Figura 14. Diametro del crecimiento micelial de R. solani al ser expuesto a los
compuestos volatiles de Trichoderma spp. La barra color naranja, muestra el diametro
de la colonia control y en el resto en azul, el diametro alcanzado al ser expuestos a los

compuestos volatiles.
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Tabla 10. Efecto de compuestos volatiles liberados por las cepas de Trichoderma sobre el
crecimiento de S. rolfsii.

Cepa Agrupamiento de Tukey al 0.05% Diametro % de inhibicién
TSJ8 A 8.10 -47.79%
TSR1-6 A B 7.65 -39.65%
TSJ7 A B C 7.06 -28.82%
RE-21 A B C D 6.40 -16.82%
TSJ15 A B C D 6.30 -15.00%
RE-15 A B C D 6.25 -14.09%
RE-11 A B C D 6.22 -13.49%
TSR1-5 A B C D 6.22 -13.48%
RE-13.1 A B C D 6.07 -10.78%
CHO3 A B C D 5.93 -8.28%
TSJ9 A B C D 5.86 -6.89%
AJUM3 A B C D 5.83 -6.41%
TEH4 A B C D 577 -5.22%
LGMIC A B C D 5.73 -4.56%
T2-1 A B C D 5.64 -2.88%
CTRL A B C D 5.48 0.00%
GY2 A B C D 5.33 2.73%
TEH1 A B C D 5.22 4.80%
GAM1 A B C D 5.15 5.95%
T1-1 A B C D 5.01 8.53%
RE-12.1 A B C D 4.98 9.14%
AJUM6 A B C D 4.97 9.37%
CM1 A B C D 4.86 11.34%
CHO1 A B C D 4.86 11.36%
TEH3 A B C D 4.81 12.12%
TTX2 A B C D 4.75 13.38%
RE-05 A B C D 4.63 15.44%
NI3 A B C D 4.62 15.72%
MUM5 A B C D 4.62 15.75%
TSR1-7 A B C D 4.60 16.10%
TEH5 A B () D 4.57 16.50%
TSJ14 A B C D 4.56 16.81%
T™9 A B C D 4.55 17.01%
TSR1-2 A B C D 4.50 17.85%
RE-01 A B C D 4.50 17.91%
TRT3 A B C D 4.47 18.35%
RE-07 A B C D 4.46 18.50%
TSJ6 A B C D 4.38 20.11%
RE-13 A B C D 4.34 20.75%
TEH7 A B C D 4.32 21.19%
RE-09 A B C D 4.31 21.30%
Sv4 A B C D 4.14 24.36%
SM3-1 A B C D 4.13 24.54%
TEM1 A B C D 4.11 24.93%
TC2 A B C D 4.06 25.90%
RE-20 A B C D 4.02 26.69%
MB3 A B C D 4.01 26.85%
TC7 A B C D 3.99 27.24%
*028 A B C D 3.95 27.81%
TO1 A B C D 3.90 28.72%
TO3 B C D 3.87 29.38%
TSJ5 B C D 3.86 29.53%
TO2 B C D 3.79 30.73%
GM1 B C D 3.79 30.78%
MB1 B C D 3.61 34.00%
SV2M3 B C D 3.54 35.39%
GY1 C D 3.38 38.26%
CHM1 C D 3.35 38.87%
MLP2 C D 3.34 38.99%
MLP3 C D 3.28 40.04%
AJUM1 C D 3.25 40.71%
RE-04 C D 3.23 41.03%
AJUM2 C D 3.19 41.82%
TO4 C D 2.89 47.14%
NI-1 D 2.68 51.02%
AD3 D 2.58 52.92%
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Figura 1. Didmetro del crecimiento micelial de S. rolfsii al ser expuesto a los
compuestos volatiles de Trichoderma spp. La barra color verde, muestra el diametro de
la colonia control y en el resto en naranja, el didmetro alcanzado al ser expuestos a los

compuestos volatiles.
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La comparacion de listas de las cepas de Trichoderma presentes como inhibidores
del crecimiento de fitopatbgenos en un amplio espectro, por la via de los
compuestos volatiles, arrojé un subconjunto central de dos cepas: T. asperellum NI-
1y T. atroviride AD3 (Figura 16), que poseen la capacidad de inhibir el crecimiento
de los primeros cinco fitopatdgenos en diferentes grados porcentuales. Sin
embargo, existen 14 cepas afectando a B. cinerea, otras 11 inhibiendo a A. alternata
y B. cinerea, y otras cuatro cepas, afectaron a A. alternata, B. cinerea y R. solani,

se encontraron el mayor nimero de cepas distribuido en los fitopatégenos citados.

Respecto a los hongos C. gloeosporioides y F. oxysporum; los analisis estadisticos
revelaron que las cepas de Trichoderma no inhibieron el crecimiento con una
direferencia significativa con respecto al control, por ello, no se efectu6 la

comparacion de listas.

Figura 16. Cepas de Trichoderma con capacidad de inhibir el crecimiento de cinco
fitopatdgenos por efecto de compuestos volatiles. A. alternata (Aa), B. cinerea (Bc),

P. capcisi (Pc), R. solani (Rs) y S. rolfsii (Sr).
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7.1.3 Antagonismo in vitro por metabolitos difusibles

El antagonismo por metabolitos difusibles secretados por cepas de Trichoderma en
medio sdlido, representd un modo de accion efectivo para inhibir el crecimiento de
los siete hongos fitopatdgenos estudiados. El andlisis de varianza mostro
diferencias estadisticas significativas (p <0.01) en la inhibicién del crecimiento-de
los fitopatdgenos de maneray especifica, para el hongo A. alternata, se presentaron
18 cepas del total probadas con capacidad de inhibir su crecimiento con diferencias
estadisticamente significativas con respecto al control (Tabla 12 y Figura 17), el
hongo B. cinerea, es inhibido por los metabolitos difusibles de 30 cepas Trichoderma
con diferencias estadisticamente significativas con respecto al control (Tabla 13 y
Figura 18). El hongo C. gloeosporioides (Tabla 14y Figura 19) fue inhibido con
diferencias estadisticas significativas por 50 cepas de Trichoderma, a su vez F.
oxysporum fue inhibido por 7 cepas de Trichoderma con diferencias estadisticas
significativas, pero 18 cepas estimularon el crecimiento (Tabla 15 y Figura 20).
Respecto al fitopatdégeno P. capsici (Tabla 16 y Figura 21) 19 cepas fueron las que
lograron detener el crecimiento del patdgeno con diferencias estadisticas
significativas con respecto al control. EI hongo R. solani (Tabla 17 y Figura 22) fue
inhibido con diferencias estadisticas significativas con respecto al control por los
metabolitos difusibles de 63 cepas de Trichoderma siendo altamente sensible. El
hongo S. rolfsii-(Tabla 18 y Figura 23) fue inhibido por 41 cepas con diferencias
estadisticas significativas. Debido al numero de cepas empleadas en los
experimentos, 65 de Trichoderma y siete fitopatdégenos, la comparacion multiple de
Tukey por pares resulta extensa, y no se describen las agrupaciones entre cepas,
se pueden observar los detalles especificos en las Tablas 12, 13, 14, 15, 16, 17y
18, los grupos que no comparten una letra en comun poseen una diferencia media
gue es estadisticamente significativa. En el caso de las Figuras 17, 18, 19, 20, 21,
22 y 23, que representan los datos de manera grafica, es decir el diametro de la
colonia en centimetros, se enfatiza que las barras mas pequefias representan las
colonias mas afectadas y por ende a las cepas de Trichoderma de mayor interés

antagonico.
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Tabla 11. Efecto de metabolitos difusibles liberados por las cepas de Trichoderma sobre el
crecimiento de A. alternata.

Cepa
*028
TC2
CTRL
TEH7
TC7
GM1
CHM1
MLP2
T2-1
TEH3
TM9
TSJ8
MLP3
MB3
TSJ9
TTX2
TSJ14
TEH5
RE-07
TSJ15
TEH1
RE-12.1
SM3-1
RE-01
GAM1
RE-13
SV2M3
RE-11
RE-15
TSJ6
NI3
TSJ7
TEH4
TEM1
RE-09
TSR1-2
T1-1
TSJS
TO1
MUMS
AJUM2
RE-05
LGMIC
TO4
NI-1
RE-21
RE-13.1
AJUM1
TSR1-5
CHO3
RE-04
RE-20
Sv4
TRT3
AJUM3
TO2
AJUMG6
CHO1
TSR1-7
MB1
TO3
TSR1-6
CM1
GY1
GY2
AD3
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Diametro
8.50
8.50
8.50
8.50
8.25
8.19
8.02
7.98
7.74
7.71
7.58
7.53
740
7.39
7.38
7.36
7.36
7.21
7.09
7.01
6.99
6.93
6.82
6.77
6.63
6.62
6.53
6.50
6.43
6.42
6.36
6.27
6.26
6.17
5.94
5.92
5.86
5.47
5.17
5.17
4.61
4.45
4.43
4.33
4.29
4.20
4.10
4.09
3.99
3.97
3.95
3.94
3.76
3.54
3.34
3.10
2.98
2.96
2.88
2.85
2.69
2.53
2.43
1.56
1.04
0.97

% de inhibicion

0.00%
0.00%
0.00%
0.00%
2.98%
3.67%
5.64%
6.17%
8.95%
9.28%
10.88%
11.40%
12.95%
13.05%
13.16%
13.44%
13.46%
15.22%
16.63%
17.57%
17.80%
18.45%
19.81%
20.30%
22.03%
22.08%
22.35%
23.22%
24.35%
24.48%
25.14%
26.25%
26.30%
27.42%
30.08%
30.88%
31.08%
35.61%
39.16%
39.18%
45.75%
47.71%
47.93%
49.06%
49.55%
50.62%
51.75%
51.91%
53.04%
53.24%
53.56%
53.65%
55.73%
58.33%
60.67%
63.56%
64.99%
65.14%
66.11%
66.45%
68.33%
70.22%
71.39%
81.67%
87.81%
88.58%
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Figura 2. Diametro del crecimiento micelial de A. alternata al estar en contacto con
los metabolitos difusibles de Trichoderma spp. La barra rosa muestra el diametro de la
colonia control sin tratamiento y el resto en gris, el diametro alcanzado al ser expuestos a

los metabolitos difusibles.
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Tabla 12. Efecto de metabolitos difusibles liberados por las cepas de Trichoderma sobre el
crecimiento de B. cinerea.

Cepa Agrupamiento de Tukey al 0.05% Diametro % de inhibicion
TC7 A 8.50 -98.89%
TEH7 A 8.50 -98.89%
TEM1 A 8.50 -98.89%
TSJ7 A B 7.79 -82.16%
T™M9 A B 7.73 -80.98%
TSJ14 A B C 7.70 -80.13%
GM1 A B C D 7.50 -75.60%
TEH5 A B C D 7.30 -70.82%
RE-21 A B C D E 6.83 -59.82%

NI3 A B C D E 6.82 -59.61%
TSJ6 A B C D E 6.82 -59.50%

SV2M3 A B C D E 6.75 -58.04%
TSJ5 A B C D E 6.72 -57.20%
TC2 A B C D E 6.62 -54.95%
RE-O1 A B C D E 6.61 -54.75%
RE-15 A B C D E F 6.34 -48.32%
T1-1 A B C D E F 6.33 -48.16%
RE-11 A B C D E F G 6.16 -44.15%

AJUM2 A B C D EF G H 6.00 -40.43%
MB3 A B C DEFG H 6.00 -40.33%
TSJ9 A B C DEFG H I 5.81 -35.92%

TSR1-2 A B C D EF G H I J 5.37 -25.70%
*028 A B CDIEFGHIJ 5.32 -24.50%
T2-1 A B CDEFGHIIJ 5.04 -17.88%
MLP2 A B C D EF G H I JK 4.94 -15.52%
TTX2 A B C D EF G HIJKL 4.84 -13.23%
RE-13 B CDEFGUHIJKLM 4.80 -12.36%
TSJ15 B CDEFGMHIJKL M N 4.75 -11.16%
CHM1 B CDEFGUHIJKLMN 4.72 -10.49%
RE-20 B CDEFGUHIJKLMN O 4.60 -71.74%
TEH4 B CDEFGUMHIJKLMN O 451 -5.61%
TSJ8 B CDEFGUHI44IJKLMN OP 4.32 -1.15%
TEH1 B CDEFGMHIJKLMN OP 4.31 -0.91%
RE-05 B CDEFGUHIJKLMN OUP O 4.28 -0.21%
CTRL B CDEFGUHITIKLMN OPO 4.27 0.00%
TEH3 C DEFG HITIJKLMN OUP O 4.03 5.71%
GAM1 DEFGHIJIJKLMN OUZP O 4.03 5.80%
SM3-1 EFG HIJKLMN OZP OR 3.54 17.19%
MLP3 EF G HIJKLMN OFP OR 3.28 23.20%
TO2 FG HIJKLMN OUP OR 2.88 32.63%
RE-07 FG HIJKLMN OP OR 2.78 35.02%

TSR1-7 FG HIJKLMN OP OR 2.70 36.93%
TO4 G HIJKL M N OP OR 2.60 39.17%
TO3 HIJKLM N OP OR 2.48 41.97%

RE-13.1 HIJKLMN OP OR 2.42 43.43%
AD3 I J KLMN OP OR 2.19 48.85%
RE-04 I J KLMN OP OR 2.17 49.14%
TO1 I J KLMN OP OR 2.14 49.89%

RE-12.1 JKL M N OP OR 2.12 50.32%
SVv4 JKL M N OP OR 2.07 51.56%

AJUM1 J KL M N OP OR 1.78 58.30%
MB1 JKL M N OP OR 1.73 59.61%

AJUM6 KLMN OUP O R 1.35 68.50%

AJUM3 KLMN OUP O R 1.34 68.60%
CHO3 KLMN OWP O R 1.31 69.25%
NI-1 LM N OFP O R 1.19 72.08%
GY1 M N O P O R 1.13 73.48%
CHO1 N O P O R 1.13 73.54%

TSR1-5 O P O R 0.94 78.06%

TSR1-6 P O R 0.82 80.88%
MUM5 O R 0.62 85.39%

LGMIC R 0.25 94.16%
GY2 R 0.00 100.00%
CM1 R 0.00 100.00%
TRT3 R 0.00 100.00%
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Cepas de Trichoderma

HHI

Figural8. Diametro del crecimiento micelial de B. cinerea al estar en contacto con los
metabolitos difusibles de Trichoderma spp. La barra rojo claro, muestra el didmetro de
la colonia control sin tratamiento y el resto en salmén, el diametro alcanzado al ser

expuestos a los metabolitos difusibles.
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Tabla 13. Efecto de metabolitos difusibles liberados por las cepas de Trichoderma sobre el
crecimiento de C. gloeosporioides.

Cepa Agrupamiento de Tukey al 0.05% Diametro % de inhibiciéon
*028 A 8.50 0.00%
CTRL A 8.50 0.00%
RE-15 A B 7.81 8.11%
RE-20 A B C 7.39 13.06%
T1-1 A B C 7.35 13.48%
Sv4 A B C 7.35 13.48%
TO3 A B C D 7.29 14.25%
NI3 A B C D 7.28 14.38%
TC7 A B C D 7.25 14.72%
SM3-1 A B C D E 7.20 15.25%
MB3 A B C D E 7.20 16.36%
TSJ6 A B C D E F 7.03 17.33%
TSJ7 A B C D E F 7.03 17.35%
NI-1 A B C D E F 6.97 17.96%
AD3 A B C D E F 6.97 17.98%
TEH5 B C D E F G 6.87 19.23%
TEH1 B C D E F G 6.86 19.28%
TC2 B C D E F G 6.84 19.53%
TO1 B C D E F G 6.80 20.05%
AJUM2 B C D E F G 6.79 20.14%
T2-1 B C D E F G 6.78 20.22%
TEH7 B C D E F G 6.78 20.28%
RE-05 B C D E F G 6.76 20.49%
TSJ5 B C D E F G 6.74 20.76%
TO2 B C D E F G 6.73 20.78%
TO4 B C D E F G 6.73 20.78%
GY1 B C D E F G 6.73 20.80%
RE-13.1 B C D E F G H 6.62 22.08%
RE-01 B C D E F G H 6.61 22.29%
RE-12.1 B C D E F G H 6.58 22.60%
TM9 B C D E F G H 6.56 22.78%
TTX2 B C D E F G H 6.56 22.83%
RE-04 B C D E F G H 6.55 23.00%
GAM1 B C D E F G H | 6.47 23.83%
RE-21 B C D E F G H | 6.46 24.04%
TEH3 B C D E-F G H | 6.40 24.67%
TSJ15 B C D E F G H | 6.40 24.72%
MLP3 B C D E F G H | 6.37 25.01%
TEM1 B C D E F G H | 6.37 25.07%
MLP2 B C D E F G H | J 6.32 25.91%
AJUM3 B C D E F G H 1 J 6.30 26.06%
TSR1-5 B C D E F G H | J 6.28 26.11%
TSJ9 C D E F G H I J K 6.26 26.38%
RE-07 C D E F G H I J K L 6.21 26.91%
TSJ8 C D E F G H I J K L M 6.12 28.05%
TEH4 C D E F G H I J K L M 5.98 29.62%
GY2 C D E F G H I J K L M 5.97 29.77%
AJUM1 C D E F G H I J K L M 5.97 29.81%
TSR1-7 C D E F G H I J K L M 5.93 30.29%
RE-13 C D E F G H I J K L M 5.92 30.31%
GM1 C D E F G H I J K L M 5.84 31.28%
TSJ14 D E F G H I J K L M 5.80 31.74%
MB1 E F G H I J K L M 5.67 34.65%
CHM1 F G H 1J K L M 5.56 34.91%
MUM5 F G H I J K L M 5.53 34.93%
CHO3 G H I J K L M 5.36 36.91%
TSR1-6 H 1'J K L M 5.16 39.25%
TRT3 H 1'J K L M 5.09 40.16%
SV2M3 I J K L M 4.97 41.49%
CM1 J K L M N 4,79 43.68%
AJUM6 K L M N 4.71 44.55%
CHO1 L M N 4.67 45.02%
RE-09 M N 4.66 45.19%
LGMIC N 3.38 60.24%

70



T1-14 —
SV4 1 H
SV2M3 H
SM3-14 )
RE-21 1 H
RE-20 1 H
RE-151 = - h
RE-13.14 = —
RE-13 1 ¥
RE-12.14 1]
RE-09 1 —
RE-07 1 H
RE-05 1 )
RE-04 1 }—
RE-01 4 ¥
NI3 1 ]
NI-14 l
MUMS5 H
MLP3 9

Cepas de Trichoderma

T

N 9 ™ © ? KN
Diametro (cm)

Figura 19. Diametro del crecimiento micelial de C. gloeosporioides al estar en
contacto con los metabolitos difusibles de Trichoderma spp. La barra roja muestra el
diametro de la colonia control sin tratamiento y el resto en amarillo, el diAmetro alcanzado

al ser expuestos a los metabolitos difusibles.
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Tabla 14. Efecto de metabolitos difusibles liberados por las cepas de Trichoderma sobre el
crecimiento de F. oxysporum.

Cepa Agrupamiento de Tukey al 0.05% Diametro % de inhibicién
RE-15 A 8.50 -18.51%
RE-21 A B 8.20 -14.30%
GM1 A B C 8.17 -13.91%
TSJ9 A B C D 8.08 -12.60%
TEHS5 A B C D E 8.07 -12.46%
RE-13 A B C D E 8.01 -11.69%
TSR1-7 A B C D E F 7.78 -8.44%
T2-1 A B C D E F G 7.70 -7.38%
TEH3 A B C D E F G 7.68 -7.10%
MLP3 A B C D EF G 7.65 -6.68%
RE-11 A B C D EF G H 7.57 -5.57%
TC2 A B C D EF G H 7.56 -5.41%
TSR1-2 A B C D E F G H | 7.37 -2.72%
TSJ5 A B C D EF G HIJ 7.31 -1.98%
sv2M3 A B C D E F G H 1| J 7.26 -1.26%
TC7 A B C D EF G H IJ 7.26 -1.22%
TSJ8 A B C D EF G HIJK 7.20 -0.37%
T™M9 A B C D EF G H I JK 7.20 -0.32%
CTRL A B C D EF G H I JK 7.17 0.00%
TO4 A B C D EF G HIJK 7.12 0.76%
T1-1 A B C D EF G HIJK 7.10 0.95%
TEM1 A B C D EF G H I JK 7.06 1.61%
LGMIC A B C D E F G H I J K 7.05 1.68%
TSJ15 A B C D EF G HIJKL 7.02 2.09%
TEH1 A B C DEFGHIJKL™M 6.97 2.77%
*028 A B C D EF G HIJKL M 6.97 2.80%
TEH7 A B C D EF G HIJKL M 6.95 3.04%
SM3-1 A B C D EF G H I JKL M 6.95 3.13%
RE-01 A B C D EFG HIJKL M 6.93 3.34%
NI3 B C D EFGMHIJKL M 6.88 4.15%
TSJ6 B C D EFG HIJKL M 6.86 4.37%
TTX2 B C D EF G HI1TJKL M 6.85 4.55%
MB3 B C D EFG HIJKL M 6.83 4.82%
AJUM2 B C D EFG HIJKL M 6.81 5.07%
AD3 B C D EFG HITJKL M 6.75 5.85%
MLP2 B C DEF G HI1JKL M 6.75 5.94%
RE-07 B C D EFG HI1TJKL M N 6.65 7.25%
GAM1 B C D EFGHIJKL M N 6.65 7.26%
RE-13.1 B C D EF G HIJKL M N 6.61 7.86%
AJUM3 C DEF G HIJKL M N 6.59 8.14%
NI-1 D EF G HIJKL M N 6.56 8.57%
TSJ14 D EF G HIJKL M N 6.53 8.96%
CHM1 D EFGHIJKL M N 6.50 9.33%
RE-05 EF G HIJKL M N 6.47 9.76%
RE-09 F G HIJKL M N O 6.37 11.19%
TEH4 F G HIJKL M N O 6.30 12.11%
TO1 F G HIJKL M N O 6.30 12.21%
TO3 F G HIJKL M N O 6.29 12.30%
RE-12.1 F G HIJKL M N O 6.28 12.43%
TSR1-6 F G HIJKL M N O 6.28 12.50%
MUM5 F G HIJKL M N O P 6.23 13.18%
CHO1 G HIJKL M N O P 6.18 13.89%
GY1 H I JKL M N O P 6.03 15.90%
AJUM6 lIJ KL M N O P 5.90 17.80%
RE-04 lIJ KL M N O P 5.86 18.26%
GY2 J KL M N O P 574 20.01%
CM1 KL M N O P 5.62 21.70%
CHO3 KL M N O P 5.60 21.86%
TO2 L M N O P O 5.44 24.10%
MB1 M N O P O 5.42 24.40%
RE-20 M N O P O 5.42 24.49%
Sv4 N O P O 5.14 28.27%
TSJ7 O P O 4.83 32.68%
TSR1-5 P O 4.67 34.92%
TRT3 (@] 3.95 45.00%
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Figura 20. Diametro del crecimiento micelial de F. oxysporum al estar en contacto
con los metabolitos difusibles de Trichoderma spp. La barra roja muestra el diametro
de la colonia control sin tratamiento y el resto en morado, el diametro alcanzado al ser

expuestos a los metabolitos difusibles.
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Tabla 15. Efecto de metabolitos difusibles liberados por las cepas de Trichoderma sobre el
crecimiento de P. capsici.

CTRL A 7.47 0.00%

CHO3 A B 7.00 6.37%

TSJ6 A B C 6.99 6.49%

TO4 A B C 6.97 6.78%

RE-09 A B C D 6.24 15.77%
RE-01 A B C D 6.17 17.40%
SV2mM3 A B C D 6.08 18.70%
*028 A B C D 6.04 19.24%
TEH7 A B C D E 5.76 22.88%
CHO1 A B C D E 5.72 23.41%
TC7 A B C D E F 5.56 25.59%
TSR1-5 A B C D E F 5.48 26.63%
TSR1-7 A B C D E F 5.48 26.65%
RE-07 A B C D E F 5.48 26.70%
TTX2 A B C D E F 5.45 27.10%
TSR1-6 A B C D E F 5.40 27.66%
MUM5 A B C D E F 5.38 27.72%
TSJ5 A B C D E F G 5.33 28.61%
T1-1 A B C D E F G 5.28 29.33%
T™M9 A B C D E F G 5.09 31.83%
RE-05 A B C D E F G 5.09 34.06%
AJUM3 A B C D E F G H 4.93 34.12%
AJUM6 A B C D E F G H 4.92 34.13%
TEM1 A B C D E F G H 4.92 34.33%
TEH1 A B C D E F G H 491 34.79%
RE-13 A B C D E F G H 4.87 35.56%
TSJ7 A B C D E F G H 4.82 36.15%
TSJ9 A B C D E F G H 4.77 36.24%
RE-21 A B C D E F G H 4.76 36.82%
TEH4 A B C D E F G H 4.72 36.85%
RE-15 A B C D E F G H 471 36.96%
TEH3 A B C D E F G H 4.14 44.53%
AJUM1 A B C D E F G H 4.13 44.66%
CM1 A B C D E F G H 3.95 47.06%
TSJ15 A B C D E F G H 3.80 49.17%
T2-1 A B C D E F G H 3.73 50.10%
TC2 A B C D E F G H 3.40 54.53%
TSJ14 A B C D E F G H 3.36 55.04%
TSJ8 A B C D E F G H 3.28 56.04%
TEH5 A B C D E F G H 3.23 56.72%
AJUM2 A B C D E F G H 3.01 59.73%
RE-13.1 A B C D E F G H 2.92 60.85%
NI3 A B C D E F G H 2.71 63.65%
GM1 A B C D E F G H 2.64 64.58%
RE-12.1 B C D E F G H 2.35 68.48%
TSR1-2 C D E F G H 2.01 74.16%
AD3 D E F G H 1.69 77.37%
RE-20 D E F G H 1.62 78.21%
TO2 D E F G H 1.57 78.89%
NI-1 E F G H 1.04 86.00%
GY1l F G H 0.61 91.74%
LGMIC G H 0.40 94.63%
MLP3 H 0.01 99.32%
RE-04 H 0.01 99.77%
SM3-1 H 0 100.00%
Sv4 H 0 100.00%
GAM1 H 0 100.00%
TRT3 H 0 100.00%
TO3 H 0 100.00%
GY2 H 0 100.00%
MB1 H 0 100.00%
TO1 H 0 100.00%
MLP2 H 0 100.00%
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Figura 3. Diametro del crecimiento micelial de P. capsici al estar en contacto con los
metabolitos difusibles de Trichoderma spp. La barra azul muestra el didmetro de la
colonia control sin tratamiento y el resto en café, el diametro alcanzado al ser expuestos a

los metabolitos difusibles.
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Tabla 16. Efecto de metabolitos difusibles liberados por las cepas de Trichoderma sobre el
crecimiento de R. solani.

CTRL A 7.46 0.00%

*028 A B 5.24 29.71%
TSJ9 A B C 4.52 39.38%
T1-1 B C D 4.28 42.60%
SV2M3 B C D E 4.01 46.27%
TSJ7 B C D E F 3.95 47.01%
MLP2 B C D E F G 3.83 48.66%
T™M9 B C D E F G H 3.61 51.57%
TSJ5 B C D E F G H | 3.52 52.79%
TEH5 B Cc D E F G H | J 3.48 53.36%
TSJ8 B C D E F G H | J K 3.35 55.08%
TTX2 B C D E F G H | J K 3.28 55.95%
TEH7 B C D E F G H | J K 3.12 58.21%
TC2 B C D E F G H | J K 3.08 58.65%
TC7 B C D E F G H | J K L 2.95 60.45%
TEM1 B C D E F G H | J K . L 2.94 60.62%
MB3 B C D E F G H | J K L 2.87 61.56%
CHM1 B C D E F G H | J KL 2.77 62.88%
RE-11 B C D E F G H | J+- K L 2.69 63.96%
TO4 B C D E F G H | J K L 2.61 65.04%
TEH3 B C D E F G H | J K L 2.47 66.84%
TSR1-2 B Cc D E F G H . 1'J K L 2.44 67.30%
TSJ6 B C D E F G H 4 J K L 2.25 69.77%
TO2 C D E F G H |I'J K L 2.04 72.62%
MLP3 C D E F G H | J K L 1.90 74.47%
TEH1 C D E F G H 1 J K L 1.88 74.81%
MUMS5 C D E F G H I J K L 1.59 78.64%
RE-21 C D E F G H | J K L 1.52 79.59%
GY1 Cc D E F G H | J K L 151 79.79%
RE-09 D E F G H | J K L 1.45 80.50%
T2-1 D E «F G H | J K L 1.43 80.81%
TSJ14 D E F G H | J K L 1.43 80.85%
AD3 D E- F G H | J K L 1.39 81.40%
RE-13.1 D E  F G H | J K L 1.34 82.02%
MB1 D E F G H | J K L 1.30 82.50%
NI3 E F G H I'J K L 1.22 83.59%
TEH4 E F G H | J K L 1.12 85.01%
RE-13 E F G H I'J K L 1.03 86.15%
AJUM3 E F G H | J K L 0.97 87.05%
RE-12.1 F G H | J K L 0.93 87.49%
RE-15 F G H I'J K L 0.93 87.54%
NI-1 G H | J K L 0.87 88.31%
RE-01 G H I'J K L 0.87 88.38%
TSR1-5 G H | J K L 0.85 88.67%
RE-05 H I'J K L 0.76 89.77%
TSJ15 H | J K L 0.71 90.50%
RE-07 H | J K L 0.60 91.93%
TO1 IJ K L 0.54 92.82%
AJUM1 J K L 0.46 93.84%
RE-04 K L 0.35 95.28%
Sv4 L 0.00 100.00%
SM3-1 L 0.00 100.00%
LGMIC L 0.00 100.00%
TRT3 L 0.00 100.00%
AJUM2 L 0.00 100.00%
GY2 L 0.00 100.00%
CHO1 L 0.00 100.00%
CHO3 L 0.00 100.00%
CM1 L 0.00 100.00%
TO3 L 0.00 100.00%
GAM1 L 0.00 100.00%
GM1 L 0.00 100.00%
AJUMG6 L 0.00 100.00%
TSR1-6 L 0.00 100.00%
TSR1-7 L 0.00 100.00%
RE-20 L 0.00 100.00%
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Figura 22. Didmetro del crecimiento micelial de R. solani al estar en contacto con los
metabolitos difusibles de Trichoderma spp. La barra rosa muestra el diametro de la
colonia control sin tratamiento y el resto en azul, el diametro alcanzado al ser expuestos a

los metabolitos difusibles.
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Tabla 17. Efecto de metabolitos difusibles liberados por las cepas de Trichoderma sobre el
crecimiento de S. rolfsii.

Cepa Agrupamiento de Tukey al 0.05% Diametro % de inhibicién
CTRL A 8.50 0.00%
*028 A B 7.80 8.23%
MLP2 A B C 7.60 10.54%
T1-1 A B CD 7.44 12.44%
T™9 A B CD E 7.04 17.17%
TEH7 A B CD EF 6.99 17.78%
TSJ14 A B CD EF 6.94 18.34%
GY1 A B CD EF 6.92 19.29%
MLP3 A B CDEFG 6.86 19.46%
TEH1 A B CDEFGH 6.82 19.73%
TEHS5 A B CDEFGH 6.82 19.81%
TC7 A B CDEFGH 6.80 19.98%
TTX2 A BCDEFGHI 6.36 25.19%
MB3 A BCDEFGHI 6.21 26.92%
RE-04 A BCDETFGHI 6.20 27.05%
RE-15 A BCDETFGHI 6.10 28.20%
TO4 A BCDETFGHI 6.06 28.72%
TSJ5 A BCDETFGHI 6.05 28.85%
TSJ8 A BCDEFGHIIJ 5.79 31.92%
TSJ7 A BCDIEFGHIJK 5.75 32.35%
TEM1 A BCDIEFGHIJKL 5.60 34.14%
TSJ6 A BCDIEFGHIJKLWM 5.35 37.12%
RE-07 A BCDIEFGHIJKLMN 5.16 39.33%
TSJ15 A BCDIEFGHIJKLMN 5.14 39.54%
RE-11 A BCDUEFGHIJIKLMN 5.05 40.54%
SV2M3 B CDEFGHIJIKLMN 4,93 41.97%
RE-21 B CDEFGHIJIKLMNDO 457 46.20%
TC2 B CDEFGHIJIKLMNOP 4.28 49.60%
AJUM3 CDEFGHIJKLMNOPDO 421 50.48%
TSJ9 CDEFGHIJKLEMNOPDO 4.20 51.02%
TO1 DEFGHIJKLMNOWPOR 4.03 52.64%
MB1 EFGHIJKLMNOPO RS 3.85 54.75%
NI3 EFGHIJKLMNOPO RS 3.64 57.19%
RE-01 EFGHIJKLMNOUPO RS 3.58 57.87%
TEH3 EFGHIJKLMNOPO RS 3.55 58.19%
AJUM2 FGHIJKLMNOWPOIRST 3.47 59.18%
AJUM6 GH I JKLMNOWPOIRST 3.38 60.24%
TO2 H 1 JKLMNOPOIRST 3.29 61.27%
TRT3 I J K LMNOWPOIRST 3.18 62.58%
RE-09 I J K LMNOWPOWIRST 3.03 64.38%
RE-13.1 I J K LMNOWPOIRST 2.93 65.56%
TSR1-2 JKLMNOWPOIRST 2.43 71.43%
TEH4 JKLMNOWPORST 2.32 72.66%
T2-1 JKLMNOWPOIRST 2.29 73.02%
CHO3 KLMNOWPOWIRST 2.24 73.67%
TSR1-6 LMNOWPOIRST 2.17 74.49%
RE-12.1 M NOPOIRST 2.00 76.44%
TO3 M NOPOIRST 1.90 77.69%
CHO1 M NOWPOIRST 1.89 77.74%
RE-05 N O PO RST 1.74 79.57%
MUM5 N O PO RST 1.70 79.95%
SM3-1 N O PO RST 1.69 80.10%
TSR1-7 O PO RST 1.09 87.14%
LGMIC O PO RST 1.08 87.33%
AJUM1 O PO RST 1.05 87.62%
RE-13 P O RST 0.92 89.21%
GY2 O RS T 0.75 91.23%
CHM1 O RS T 0.70 91.72%
RE-20 RS T 0.59 93.00%
GAM1 RS T 0.54 93.67%
TSR1-5 ST 0.34 96.04%
NI-1 ST 0.31 96.30%
AD3 T 0.00 100.00%
CM1 T 0.00 100.00%
Sv4 T 0.00 100.00%
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Figura 23. Diametro del crecimiento micelial de S. rolfsii al estar en contacto
con los metabolitos difusibles de Trichoderma spp. La barra color verde muestra
el diametro de la colonia control sin tratamiento y el resto en color naranja, el dimetro

alcanzado al ser expuestos a los metabolitos difusibles.
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La comparacion de listas de las cepas de Trichoderma con capacidad inhibidora del
crecimiento de los primeros cinco fitopatdgenos comparados con respecto al
crecimiento del control (fitopatégeno sin Trichoderma) y con mayor espectro de
accion fueron: T. asperellum NI-1, T. tomentosum TSR1-5, T. asperellum TRT3, T.
atroviride MB1 y T. atrobrunneum SV4 (Figura 24-A). Respecto a las cepas de
Trichoderma presentes como inhibidores del crecimiento de C. gloeosporioides al
25 %y F. oxysporum al 20 % fueron 6 cepas: T. koningiopsis GY2, T. atrobrunneum
CHQ3, T. tomentosum TSR1-5, T. asperellum TRT3, T. atroviride CM1 y T.
atroviride MB1 (Figura 24-B).

A e Bc B

Figura 24. Cepas de Trichoderma presentes como antagOnicas para los siete
fitopatbgenos por metabolitos difusibles. A-B, A. alternata (Aa), B. cinerea (Bc), P.
capcisi (Pc), R. solani (Rs), S. rolfsii (Sr), C. gleoesporioides (Cg) y F. oxysporum
(Fo). Se realizaron dos analisis comparativos por limitaciones del programa.

En la Tabla 19 se muestran un resumen de las cepas antagOnicas por los tres
mecanismos de accidon evaluados: micoparasitismo, compuestos volatiles y
metabolitos difusibles, se incluyeron Unicamente las de mayor espectro de accion,
es decir, aquellas capaces de afectar a un mayor numero de fitopatégenos por

mecanismo de accién especifico.
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Tabla 18. Resumen de las cepas de Trichoderma con mayor actividad antagénica.

Experimento

Clave y especie de Trichoderma : = :
y esp Micoparasitismo Compuestos Metabolitos

volatiles difusibles
AJUM2 - Trichoderma sp. a
TEML1 - Trichoderma sp. B
MBL1 - T. atroviride B a
TEH4 - Trichoderma sp. Y
MLP2 - T. atroviride Y
RE-11 - T. koningiopsis 4
NI-1 - T. asperellum y y
AD3 - T. atroviride y
TSR1-5 - T. tomentosum a
TRT3 - T. asperellum
SV4 - T. atrobrunneum Y

Nota: Las letras del alfabeto griego categorizan las cepas de la siguiente manera: a = cepas
con capacidad de afectar a los siente fitopatégenos, considerandose las de mayor espectro
de accion; g = cepas con capacidad de afectar a seis fitopatdgenos de los siete probados;
y = cepas con capacidad de afectar a cinco fitopatégenos de los siete probados.

7.2 Actividad solubilizadora de nutrientes

7.2.1 Solubilizacién de fosfato tricalcico en medio liquido

De las 65 cepas probadas para determinar la capacidad de solubilizar fosfatos
tricalcicos en medio liquido Pikovskaya, 51 solubilizaron cantidades por encima de
los 0.100 mg L. El promedio de solubilizacién fue de 0.271 mg L de medio de
cultivo liquido. La mayor produccién fue de 1.226 mg L por la cepa TEH5 - T.
asperellum, alas 72 h de cultivo, posteriormente la cepa MB1 T. atriviride, con 0.695

mg L2, después le sigue la cepa 028 T. atroviride con 0.688 mg L.

De acuerdo al andlisis estadistico existen diferencias estadisticas significativas
entre la capacidad de solubilizar fosfatos en las cepas de Trichoderma. Para

consultar los detalles del comportamiento de cada cepa se puede consultar la Tabla
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20 con los resultados de la prueba de comparacion de medias de Tukey al 0.05 %

para la variable mg L de fosfato soluble en medio de cultivo liquido.

7.2.2 Produccion de sidero6foros en medio CAS soélido y liquido

En esta prueba, realizada en medio de cultivo solido CAS-agar, se probro la
solubilizacion de hierro mediante compuestos sideréforos producidos por 50 cepas
de Trichoderma. En la Tabla 21, se muestra con detalle las cepas que son sideréforo
positivas, asi como la velocidad de difusion de sideréforos producidos y medidos en
mm por dia de avance en el cambio de color del medio de cultivo, las cepas
marcadas con +++ indican una velocidad de reaccion alta, ++ velocidad media de
reaccion y + baja. Se presentaron 20 cepas con una velocidad de difusion en mm/dia
altas (+++), 16 con una velocidad media (++), 10 con baja (+) y cuatro cepas
sideréforo negativo. La velocidad de difusion en el medio (viraje de color) se
considera una evaluacion semicuantitativa y no se sometié a ningun andlisis

estadistico.

La produccion de sideroforos -en medio liquido, se logré identificar y cuantificar
Unicamente en diez cepas de las 65 probadas. El rendimiento en mg L' de
sideréforos en medio liquido son equivalentes al sideroforo sintético con el que se
elaboro la curva estandar, mecilato de ferroxamina. El analisis de varianza evidencié
diferencia estadistica significativa (p < 0.001) en la produccion de sideréforos, las
cepas con mayor produccién fueron GY2 T. koningiopsis, con 19.15 mg L1, seguida
de 028 T. atroviride con 18.46 mg L, TQ3 T. asperellum, con 17.50 mg L*, AD3 T.
atroviride con 16.27 mg L%, TEH1 T. atroviride con 15.37 SM3-1 T. capillare con
13.5 mg L. Para observar los detalles de agrupamieto y rendimiento medio de
produccion, en la Tabla 22, se muestran los resultados de la prueba de comparacion
de medias de Tukey al 0.05 % con las especificaciones.
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Tabla 19. Solubilizacién de fésforo por cepas de Trichoderma en medio de cultivo liquido a
las 72 h.

TEHS A 1.226
MB1 A B 0.695
*028 A B C 0.688
TSJ8 B C D 0.605
AJUM1 B C D 0.592
TSJ15 B C D 0.589
TEH4 B C D E 0.556
AJUM3 B C D E 0.506
TEH7 B C D E 0.460
T™M9 B C D E 0.434
CHM1 B C D E 0.430
T2-1 B C D E 0.428
TO1 B C D E 0.412
GY1l B C D E 0.399
CHO3 B C D E 0.395
TTX2 B C D E 0.393
AJUM6 B C D E 0.365
SV2M3 B C D E 0.359
GM1 B C D E 0.356
TSR1-2 B C D E 0.350
AJUM2 B C D E 0.348
TSJ14 B C D E 0.343
TC7 B C D E 0.334
MLP2 B C D E 0.316
TSR1-6 B C D E 0.310
TEH1 B C D E 0.285
RE-20 B C D E 0.276
RE-13 B C D E 0.275
RE-05 B C D E 0.268
TSR1-5 B C D E 0.262
AD3 B C D E 0.258
RE-12.1 B C D E 0.241
RE-15 B C D E 0.216
RE-13.1 B C D E 0.208
RE-09 B C D E 0.200
TC2 B C D E 0.199
NI-1 B C D E 0.198
Sv4 B C D E 0.186
TEH3 B C D E 0.180
TSR1-7 B C D E 0.162
SM3-1 B C D E 0.156
GAM1 B C D E 0.151
CM1 B C D E 0.151
TSJ9 B C D E 0.148
TSJ7 B C D E 0.147
MLP3 B C D E 0.133
CHO1 B C D E 0.132
RE-21 B C D E 0.125
MUMS B C D E 0.125
TSJ6 B C D E 0.117
TSJ35 B C D E 0.114
GY2 C D E 0.100
LGMIC D E 0.089
RE-11 D E 0.087
T1-1 D E 0.076
MB3 D E 0.060
RE-07 D E 0.059
RE-04 D E 0.054
TEM1 D E 0.020
TRT3 D E 0.018
RE-01 D E 0.017
TO2 E -0.015
NI3 E -0.016
TO4 E -0.016
TO3 E -0.016
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Tabla 20. Produccién de sideréforos en medio sélido CAS-agar.

*028 21 4.5 ++ Purpura-naranja
AJUM1 24 3.6 ++ Naranja
AJUM2 26 7.0 +++ Naranja
AJUM3 31 2.8 + Naranja
AJUM6 11 25 + Naranja
CHM1 42 3.1 + Naranja
CHQ1 34 2.1 + Naranja
CHQ3 8 7.0 +++ Naranja
CM1 27 7.0 +++ Naranja
GAM1 14 3.6 ++ Naranja
GYl 4.2 1.8 + Naranja
MB1 18 7.0 +++ Naranja
MB3 35 3.6 ++ Naranja
MLP2 27 2.1 + Naranja
MLP3 39 4.5 ++ Naranja
NI-1 21 5.5 +++ Purpura-Naranja
NI3 22 7.0 +++ Naranja
RE-01 27 7.0 +++ Naranja
RE-04 24 35 + Naranja
RE-05 23 7.0 +++ Naranja
RE-11 27 2.3 + Naranja
RE-12.1 12 5.2 ++ Naranja
RE-13 27 7.0 +++ Purpura-Naranja
RE-13.1 22 5.3 ++ Naranja
RE-20 20 4.1 ++ Naranja
RE-21 11 7.0 +++ Naranja
SM3-1 20 5.6 +++ Naranja
SV2M3 4.2 3.6 ++ Naranja
Sv4 20 0 - Negativo
T1-1 12 7.0 +++ Naranja
T2-1 27 7.0 +++ Naranja
TC2 27 7.0 +++ Naranja
TC7 28 7.0 +++ Naranja
TEH1 23 7.0 +++ Naranja
TEH5 25 7.0 +++ Naranja
TEH7 21 4.6 ++ Naranja
TEM1 29 7.0 +++ Naranja
T™M9 21 5.6 +++ Naranja
TQ1 21 3.6 ++ Naranja
TQ2 22 6.5 +++ Naranja
TQ3 24 5 ++ Naranja
TQ4 23 35 ++ Naranja
TSJ5 28 4.6 ++ Naranja
TSJ6 29 5.1 ++ Naranja
TSJ7 9 0 - Negativo
TSJ9 17 2.8 + Naranja
TSJ14 10 0 Negativo
TSJ15 31 0 - Negativo
TSR1-2 4.2 2.1 ++ Naranja
TSR1-5 31 2.1 + Naranja

(+++) velocidad de difusion alta, (++) velocidad intermedia y (+) baja difusion.
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Tabla 21. Produccién de sider6foros en medio liquido por cepas de Trichoderma.

GY2 A 19.159
*028 A 18.469
TQ3 A 17.506
AD3 A B 16.272
TEH1 A B C 15.372
SM3-1 A B C 13.593
RE-13 B C 2.335
RE-04 B C 1.937
TQ1 B C 1.561
MB1 C 0.996

7.3 Produccion de acido indol acético por Trichoderma spp.

Las 65 cepas de Trichoderma probadas son indol positivo, las cantidades
detectadas y cuantificadas fueron variables, de acuerdo al andlisis estadistico
ANOVA (p= 0.01), existen diferencias estadisticas significativas entre la capacidad
de producir compuestos indoles por parte de las cepas de Trichoderma. La cepa
RE-15 T. tomentosum, fuela de mayor produccién con 35.95 mg L* de medio de
cultivo, esta cepa form6 un agrupamiento de Tukey (0.05 %) individual y el mas
sobresaliente, seguida de GY1 T. asperellum con 12.11 mg L, después RE-20 T.
tomentosum con.un rendimiento de 10.30 mg L. La produccién media de las cepas
de Trichoderma se localizé en los 6.40 mg L.

En total se formaron ocho agrupamientos de Tukey con diferencias estadisticas
entre ellos. Como la comparacion por pares resulta ser extensa en la Tabla 23, se
muestran los resultados de la prueba de comparacién de medias de Tukey al 0.05

% para la variable mg L de acido indol acético en medio de cultivo liquido.
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Tabla 22. Produccién de 4acido indol acético por cepas de Trichoderma.

Cepa Agrupamiento de Tukey al 0.05 % mg L*
RE-15 A 35.952
GY1 B 12.114
RE-20 B c 10.301
TSJ14 B c D 8.503
TEH5 B c D E 7.963
RE-04 B C D E 7.825
Ti-1 B c D E 7.562
RE-21 c D E 7.174
TO1 c D E 6.967
MB1 c D E 6.912
TO3 c D E 6.898
TEH3 c D E 6.898
AJUM2 c D E 6.884
TEH? c D E 6.787
T™M9 c D E 6.690
TSR1-6 c D E 6.566
TO4 c D E 6.566
TSJ5 c D E 6.552
TSJ6 c D E 6.524
TO2 c D E 6.469
T2-1 C D E 6.427
TEM1 c D E 6.192
TSR1-5 c D E 6.026
CHO1 c D E 5.957
MUM5 c D E 5.929
TSJ7 c D E 5.915
RE-13.1 c D E 5.915
GY2 C D E 5.888
LGMIC C D E 5.860
TSR1-7 C D E 5.846
NI3 C D E 5.832
GM1 c D E 5.805
TSJ8 c D E 5.805
TSJ15 ¢ D E 5.708
TSR1-2 c D E 5.639
AD3 c D E 5.625
MLP3 D E 5.445
RE-07 D E 5.431
TSJ9 D E 5.404
RE-01 D E 5.362
TTX2 D E 5.334
*028 D E 5.334
RE-05 D E 5.279
GAM1 D E 5.238
TEH1 D E 5.238
MB3 D E 5.224
TC7 D E 5.196
NI-1 D E 5.182
CM1 D E 4.961
RE-11 D E 4,947
AJUM3 D E 4.919
MLP2 D E 4.878
RE-09 D E 4.850
TRT3 D E 4.739
TEH4 D E 4.726
CHO3 D E 4.477
SM3-1 D E 4.449
AJUM1 D E 4.435
RE-12.1 D E 4.255
Sva D E 4.186
RE-13 D E 4.172
TC2 D E 4.158
AJUM6 D E 4.034
CHM1 D E 4.020
Sv2m3 E 3.743




7.4 Efecto de la inoculacion de Trichoderma spp. en plantulas de tomate en
condiciones de invernadero

En este experimento se observé un crecimiento de las plantulas considerablemente
homogéneo, sin embargo, una vez sometidos los datos obtenidos al analisis de
varianza (ANOVA p< 0.001), mostraron diferencia estadistica significativa en-las

variables evaluadas.

Las variables de respuesta fueron: altura de las plantulas (cm), peso de la raiz (g) y
peso del area vegetativa (g). A partir de los resultados del ANOVA para cada una
de las variables, se rechazo la hipotesis nula (HO), que dice que no hay diferencia
significativa, sustituyéndose por la hipotesis alternativa (H1), que indica la presencia
de diferencias estadisticas significativas en los tratamientos, y se realizé un analisis
post hoc de comparacion de medias Dunnett-al 0.05 %, el cual compara las medias

de cada uno de tratamientos con respecto al control.

Para el caso de la variable, altura de la planta, cuatro tratamientos (cepas)
mostraron una diferencia estadistica significativa con respecto al control. Las cepas
fueron: T. atrobrunneum CHQ3, T. koningiopsis RE-01, TC7 y GAM1, ambas de la
especie T. asperellum (Figura 25). Para la variable, peso de la raiz, tres cepas
tuvieron un efecto . diferente estadisticamente con respecto al control, T.
atrobrunneum CHQ3 la cual se present6 en la variable de altura de la planta, TEH7
y AJUM1, ambas de la especie T. harzianum, dichas cepas representan las de
mayor efecto sobre la produccion de raiz (Figura 26). Finalmente, en la variable del
peso de la parte aérea de la planta, encontramos Unicamente una cepa con un
efecto estadisticamente diferente con respecto al control, TQ4 de la especie T.
asperellum (Figura 27). En total suman siete cepas con un efecto promotor de

crecimiento vegetal.
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Figura 25. Cepas de Trichoderma promotoras de altura de plantulas de tomate. Prueba
de comparacién de medias de Dunnett al 0.05 % de confiabilidad para la variable altura. Se
muestra en color naranja la barra correspondiente al control y en color verde las barras de
los tratamientos con diferencia estadistica significativa (p < 0.05) Dunnett test.
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Figura 26. Cepas de Trichoderma promotoras del desarrollo de la raiz de tomate.
Prueba de comparacion de medias de Dunnett al 0.05 % de confiabilidad para la variable
peso de raiz. Se muestra en color naranja la barra correspondiente al control y en color
amarillo las barras de los tratamientos con diferencia estadistica significativa (p< 0.05)

Dunnett test.
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Figura 27. Cepas de Trichoderma promotoras de crecimiento de la parte aérea de la
planta. Prueba de comparacion de medias de Dunnett al 0.05 % de confiabilidad para la
variable peso de la parte aérea. Se muestra en color naranja la barra correspondiente al
control y en color amarillo claro las barras de los tratamientos con diferencia estadistica
significativa (p < 0.05) Dunnett test.
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7.6 Interaccion in vitro de Trichoderma-gfp vs R. solani

7.6.1 Pruebas de concentraciéon minima inhibitoria

Para realizar la manipulacion genética de las cepas, como es el marcaje con genes
reporteros que codifican proteinas fluorescentes, y efectuar de forma diferencial la
interaccion con sus hospederos, es importante determinar la sensibilidad de las
cepas a los antibiéticos comunmente utilizados en protocolos de transformacion
genética. Actualmente, los mas empleados son la higromicina-B (hyg-b) y la
nourseotricina (NTC), que inhiben la sintesis de proteinas, para los cuales existen
plasmidos con los genes que confieren resistencia en los hongos. Otro marcador de
seleccion utilizado en hongos es el gen bar que confiere resistencia al herbicida

glufosinato de amonio (Finale, Bayer).

De las 17 cepas de Trichoderma que se evalué su concentracion minima inhibitoria
a los antibidticos: higromicina-B (Sigma-Aldrich), nourseotricina (GoldBio) y
glufosinato de amonio (Finale-Bayer), se detectaron seis cepas silvestres que
fueron sensibles a los tres antifungicos y en dosis bajas, estas corresponden a: T.
harzianum AJUML1, T. atroviride CM1, T. tomentosum MB3, T. asperellum NI-1, T.
koningiopsis RE-11 y T. atrobrunneum SV4, a estas se sumo la cepa de referencia
Trichoderma atroviride IMI206040. En la Tabla 24, se muestran las concentraciones
especificas a las cuales se inhibieron las 17 cepas silvestres mas la cepa de
referencia.

7.6.2 Comprobacion de los plasmidos pPK2-NTC y pPK2-Bar-eGFP por
electroforesis en gel

Los plasmidos pPK2-NTC y pPK2-eGFP que fueron proporcionados por el Dr. Israel
Padilla Guerrero, de la Universidad de Guanajuato, se multiplicaron y se purificaron,
y se corrobord su presencia por restriccion segun su tamafio. Para el plasmido
pPK2-NTC se emplearon las enzimas de restriccion EcoRI y Xbal, la electroforesis
muestra las bandas cortadas y lineales correspondientes al tamafio del plasmido
lineal. En ambas se observa el tamafio esperado de 8329 bp, que corresponde al

tedrico (Figura 3y 28). El plasmido pPK2-Bar-eGFP, se analiz6 por restriccion con
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las enzimas de restriccion EcoRI y BamHI, el patrén de restriccion obtenido
mediante electroforesis muestra las bandas correspondientes al tamafio esperado
de 9739 bp que corresponde al indicado en el mapa plasmidico (Figura 4 y 28). El
plasmido pcB-1004 y pUE10 H1:gfp se tenian previamente concentrados 'y

purificados por lo cual no se realiz6 el mismo procedimiento para ellos.

1Kb NTC EcoR1l Xbal B-gfp EcoR1 BamH1

10 Kbp
8 Kbp

6 Kbp

Figura. 28. Analisis de restriccion de los plasmidos pPK2-NTC y pPK2-Bar-eGFP. Gel
de agarosa al 1 % mostrando el tamafio de los plasmidos mediante digestion con enzimas
de restriccion indicadas

7.6.3 Transformacion de las cepas silvestres seleccionadas con los plasmidos
pCB1004, pUE10 H1:gfp, pPK2-NTC y pPK2-Bar-eGFP.

De las 6 cepas silvestres, la Unica que logré generar protoplastos con la enzima
litica, fue la cepa NI-1 T. asperellum. Debido a esta condicion, se eliminaron en esta

etapa las otras 5 cepas y se procedio a hacer la transformacién de la cepa NI-1 con
los cuatro plasmidos.
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Tabla 23. Concentracion minima inhibitoria de higromicina-B, glufosinato de amonio, y

nourseotricina para 18 cepas de Trichoderma.

Cepa T Concentrgcién en mg ml*t
Hyg-b | Finale NTC
IMI206040 T. atroviride 100 200 200
AJUM1 T. harzianum 50 400 50
AJUM2 Trichoderma sp. 50 600 | N/I- 100 *
CHQ1 T. koningiopsis 50 1000 50
CM1 T. atroviride 50 100 100
MB3 T. tomentosum 50 200 50
MLP3 T. atroviride 50 600 N/1- 100
NI-1 T. asperellum 50 600 100
NI3 Trichoderma sp. 50 600 | N/I- 100 *
RE-04 T. koningiopsis 200 800 N/P **
RE-05 T. koningiopsis 50 400 | N/I- 100 *
RE-11 T. koningiopsis 200 200 50
RE-13.1 T. koningiopsis 200 | 1000 N/P **
RE-21 T. tomentosum 200 200 100
Sv4 T. atrobrunneum 50 400 100
TEHS5 T. asperellum 50 400 N/I- 100
T™M9 T. atrobrunneum 100 800 N/1- 100
TSJ6 T. harzianum 50 400 100

N/I = No inhibido a la concentracion sefialada; N/P= No probado, debido a que las pruebas
gue les precedieron ya requerian de dosis elevadas para su inhibicion y fueron descartadas

La cepa NI-1 se logré transformar con10 pg de los plasmidos pCB1004 y pUE10
H1:gfp con resistencia a higromicina-B y con el plasmido pPK2-NTC con resistencia
a nourseotricina (NTC). Sin embargo, no fue posible transformar esta cepa con el
plasmido pPK2-Bar-eGFP, aln cuando la cepa es sensible al herbicida glufosinato
de amonio. La formacion de colonias transformantes resistentes a los antibiéticos

higromicina-B y NTC fue muy abundante solo cuando en la mezcla de
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transformacion se incluyeron los respectivos plasmidos (Figura 29, tratamiento = T).
En la primera columna de fotografias, de izquierda a derecha, se observa el control
positivo de viabilidad de protoplastos (control+), el cual no contiene antibiético ni
plasmido, comprobando la integridad de los protoplastos. En la segunda columna
de fotografias, de izquierda a derecha, se observa el control negativo (control-), sin
plasmido y con antibiético, se aprecia que no hay crecimiento de colonias por no
poseer el plasmido que confiere resistencia para su desarrollo en el medio selectivo.
Los resultados mostrados claramente demuestran que -se . obtuvo una
transformaciéon muy eficiente de la cepa NI-1 de T. asperellum utilizando los

marcadores de seleccion a higromicina-B y NTC (columnas de la derecha).

7.6.4 Comprobacion de la cepa transformada NI-1 T.asperellum pUE10 H1:gfp
mediante microscopia confocal.

El marcaje molecular con el gen reportero que condifica para la proteina verde
fluorescente gfp, se comprobd por microscopia de fluorescencia confocal, mediante
el analisis de imagenes. El plasmido pUE10 H1:gfp posee el gen gfp aclopado a la
histona H1, la cual forma parte de la cromatina responsable del empaquetamiento
del ADN en el nacleo, razén por la cual se le ve como un proteina de localizaciéon
nuclear al momento de observar la fluorescencia verde al microscopio confocal. Se
tomaron fotografias-de segmentos de hifas que expresaban la proteina verde
fluorescente en lazona del ndcleo, las imagenes en 2D se pueden observar a detalle
en la Figura 30, y en la Figura 31, se observa un fragmento en 3D, mostrando una

abundancia de nucleos marcados.
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Control  Control - T T
+Hygb Hyg-b+ Hygb+ Hyg-b +

pCB1004

Control  Control - T T
#NTC- NTC+ NTC+  NTC+

pPK2-NTC

Control  Control - T T
+Hygb  Hyg-b+

pUE10 H1:gfp

Figura 29. Fotografias de la transformacién de NI-1 T. asperellum con los plasmidos
pCB1004, pPK2-NTC y pUE10-H1-gfp. Control +: prueba de viabilidad de los protoplastos
en PDA sin antibidtico. Contral -: protoplastos tratados con solucidon osmatica sin incluir
plasmido, se cultivaron en medio selectivo. T: protoplastos tratados con plasmido fueron

cultivados en medio selectivo.

Figura 30. Hifa de T. asperellum NI-1, expresando la proteina verde fluorescente

acoplada a la histona H1. Visualizacion al microscopio confocal de un segmento de una
hifa con nucleos marcados con Gfp, microscopia de contraste diferencial interferencial y

confocal en distintas conbinaciones. Escala de Bar 20pm.
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Figura 31. Segmento de una hifa en 3D, vista al microscopio confocal. Los puntos
verdes observados son nucleos marcados del fragmento de una hifa. En el recuadro
superior se observan nucleos marcados con Gfp en forma horizontal, posterioremente de
manera secuencial y descendente ese fragmento gira en sentido contrario a las manecillas

del reloj, hasta finalmente en el Ultimo recuadro alcanzar un giro de 90°.
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7.6.5 Analisis microscopico de la interaccion Trichoderma vs R. solani

Como resultado del experimento de interaccidon Trichoderma-patogeno, se
obtuvieros dos videos de la interaccion en tiempo real, tomados con el microscopio
de fluorescencia confocal Olympus FV1000. Un video es de la interaccion de
Trichoderma H1:gfp vs Rhizoctonia solani, en condiciones in vitro, y el otro se realizo

con la cepa de referencia IMI206040 de T. atroviride H1:gfp. vs R. soani.

Para fines de ilustrativos se agregan los videos en imagénes tomadas a cada cinco

minutos de su evolucion.

En la Figura 32 a-f, se muestra la zona de la interaccion de T. asperellum H1:gfp vs
Rhizoctonia solani, observando hifas del fitopatogeno dafiadas y con
autoflorescencia, asi como un aparente derrame del citoplasma de R. solani, (Figura
32-b) indicando que T. asperellum afecta a distancia a este fitopatdégeno. Las hifas
de Trichoderma crecieron durante todo el periodo del video sin ninguna alteraciéon
en su ritmo y morfologia, ademas se logré observar la migracion nuclear durante el
crecimiento micelial, por otro lado, el hongo R. solani no logré crecer durante todo
el periodo de observacion. No se logré observar las estructuras especializadas
como enrollamiento de hifas'y formacion de estructuras tipo apresorio durante la

interaccion de T. asperellum vs R. solani.

Con respecto a la interaccién de T. atroviride H1:gfp. vs R. solani, se observaron
hifas vacuoladas y evidentemente dafiadas, sugiriendo que ambas especies de
Trichoderma generan efectos similares contra el patégeno (Figura 33). El
crecimiento de Trichoderma fue continuo durante todo el periodo de la grabacién

mientras que el hongo fitopatdégeno detuvo su crecimiento.

Ademas, se observo que, cada vez que una hifa de Trichoderma hacia contacto con
otra hifa de R. solani, la hifa del micoparasito cambiaba el sentido de crecimiento,
siguiendo la misma direccién que la hifa del fitopatdgeno y adherida a él, justo

cuando el contacto se daba y se adheria, observando un flujo citoplasmatico en las
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células del fitopatégeno, quiza debido a la presion que el micoparasito ejerce sobre

el fitopatdgeno.

Figura 32. Interaccion de T. asperellum H1:gfp vs R. solani. a) cocultivo de T. asperellum
H1:gfp vs R. solani en medio de cultivo PDA donde se observa el momento de la interaccion
de ambos hongos. b-f) Zona de interaccion de T. asperellum — R. solani, respectivamente,
mostrando hifas con ndcleos marcados con Gfp (filamentos con puntos verdes) indicados
con flecha roja y las flechas amarillas sefialando las hifas de R. solani, dafiadas y con
autoflorescencia, asi como vaciamiento citoplasmatico. La zona de interacion se analiz6
durante 0.(b), 15 (c), 30 (d), 45 (e) y 60 min (f). Escala 100 pm.
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Figura 33. Interaccion de T. atroviride H1:gfp vs R. solani. a-f) tiempo de inicio de la
toma del video, izquierda sefialado con rojo, la cepa IMI206040 T. atroviride H1:gfp, y a la
derecha, sefialado en amarillo la cepa de R. solani. Se observa el crecimiento progresivo
de la cepa etiquetada, por otro lado, las hifas dafiadas, vacuoladas y con movimiento
citoplasmatico al momento del contacto de los hongos. La zona de interacién se analiz6
durante 0 (a), 15 (b), 30 (c), 45 (d). 60 (e) y 90 min (f). Escala 100 pum.
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VIIl. DISCUSION

8.1 Efecto antagdnico de 65 cepas de Trichoderma sobre siete hongos
fitopatégenos

8.1.1 Antagonismo in vitro por micoparasitismo

La inhibicion del crecimiento de dos organismos interactuando en el mismo medio
de cultivo, es atribuida a la liberacién de metabolitos de uno o de ambos organismos,
afectdndose entre si, dandose la competencia por espacio 'y -nutrientes, la
obstruccion mecénicay el hiperparasitismo (Tapwal et al. 2015). El micoparasitismo
es un proceso de ataque directo de un hongo sobre otro, fendmeno de alta
complejidad que involucra varios pasos, desde el reconocimiento y el crecimiento
guimiotropico positivo, la produccién y liberacién de enzimas hidroliticas, hasta la
penetracion, alimentacion y muerte de otros hongos, por lo tanto, este fenémeno
biolégico resulta ser un potencial método de control de hongos fitopatégenos
(Harman et al. 2004). En el presente estudio, observamos que las cepas de
Trichoderma, nativas del estado de Querétaro poseen capacidad para controlar
hongos fitopatégenos de tomate de importancia econdmica, ya sea sobrecreciendo
(micoparasitando), o ihibiendo su crecimiento por la accion de compuestos volatiles
y de metabolitos difisusibles de medio de cultivo sélido.

El efecto antagénico por micoparasitismo en cultivos duales in vitro mostré ser
altamente efieciente para suprimir el crecimiento de los siete hongos fitopatégenos
probados, de acuerdo a la escala de Bell utilizada para medir este efecto, y
considerando como las mas eficientes la clase | y clase Il, excelentes y buenas
micoparasiticas respectivamente, podemos inferir que la mayoria de las cepas de
Trichoderma poseen la capacidad de afectar a los siete patdbgenos de tomate ya

gue el mayor porcentaje de cepas se ubico dentro de este nivel.

Aunque todos los hongos fitopatbgenos presentaron susceptibilidad a ser
micoparasitados se presentaron algunas diferencias en la cantidad de cepas

ubicadas en cada clase, en el caso del hongo P. capsici fue altamente sensible al
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micoparasitismo, solo 1 cepa de las 65 fue clase Il y el resto (64) fueron clase I,
indicando una alta supresion de este fitopatdogeno por las cepas de Trichoderma,
dichos resultados coinciden con los de Bell et al. (1982) quienes probaron 77
aislados de Trichoderma contra varios hongos fitopatdgenos, entre ellos
Phythophtora parasitica y sefialan que mas del 90 % de las cepas de Trichoderma
se ubicaron en la clase I, en este trabajo los resultados con P. capsici arrojaron
evidentes similitudes del micoparasitismo. Por otro lado, los mismos autores,
reportan el agrupamiento de las cepas de Trichoderma evaluadas contra el hongo
R. solani de los grupos anastomésicos AG-1, 2, 3y 4, de los cuales R. solani AG-3
tiene un comportamiento muy similar con R. solani aqui evaluado, ya que reportan
que las cepas de Trichoderma se ubicaron en los niveles I, 11 y Il y en proporciones
coincidentes al comportamiento observado en este trabajo. Ademas, probaron una
cepa de S. rolfsii y los resultados son parecidos a los encontrados en este trabajo
ya que se agruparon las cepas en las cinco clases de la escala de Bell y en la misma
proporcion, estos datos ratifican un patron de comportamiento extremadamente
similar en la actividad micoparasitica de cepas de Trichoderma sobre el hongo S.
rolfsii. Cabe sefialar que el crecimiento micelial de este hongo de tipo rizomorfo y
su rapida velocidad de crecimiento le confiere ventaja sobre los otros fitopatégenos
evaluados que poseen un crecimiento mas lento y a ras del medio de cultivo, S.
rolfsii logré sobrecrecer algunas cepas de Trichoderma, es decir que tuvieron
actividad micoparsitica nula, siendo el Unico de los siete que presentd este
fendbmeno, ademas de observarse algunas cepas de Trichoderma con el micelio
deshidratado en la zona de contacto, de la misma manera algunas cepas de
Trichoderma habian sido invadidas o sobrecrecidas por S. rolfsii a los siete dias
pero tiempo después, siete dias posteriores, se observo que el micelio de S. rolfsii
se desintegraba después de formar estructuras de resistencia (esclerocios) y
depositarlos encima del micelio de Trichoderma, segun lo sefialado por Bell et al.

(1982) este proceso es indicador de la muerte micelial.
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Las cepas de F. oxysporum, C. gloeosporioides presentaron una susceptibilidad
similar, ya que las cepas de Trichoderma fueron capaces de micoparasitarlos en
clase 1y Il y una baja proporcién se ubicé en la clase lll, para el caso de B. cinerea
y A. alternata fueron sobrecrecidas en los niveles | y Il mostrando una alta

sensibilidad a ser micoparasitados por Trichoderma spp.

Aunque se observa un patron general de micoparasitismo exitoso por parte de las
cepas de Trichoderma, hubo algunas variaciones con cada hongo fitopatogeno al
que se confrontaban, diversos estudios sefialan la especificidad de los hongos para
gue se lleve acabo este proceso de biocontrol con éxito, siendo los principales
determinantes el hospedero y las condiciones ambientales. Conjuntamente, la
expresion de genes y las actividades hidroliticas utilizadas para atacar un hongo
podrian ser diferentes a las empleadas para otro de género o especie diferente. Por
ejemplo, en T. atroviride, la eliminacion del gen ech42 no mostré ningin cambio en
su capacidad para atacar a Pythium ultimum o S. rolfsii, pero si cambio su capacidad
para atacar el fitopatdgeno Botrytis cinerea (Carsolio et al. 1994; Woo et al. 1999).
Consistente con la literatura, nuestros resultados indican que Trichoderma utiliza
diferentes estrategias de atague con diferentes hongos fitopatdgenos como se
observé con la presencia de cepas de amplio espectro micoparasitico como fue el
caso de las cepas AJUM2 de Trichoderma spp. y MB1 de T. atroviride, mientras que
otras fueron especificas para unos fitopatbgenos. Es importante resaltar que
Trichoderma presenta mayor capacidad de micoparasitar a P. capsici, seguido de
B. cinerea y A. alternata.

8.1.2 Antagonismo in vitro por compuestos volatiles

La mayoria de las cepas de Trichoderma producen compuestos volatiles, como el
acetaldehido, etileno, acetona y di6xido de carbono (Siddiquee et al. 2012). Se han
detectado mas de 480 compuestos volatiles producidos por cepas de Trichoderma,
siendo el compuesto 6-pentil-a-pirona, uno de los primeros compuestos aislados e
identificados de este género fungico (Vinale et al. 2008; Siddiquee, 2014). Algunos

de estos compuestos, fueron dafiinos para hongos fitopatégenos, indicando que los
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compuestos volatiles juegan un papel importante en el biocontrol (Morath et al.
2012; Contreras-Cornejo et al. 2014, Li et al. 2018).

En el presente trabajo se corroboré dicho efecto contra cinco de siete hongos
fitopatdgenos probados. Los hongos A. alternata, B. cinerea, P. capsici y R. solani
fueron los que presentaron mayor inhibicion a distancia por algunas cepas de
Trichoderma y aungque en menor medida, también S. rolfssi presentd susceptibilidad

en la inhibicion de crecimiento por algunas cepas de Trichoderma.

A su vez los hongos C. gloeosporioides, F. oxysporum, fueron los menos
susceptibles al estar expuestos a los compuestos volatiles, ya que contindan
creciendo de forma lenta pero constante y no parecen ser afectados en gran medida
por las diferentes especies de Trichoderma analizadas en este trabajo. Existen
reportes de como algunos hongos fitopatégenos también poseen mecanismos
bioguimicos de resitencia y defensa. Por ejemplo, con el uso de técnicas analiticas
de perfiles de compuestos organicos volatiles de T. atroviride, se lograron identificar
25 diferentes moléculas dentro de los cuales, correspondian a alcoholes, ketonas,
alkanos, furanos, pironas, monoterpenos y sesquiterpenos. Los analisis mostraron
diferencias en los diferentes tiempos de cultivo, ademas de que en presencia de
acido fusarico, metabolito secretado por especies de Fusarium, el perfil de
compuestos volatiles cambiaba inhibiéndose la sintesis de al menos cuatro de los
metabolitos mencionados y los otros tres seguian produciéndose (Stoppacher,
2010). Considerando la informacion anterior podemos hipotetizar que las cepas
menos sensibles poseen mecanismos de defensa y tolerancia que les hacen
soportar o contrarrestar el efecto de los compuestos voléatiles que Trichoderma

produce.

El hongo S. rolfsii presento patrones variados de crecimiento al ser expuesto a los
compuestos volatiles emitidos por Trichoderma spp., como inhibicibn o
contrariamente, casos de estimulacion de crecimiento, similar a los fitopatégenos B.

cienerea, C. gloeosporioides, F. oxysporum.
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Las propiedades de biocontrol de Trichoderma spp. se conocen muy bien, pero se
desconocen las funciones de los compuestos volatiles que interactian e inhiben los
hongos patogenos de las plantas. Ademas de las diferencias genéticas entre las
cepas, las variaciones en los perfiles de compuestos volatiles, también podrian
deberse a discrepancias en la disponibilidad de nutrientes, la etapa de desarrollo-de
los hongos y la técnica (Weikl et al. 2016; Nieto-Jacobo et al. 2017; Gonzalez-Pérez
et al. 2018). El numero de cepas de Trichoderma que afectaron el crecimiento de
fitopatdgenos por compuestos volatiles fueron menores que el-nimero de cepas
gue antagonizan por micoparasitismo y metabolitos difusibles, por otro lado, se
observaron cepas de la misma especie con efectos diferentes, indicando como en
el caso del micoparasitismo, que la biologia de-cada cepa es distinta, aunque
pertenezcan a la misma especie, dicha observacion coincide con lo reportado por
Raut et al. 2014 donde sefialan que la actividad antagonica de Trichoderma esta
basada en diferentes mecanismos, directos e indirectos, y el proceso de biocontrol
depende de la cepa utilizada, el hospedero, la caracteristicas de la planta

(hospedero) y condiciones ambientales.

De manera general y con base a los dos analisis realizados, ANOVA-Tukey y
comparacion de listas de cepas inhibitorias del crecimiento de fitopatbgenos en
determinado corte porcentual, podemos seleccionar las cepas que tienen un efecto
especifico sobre un patégeno determinado por la aproximacion estadistica, y por
otro lado, con la aproximacion de comparacion de listas, podemos seleccionar las
cepas que tienen un efecto inhibitorio para el mayor rango de fitopatégenos, de tal
manera que las estrategias para el control bioldgico estén disefiadas combinando
la cepas especificas de patdgenos, con las de mayor espectro de accion. En esta
vertiente, las cepas NI-1 de T. asperellum y AD3 de T. atroviride mostraron una
capacidad antagénica por volatiles de amplio espectro, sin embargo, fue evidente
gue Trichoderma fue mas efectivo para inhibir a distancia a B. cinerea, seguido de

A. alternata.
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8.1.3 Antagonismo in vitro por metabolitos difusibles

La mayoria de las cepas de Trichoderma producen compuestos volatiles y no-
volatiles que impiden la colonizacién por medio del antagonismo hacia otros
microorganismos. Vey et al. (2001) describieron la produccién de acido harzianico,
alameticinas, tricolin, peptaiboles, 6-pentil-pirona, massoilactona, « viridina,
glioviridina, glisopreninas, acido heptelidico entre otros, estos compuestos difusibles
con capacidad antibidtica producidos por Trichoderma inhiben el crecimiento de
otros microorganismos.

En esta investigacion, los metabolitos difusibles de Trichoderma spp. mostraron ser
mas efectivos para inhibir el crecimiento de los siete hongos fitopatégenos probados
en condiciones in vitro, considerandose como un modo de accion mas eficiente que
la via de los compuestos volatiles descrito anteriormente. El hongo R. solani fue
altamente sensible e inhibido por 63 de las 65 cepas de Trichoderma con diferencias
estadisticas significativas (P < 0.01) con respecto al control. EI hongo C.
gloeosporioides, que por compuestos volatiles no habia sido susceptible de
inhibicion en su crecimiento, lo fue porla accién de los metabolitos difusibles siendo
el segundo mas afectado de acuerdo a los andlisis estadisticos realizados para
evaluar las diferencias entre los tratamientos (cepas de Trichoderma). Por otro lado,
el hongo S. rolfsii fue también afectado por los metabolitos difusibles en el medio de
cultivo, en el experimento de micoparasitismo y de compuestos volatiles no fue
antagonizado de manera muy severa, sSin embargo, por esta via mostré una
sensibilidad muy marcada a los metabolitos de algunas cepas de Trichoderma.

Por su parte, B. cinerea también present6 sensibilidad a los metabolitos difusibles,
siendo afectado en su crecimiento por diferentes cepas de Trichoderma. A su vez,
el.comportamiento de las cepas de P. capsici y de A. alternata fue muy similar entre
ellos, agrupando casi el mismo nimero de cepas que las afectd en su crecimiento
y el menos afectado fue F. oxysporum, este fue el mas resistente a la accion de los
metabolitos liberados por cepas de Trichoderma.

Las especies eficientes en esta prueba fueron, T. atroviride (la mas abundante), T.

koningiopsis, T. atrobrunneum, T. harzianum, T. asperellum y T. tomentosum,
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incluyendo tres cepas identificadas a nivel de género que pueden representar
nuevas especies para el género Trichoderma con potencial de biocontrol.

De los andlisis realizados en las pruebas de micoparasitismo, compuestos volatiles
y metabolitos difusibles, podemos proponer como las mejores cepas para validar su
potencial en el control biolégico de enfermedades de jitomate la cepa MB1 de T.
atroviride debido a que present6 excelente actividad micoparasitica y eficiente por
accion de metabolitos difusibles, también la cepa NI-1 T. asperellum fue de las
mejores antagonicas por compuestos volatiles y por metabolitos difusibles. La
comparacion de listas en total arrojé 19 cepas de Trichoderma, pero Unicamente las
dos cepas antes citadas presentan las mejores caracteristicas, el resto se encuentra
afectando a los hongos fitopatdgenos fuertemente Unicamente por una via de
antagonismo. En conclusion, nuestros resultados-muestran que un numero reducido
de cepas reunen la mayoria de las caracteristicas deseables para el control
bioldgico.

De manera general, la comparacion de listas de las cepas y utilizando el criterio de
inhibicion en porcentaje y la escala de micoparasitismo de clase |, nos da la
informacion para detectar las cepas que tienen un efecto antagénico con mayor
espectro de accion y, por otro lado, la evidencia estadistica nos da la informacién
especifica de cuéles cepas estan afectado fuertemente a cada fitopatégeno. Los
resultados nos permiten seleccionar las cepas, de acuerdo a objetivos particulares,
y se pueden hacer combinaciones de éstas para cubrir el mayor espectro de hongos
fitopatdgenos antagonizados y con la mayor eficacia.

Finalmente, podemos destacar que las cepas de Trichoderma poseen capacidad de
antagonizar a hongos fitopatdgenos, y que la versatilidad metabdlica de este
género, permite asegurar en cierta medida el biocontrol ya que poseen diversos
mecanismos de accion que trabajan de manera simultanea y no de forma aislada.
El presente trabajo corrobora lo expuesto por numerosos estudios que han probado
el estatus de Trichoderma como un agente exitoso de control biolégico (Bell et al.
1982; Burahogain et al. 2000; Tapwal et al. 2004, 2015; Chen et al. 2016). Es

importante destacar que nuestros resultados proyectan un mayor potencial de
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aplicaciones de estas cepas en el control biolégico de enfermedades en los
sistemas de produccién agricola al considerar que los fitopatégenos analizados aqui
tienen un amplio espectro de hospederos y son un problema fuerte en cientos de

cultivos de importancia econdmica (Ralph et al. 2012).
8.2 Actividad solubilizadora de nutrientes

8.2.1 Solubilizacién de fosfato tricéalcico en medio liquido

El fésforo es uno de los nutrientes limitantes para el crecimiento de los cultivos, solo
el 0.1 % del total del fosforo presente en los suelos esta disponible para las plantas
(Vessey y Heisinger 2001). Los organismos solubilizadores de fosfatos juegan un
papel importante en la fertilidad de los suelos, cuando la disponibilidad de fosforo
es baja o la demanda alta (Wakelin et al. 2012). El efecto benéfico de varias
especies de hongos fosfosolubilizadores sobre cultivos ha sido demostrado, como
es el caso de Aspergillus, Trichoderma, Penicillium (Mittatl et al. 2008; Zayed y
Abdemotaal 2005; Reyes et al. 2002). Las cepas de Trichoderma probadas en este
trabajo, mostraron la capacidad de solubilizar e incorporar a su metabolismo el
fosfato ya que tuvieron capacidad de crecer y esporular en el medio de cultivo
Pikovskaya-agar pero no se presentaron los halos traslucidos que permiten realizar
una evaluacion semicuantitativa. Considerando lo sefialado por Bashan et al.
(2013), este método no es universal para la determinacion de solubilizacién de
fosfatos, ya que existen reportes donde organismos que no forman el halo traslucido
de solubilizaciéon-en el medio solido adicionado con CasPOas, si es detectado en

medio de cultivo liquido por métodos colorimetricos.

Por lo. anterior, se determinaron los fosfatos solubles a partir de fosfato tricalcico
mediante el analisis colorimétrico. La capacidad de solubilizacion de las cepas de
Trichoderma fue de 0.100 mg L' hasta 1.2 mg L?, sin embargo, estas
concentraciones son relativamente bajas comparado con el trabajo de Rudresh et
al. (2005) donde evaluaron 9 cepas de Trichoderma, entre ellas especies de T.
harzianum, T. viride, T. virens y T. hamatum, |la capacidad solubilizadora de fosfatos

fue de 6.26 mg L hasta 9.0 mg L%, en T. hazrianum y T. virens respectivamente.
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Por otro lado, Franca et al. (2017) reportaron resultados similares con 17 cepas de
Trichoderma, que van desde los 7.0 mg L hasta 11.0 mg L -%. Sin embargo, entre
los trabajos existen diferencias en las condiciones de cultivo, inoculos usados y el
tiempo de incubacion de las cepas de Trichoderma, indicando que las diferentes
aproximaciones no permiten comparar las capacidades solubilizadoras
documentadas con los resultados generados en este trabajo. Mejorar las
condiciones de cultivo de las cepas de Trichoderma para corroborar las
concentraciones de P soluble producido en medio de cultivo liguido, es una
alternativa para hacer una mejor discriminacion de la eficiencia solubilizadora de las

cepas nativas del estado de Querétaro.

El mecanismo por el cual los microorganismos del suelo solubilizan P, incluyen, la
liberacion de complejos que disuelven minerales, como aniones de &cidos
organicos, sideréforos, protones, iones hidroxilo, COz2, produccion y liberacion de
enzimas extracelulares (fosfatasas) 'y la liberacion de fosfato durante Ila
mineralizacion (McGil y Cole, 1981). Ademas, se ha descrito que los hongos son
excelentes colonizadores de la rizosfera, actuando como endoéfitos que pueden
establecer redes cubriendo grandes superficies entre el suelo y el sistema radicular
de las plantas, representando una ventaja en la solubilizacién de fosfato. El
mecanismo por el-cual las cepas de Trichoderma estudiadas en este trabajo
solubilizan el fosfato puede ser mediante al menos dos estrategias diferentes,
secretando_acidos organicos al medio y fosfatasas previamente descrito (Gaind,
2016).

8.2.2 Produccion de sider6foros en medio CAS sdélido y liquido

Los sideréforos son moléculas de bajo peso molecular (400-1000 kDa), sintetizados
y liberados por bacterias, hongos y plantas, se producen en situaciones de baja
disponibilidad de hierro en los suelos, tienen alta finidad por quelar Fe3* (Neilands,
1981, 1995; Raymond y Dertz, 2004; Skaar, 2010). Los sideréforos microbianos se
clasifican como catecolatos, hidroxamatos y a-carboxilatos, dependiendo de la

naturaleza quimica de sus sitios de coordinacion con hierro (Winkelmann, 1990,
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2002). Los sideroforos son benéficos para las plantas por que solubilizan el hierro
no disponible, y a la vez, inhiben el crecimiento de otros microorganismos

patdgenos, limitandoles esta fuente nutrimental (Leong, 1986).

En el presente estudio se evalud la capacidad de producir sideréforos en medio de
cultivo especifico para esta prueba, CAS-agar, de 50 cepas de Trichoderma de las
cuales 46 cepas son sideréforo positivo y Unicamente en cuatro cepas no se
idenfiticd la reaccion positiva. Esta reaccion se observa cuando alrededor de las
colonias de los microorganismos en medio CAS-agar cambia de azul a naranja,
producto de la quelacion del hierro, retirado del complejo- de la tintura azul
(cromoazurol sulfonato S) del medio de cultivo. Respecto a los cambios de color por
parte de las cepas de Trichoderma, en tres cepas se presentd una coloracion color
plarpura que después se torno a naranja-amarillo, y el resto fue color naranja-
amarillo, Pérez-Miranda et al. (2007) mencionan que el tipo de cambio en la
coloracién corresponden a un grupo especifico de sideréforos, para el caso de las
reacciones en color purpura corresponde al grupo de los catecoles y los virajes de
naranja a amarillo, son del grupo de los carboxilatos. Un patrén similar lo reportaron
Srivastava et al. (2018) que al evaluar 14 cepas de Trichoderma, encontraron
algunas con cambios en la coloracién del medio color purpura-magenta y también

casos de cepas negativas que no reaccionaron o produjeron sideréforos.

La reaccién sidergforo positiva de cepas de Trichoderma también ha sido reportada
por Bogumil et al. (2013), quienes analizaron las cepas Tr43 y Tr52, ambas de la
misma especie. T. atroviride. Por otro lado, Qi y Zhao (2012), comprobaron la
capacidad de la cepa Q1 T. asperellum de producir sideroforos en medio CAS-agar.
Asi mismo, Vinale et al. (2013) probaron una cepa de T. harzianum con capacidad
de producir sideroros, estos trabajos previos confirman los resultados obtenidos en
este ensayo. Nuestros resultados sobre el viraje de color sugieren que Trichoderma
puede producir al menos dos tipos diferentes de sideroforos, catecoles y

carboxilatos.
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Por otro lado, en el ensayo de produccion de sideréforos en medio liquido se logro
identificar unicamente en 10 cepas de las 65 probadas, el resto 55 no fueron
detectados. Los valores fueron desde 0.99 mg L hasta 19.15 mg L-*. El resultado
de que solo 10 cepas hayan presentado la produccion no quiere decir que las demas
cepas no producen sideréforos, Unicamente es probable que las cantidades no sean
tan elevadas como para originar los cambios de coloracion en la tintura azul CAS,
Machucay Milagres et al. (2002), presentaron un panorama similar cuando probaron
especies de Asperguillus sp., considerando como no detectables aquellas que
habian producido cantidades menores a 10 % de unidades de sideroforos. Otra
explicacion, es que las condiciones de cultivo liquido o sélido tengan un impacto en
la produccion de sideréforos. Esta técnica es sumamente sensible y requiere de
extremo cuidado para poder llevar a cabo las reacciones sin falsos positivos o
negativos, por ello, se presentan como un avance sustancial preliminar, pero se
sugiere seguir trabajando en el desarrollo de la técnica y la evaluacién de las
distintas cepas de Trichoderma. Sin embargo, los resultados muestran
evidentemente la capacidad de algunas cepas de Trichoderma de producir estos
metabolitos benéficos para’ la nutricion de las plantas, y el biocontrol de
enfermedades.

8.3 Produccién deécido indol acético

El &cido indol acético es una fitohormona y la principal auxina de plantas, que regula
el desarrollo de raices, muchos microbios incluyendo bacterias, hongos del suelo y
endofitos, secretan sustancias promotroras de crecimiento de plantas, como el &cido
indol acético y las giberelinas (Khan et al. 2011; Chutima y Lumyong, 2012). La
mayoria de las especies del género Trichoderma producen auxinas como el acido
indol acético, con o sin el precusor de L-triptofano (de Oliveira et al. 2012). En
nuestro trabajo de investigacion se logré comprobar la capacidad de producir acido
indol acético por las cepas de Trichoderma nativas del estado de Querétaro, las
concentraciones detectadas van desde 35.95 mg L la méas alta hasta 3.74 mg L*

la concentracion mas baja. La mayoria de las cepas presentaron una produccién de
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los 3 a7 mg L%,y los valores mas altos detectados pertenecen a cepas con una
alta capacidad de producir AIA. Los resultados de Qi y Zhao (2012), quienes
evaluaron la capacidad de producir este compuesto en una cepa de T. asperellum
Q1, detectaron una concentracion de 4.77 mg L* de &cido indol acético, nuestra
prueba coincide fuertemente con este resultado, en términos de produccién
promedio. Por otro lado, encontramos concentraciones superiores a los de Syamsa
et al. (2015) que evaluaron la produccion de 16 aislados de hongos endéfitos
(especies no identificadas) y encontraron concentraciones en el rango de 2.65 a
0.63 mg L. A su vez, Contreras-Cornejo et al. (2009), identificaron y cuantificaron
compuestos tipo auxinas como el acido indol acético producidos por una cepa de T.
virens adicionando L-triptofano y sin adicién, la cantidad detectada sin el precusor
fue de .013 mg Ly con L-triptofano una concentracion de .23 mg L, estos
resultados estan por debajo de las concentraciones detectadas en las cepas de

Trichoderma aqui probadas.

Considerando los resultados antes expuestos y la comparacién con otros autores
podemos inferir que las cepas de Trichoderma analizadas son productoras de acido
indol acetico, identificando-cepas con una alta produccion las cuales pueden ser
objeto de estudio para el futuro, ya que pueden representar cepas con una alta

capacidad promotora de crecimiento vegetal.

8.4 Efecto de la inoculacion de Trichoderma spp. en plantulas de tomate en
condiciones de invernadero.

La inoculacion de esporas de Trichoderma sobre semillas de tomate ha sido
evaluada en diferentes trabajos de investigacién, y han comprobado su efecto
promotor de crecimiento en tomate (Mastouri et al. 2010; Azarmi et al. 2011;
Samolski et al. 2012; Colla et al. 2015; Li et al. 2015).

En el presente trabajo, se comprobé el efecto, utilizando cepas de Trichoderma
nativas del estado de Querétaro sobre la promocion de crecimiento en plantulas de

tomate (Solanum lycopersicum), var. Rio Grande. Fueron cuatro cepas las que
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tuvieron un efecto estadisticamente diferente (p <0.001), con respecto al tratamiento
control (no inoculado), de la variable altura de la planta en centimetros: CHQ3, T.
atrobrunneum que ademas fue de las cepas que se agruparon como antagénicas
contra los siete fitopatdgenos evaluados, por la via de metabolitos difusibles en
medio, también fue sideroforo positiva (+++) con una velocidad de reaccion rapida
en medio solido, la cantidad de fosfato soluble estuvo dentro de las primeras 15
cepas con mayor capacidad solubilizadora, y la produccion del acido indol acético
fue promedio con un valor de 4.4 mg L Ademas, también fue una cepa
sobresaliente con diferencias estadisticas significativas (p <0.001) para la variable
peso de la raiz en gramos, dicha cepa muestra un comportamiento interesante
debido a las caracteristicas bioquimicas que presentd durante toda la
experimentacion realizada. Los efectos promotores de crecimiento pueden deberse
a la suma de todas estas caracteristicas que actuan de forma sinérgica, ademas de
que posee una fuerte actividad antagdnica contra hongos fitopatégenos de tomate.
La cepa RE-01, T. koningiopsis, también promovio la altura de la planta de igual
manera con efectos estadisticamente diferentes con respecto al control, ademas fue
de las cepas mas sobresalientes para antagonizar fitopatégenos por la via de los
compuestos volatiles, ademéas de ser sideréforo positiva con una velocidad de
reaccion rapida (+++) en-medio sélido CAS-agar, ademas de producir 5.3 mg L de
la fitohormona promotora de crecimiento vegetal, &cido indol acético. Finalmente,
en la variable altura de la planta en centimetros, tenemos a las cepas TC7 y GAML1,
ambas T..asperellum. Estas cepas ademas de presentar el efecto sobre la altura de
las plantas, mostraron una produccién eficiente de acido indol acético con valores

muy similares de 5.1 y 5.2 mg L"* de medio de cultivo.

Para la variable peso de la raiz en gramos, se presentaron tres cepas con
diferencias estadisticas significativas (p=0.001). La cepa CHQ3 de T. atrobrunneum
como se explico con anterioridad estuvo presente en la variable altura y peso de la
raiz, la cepa TEH7 de T. harzianum, que ademas mostré una produccién de AlA

ligeramente superior a la media con 6.7 mg L™, por otro lado, estuvo dentro de las
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primeras nueve cepas con mayor produccion de fosfatos Por dltimo, de la variable
peso de la raiz en gramos, la cepa AJUM1, también de la especie T. harzianum que
ademas de tener este efecto esta presente dentro de las cepas con capacidad de
micoparasitar a los siete fitopatdgenos, dentro de la clase | de la escala de Bell,
clasificada como excelente micoparasitica. Respecto a la cantidad de fosfatos
solubles se ubico en el quinto lugar de las cepas mas solubilizadoras con..59 mg L-
1 de medio de cultivo, es cepa sideréforo positiva con una velocidad de reaccion
intermedia (++) e indol positiva con un rendimiento de 4.4 mg L* de medio de cultivo,

misma cantidad a la producida por la cepa CHQS3.

De la variable peso de la parte aérea, la cepa que presento diferencias estadisticas
significatias, fue la cepa TQ4, T. asperellum la cual es indol positivo con un
rendimiento por encima de la media de 6.5 mg L de medio de cultivo liquido, muy

similar a la concentracion de la cepa TEH7 con efectos promotores de raiz.

De las siete cepas con actividad promotora de crecimiento en planta, se pueden
considerar como las de mayor-interés biotecnolégico a las cepas CHQ3, RE-01 y
AJUM1, ya que ademas de su efecto en planta, son altamente antagdnicas de los
siete fitopatdgenos de tomate.

Los microorganismos asociados a las raices de las plantas pueden influir en su
desarrollo y crecimiento, esta capacidad ha sido reportada para Trichoderma sobre
muchas plantas, por ejemploe Lidsley y Baker, (1967), informaron un aumento
significativo en la altura (28%) y en el peso (8%), de las plantas de tomate enanas,
después de ser incoculadas con una cepa de Trichoderma atroviride. A su vez,
Chang et al. (1986), observaron una germinacion mas rapida en pimiento y aumento
en la floracion de crisantemo. Desde entonces muchos otros reportes han informado
el efecto biofetilizante de Trichoderma spp. en un amplio rango de plantas,
hortalizas, granos, hornamentales, forestales y muchas en cultivos bajo
invernadero. (Baker et al. 1988; Chang et al; 1986; Kleifeld y Chet, 1992; Lynch et
al. 1991, Ousley et al; 1993; 1994a). En el presente trabajo ademas de comprobar
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el efecto promotor de crecimiento en plantulas de tomate, observamos que de un
grupo amplio de cepas (65), Unicamente siete tuvieron un efecto con diferencias
estadisticas significativas, lo cual indica que no todas las cepas tienen la misma
capacidad de establecer un efecto promotor en plantas 0 mas probablemente
presentan interacciones Trichoderma-planta especificas y no son generalistas para
asociarse a cualquier planta y promover su crecimiento. Las siguientes especies ha
sido reportadas por promover el crecimiento vegetal: T. longipile y T. tomentosum
(Rabeendran et al. 2000) T. harzianum (Chang et al. 1986; Inbar et al. 1994) T. viride
(Ousley et al. 1993; 1994a), T. asperellum (Tchameni et al. 2011) y Trichoderma
aureoviride (Calvet et al. 1993). En este trabajo las especies fueron: T.
atrobrunneum, T. koningiopsis, T. asperellum y T. harzianum. Respecto a que no
todas las especies tiene efecto promotor de crecimiento vegetal coincide con los
resultados de Ousley et al. (1993; 1994a), que probaron diferentes cepas de T.

harzianum y T. viride dando efectos diferentes en varias plantas hospederas.

Interesantemente, Rebbendran et al. (2000) probaron cuatro cepas de T. longipile
en un ensayo de invernadero en lechuga, de las cuales dos cepas aumentaron
significativamente el area de la hoja, el peso seco de los brotes y las raices, otra
cepa tuvo efecto sobre el area foliar Unicamente, una cepa no promovié el
crecimiento. Estos datos documentados coinciden con el patron observado en este
trabajo, ya que como se menciond anteriormente, algunas cepas se localizaron con
efectos en la altura de la planta, otras en el peso de la raiz, una cepa con doble
efecto en altura y raiz y finalmente una cepa en el peso de la parte aerea (brotes),

asi como el resto de las cepas sin efecto promotor.

Derivado de los trabajos anteriores realizados en el Laboratorio de Microbiologia
Molecular, especificamente el de Garcia-Sanchez (2019), y del presente trabajo,
dirigidos por el Dr. E. Ulises Esquivel Naranjo, se tiene una base de datos con el
lugar de procedencia de cada cepa, asi como la identificacion molecular con sus
respectivos arboles filogenéticos, sumando los datos generados en el presente

trabajo se tiene informacion de gran utilidad para correlacinar las caracteristicas
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bioguimicas de cada cepa, planta asociada y su lugar de procedencia, para analizar
que factores estan asociados con los patrones de comportamiento y su evolucién,
desarrollando mecanismos de adaptacion que puedan impactar en su capacidad de
biocontrol y/o biofertilizante. Por otro lado, aunque se mencion6 anteriormente que
los efectos benéficos de las cepas de Trichoderma tienen que ver con la cepa y no
con la especie particular, se podrian abordar trabajos para analizar la correlaciéon
entre la distancia genética de cada cepa, con su comportamiento como agentes de

biocontrol y bioestimulacion vegetal.

8.5. Interaccion in vitro de Trichoderma-gfp vs R. solani

Para realizar los estudios de interaccion in vitro con el uso de microscopia de
fluorescencia confocal, primero se marcaron las cepas para el estudio con la
proteina verde fluorescente fusionada a la histona H1, generando transformantes
con nucleos marcados para monitorear la interaccion Trichoderma-fitopatégeno. A

continuacion, se discuten los resultados de esta etapa experimental.

8.5.1 Pruebas de concentracién minima inhibitoria

Los resultados de las cepas probadas para conocer su sensibilidad a los
antibiéticos, higromicina-B, glufosinato de amonio y nourseotricina, Unicamente seis
cepas silvestres fueron sensibles a los tres antifingicos en dosis bajas que se
consideraron para los experimentos de transformacién. El criterio de seleccion se
fue que la concentracién de higromicina-B no revasara los 100 mg ml?, sin embargo,
la cepa RE-11 T. koningiopsis se inhibi6 y fue seleccionada por su capacidad
micoparasitica mostrada con anterioridad, considerandose un buen prospecto para
los estudios de interaccidn. Las otras cinco cepas se inhibieron a concentraciones
de 50 mg ml, para el antibiético glufosinato de amonio, no existia tanta restriccion
en cuanto a la cantidad a utilizar ya que el costo del fungicida es economico, y la
concentracion de inhibicion y su seleccién no revaso los 600 mg mlt. Para el
antibiético nourseotricina se seleccionaron las cepas sensibles a una concentracion
maxima de 100 mg mlt. Las cepas fueron seleccionadas tratanto de escoger

especies diferentes para hacer el marcaje molecular, ya que se desconocia tanto la
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susceptibilidad de las cepas silvestres al tratamiento de las enzimas liticas para
generar protoplastos como la factibilidad de introducir ADN exdégeno. Sin embargo,
al realizar la prueba se not6 que cepas de la misma especie podian tener un patrén
de inhibicién diferente, indicando que la capacidad de resistir a los antibidticos esta

condicionada y depende del tipo de cepa y no de la especie.

8.5.2 Produccién de protoplastos y transformacion de cepas silvestres

Utilizando herramientas de ingeneria genética, se pueden marcar agentes de control
biolégico, con genes reporteros o indicadores, esto sirve para poder realizar un
monitoreo mas preciso de la interaccion de los organismos en.ambientes naturales
o en condiciones de laboratorio (Green y Jensen, 1995). La proteina verde
fluorescente (GFP) de la medusa Aequorea victoria se ha desarrollado como
reportero para la expresion génica (Chalfie et al. 1994). Actualmente existe una
amplia gama de plasmidos con el gen clonado y ha sido expresada en varios
organismos (Cheng et al.1996; Cormack et al. 1997). La proteina verde fluorescente
es una herramienta util para estudiar las interacciones planta-hongo in vivo (Spelling
et al. 1996). El primer paso para poder llevar a cabo la transformacién genética de
hongos con genes reporteros es la produccion de protoplastos a partir de micelio de
la cepa de interés. Son varios los trabajos realizados que involucran la produccion
de protoplastos de especies de Trichoderma (kitamoto et al. 1988; Sandhu et al.
1989; Hassan, 2014; Sharma et al. 2016). En la presente investigacion, de las seis
cepas seleccionadas para el marcaje molecular con gfp, Unicamente la cepa NI-1 T.
asperellum, fue altamente sensible al tratamiento enzimatico, produciendo una gran
cantidad de protoplastos, mientras que las otras cinco cepas produjeron cantidades
muy bajas o nulas, descartandolas para la transformacion genética. La razon por la
cual las otras especies de Trichoderma no produjeron protoplastos es desconocida,
pero de acuerdo a lo reportado por Sharma et al. (2016) las concentraciones y el
tipo de enzima litica puede influir en el rendimiento de produccion de protoplastos
por especies de Trichoderma. Otro factor sefialado por Peberdy (1995), que puede

afectar la produccién y rendimiento de protoplastos son, la edad del micelio, el tipo
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de microorganismo, y los estabilizadores osméticos. Sin embargo, las condiciones
de cultivo y tratamiento de enzimas hidroliticas fueron las mismas, lo que sugiere
diferencias significativas a nivel de pared celular entre las cepas de Trichoderma

analizadas.

La cepa NI-1 de T. asperellum mostré una alta eficiencia de transformacion con los
plasmidos pCB1004, pPk2-NTC y pUE10 H1:gfp, estas ultimas fueron utilizadas

para los ensayos de interaccion con R. solani.

8.5.3 Analisis microscopico de la interaccion Trichoderma vs R. solani

El micoparasitismo en Trichoderma es un proceso que-involucra una serie de
eventos que ocurren por etapas. Primero Trichoderma detecta a distancia al
fitopatdgeno, promoviendo el crecimiento quimiotropico hacia el hospedero, un
comportamiento estimulado por moléculas difusibles, y la secrecion de enzimas
hidroliticas y metabolitos antifingicos. Al contacto, las hifas de Trichoderma se
enrollan en las hifas del fitopatdgeno, formando estructuras especializadas de
penetracion tipo apresorio (Chet et al..1981; 1987; Denis y Webster, 1971; Claydon
et al, 1987; Lu et al. 2004). Asi mismo, las enzimas como las quitinasas, glucanasas
y proteasas juegan un papel importante en este proceso, ya que le micoparasitimo
resulta en la penetracion de la pared celular del hongo y la utilizacion de su
contenido celular, estas enzimas son inducidas antes del contacto directo con el

huésped (Hjeljord y Tronsmo, 1998).

En los estudios de microscopia, se logr6 comprobar la actividad antagoénica, de
Trichoderma asperellum H1:gfp y T. atroviride H1:gfp sobre el fitopatégeno R.
solani. EI comportamiento de ambas cepas etiquetadas fue similar al momento de
analizar la interaccion independiente con R. solani, en ambos casos se logro
observar el marcaje molecular con la proteina verde fluorescente durante el
crecimiento micelial, la velocidad de crecimiento se mantuvo sin alteraciones en la
estructura micelial, lo cual indica que la incorporacion del plasmido pUE10-H1:gfp

no altera la fisiologia de las cepas, esta informacion cincide con lo reportado por Lu
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et al. (2004), quienes etiquetaron una cepa de T. atroviride con gfp en estudios de
antagonismo contra R. solani, comprobaron que la cepa etiquetada, tenia el mismo
comportamiento micoparasitico que la cepa silvestre. El patron de crecimiento
quimiotactico hacia el hospedero se mantuvo en ambas cepas de Trichoderma, este
fendbmeno es un patron comun de Trichoderma spp, mismo que ha sido reportado
por Lu et al. (2004), al realizar estudios de interaccion con T. atroviride contra R.
solani y Pythium ultimun. Otro fendbmeno interesante observado fue el efecto
fungistatico de las cepas de Trichoderma, generado en R. solani este evento tuvo
lugar incluso antes del contacto y en el caso de la interaccion de T. asperellum
H1:gfp se logré observar autoflorescencia en las hifas:de R. solani. Wu y Warren,
(1984), demostraron que la cepa de R. solani emitia fluorescencia natural, durante
el contacto con Trichoderma, y que en el transcurso del tiempo gradualmente se
vaciaba y perdia la fluorescencia, este fenébmeno se da en mayor medida y de forma
gradual de micelio joven a viejo lo cual coincide con la acumulacién de metabolitos
secundarios fendlicos (Chang, 1964). ' A su vez, Vizvary y Warren, (1982),
reportaron la autoflorescencia brillante de micelio de R. solani, antagonizada por
Trichoderma, también coincide con la produccion de fendlicos, que fue mas
prominente en micelio dafiado o autolizado. Los estudios de Wu y Warren (1984),
demuestran que la emision de fluorescencia en hongos es indicativa de muerte
celular, brindando soporte a nuestros datos, ya que todos sus ensayos de
confrontaciones, el hongo antagonizado detenia su crecimiento, ademas de emitir
fluorescencia, mientras que el hongo antagonista permanecia sin alteraciones en su
crecimiento y morfologia. La interaccion de T. atroviride H1:gfp, también presenté el
patron fungistatico para R. solani, el se mantuvo sin alteraciones, aunque en esta
interaccion no se observo la emisiéon de fluorescenia por parte de R. solani, pero el
micelio se observo claramente dafiado y vacuolado, sugiriendo un efecto dafino de
los metabolitos secretados por la cepa de Trichoderma, ademas se observé
vaciamiento citoplasmatico asi como el movimiento vacuolar al momento del

contacto con T. atroviride H1:gfp.
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Durante el proceso del micoparasitismo, se desarrollan procesos relacionados con
la liberacion de compuestos antes y durante el contacto con el hospedero, estos
pueden ser enzimas 0 metabolitos con efectos fungistaticos y antibiéticos. Diversos
estudios sugieren que tanto la produccion de enzimas como la formacion de
estructuras de infeccién son respuestas inducidas por moléculas liberadas. por el
hongo huésped (por ejemplo, productos de degradacion de su pared celular) o
ubicadas en su superficie como las lectinas (Inbar y Chet, 1992). Zeilinger et al.
(1999) usando cepas etiquetadas con Gfp demostraron que las quitinasas fueron
inducidas por la presencia de R. solani y otros huéspedes fungicos en experimentos
de co-cultivo y que estas cepas fueron particularmente utiles para estudios in vitro
de las primeras fases de la interaccion con el huésped fangico. Otros trabajos
sefalan el efecto sinérgico de las enzimas hidroliticas con metabolitos secundarios
como los peptaibioles (Engelberth et al.-2001; Schirmbock et al. 2001). Estos
péptidos no ribosomales de cadena lineal son activos en la membrana,
caracterizados por un residuo de alcohol C terminal, un extremo amino terminal
acilado y un alto nivel de aminoacidos inusuales, como el acido aminoisobutirico, 2-

isovalina e hidroxiprolina (Chung y Wallace, 2001; Rohrich et al. 2013).

Holzlechner et al. (2016), analizaron la interaccion T. atroviride contra R. solani,
mediante imagen de espectometria de masas, confirmando el efecto fungistatico de
R. solani desde los dos a cuatro mm de distancia, observando que la cepa del
fitopatbgeno no interactua, interesantemente lograron localizar la liberacion de
metabolitos secundarios de Trichoderma en las primeras etapas de interaccion y de

crecimiento hacia el hongo fitopatégeno.

El.empleo de hongos marcados con Gfp, junto con los analisis de microscopia
avanzada, son una herramienta valiosa para analizar a profundidad procesos
complejos como la interaccion de Trichoderma con fitopatdgenos y la interaccion
con plantas. Nuestros resultados son consistentes y demuestran que una cepa con
alta capacidad antagoénica por liberacion de metabolitos secundarios muestra dafios

al hospedero a distancia.
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IX. CONCLUSIONES

Las cepas con mayor efecto y espectro micoparasitico contra siete fitopatdgenos
probados son: AJUM2 Trichoderma sp, TEM1 Trichoderma sp. y MB1 T. atroviride.

Las cepas con mayor espectro de antagonismo por compuestos volatiles son: Ni-1
T. asperellum y AD3 T. atroviride.

Las cepas de MB1 T. atroviride, TRT3 T. asperellum y TSR1-5 T. tomentosum son

las de mayor espectro antagonico por metabolitos difusibles.

No todas las cepas de Trichoderma poseen el mismo compartamiento antagonico,

aun siendo de la misma especie.

Todas las cepas de Trichoderma examinadas poseen capacidad de solubilizar

fosfatos trcalcicos.

Las cepas de Trichoderma estudiadas, producen compuestos sideréforos, sin
embargo, lo hacen en cantidades variables, las de mayor produccién detectadas
fueron, GY2 T. koningiopsis, TQ3 T. asperellum, *028 y AD3 ambas T. atroviride.

Las 65 cepas estudiadas son indol positivo, las cantidades que producen son
variables mostrando.diferencias estadisticas significativas entre si, la cepa con
mayor produccion fue RE-15 T. tomentosum.

Las cepas que poseen efecto promotor de crecimiento en plantulas de jitomate son:
RE-01 T. koningiopsis, CHQ3 T. atrobrunneum y GAM1 T. asperellum para la
variable altura de la plantula, TQ4 T. asperellum para la variable peso de la parte
aérea, CHQ3 T. atrobrunneum, AJUM1y TEH7 ambas T. harzianum para la variable

peso de la raiz.

La cepa NI-1 T. asperellum posee las mejores caracteristicas para realizar estudios

de transformacion genética, interaccion con fitopatbgenos y microscopia confocal.
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X. PERSPECTIVAS

Realizar estudios de metabolomica para identificar las diferentes moléculas volatiles

y no volatiles, involucradas en la inhibicién de crecimiento de hongos fitopatdégenos.

Realizar pruebas bioquimicas como son: solubilizacién de nutrientes como.fosfato
tricélcico, produccion de sideroforos y &cido indol acético utilizando herramientas y
equipos mas tecnificados como cromatografia liquida de alta presion (HPLC) para

tener una mejor caracterizacion bioquimica de las cepas.

Realizar estudios de bioproteccion donde se planifigue la co-inoculacion de
fitopatdgenos y las especies de Trichoderma mas eficientes identificadas en el

presente trabajo, en frutos y plantulas de cultivos de interés agrondmico.

Realizar estudios de interaccion NI-1 T. asperellum-gfp vs fitopatégenos en
condiciones in vitro, para conocer detalladamente el proceso de antagonismo. Asi
mismo, efectuar estudios de interaccion hongo-planta para conocer el

comportamiento endéfito de las cepas de Trichoderma.
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ANEXOS
Anexo 1. Prueba de micoparasitismo por cepas de Trichoderma contra siete fitopatégenos
de tomate reportadas en el resumen de la tabla 19.
Hongos fitopatégenos

Cepa de
Trichoderms A alternata B. cinerea C. gloeosporioides F oxysporum P capsici  R. solani S. roffsif

MB1

AJUM1

AJUM2

TEH4

TEM1

MLP2

TEH1

RE-11

NI-1
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Cepa de
Trichodermsa

Hongos fitopatégenos

A sltemmata B. cineres C. gloeosponoides F. oxysporum

P capsici

R. solani

AD2

TSJS

TQ2

RE-01

TSR1-5

TRT2

Sv4

GY2

CHQ3

cm1
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Anexo 2. Prueba de efecto de compuestos volatiles de cepas de Trichoderma sobre
siete fitopatdgenos de tomate reportadas en el resumen de la tabla 19.
Hongos fitopatégenos

Cepa de

Trichoderma| A 8itemata B. cinerea C. gloeosporicides F. oxysporum P. capsici R solani S. roifsii

Control

MB1

AJUM1

AJUM2

TEH4

TEM1

MLP2

TEH

RE-11

Ni-1
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Cepa de
Trichoderma

Hongos fitopatégenos

A. sitemata B. cinerea ¢ gloeosporioides F. oxysporum P. capsici

R. solani

S. rolfsii

AD2

TSJS

TQ2

RE-01

TSR1-5

TRT3

sSv4

G2

CHQ3

CcM1
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Anexo 3. Efecto de cepas Trichoderma sobre siete hongos fitopatégenos de tomate
por metabolitos difusibles reportadas en la tabla 19.

Hongos fitopatégenos

Cepa de 2
Trickoderma| A slternata B. cinerea (. gloeosporioides F. oxysporum P capsici  R. solani S. rolfsii

Control

MB1

AJUM1

AJUM2

TEH4

TEM1

MLP2

TEH1

RE-1

Ni-1
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Hongos fitopatégenos

Cepa de . .
Trichoderma| A- 8ltemats B. cinerea C. gioeosporicides F. oxysporum P. capsici R. solani S. rolfsii

AD3

TSJ5

TQ2

RE-01

TSR1-5

TRT2

SV4

GY2

CHQZ

CM1
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Anexo 4. Produccion de sideréforos por 50 cepas de Trichoderma en medio CAS-
agar.

Produccion de sideroforos en medio solido

Cepa Anverso Reverso Cepa Anverso Reverso Cepa Anverso Reverso

GAM1 RE-05

028 GY1 RE-11

MB1 RE-12.1

RE-13

AJUMZ RE-13.1

RE-20

NI-1 RE-21

CHa NI3 SM3-1

CHQ3 RE-01

CM1 RE-04
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Produccion de sideréforos en medio solido

Cepa Anverso Reverso Cepa Anverso Reverso Cepa Anverso Reverso

TQ2 TSR1-5

T2-1 TQ2
TC2 TQ4
TC7 TSJ5

TEH1 TSJ8
TEHS Ts47
TEHT TSJO

TEM1 TSJ14

T™O TSJ15
TQ1 TSJ15
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Anexo 5. Concentrecién minima inhibitoria, higromicina-b, glufosinato de amonio y
nourseotricina para 17 cepas de Trichoderma.

Cepa/Espece

Concentracion de Higromicina por mL de medio de cuitivo
Opg 25 pg 50 pg 100 pg 200 pg

AJUM1

T. harzianum

CM1
T. stroviride

MB3
T. tomentosum

NI-1
T. asperellum

RE-1
T. koningiopsis

Concentracion minima inhibitoria de higromicina-b. Se muestran las 6 cepas
seleccionadas para la transformacién y su comportamiento inhibitorio adicionado con
higromicina-b en las concentraciones indicadas. Para la cepa IMI602040 T. atroviride no se
realiz6 dicha prueba debido a que se tenian ya los antecedentes de la inhibicion ante este

antibidtico.
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Concentracion de Herbicida por mL de medio de cultivo
Cepa/Espece Opg 100 pg 200 pg 400 pg 6800 g 800 pg

AJUM1

T. harzianum

CM1
T. atrovinde

MB3
7. tomentosum

NI-1
T apereiium

RE-11
T. koningiopsis

Concentracion minima inhibitoria de glufosinato de amonio. Se muestran las 6 cepas
silvestres seleccionadas y su comportamiento inhibitorio en medio de cultivo P.D.A
adicionado con el herbicida (glufosinato de amonio), en diferentes concentraciones.
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Concentracion de NTC por mL de medio de cultivo
Cepa/Espece 0pg 125 pg 25 ug 50 pg 100 pg

AJUM1

T. harzianum

CM1
T. atrovinde

MB3
T. tomentosum

NI-1
7. asperelium

RE-11
T. koningicpsis

Sv4
T. atrobrunneum

IMI208040
- .

Concentracion minima inhibitoria de nouseotricina. Se muestran las 6 cepas silvestres
seleccionadas y su comportamiento inhibitorio en medio de cultivo P.D.A adicionado con el
nourseotricina (NTC) en diferentes concentraciones.
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