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RESUMEN

Como cualquier industria, la agricultura esta expuesta a diversas problematicas que
afectan de manera importante su sostenibilidad. Una de las problematicas mas
serias en la industria agricola es la presencia de organismos fitopatdégenos, los
cuales pueden repercutir severamente en la economia de los productores y
consumidores. El control quimico de estos organismos trae consigo una serie de
problemas a la salud, afectaciones al ambiente y eventualmente la seleccion de
cepas resistentes a fungicidas. Los hongos del género Trichoderma spp. han sido
reconocidos como agentes de control biolégico de distintos organismos
fitopatdgenos, entre los que resaltan una gran diversidad de hongos, incluido
Fusarium oxysporum. A través de distintos mecanismos, Trichoderma es capaz de
inhibir el desarrollo de hongos fitopatégenos, disminuyendo la incidencia de estos
en cultivos agricolas. En el presente trabajo se aislaron cepas de Trichoderma spp.
de distintas regiones del estado de Querétaro. Las cepas aisladas se confrontaron
en ensayos de antibiosis y de micoparasitismo contra Fusarium oxysporum; asi
mismo, las cepas aisladas fueron identificadas mediante un analisis filogenético del
gen ribosomal ADNr5.8S. En total se aislaron 51 cepas de Trichoderma, de las
cuales la gran mayoria tuvo una importante actividad antagénica contra F.
oxysporum, ya sea a través del micoparasitismo o la secrecion de metabolitos
secundarios volatiles o no volatiles. La antibiosis por metabolitos volatiles fue mas
efectiva que la antibiosis por metabolitos no volatiles. Asi mismo, fueron
identificadas 28 aislados de Trichoderma spp., entre los que se encuentran especies
de T. koningiopsis, T. gamsii, T. atroviride, T. tomentosum, T. saturnisporium, T.
harzianum, T. asperellum, y una cepa cuya especie no pudo ser determinada en su
totalidad, aunque se agrupo dentro del cluster Longibrachiatum. Estos datos
sugieren que algunas cepas aisladas, como la AD3, o una formulacion sinérgica
entre cepas y/o especies, son capaces de actuar como agentes de control bioldgico

contra F. oxysporum y probablemente contra otros hongos fitopatdgenos.

(Palabras clave: Agricultura. Control Biolégico, Trichoderma, Fusarium oxysporum,
Antibiosis, Micoparasitismo, Filogenia)



ABSTRACT

As any industry, the agriculture is exposed to various problems that affect
significantly their sustainability. One of the most serious problems in the agricultural
industry is the presence of phytopathogenic organisms, which can severely affect
the economy of producers and consumers. Chemical control of these organisms
brings with it to health problems, damages to the environment and eventually,
selection of resistant fungal strains. Fungi of the genus Trichoderma spp. have been
recognized as biocontrol agents of various plant pathogenic organisms, including F.
oxysporum. Through various mechanisms, Trichoderma is capable of inhibit the
growth of phytopathogenic fungi, reducing its incidence in agricultural crops. In this
project, strains of Trichoderma spp. were isolated from different regions of the state
of Queretaro. The isolated strains were compared in tests of antibiosis and
mycoparasitism against Fusarium oxysporum; also, strains isolates were identified
by a phylogenetic analysis of the ribosomal gene 5.8S DNAr. In total, 51 strains of
Trichoderma were isolated, of which the majority had an important antagonistic
activity against F. oxysporum, through either the micoparasitism or secretion of
volatile or nonvolatile secondary metabolites. Antibiosis by volatile metabolites was
more effective than not volatile metabolites. Also, were identified 28 isolates of
Trichoderma spp., among which are T. koningiopsis, T. gamsii, T. atroviride, T.
tomentosum, T. saturnisporium, T. harzianum, T. asperellum, and a strain which
species couldn’t be determined, although it was grouped within the cluster
Longibrachiatum. These data suggest that some isolates, as AD3, or a synergistic
formulation between strains and / or species, are capable of acting as biological
control agents against F. oxysporum, and probably against other phytopathogenic
fungi.

(Key words: Agriculture, Biological Control, Trichoderma, Fusarium oxysporum,
Antibiosis, Mycoparaitism, Phylogeny)



1) Introduccién
La agricultura representa un antes y un después en la historia de la humanidad, ya

que a partir de la adopcién de esta actividad fue que las civilizaciones de esa época
comenzaron a establecerse en puntos fijos. La agricultura se define como aquella
actividad en la que los seres humanos aprovechan los recursos naturales y
energéticos de una region determinada, para producir y reproducir materia vegetal
con el fin de cubrir las necesidades primarias de la poblacion (Xolocotzi, 1988). En
México la industria agricola ha tenido un papel econémico muy importante
histéricamente en cuanto a una gran relevancia econémica, ya que represento hasta
el ultimo trimestre del 2015 un 3.1% del Producto Interno Bruto (PIB) nacional y con
tendencias a aumentar durante los proximos meses (INEGI, 2015). Sin embargo
como muchos otros rubros del PIB, la agricultura también esta expuesta a diversas
problematicas que ponen en riesgo su sustentabilidad, uno de los principales
problemas que impactan negativamente la produccion agricola son las

enfermedades causadas por organismos fitopatégenos.

I.1) Interaccion planta — hongo

La mayoria de las relaciones simbidticas presentes entre plantas y hongos son
interacciones especificas que pueden conferir una ventaja o una desventaja para el
hospedero (Vyenkoornhuyse et al., 2003; Zhou y Hyde, 2001). Sin importar que la
relacion sea mutualista, parasitica o comensalista, la historia evolutiva que
conservan estos organismos ha conllevado a la seleccion de mecanismos de
infeccion del hongo, como se ha evidenciado por la presencia de genes flngicos
especificos de virulencia para determinadas plantas (Bonfante y Genre, 2010;
Staskawicz, 2001). De manera general, el proceso de infeccion de una planta por
un hongo, inicia con el reconocimiento a distancia entre ambos organismos a través
de moléculas mediadoras receptoras del hongo, lo cual conlleva a que se dé el
contacto entre planta y fitopatdogeno (Gupta et al., 2015; Lo Presti et al., 2015).
Después del reconocimiento a distancia entre planta y hongo, éste ultimo rodea las
células vegetales para que después se dé la formacidbn de estructuras
especializadas de penetracion y la sintesis de enzimas hidroliticas por parte del

hongo fitopatdgeno, que penetren la pared celular de las células vegetales (Lo Presti
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et al., 2015; Mendgen and Hahn, 2002; Knogge, 1998, 1996). Después se requiere
gue se activen mecanismos por parte del hongo para poder establecerse, colonizar,
y mantenerse, lo que involucra la supresién de los sistemas de defensa de la planta
(Lo Presti et al., 2015; Knogge, 1998).

De manera natural, las plantas son inmunes o0 no presentan ningun sintoma de
enfermedad a la mayoria de los hongos de vida libre en el suelo (Rep, 2005). Hoy
en dia se acepta que la diferencia entre las interacciones mutualistas y las
interacciones parasiticas, es que los hongos fitopatdgenos son capaces de
reconocer, evadir y suprimir las respuestas de defensa de las plantas (Lo Presti et
al., 2015; Knogge, 1998).

Desde una perspectiva aplicada, el estudio de estas interacciones recae en la
capacidad de reconocimiento de moléculas elicitoras, las cuales pueden modular de
manera positiva la respuesta inmune vegetal, por lo que la manipulacién de estas
moléculas son una alternativa al control de fitopatégenos en plantas de importancia
agricola (Dodds y Rathjen, 2010).

1.2) Hongos fitopatégenos de importancia agricola

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

A pesar de que son relativamente pocos los hongos fitopatdgenos, la alta demanda
de alimentos por parte de la poblacién de los paises industrializados, ha conllevado
a la practica del cultivo y cosecha de grandes hectareas de granos y hortalizas en
un sistema de monocultivo. En este tipo de cultivos, al estar las plantas de una
misma especie concentrados en un mismo sitio, incrementa la incidencia por

organismos patégenos.



Uno de los problemas en la agricultura es la presencia de hongos fitopatégenos, los
cuales pueden tener repercusiones econémicas muy severas para los productores.
Ademas de esto, una vez cosechado el producto es muy probable que contenga
moléculas trazas de micotoxinas, que impactan de manera severa la salud de los

consumidores (Dean et al., 2012).

Entre los fitopatdgenos con un impacto mundial y mas severo en los cultivos de
interés agricola se encuentran: Magnaporthe oryzae, Botrytis cinerea, Puccinia spp.,
Fusarium graminearum, Fusarium oxysporum, Blumeria graminis, Mycosphaerella
graminicola, Colletotrichum spp., Ustilago maydis, Melampsora lini (Dean et al.,
2012), sin embargo también son de interés otras cepas de hongos fitopatégenos
gue atentan contra la calidad de los alimentos y la salud puablica por la produccion
de micotoxinas y por la severidad de las enfermedades que generan en los humanos
a concentraciones muy bajas (Beretta et al., 2000; Larsen et al., 1998; Petzinger y
Weidenbach, 2002; Shundo et al., 2006).

|.3) Biologia y epidemiologia de Fusarium oxysporum

F. oxysporum es un complejo de hongos filamentoso que incluye varias cepas
saprofitas y patégenas de plantas de interés agricola (Groenewald, 2005), y que
pertenece al phyla Ascomycota (Michielse & Rep, 2009). Es dificil de discernir entre
cepas de F. oxysporum, generalmente se caracterizan por la formacion de un micelio
aéreo abundante con una coloracion de entre blanco y purpura (Ghag et al., 2015;
Groenewald, 2005; Ignjatov et al., 2012; Michielse & Rep, 2009), la mayoria es
capaz de crecer en medio de cultivo PDA (Papa Dextrosa Agar) a una velocidad de
entre 4 y 7 mm por dia, ademas de que son capaces de producir tres tipos de
estructuras reproductivas asexuales: clamidosporas, micro y macro conidia, todas
producidas en hifas ramificadas y no ramificadas (Ghag et al., 2015; Ignjatov et al.,
2012, 2012; Szczechura et al., 2013). Este hongo se presenta en suelos agricolas
de una gran variedad de ecosistemas, y es estudiado principalmente por su
capacidad de infectar y enfermar diferentes especies de plantas (Ghag et al., 2015;
Gordon y Martyn, 1997; Groenewald, 2005; Ignjatov et al., 2012).



Un rasgo que ayuda a distinguir entre cepas de F. oxysporum es la capacidad de
colonizar potenciales hospederos, ya que existen cepas que son capaces de infectar
a un amplio repertorio de plantas, mientras que otras cepas de F. oxysporum son
patégenas exclusivas de una variedad de plantas en especifico (Gordon y Martyn,
1997; Groenewald, 2005). Ademas de esto, son capaces de ser clasificados

dependiendo de la severidad del dafio que ocasionan (Groenewald, 2005).

La infeccion de las plantas por F. oxysporum se lleva a cabo en dos fases: una fase
determinativa primaria en la que se incluye la penetracion de la hifa infectiva dentro
de la rizodermis, y su establecimiento y colonizacion en el cértex y la endodermis, y
a partir de ahi al cuerpo vascular de la planta; la fase determinativa secundaria se
enfoca en el estudio de las interacciones planta-F. oxysporum, en la que se da la
colonizacion y establecimiento del fitopatdgeno en los cuerpos vasculares

(Rodriguez-Galvez y Mendgen, 1995).

Se sabe que la infeccion por F. oxysporum se manifiesta ligeramente antes o
después de la floracién; el principal signo que producen las cepas patogénicas de
F. oxysporum es la marchitez progresiva de partes aéreas de la planta, sin embargo,
son capaces de afectar y pudrir la raiz (Perveen y Bokhari, 2012), asi como causar
defoliacion, clorosis y necrosis en las hojas (Jiménez y Granados, 2014; John et al.,
2010).

Aungue son capaces de infectar una gran variedad de plantas, la epidemiologia de
la enfermedad se ha enfocado sobre plantas de interés agricola, por ejemplo:
platano por F. oxysporum f. sp. cubense, tomate por F. oxysporum f. sp. lycopersici,
meldn por F. oxysporum f. sp. niveum, algoddn por F. oxysporum f. sp. vasinfectum,

entre otras (Groenewald, 2005).

|.4) Desventajas del control quimico de fitopatégenos

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

solucion mas adaptada por los productores debido a su rapidez y efectividad



(Capote et al.,, 2012; Sharma et al.,, 2015). Los fungicidas mas utilizados
actualmente son aquellos derivados del benceno, Tiocarbamatos y Bitiocarbamatos,
derivados del cobre, Triazoles, y Polioxinas (Lorenz, 2009; Rouabhi, 2010; Sharma
et al., 2015).

Los fungicidas, si bien reducen de manera considerable la incidencia de la
enfermedad y reducen la dispersion de las esporas, tienen severas consecuencias
sobre la salud humana y el ambiente (Sharma et al., 2015). Aparte de su relativa
toxicidad y sus potenciales riesgos a la salud humana, algunos fungicidas tienen
unaimportancia ecolégica, ya que debido a su aplicacion directa, éstos son capaces
de afectar a otros hongos capaces de formar micorrizas o involucrados en los ciclos
biogeoquimicos. Por ejemplo, Sukarno y colaboradores (1993) demostraron que la
accion de algunos fungicidas tenian efecto en la colonizacién por hifas de hongos
micorrizicos en algunas plantas, asi como en el crecimiento de estas, aunque en
algunos casos no se observaban efectos significativos. Recientemente,
Channabasava y colaboradores (2015), también mostro que los fungicidas tienen
un efecto negativo sobre el hongo benéfico Rhizophagus fasciculatus el cual se
sabe qué forma micorrizas con distintas especies de plantas, incluyendo algunas de
importancia agricola (Allen et al., 1982; Gerdemann, 1965; RV y Lakshman, 2014).

Adicionalmente, una desventaja que tiene el uso excesivo e indiscriminado de los
fungicidas comerciales, es que favorecen la seleccién de cepas resistentes a los
fungicidas, ya que actian como una presion de seleccibn en los hongos
fitopatdgenos que se intentan controlar (Benitez et al., 2004).

1.5) Control biolégico

El termino control biolégico ha tenido diferentes acepciones a lo largo de la historia
(Barrera, 2007), este término define por primera vez en el afio de 1919, como la
aplicacion, introduccién o manipulacién de organismos enemigos naturales para el
control de plagas (Barrera, 2007). Inicialmente el control biol6gico fue implementado
para el control de insectos plagas, pero actualmente, es posible controlar una amplia
variedad de agentes etiolégicos fitopatdgenos, por lo que el termino de control
bioldgico se ha modificado hasta nuestros dias.



Eilemberg (2001) define el control biolégico como la implementacién y uso de
organismos vivos para el control de plagas, sin embargo, esta postura excluye el
uso de virus, genes y metabolitos para el control de plagas, ademas de no
considerar de manera importante los aspectos ecoldgicos que implica el control de

plagas.

Considerando lo antes mencionado, entonces se puede definir el control biolégico
como: la introduccion o manipulacién de organismos enemigos naturales o sus
biomoléculas, para reducir los niveles poblacionales de organismos con potencial
impacto econémico, entre los que se incluyen insectos, nematodos, bacterias, virus

y hongos.

1.6) Ventajas y desventajas del control biolégico

Desde una perspectiva ecoldgica el control de la poblacion de organismos evita la
perdida de las funciones de los ecosistemas (Barrera, 2007). La utilizacion de
agentes de control biologico para la proteccion de cultivos de importancia agricola
es de reciente interés cientifico, desde hace alrededor de 30 afos el control
bioldgico se instauro como disciplina cientifica y una alternativa a la utilizaciéon de
quimicos sintéticos sobre los sembradios, asi como a los frutos post-cosecha
(Barrera, 2007).

Antes de la aplicacion de agentes de control biolégico se necesita tener evidencia
suficiente de que la plaga en cuestion es una amenaza seria; como la
implementacion del control bioldégico no es un proceso reversible, por lo que debe
ser evaluado y programado con mucho cuidado para evitar algun dafio al

ecosistema (Barrera, 2007).

Sin embargo, la aplicacion de los sistemas de control biolégico deben de ser
considerados como parte del manejo integral de plagas: en este sistema se emplean
métodos fisico-quimicos, biolégicos, genéticos y moleculares para disminuir la
poblacion de organismos plaga de importancia econémica (Barrera, 2007; Benjamin
y Wesseler, 2016).



La nula presencia de dafos colaterales, y la ausencia de organismos resistentes a
los agentes de control biol6gico son algunas de las ventajas del control bioldgico;
ademas de que se considera un sistema de accion a largo plazo, con una relacién
beneficio/costo positiva, y que fomenta la eliminacion de productos quimicos

nocivos para la salud (Barrera, 2007).

A pesar de las ventajas que pueda representar el control biolégico, la mayoria de
los productores son reacios a considerarlo como una alternativa contra el combate
de las plagas; las principales desventajas que consideran los productores sobre la
implementacion del control biolégico es la obtencion de resultados a largo plazo y
no a corto plazo como ellos esperan, ademas de que el mantenimiento de este tipo
de sistemas resulta costoso debido a la falta de especialistas en el tema y al poco
apoyo economico que recibe por parte de organizaciones gubernamentales
(Barrera, 2007).

Medir el éxito de un programa de control biolégico es complicado (Hokkanen, 1985).
Se puede referir el éxito del control biolégico en la relacion costo beneficio que
obtienen los productores, mientras que en ocasiones otros autores lo adjudican al
establecimiento del agente de control bioldgico y al control de la poblacién de la
plaga (Barrera, 2007; Hokkanen, 1985). DeBach (1968) indicé una aproximaciéon
gue todavia es viable para medir el éxito de un programa de control biol6gico;
clasifica el éxito del programa en tres partes: éxito completo que es cuando un
agente de control bioldgico se establece en una area extensa de un ecosistema y
actla contra sus enemigos naturales al grado de disminuir casi en su totalidad la
aplicacién de productos quimicos; el éxito sustancial es cuyo agente de control
biolégico se establece y actla en areas pequefias, lo que deja al productor con una
ganancia pequefa ademas de aplicar productos quimicos de manera ocasional; por
altimo el éxito parcial se refiere a aquel en el que el agente de control biolégico se
establece en una pequefia zona, por lo que sigue siendo necesaria la aplicaciéon

continua de productos quimicos.

Generalmente el fracaso de un sistema de control biolégico radica en la mala

valoracion del problemay en la inapropiada incorporacién dentro del manejo integral



de plagas, asi como en la mala planeacion y disefio. Se considera que un programa
de control biologico ha fracasado cuando el organismo antagonico no se establece
en la region o ataca a las especies no blanco (Barrera, 2007). Sin embargo, como
indica Funasaki y col. (1988), el fracaso de estos programas radica en la pobre

valoracion de los enemigos naturales en la region antes de su introduccion.

I.7) Género Trichoderma

El género Trichoderma corresponde a un grupo de hongos filamentosos que se
encuentra dentro del grupo de los Ascomycetos (Chaverri et al., 2003; Jaklitsch et
al., 2014); se considera un género cosmopolita, ya que ese encuentra presente en
la gran mayoria de ecosistemas del mundo, lo que conlleva a una alta diversidad de
éste género (Cai et al., 2015; John et al., 2010; Samuels, 1996). Trichoderma se
encuentra presente en todo tipo de suelos, incluyendo aquellos de uso agricola; sin
embargo no se restringe su presencia como un organismo enddfito. EI género
Trichoderma se considera como un grupo anamorfo, es decir, que tienen un ciclo
de vida asexual, sin embargo algunas especies estan vinculadas genéticamente con
el género Hypocrea que es su estado teleomorfo —con un ciclo de vida sexual-
(Samuels, 1996).

El género Trichoderma se caracteriza por presentar conidiéforos hialinos y conidios
unicelulares en el extremo de las fialides de coloracién que abarca el espectro
amarillo y verde (Harman et al., 2004; Samuels, 1996). Se considera un hongo de
rapido crecimiento, ya que su micelio empieza a ser visible después de 8 horas de
incubacion en medio PDA a 27°C; el micelio de este hongo presenta septos simples
y una coloracién blanquecina (Samuels, 1996).

Por lo general las cepas de Trichoderma estan establecidas en la rizosfera de una
gran cantidad de plantas; la simbiosis existente entre las células vegetales y las
células de Trichoderma acarrea beneficios a la planta como la resistencia a estrés
osmotico, estrés hidrico, potenciador de la inmunidad vegetal, asi como proteccién
contra hongos fitopatdogenos (Contreras-Cornejo et al., 2009; Harman et al., 2004;
Hermosa et al., 2012). Acerca del origen de esta simbiosis se ha propuesto que la

presencia de hongos presa y la disponibilidad de nutrientes provenientes de la raiz
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han actuado como atrayentes de los ancestros de Trichoderma, lo que permitié el
establecimiento de este grupo de hongos en la rizosfera de las plantas y a la vez, la
evolucion de estrategias colaborativas con las células vegetales (Druzhinina et al.,
2011; Lépez-Bucio et al., 2015).

Desde una perspectiva genética, estos hongos son haploides (Goldman et al.,
2002); Trichoderma tiene como estado sexual a los hongos del género Hypocrea,
sin embargo no a todas las especies descritas se les ha identificado un teleomorfo
conocido (Gams & Bissett, 2002); por lo general las cepas presentes en suelo son
heterocaridticas, ademas de poseer una gran diversidad genética intraespecie, lo

gue incrementa su interés y uso comercial (Harman et al., 2002, 2004).

La gran mayoria de las especies de Trichoderma se consideran como especies
competidoras agresivas de la rizosfera asi como simbiontes oportunistas avirulentos
de plantas (Harman et al., 2004), inhibiendo la proliferacién de otro tipo de hongos
en su nicho ecoldgico a través de la secrecion de metabolitos y enzimas (Benitez et
al., 2004; Harman et al., 2004; Reino et al., 2007); esta caracteristica ha llamado el
interés de la comunidad cientifica, a tal grado de considerarlo un organismo modelo
para distintas areas de investigacion, como lo es la genética, control bioldgico,

enzimologia, gendmica funcional, entre otras.

1.8) Trichoderma spp. como agente de control biolégico

Una alternativa al uso de agentes quimicos, es el uso de agentes de control
biolégico antagonistas para controlar las poblaciones de hongos fitopatdgenos.
Originalmente, el control biolégico es definido como el uso intencional de
organismos antagoénicos naturales para el control poblacional de organismos plaga

con importancia econémica (Rodriguez del Bosque y Arredondo Bernal, 2007).

Uno de los agentes de control biolégico mas utilizado contra los hongos
fitopatdgenos son hongos antagonistas del género Trichoderma, principalmente
Trichoderma viride, Trichoderma virens y Trichoderma harzianum (Benitez et al.,
2004).
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Trichoderma provee muchas ventajas para ser utilizado como agente de control
biolégico, como es la capacidad de modificar el microambiente de la rizosfera,
promover el crecimiento vegetal, asi como la sintesis de moléculas del sistema
inmune de las plantas, su alta capacidad reproductiva, su plasticidad para adaptarse
a multiples ambientes, eficiencia en el uso de nutrientes, la existencia de una amplia
informacion genética y gendmica, asi como un metabolismo secundario versatil
capaz de secretar moléculas antagonicas contra fitopatdogenos (Benitez et al., 2004;
Munir et al., 2013).

Ademas, como una de las principales presentaciones en las cuales se pueden
aplicar las formulaciones para el control biolégico de plagas, es la aplicacion de
soluciones de esporas directamente sobre las plantas (Knudsen et al., 1991), es
necesario que el agente de control biolégico sea capaz de producir una gran
cantidad de esporas. Trichoderma es un hongo del que ya se ha descrito su
abundante esporulacion en condiciones de laboratorio (Said, 2009), por lo que su
uso como agente de control biolégico se considera como un método barato para
inhibir el desarrollo de especies de fitopatdogenos (Rajput & Shahzad, 2015). Bajo
condiciones de laboratorio, Trichoderma es capaz de producir una abundante
esporulacién, aunque para eficientizar su produccion, se han probado diferentes
fuentes de carbono y nitrégeno, por ejemplo, Jayaswal y col. (2003), reporto que la
esporulacion de Trichoderma aumenta al crecer el hongo en medio minimo

suplementado con peptona, sacarosa o trehalosa.

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

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

1.9) Mecanismos de acciéon de Trichoderma

La inhibicién de la proliferacién de organismos fitopatdgenos se lleva a cabo a través

de multiples estrategias, como lo es por metabolitos secundarios volatiles,
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metabolitos secundarios no volatiles, micoparasitismo, induccidén de resistencia
sistémica en la planta, entre otras (Benitez et al., 2004; Harman et al., 2004; Munir
etal., 2013).

Trichoderma se considera un buen agente de control biolégico por competencia:
mediante fungistasis, Trichoderma es capaz de sobrevivir y contraponerse a
condiciones ambientales extremas provocadas por la liberacion y presencia de
moléculas fungitoxicas al medio por parte de las plantas, ademas de ello, multiples
cepas son naturalmente resistentes a moléculas toxicas comercializadas para el

control de malezas, insectos y hongos (Chet et al., 1997).

Trichoderma también es capaz de competir por nutrientes con otros hongos del
suelo (Benitez et al., 2004): esto lo hacen a través de la liberacion de altas
concentraciones sideréforos, que son agentes quelantes de moléculas de hierro de
bajo peso molecular, el cual es un elemento esencial para la viabilidad de hongos
filamentosos (Benitez et al., 2004; Chet y Inbar, 1994; Eisendle et al., 2004); de esta
manera al liberar los sider6foros incrementa la captura y toma de nutrientes y la tasa
de crecimiento de Trichoderma, asi como inhibir el crecimiento de otros hongos
fitopatogenos. Esta caracteristica de Trichoderma ha permitido controlar
fitopatbgenos como Fusarium oxysporum, Fusarium solani, Pythium sp. y Botrytis
cinérea (Anke et al., 1991; Bogumit et al., 2013; Chakraborty y Chatterjee, 2008;
Segarra et al., 2010; Sundaramoorthy y Balabaskar, 2013; Vinale et al., 2014).
Ademas de que es un hongo con una velocidad de crecimiento superior a la de
muchos hongos fitopatdgenos, ya que por competencia por nutrientes o espacio,
Trichoderma es capaz de inhibir el desarrollo de otros hongos, al no permitirle al
fitopatdégeno desarrollarse adecuadamente, por ejemplo, Singh y col. (Singh et al.,
2013) indican la ventaja del crecimiento acelerado en comparacion con otros
fitopatdgenos, asi como la importancia del pH en el comportamiento antagonista de

Trichoderma.

Como se menciond previamente, Trichoderma se considera como un simbionte
oportunistico avirulento de plantas, capaces de colonizar raices de las plantas

similar a como lo hacen los hongos micorrizicos (Harman et al., 2004). Mediante
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esta colonizacion y penetracion en las células del sistema radicular de las plantas,
Trichoderma produce moléculas que estimulan el crecimiento general de la planta,
ademas de la induccion de la produccion de moléculas con la capacidad de activar
los sistema de defensa de las plantas (Allen et al., 1982; Benitez et al., 2004; Cai et
al., 2015; Contreras-Cornejo et al., 2009; Hermosa et al., 2012; L6pez-Bucio et al.,
2015).

También, a través de la colonizacion de las raices de las plantas, Trichoderma es
capaz de inhibir el desarrollo de otros organismos, ya que invade la epidermis de
las plantas, lo que induce la liberacién de moléculas de defensas de manera
localizada y sistémica por parte de las plantas con actividad fungicida (Harman et
al., 2004; Lépez-Bucio et al., 2015). Ejemplo de estas moléculas son fitoalexinas,
flavonoides, terpenoides, compuestos fendlicos y otros compuestos antimicrobianos
(Benitez et al., 2004; Harman et al., 2004). Determinadas cepas de Trichoderma
son resistentes a estas moléculas a diferencia de otros hongos fitopatégenos, por
lo que las cepas de Trichoderma son mas efectivas para la colonizacion y
establecimiento en las raices de las plantas (Benitez et al., 2004; Harman et al.,
2004).

Ademas del efecto promotor de Trichoderma sobre el crecimiento de las plantas,
mediado por la biofertilizacion y produccion de fitohormonas, también puede inducir
resistencia a diferentes estreses abioticos (Benitez et al., 2004; Brotman et al., 2013;
Colla et al., 2015; Guler et al., 2016); sin embargo una de las ventajas para la planta
de la presencia de Trichoderma en las raices, es el efecto protector contra
fitopatdgenos como virus, bacterias y hongos, a través de la estimulacion de los
mecanismos de defensa, induciendo respuestas de hipersensibilidad, resistencia
sistémica adquirida y resistencia sistémica inducida (Benitez et al., 2004; Harman
et al., 2004). Un ejemplo de la induccion de la respuestas de hipersensibilidad y de
resistencia sistémica adquirida es la acumulacién de la enzima Fenil-Alanina
Amonio-Liasa (PAL) y la Chalcona Sintasa, las cuales son promotoras de la

biosintesis de fitoalexinas, quitinasas, glucanasas, proteinas relacionadas a
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patogénesis y enzimas involucradas en estrés osmatico y oxidativo (Chyra et al.,
2007; Karthikeyan et al., 2006; Neuenschwyer et al., 1995; Yedidia et al., 2003).

A pesar de lo anterior, estudios han demostrado que no hace falta la presencia
directa de las cepas de Trichoderma sobre las raices de las plantas, ya que los
genes involucrados en los sistemas de defensa de las plantas son activados por
metabolitos de Trichoderma llamados elicitores (Benitez et al., 2004; Lopez-Bucio
et al., 2015), indicando que las cepas de Trichoderma son una fuente importante de
elicitores con potencial aplicacion en los programas de proteccion de cultivos. La
presencia de estos elicitores puede inducir la biosintesis de fitoalexinas, proteinas
relacionadas a patogénesis, acido jasmonico, acido salicilico etc., y de esa manera
inducir la resistencia a fitopatdgenos y a distintos tipos de estrés abiotico (Benitez
et al., 2004; Harman et al., 2004; de las Mercedes Dana et al., 2001; Ming et al.,
2013; Reino et al., 2007).

También, se ha demostrado que cepas de Trichoderma son capaces de modificar
el pH del suelo en donde se desarrollan, acidificandolo y adaptandolo a las
condiciones ideales para su desarrollo, lo que a su vez reduce la virulencia de otros
fitopatdgenos presentes en el suelo, ya que algunos factores de virulencia no son
sintetizados en ambientes con pH acido (Arst y Pefialva, 2003; Benitez et al., 2004;
Caracuel et al., 2003; Drori et al., 2003; Prusky y Yakoby, 2003).

Las reacciones de antibiosis ocurren cuando moléculas difusibles de bajo peso
molecular de Trichoderma entran en contacto con organismos fitopatdgenos,
inhibiendo su desarrollo (Benitez et al., 2004). Los metabolitos que se han
caracterizado a estas reacciones de antibiosis son el acido harzianico, alameticinas,
tricolinas, peptabioles, 6-pentil-a-pirona, lactonas, viridinas, glioviridinas,
gliotéxinas, entre otras (Benitez et al., 2004; L6pez-Bucio et al., 2015; Reino et al.,
2007; Vinale et al., 2014). Estas moléculas antibioticas han demostrado efectividad
en el control de plagas de fitopatdgenos al purificarlas y aplicarlas directamente en
cultivos, por lo que es capaz de inhibir a los organismos fitopatdogenos sin la
necesidad de contar con Trichoderma en el suelo (Benitez et al., 2004). Ademas de

la produccién de las moléculas antibiéticas mencionadas anteriormente, el efecto
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de antibiosis se incrementa al combinarse con enzimas hidroliticas, lo que aumenta
el antagonismo contra hongos fitopatoégenos (Di Pietro et al., 1993; Howell, 2003;
Lorito et al., 1996; Schirmbdck et al., 1994).

El micoparasitismo involucra una relacion antagonica directa entre las cepas de
Trichoderma spp. contra otros hongos, muchos de ellos fitopatdgenos (Benitez et
al., 2004; Harman et al., 2004). Esta relacion compleja involucra una serie de
eventos secuenciales como lo son el reconocimiento a distancia entre las hifas de
los hongos, después un contacto directo entre las hifas y un posterior ataque y
penetracion de las hifas de Trichoderma en las hifas del hongo hospedero hasta su
posterior muerte (Benitez et al., 2004; Vinale et al., 2008). Se considera que un paso
importante durante el reconocimiento a distancia, inicia cuando las hifas de
Trichoderma secretan quitinasas, glucanasas y proteasas; cuando estas enzimas
inician la hidrdlisis de los componentes de la pared celular del hongo hospedero se
liberan oligdbmeros que inician el proceso de micoparasitismo (Chet et al., 1997;
Vinale et al., 2008). Después del reconocimiento a distancia, las hifas de
Trichoderma experimentan quimiotropismo, creciendo en direccion al fitopatdgeno
y se unen a la pared celular del hospedero mediante la accion de lectinas. Una vez
que se une, las hifas rodean la hifa del hongo hospedero y se da la formacién del
apresorio, a partir del cual empiezan a secretar una gran cantidad de enzimas
hidroliticas y peptaiboles (Howell, 2003); y que en conjunto permite a Trichoderma
ingresar y empieza a parasitar internamente a las hifas del hongo hospedero,

asimilando su contenido intracelular rico en nutrientes (Benitez et al., 2004).

1.10) Trichoderma spp. contra especies de Fusarium spp.

Como organismo de vida libre en el suelo, F. oxysporum es de interés cientifico en
la actualidad ya que se considera como un patdgeno emergente, con la capacidad
de causar infecciones en pacientes inmunocomprometidos (Boutati y Anaissie,
1997; Nucci y Anaissie, 2007), sin embargo el principal motivo por el que se estudia

es su fitopatogenicidad. Entre los métodos de control de F. oxysporum estan
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aquellos basados en las caracteristicas micoparasitas de Trichoderma (Nucci y
Anaissie, 2007; Reino et al., 2007; Sundaramoorthy y Balabaskar, 2013).

Trichoderma es un hongo utilizado como agente de biocontrol, a partir del cual se
han desarrollado distintas formulaciones comerciales con la finalidad de erradicar
ciertos patdgenos, como Rhizoctonia solani, Sclerotium rolfsi, Pythium
arrhenomanes, Sclerotinia sclerotiorum y F. oxysporum (Benitez et al., 2004; John
et al., 2010; Reino et al., 2007; Vinale et al., 2014).

Distintas cepas de Trichoderma son evaluadas en ensayos in vitro e in vivo para
conocer sus capacidades antagbnicas y su actividad como biofungicida, sin
embargo solo algunas pueden ser consideradas como agentes de control biolégico
contra F. oxysporum (Chakraborty y Chatterjee, 2008; Chen et al., 2016; Ghag et
al., 2015; Sundaramoorthy y Balabaskar, 2013).

Entre las principales especies de Trichoderma aisladas y/o aplicadas como agentes
de control biolégico son: Trichoderma harzianum, Trichoderma viride, Trichoderma
atroviride, Trichoderma asperellum, Trichoderma koningii y Trichoderma
polysporum (Ahluwalia et al., 2014; Cai et al., 2015; Dubey et al., 2011; Innocenti et
al., 2015; John et al., 2010; Keswani et al., 2014; Reino et al., 2007; Segarra et al.,
2010; S Nosir, 2016; Sundaramoorthy y Balabaskar, 2013; Vinale et al., 2014;
Zeilinger et al., 2016; Zhang et al., 2014a).

Ensayos in vitro de la actividad antagonica de aislados de Trichoderma sobre
fitovariedades de F. oxysporum indican que los metabolitos secundarios y las
enzimas producidas por Trichoderma juegan un papel importante en la regulacion
del crecimiento de F. oxysporum, por lo que se ha planteado la aplicacion de
extractos purificados de Trichoderma, junto con la aplicacion de enzimas liticas para
inhibir su desarrollo (Reino et al., 2007; Vinale et al.,, 2014). Algunos de los
metabolitos secundarios de Trichoderma, caracterizados con actividad anti F.
oxysporum son: Trichodermol, koningioninas y 6-pentil-a-pirona, de este ultimo se
sabe que puede inhibir el crecimiento de F. oxysporum hasta un 31% en dos dias
(Reino et al., 2007).
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Respecto a ensayos in vivo, se sabe que cepas de Trichoderma viride pueden
actuar como bioestimulantes en plantas de soya e inhibir el desarrollo de F.
oxysporum, aumentando la productividad de un cultivo por hectarea (John et al.,
2010). Un resultado similar se obtiene con otras cepas de Trichoderma en plantas
de frijol, reduciendo la incidencia de F. oxysporum (Hernandez-Mendoza et al.,
2011; Otadoh et al., 2011), lo que evidencia la importancia de aplicar cepas de
Trichoderma como una estrategia de control bioldgico, dentro del marco del manejo

integral de plagas.
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Il) Justificacion

Debido a la excesiva aplicacién de fungicidas quimicos, potencialmente nocivos
para la salud, que se emplean en las zonas agricolas del estado de Querétaro, es
importante seleccionar y caracterizar cepas de Trichoderma como potenciales
agentes de control biolégico contra Fusarium oxysporum que representen una

alternativa al usos de los fungicidas quimicos.
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Ill) Hipodtesis
Existen cepas nativas de Trichoderma en el estado de Querétaro que son capaces
de micoparasitar y/o afectar el crecimiento del fitopatdgeno Fusarium oxysporum

por contacto y/o a través de la secrecion de moléculas antibiéticas.
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IV) Objetivos

IV.1) General
Formar una coleccion de cepas de Trichoderma spp., nativas del Estado de
Querétaro que sean capaces de inhibir el crecimiento de Fusarium oxysporum para

Su posterior uso como posibles agentes de control bioldgico.

IV.2) Especificos

1) Aislary caracterizar cepas de Trichoderma spp. asociadas a suelo y rizosfera
de plantas

2) ldentificar mediante herramientas de biologia molecular las cepas aisladas
de Trichoderma spp.

3) Realizar bioensayos in vitro para determinar la capacidad antagdnica y

micoparasitica de los aislados de Trichoderma spp. contra F. oxysporum.
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V) Metodologia
V.1) Toma de muestra

Se colectaron muestras de aproximadamente 100g de suelo asociado a la rizosfera
de distintas plantas de cultivos agricolas dentro del estado de Querétaro, México,
excavando a una profundidad de entre 5-10 cm. Las muestras se colocaron en
bolsas de pléastico selladas herméticamente y fueron transportadas en condiciones
de oscuridad al Laboratorio de Microbiologia Molecular de la Unidad de
Microbiologia Basica y Aplicada, Campus Aeropuerto, Facultad de Ciencias
Naturales, Universidad Autonoma de Querétaro para el aislamiento de hongos del

género Trichoderma.

V.2) Aislamiento de hongos

Para el aislamiento de los hongos de interés en este estudio, se utilizé el método de
diluciones en serie con base 10 y cultivo por dispersion en placa. Para esto, las
muestras que se colectaron se homogenizaron y, posteriormente, se tomaron 10g
de suelo que fueron disueltos en 90 ml de agua destilada estéril, luego de esta
dilucién se hicieron diluciones seriadas con base 10 hasta llegar a una dilucion 10-
4. De la dilucion 103y 10 se tomaron 100 pl de la mezcla que se colocaron sobre
placas de PDA suplementado con Triton X-100 al 0.5% y cloranfenicol 34 ug/mly se
cultivaron por el método de dispersion. Las cajas se incubaron como se describid
anteriormente por 10 dias. Las colonias de Trichoderma se identificaron mediante
las caracteristicas macroscoépicas propias de este género y posteriormente se
obtuvieron cultivos axénicos realizando un cultivo monospdérico en medio de cultivo
PDA con Triton X-100 al 0.5%. Los cultivos axénicos se incubaron en iluminacién
constante a 28°C por 7 dias para obtener abundante conidiacion de los aislados de
Trichoderma vy los conidios se colectaron haciendo una suspensién en agua por

friccion con un asa metalica esterilizada con flama.

V.3) Cepas y condiciones de los cultivos

Todos los cultivos se realizaron dentro de una campana de flujo laminar. Las cepas

de Trichoderma spp., se propagaron en placas Petri con medio de cultivo PDA, e

22



incubadas en iluminacién constante a 28°C. El tiempo de incubacion varid y

dependio de la velocidad de crecimiento radial de cada aislado.

Para realizar los ensayos de antibiosis y micoparasitismo, se utilizé6 una cepa de F.
oxysporum, que previamente se caracteriz6 como un agente causal de la rofia del
aguacate (Pérez Reséndiz, 2015). Esté fitopatégeno fue propagado durante todo el
experimento, inoculando un disco de micelio de 5 mm en medio de cultivo PDA bajo

las mismas condiciones descritas anteriormente para las cepas de Trichoderma.

V.4) Antibiosis por metabolitos no volatiles (ANV)

Bajo condiciones asépticas en una campana de flujo laminar, se prepararon cajas
Petri con medio PDA cubiertas con discos de papel celofan estéril de 9 cm de
diametro (Figura 1). Sobre el papel celofan se colocaron discos de micelio de 5 mm
de didmetro de cada uno de las aislados de Trichoderma spp. Los cultivos se
incubaron por 48 horas, hasta la formacion de una colonia de 6 cm de didmetro
aproximadamente. Después de este tiempo, se retird el papel celofan junto con el
micelio de la cepa de Trichoderma para posteriormente colocar en el centro de la
caja Petri un disco de micelio de 5 mm de didmetro de F. oxysporum.
Posteriormente, los cultivos del fitopatbgeno se incubaron bajo las mismas

condiciones descritas previamente.

Para los ensayos control, se siguieron las mismas condiciones de los experimentos,
con la diferencia de que en la caja Petri con celofan, no se inocul6 cepa alguna de
Trichoderma. Posteriormente se retird en papel celofan y se inoculé el disco de
micelio de F. oxysporum como se describidé anteriormente. Se evalué el didametro
del micelio de las colonias del fitopatégeno justo cuando el ensayo control alcanzé

el borde de la caja. Todos los ensayos se realizaron por triplicado.

Para determinar el porcentaje de inhibicion de crecimiento, se tomaron fotografias
de cada colonia y se analizaron con el programa ImageJ (http://imagej.nih.gov/ij/).

El porcentaje de inhibicién se calcul6 mediante la siguiente formula:

D,) (100
% de inhibicién = 100 — {[(2)])#]}
1
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Donde D: es el diametro de la colonia del ensayo control sin tratamiento y D2 es el
diametro de la colonia del ensayo con tratamiento de los antibiéticos de

Trichoderma.

»

Figura 1: Esquema del ensayo de antibiosis por metabolitos secundarios no volatiles. El circulo gris representa
el papel celofdn que posterior a 48h se retira junto al micelio de Trichoderma. T, representa Trichoderma y FO,
representa F. oxysporum.

V.5) Antibiosis por metabolitos volatiles (AV).

Para determinar la inhibicion de crecimiento por metabolitos volatiles de las cepas
de Trichoderma, primero se inocularon las cepas de Trichoderma en placas de
medio de cultivo PDA y F. oxysporum en otra para generar preinoculos.
Posteriormente, en una caja petri se colocé un disco de micelio de 5 mm de didmetro
del preinoculo de Trichoderma a evaluar y en la otra caja Petri se colocé un disco
de micelio de 5 mm de diametro del preinoculo del fitopatégeno (Figura 2). Las cajas
de los cultivos se sellaron una sobre otra con plastico auto adherible, de manera
que los in6culos queden encontrados y exista una interaccion indirecta entre los
hongos (Figura 2). Para los controles, se utiliz6 el mismo procedimiento con la
diferencia de que en ambas cajas Petri se colocaron los discos de micelio de F.
oxysporum. Las cajas se incubaron a 28°C con iluminacién constante hasta que las
colonias control llegaron a la orilla de la caja Petri. Los ensayos se realizaron al

menos por triplicado.
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Figura 2: Esquema del ensayo de antibiosis por metabolitos secundarios volatiles. T, representa Trichoderma y
FO, representa F. oxysporum

V.6) Pruebas de micoparasitismo

Para determinar el comportamiento micoparasitico de las cepas de Trichoderma, se
realizé un co-cultivo en una misma placa con medio PDA (Figura 3): primero se
coloco un disco de micelio del fitopatdgeno, 1.5 cm de distancia de la orilla de la
caja Petri, 3 dias antes de inocular en la misma placa una cepa de Trichoderma,
debido a que F. oxysporum es un hongo con un crecimiento mas lento, por lo que
inocularlo antes permite que el micelio del patdgeno llegue al mismo tiempo al centro
de la placa que la cepa de Trichoderma. Posterior a los 3 dias, se coloc6 un disco
de micelio de la cepa de Trichoderma sp. a evaluar del lado opuesto en la misma
caja Petri (Figura 3). Los co-cultivos se incubaron a 28°C con iluminacién constante
por dos semanas. La capacidad micoparasitica se determind mediante la capacidad
de sobrecrecimiento de las cepas de Trichoderma sobre las colonias de F.
oxysporum, segun la escala de Bell y col. (1982), que indica que una cepa clase 1
es aquella en la que Trichoderma es capaz de sobrecrecer por completo al
fitopatdogeno, clase 2 si Trichoderma sobrecrece al menos 2/3 partes del
fitopatdgeno, clase 3 si no hay antagonismo entre las dos cepas, clase 4 si el
fitopatdgeno sobrecrece al menos 2/3 de Trichoderma y clase 5 en la que el
fitopatdgeno sobrecrece totalmente al Trichoderma. Los experimentos se analizaron

cada semana.
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Figura 3: Esquema del ensayo de micoparasitismo por cultivo dual. La cepa del fitopatégeno se inoculd tres
dias antes de la inoculacién de la cepa de Trichoderma. T, representa Trichoderma y FO, representa F.
oxysporum

V.7) Identificacion molecular de las cepas de Trichoderma aisladas

La extraccion de ADN gendmico nuclear de las cepas de Trichoderma, se realizo
con base en los protocolos propuestos por Prabha y col. (2012) y Raeder y Broda
(1985) con algunas modificaciones: Placas de PDA cubiertas con celofan se
inocularon con 2 microlitros de esporas y se incubaron a 28°C en completa
oscuridad hasta que la colonia cubri6 la superficie de la placa. El micelio se colect6
con una espatula directamente del celofan, se envolvido en papel aluminio y se
congel6 en nitrégeno liquido, almacenandose a -80°C hasta el procesamiento de
las muestras. Para la extraccion de los acidos nucleicos, el micelio se pulverizé en
un mortero de porcelana con nitrégeno liquido hasta que se formé un polvo blanco
muy fino, el cual se colocé en un tubo de plastico de 1.5 ml. El micelio en el tubo
eppendorf se tratd por 5 minutos en 600ul de buffer de urea en agitacion en un
vortex y posteriormente se dejé incubar 30 minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente la reaccién se centrifugd por 1 min. El sobrenadante se transfirio a
un tubo eppendorf estéril al que se le aplicé un lavado con un volumen de una
mezcla de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico, el tubo se centrifug6 por 2 minutos;
el lavado se repitié dos veces mas. El sobrenadante se recuperd en un nuevo tubo
eppendorf y se le agrego 300ul de isopropanol al que se le agité suavemente hasta

observar hebras blancas. El tubo se centrifugd por 5 minutos al que después se le
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descarto el sobrenadante. La pastilla de acidos nucleicos se lavo con etanol frio al
70% y se dejo secar por 15 minutos. La pastilla se disolvio y se almaceno6 en 100ul
de buffer TE a -20°C hasta su posterior uso. Las centrifugaciones hechas durante
los ensayos se realizaron a 10,000 rpm. La calidad del ADN gendmico se analiz6
mediante espectrofotometria en un nanodrop y una electroforesis en gel de agarosa
al 1% con bromuro de etidio a 400 mA. La presencia del ADN se visualizé en un
fotodocumentador.

Las muestras de ADN gendmico obtenidas, se diluyeron a una concentracion de
100 ng/pl, cantidad usada para realizar las reacciones en cadena de la polimerasa
(PCR). Las reacciones de PCR se realizaron bajo las indicaciones del proveedor de
la enzima DreamTaq DNA polimerase Thermo Scientific®. Los oligonucleétidos que
se utilizaron para estas reacciones son: ITS1 (5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’)
e ITS4 (5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3) que amplifican aproximadamente 600
pb de los ITS1 e ITS2, incluyendo el gen ribosomal 5.8S (Figura 4). Las reacciones
de PCR se realizaron en un volumen total de 25ul a las siguientes condiciones: se
realizd un paso inicial de 3 min a 95°C y subsecuentes 35 ciclos de 30s a 95°C, 30s
a 58°C, 1 min a 72°C, y un paso final de 5 min a 72°C. Los productos de PCR se

analizaron mediante electroforesis en un gel de agarosa al 1.5%.

Oligonucleotido
ITS1

18 rRNA gyl 5.8 rRNA JEE8 28 rRNA

>
Oligonucleotido
ITS4

600pb

Figura 4: Esquema de la region ITS1-5.8ARNr-ITS2. Region génica amplificada por los cebadores ITS1 e ITS4,
asi como el tamafio del amplicon esperado
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Los amplicones resultantes se purificaron por columnas QIAquick PCR purification
kit (QIAGEN), segun las indicaciones del proveedor. Después de la purificacion de
las muestras, estas se mandaron a secuenciar en el del Laboratorio Nacional de
Gendmica para la Biodiversidad (LANGEBIO).

V.8) Analisis filogenético
Las secuencias obtenidas se editaron con el software Chromas, a modo de eliminar
los extremos de las secuencias, para después exportar las secuencias en formato
Fasta. Las secuencias se compararon contra secuencias obtenidas de la base de
datos GenBank, reportadas previamente por Kulling-Gradinger y col. (2002); para
ello se realizé una matriz en el software MacClade y asi alinear las secuencias y
posteriormente agruparlas en clusters de secuencias. La Matriz posteriormente fue
analizada para determinar la filogenia de las especies utilizando los software
RaxML, Mr. Bayes (Huelsenbeck y Ronquist, 2001; Ronquist y Huelsenbeck, 2003)
y TNT (Goloboff et al., 2008), que ocupan los métodos de méaxima verosimilitud,
estadistica bayesiana y maxima parsimonia respectivamente. Los arboles
filogenéticos generados se analizaron con el software Dendroscope (Huson y
Scornavacca, 2012) y posteriormente fueron editados realizando un érbol

filogenético consenso.

V.9) Generacion de una coleccion de cepas de Trichoderma
Las cepas aisladas de Trichoderma spp. se propagaron en placas petri de 60x15mm

con medio de cultivo PDA por una semana, las cuales posteriormente se utilizaron
para obtener una suspension de esporas. Las esporas se colectaron por arrastre
con agua destilada estéril, que se congelaron a -20°C en glicerol al 25% para formar

la coleccion.
V.10) Andlisis estadistico

Los datos obtenidos de los ensayos de antibiosis se analizaron con el software JMP
13.0. Se hizo una comparacion entre las medias de los tratamientos AV y ANV por
un analisis t-student. Se evalu6 la normalidad de los datos con una prueba de
bondad de ajuste y un andlisis de varianza para observar diferencias entre los

tratamientos (distintas cepas de Trichoderma aisladas).
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VI) Resultados y discusion
VI.1) Aislamiento de cepas de Trichoderma spp.

Se realizaron 26 colectas de suelo en distintas regiones del estado de Querétaro y
en una gran variedad de ecosistemas que abarcaban del clima semiarido a zonas
boscosas (Figura 5). Con las muestras de suelo/rizosfera y después de los pasos
monosporicos se obtuvieron en total 54 cepas de Trichoderma spp., las cuales se
seleccionaron con base en sus caracteristicas morfolégicas en medio PDA, como
son, su tipica esporulacion verde, un crecimiento rapido e invasivo y en algunos
casos el aroma a coco (piranos) secretados por algunas cepas de Trichoderma. Las
cepas de Trichoderma spp. obtenidas se utilizaron para los ensayos de antibiosis
por metabolitos no volatiles, antibiosis por metabolitos volatiles, micoparasitismo y

para realizar su posterior identificacion molecular.

Localizacién geoarifica de las colectas

Municipio MNimero de colectas Coordenadas —
20.625325, -100.370742
20.623997, -100.365167
20.624038, -100.363647

L Ruacdiarg 8 20.624316, -100.366311
20757524, -100.439213
20542358, -100.383147
2)  _EzequielMontes 1 20673053, -39.916430
5 Coregidora 5 20.565607, -100.426076

20.563532, -100.455065
4) Tequisquiapan 1 20.548540, -93.964843
20.414891, -100.032151
20.457357,-99.993386 | 919/ LSO
5] SanJuan del Rio 5 20.436267, -33.950710
20.412136, -93.970623
20.458785, -99.934317
21.001723, -93.539761
20.968375, -93.615837 &

21130463, -99.585433 Celaya
21134333, -93.601312 \
21133338, -93.631763
21.118734, -93.648751

20.868201,-33.971083
20.877184, -93.938130 0 30
) Toliman 5 20.876141, -93.950060
20.821339, -99.912810
20.883674, -93.915342

B) SanJoaquin 2

T Pinal de Amoles 4

Figura 5: Mapa del estado de Querétaro y zona de colectas. Los puntos rojos indican el sitio donde se realizé una colecta de suelo.

VI.2) Antibiosis por metabolitos no volatiles (ANV) antibiosis por
metabolitos volatiles (AV) y micoparasitismo.
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El incremento del uso de pesticidas sobre los campos agricolas ha propiciado la
seleccion de cepas de fitopatdgenos resistentes a estos compuestos quimicos,
optando por aumentar la dosis aplicada en los campos de produccion, aun
conociendo las consecuencias a la salud del ecosistema, animal y humana (Baraldi
et al., 2003; Chen et al., 2009; Ma et al., 2003; Price et al., 2015). En el presente
estudio se analizo la diversidad de cepas de Trichoderma nativas del estado de
Querétaro, lo que representa uno de los primeros estudios de aislamiento e
identificacion de especies de este género para formar una coleccion que pueda ser
explorada para minimizar los problemas de enfermedades ocasionadas por hongos,
en los cultivos de importancia econémica de nuestro estado. El género Trichoderma,
como ya se ha mencionado anteriormente, es conocido por sus propiedades
bioestimulantes, pero ademas, por ser un hongo potencialmente aplicado para el

control de fitopatégenos.

La marchitez y pudricion de las plantas como consecuencia de la infeccion por
fitovariedades de F. oxysporum es una de las enfermedades mas dificiles de
controlar a nivel mundial (Alam et al., 2010; Arici et al., 2013; Carvalho et al., 2014).
Hasta inicios del siglo XXI, la mejor alternativa para el control de la fusariosis era la
aplicacion de productos quimicos, sin embargo la presencia de cepas resistentes a
fungicidas ha encaminado la investigacion hacia nuevas formas de control. Hasta
hace relativamente poco tiempo, comenz6 la busqueda de agentes de control
biologico para tratar esta enfermedad, sin embargo, debido a la alta diversidad de
cepas de F. oxysporum, ademas de la variabilidad de resultados en la aplicacién de
estos tratamientos, se insta a la busqueda continua de nuevos agentes de control

bioldgico que permitan elevados porcentajes de biocontrol.

Respecto a la antibiosis por metabolitos no volatiles, se observd un efecto
antagonico contra F. oxysporum, a través de las moléculas secretadas que pasan
la membrana del celofan y se dispersan sobre el medio PDA. Interesantemente la
mayoria de las cepas de Trichoderma mostraron un efecto inhibitorio sobre el
desarrollo de F. oxysporum (Tabla 1; Apéndice 1); pero solo tres de ellas tuvieron el

mayor efecto, la cepa T3-1 la cual logré un 54.31% de inhibicion del crecimiento de
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F. oxysporum fue la de mayor actividad, seguido de la cepa RE-15 con un 42.80%
y la cepa TSR1-5 un 41.07%. Aunque, en estos experimentos también se
encontraron cepas cuyos metabolitos no volétiles eran incapaces de inhibir el
desarrollo de F. oxysporum, como fue el caso de la cepa RE-17, la cepa RE-19y la
cepa MB2, que inhibian menos del 5% el crecimiento de F. oxysporum respecto al
control (Tabla 1). Se encontré con una prueba de bondad de ajuste que los datos
se ajustan a una distribucién normal, ya que la prueba de Shapiro-Wilk establece un
valor de P(W=0.9217|155 g. 1.)<0.001; al distribuirse de una manera normal, el
analisis de varianza mostro que existen diferencias estadisticas entre los
tratamientos (P<0.001).

A diferencia de lo encontrado en los ensayos de ANV, en los cuales solo unas pocas
cepas de Trichoderma inhiben eficientemente el crecimiento de F. oxysporum, la
antibiosis mediada por metabolitos volatiles presenté un mayor efecto antagénico
(Tabla 1: Apéndice 3). Las tres cepas que tuvieron un mayor porcentaje de inhibicion
fueron la cepa RE-03, SM3-2 y NI-1 con porcentajes de inhibicion de 70.69%, 68%
y 63.39%, respectivamente. Aunque la gran mayoria de los tratamientos inhibieron
por lo menos un 40% el crecimiento de F. oxysporum, indicando que las cepas de
Trichoderma son mas efectivas para inhibir a este fitopatdgeno, mediante la
produccion de metabolitos secundarios volatiles. Se encontré con una prueba de
bondad de ajuste que los datos se ajustan a una distribucion normal, ya que la
prueba de Shapiro-Wilk establece un valor de P(W=0.9814[155 g. 1.)=0.0341
(P=<0.05); al distribuirse de una manera normal, el analisis de varianza mostro que

existen diferencias estadisticas entre los tratamientos (P<0.001).

Respecto a los ensayos de ANV como de la AV que ejerce Trichoderma sobre F.
oxysporum, no parece haber cepas que inhiban el crecimiento del patégeno
combinando las dos estrategias de antibiosis. Una prueba t de student de
comparacion de pares, mostré que las 8 cepas con mayor actividad antagénica no
afectan el desarrollo de F. oxysporum combinando las dos estrategias de antibiosis.
Por ejemplo la cepa RE-15 inhibe el desarrollo del hongo principalmente por via
ANV en un 42.8% en contraste que por AV en 36.99% (P=0.384) por la via de ANV
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y AV existen diferencias entre la aplicacion de los tratamientos. Mismo caso para la
cepa AD3 (P=0.01).
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Tabla 1 Resumen de datos de los ensayos de antibiosis y micoparasitismo de las cepas; se esquematiza
también el sitio de origen de la cepa asi como la clave con la que fue aislada. En azul las cepas mas efectivas
por ANV, y en amarillo metabolitos AV y rosa igual de efectiva en ANV y AV.

Control biolégico Vs Fusarium oxysporum
Antibiosis No Volatiles Antibiosis Volétiles
. L, Inhibicién de L, Inhibicion de L,
Cepa Sitio de‘ CI-aS|f|caIC|f>n crecimiento Desviacién crecimiento Desviacién
muestra/Asociado a micoparasita estandar estandar
(%) (%)

Control - - 0.00 0.0000 0.00 0.0000
RE-02 Pinal de Amoles/ Maiz 2 6.23 0.0897 47.74 0.1223
RE-03 Pinal de Amoles/ Maiz 4 16.12 0.2198 70.69 0.0724
RE-04 Pinal de Amoles/ Maiz 2 16.56 0.1106 51.11 0.2592
RE-05 Pinal de Amoles/ Maiz 2 26.67 0.1843 56.12 0.0663
RE-06 Pinal de Amoles/ Maiz 2 20.46 0.1427 35.34 0.1816
RE-07 Pinal de Amoles/ Maiz 2 17.35 0.2832 36.50 0.1056
RE-08 Pinal de Amoles/ Maiz 4 29.80 0.1757 54,23 0.1752
RE-09 Pinal de Amoles/ Maiz 2 17.03 0.1483 51.23 0.1660
RE-10 Pinal de Amoles/ Maiz 2 27.75 0.1528 51.41 0.1149
RE-11 Pinal de Amoles/ Maiz 4 21.79 0.0644 53.36 0.0604
RE-12 Pinal de Amoles/ Maiz 5 26.88 0.2619 48.43 0.1135

RE-12.1 Pinal de Amoles/ Maiz 4 19.73 0.1971 47.86 0.1593
RE-13 Pinal de Amoles/ Maiz 5 18.08 0.2190 51.26 0.0451

RE-13.1 Pinal de Amoles/ Maiz 2 32.54 0.1039 26.17 0.3055
RE-15 Pinal de Amoles/ Maiz 5 42.80 0.0939 36.99 0.1187
RE-17 Pinal de Amoles/ Maiz 2 1.76 0.1336 43.07 0.1527
RE-18 Pinal de Amoles/ Maiz 4 8.37 0.1208 42.48 0.1131
RE-19 Pinal de Amoles/ Maiz 3 2.32 0.1180 40.73 0.1884
RE-20 Pinal de Amoles/ Maiz 2 9.54 0.1280 37.21 0.2362
RE-21 Pinal de Amoles/ Maiz 5 5.67 0.0478 42.49 0.0580

AD3 Toliman/Aguacate 2 34.04 0.0727 58.41 0.2071
GY5 Toliman/Guayaba 4 33.74 0.0490 52.27 0.0638
MB1 Toliman/Maiz 4 20.53 0.2974 33.06 0.0806
NI-1 Toliman/Nispero 3 17.12 0.1228 63.39 0.0240
NZ1 Toliman/Nuez 4 37.17 0.3069 33.77 0.0629
NZ3 Toliman/Nuez 2 21.82 0.1113 36.11 0.1937
Nz4 Toliman/Nuez 4 21.65 0.0607 26.82 0.2702

SM3-1 San Joaquin/Aguacate 4 26.39 0.0760 49.54 0.1628

SM3-2 San Joaquin/Aguacate 4 28.67 0.2345 68.00 0.2700
T1-1 Querétaro/Mesquite 4 35.00 0.1674 43,95 0.0805
T2-2 Querétaro/Higuerilla 2 26.35 0.1184 44.55 0.0523

TEM-1 Ezequiel Montes/Maiz 2 23.70 0.2650 44.40 0.0259
73-1 Corregidora/Higuerilla 3 54.31 0.0848 48.15 0.0659
T2-1 Querétaro/Higuerilla 2 33.03 0.0901 54,54 0.0207
*028 Querétaro/Frijol 3 31.94 0.1660 46.88 0.3303
™9 Querétaro/Maiz 2 19.01 0.1561 45.73 0.1920
TQ1 Corregidora/Alfalfa 2 12.54 0.1416 47.46 0.1574
TQ2 Querétaro/Nopal 2 39.99 0.1214 46.09 0.1563
Q3 Querétaro/Mesquite 2 39.27 0.3695 45.41 0.0753
TQ4 Querétaro/Mesquite 2 18.81 0.1001 44.60 0.3000
TQ5 Querétaro/Mesquite 3 22.90 0.1023 57.47 0.5122
TQ6 Querétaro/Mesquite 5 25.07 0.1208 55.73 0.1325

TSR1-2  SanJuan del Rio/Hierba 2 31.65 0.1477 42.83 0.2104
TSR1-3  SanJuan del Rio/Hierba 5 29.65 0.1973 49.39 0.0734
TSR1-4 San Juan del Rio/Maiz 2 29.05 0.0785 32.71 0.0774
TSR1-5 San Juan del Rio/Frijol 4 41.07 0.2186 45.45 0.2341
TSR1-6  SanJuan del Rio/Hierba 3 21.87 0.0570 59.93 0.2914
TSR1-7 San Juan del Rio/Suelo 2 19.67 0.1251 45.76 0.0785
MB2 Toliman/Maiz 3 4.45 0.3460 45,68 0.0924
TSR1-9 San Juan del Rio/Suelo 4 23.79 0.1746 38.90 0.1290

TTX2 Tequisquiapan/Maiz 3 28.31 0.2284 52.28 0.0393
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El micoparasitismo es un comportamiento caracteristico de las especies del género
Trichoderma, sin embargo la agresividad del parasitismo esta relacionada con la
especie del hongo a atacar. En este proyecto, se encontré que la cepa de F.
oxysporum utilizada es un hongo dificil de micoparasitar, ya que ninguna de las
cepas de Trichoderma aisladas en este proyecto fue capaz de sobrecrecer
totalmente al fitopatégeno (Apéndice 2). De acuerdo con la clasificacién de Bell y
col. (1982), la mayoria de las cepas de Trichoderma spp. analizadas en este estudio
son clasificacion 2 y 3 (Figura 6), es decir, que solo micoparasita menos del 66% al
fitopatdégeno (clase 2), o que el fitopatdégeno y Trichoderma crece aproximadamente
hasta el centro de la placa, sin crecer el uno sobre el otro. En seis ensayos, F.
oxysporum sobrecrecié en 2/3 a la cepa de Trichoderma spp., por lo que se
consideraron a esas cepas como de clase 4. Ninguna cepa de Trichoderma spp.
micopardasitd completamente al fitopatdbgeno, asi como que en ningun caso el
fitopatdgeno sobrecrecio en su totalidad a la cepa de Trichoderma (Tabla 1; Figura
6).
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15 fpemme e el e e e e e e e e -
10 L

Namero de cepas

Clasificacion de acuerdo a la escala de Bell (1982)

Figura 6: Micoparasitismo presentado por las cepas de Trichoderma spp. aisladas Vs F. oxysporum. El nimero
encima de la barra indica el nUmero de cepas de su respectiva clasificacion (Bell et al., 1982).

Actualmente la principal manera de control biolégico de F. oxysporum radica en la
prevencion de la enfermedad, y para ello, las cepas de Trichoderma podrian ser una

buena alternativa. En este estudio, las cepas de Trichoderma aisladas provenian
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exclusivamente de suelo asociado a plantas, por lo que se considera que son cepas
potencialmente capaces de interactuar directamente con las células vegetales, algo
gue es muy deseable y que se busca al momento de hacer el escrutinio de cepas
de Trichoderma spp., potencialmente aplicables al control bioldgico.

El antagonismo por via de metabolitos no volatiles, metabolitos volatiles y el
micoparasitismo son las vias antagonicas mas caracterizadas en las cepas del
género Trichoderma; por lo que fueron esas estrategias las evaluadas en este
proyecto. En general, las cepas aisladas presentaron diferentes capacidades
antagonicas que inhibian el desarrollo en distintos grados de F. oxysporum. La
inhibicién fue mayor por la via de AV que la de ANV por parte de las cepas aisladas
en este trabajo. En otros trabajos se ha demostrado que los metabolitos no volatiles
son mas efectivos para inhibir el desarrollo de los fitopatogenos (Ajith and
Lakshmidevi, 2010; Altinok and Erdogan, 2015; Bhramaramba et al., 2013; Raut et
al., 2014a, 2014b; Raza et al., 2013; Siameto et al., 2010). Lo anterior sugiere que
las especies de Trichoderma usan diversas estrategias para inhibir el desarrollo de
los hongos fitopatdgenos, y el hecho de que nuestra coleccidn sea mas efectiva
para inhibir mediante la produccién de volatiles sugiere que su implementacion en
programas de control biolégico debe ser mediante indculos que se establezcan en

la rizosfera.

En este ensayo, los metabolitos mas efectivos para el control de F. oxysporum
fueron los volatiles, algo similar a lo que ocurri6 en el estudio de Perveen y Bokhari
(2012), en el sentido de que los metabolitos volatiles tuvieron un mayor efecto
antagonico que los metabolitos filtrados. Aunque el antagonismo fue notorio en este
tipo de ensayos, el efecto puede ser mayor al incrementar la cantidad de inoculo,
tal y como ocurre en el estudio de El-Katatny (2006), donde en experimentos in vitro,
al aumentar la cantidad de inoculo de la cepa de T. harzianum se inhibe
gradualmente el desarrollo de F. oxysporum. Otro ensayo donde se observaron
resultados similares, fue el estudio de Raza y col. (2013), donde una cepa de F.
oxysporum tienen un crecimiento radial menor en confrontacibn con metabolitos

volatiles que con metabolitos no volatiles.
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En un estudio previo, se describi6 como F. oxysporum inducia la produccion de
metabolitos secundarios volatiles, tales como pentadecanos, 2,4-Di-tert-butilfenol,
B-Bisaboleno, a-curcumeno, sin embargo de los metabolitos liberados en mayor
cantidad entre estos dos hongos son el verticilol y lignoceranos, los cuales son
metabolitos a los que se les ha probado su actividad antibacteriana y antifungica
(Dambolena et al., 2008; Reino et al., 2007; Zhang et al., 2014a). De igual manera
se sabe que las moléculas piranos son excelentes agentes inhibitorios de especies
de F. oxysporum, por lo que muy probablemente el efecto antibiético que se observé

sea una sinergia en la accion de diferentes moléculas.

De las ocho cepas mas efectivas para controlar a F. oxysporum por AV, solo la cepa
TQ6 se logré identificar el cluster de Trichoderma spp. a la que pertenece a nivel
molecular (T. longibrachiatum) y por ANV, se lograron identificar a nivel molecular
las cepas RE-15y TQ2 (T. tomentosum y T. asperellum), por lo que una formulacién
comprendida entre T. longibrachiatum y T. tomentosum/T. asperellum podria inhibir
el desarrollo de F. oxysporum de manera sinérgica; esta clase de tratamiento ya se
ha aplicado de manera experimental en semillas de chicharo, en la cual una
formulacién hecha a base de Trichoderma harzianum y Trichoderma koningii logro
un efecto protector contra el fitopatbgeno Macrophomina phaseolina, incluso mayor
que inoculando las semillas solo con una especie de Trichoderma. Asi mismo,
Shahid y col. , (2014) indica que la gran variedad de genotipos de Trichoderma,
soporta la idea de la aplicacion conjunta para el control de fitopatdgenos para
obtener un efecto sinérgico. Bajo este enfoque, la combinacion de la cepa de T.
longibrachiatum y T. tomentosum o T. longibrachiatum y T. asperellum aisladas en
este trabajo podria inhibir de manera significativa el desarrollo de F. oxysporum. En
el caso de T. longibrachiatum, se ha caracterizado como un agente de control
bioldgico contra especies de nematodos, por lo que, la aplicacion de la cepa TQ6
podria reducir de igual manera el desarrollo de otros fitopatdgenos (Zhang et al.,
2014b, 2015).

Ensayos en donde se confronta mediante un cultivo dual cepas de Fusarium y

Trichoderma, se observa que este Ultimo es capaz de inhibir el crecimiento del
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fitopatdgeno (Barari, 2016; Naglot et al., 2015; Raza et al., 2013; Sundaramoorthy
y Balabaskar, 2013), sin embargo el antagonismo presentado se referia mas hacia
la capacidad de Trichoderma spp. de crecer y desarrollarse mas rapido que el
fitopatdgeno, que de igual manera es una estrategia de control biolégico. De las
cepas aisladas en este proyecto, ninguna tuvo la capacidad de micoparasitar
totalmente la colonia de F. oxysporum, aungue la mayoria se clasificaron en la
categoria 2, en el sentido de que es capaz de micoparasitar a F. oxysporum en 2/3
partes al fitopatdgeno, como se presento en el trabajo de Michel-Aceves y col.
(2009), por lo que es probable que en conjunto con otras estrategias, se inhiba

totalmente al patdgeno.

VL.3) Identificacion de las cepas de Trichoderma spp.
Se extrajo ADN gendmico de las cepas de Trichoderma spp., con las cuales se

realizé6 una dilucion a 100ng/ul de ADN para realizar reacciones de PCR. Se
obtuvieron amplicones con un tamafio de banda de entre 500 y 600pb, que es el

tamafo esperado para este marcador molecular (Figura 6).

Figura 7. Electroforesis de los productos de PCR amplificados con los oligonucleétidos -ITS1 e ITS4. En los
carriles laterales se cargd un marcador de peso molecular de 1Kb. La imagen muestran los amplicones de los
aislados 43-51 y un control positivo que corresponde a una cepa de T. harzianum ya caracterizada en el
laboratorio, sin embargo la presencia de las bandas de 600pb se confirmd para los otros aislados,

Tras la purificacion de los productos de PCR, y su posterior secuenciacion, se
compard la secuencia obtenida con las presentes en la base de datos GenBank,
utilizando para ello la herramienta BLAST-Nucleotide. Como se observa en el Tabla
2, los resultados por homologia coinciden en que la identidad de los aislados
corresponde a secuencias de diferentes especies del género Trichoderma, sin
embargo, la utilizacion de solo un marcador molecular no determina identidad de las
cepas pero si hos da una aproximacion (Druzhinina et al., 2004; Jaklitsch and
Voglmayr, 2015).
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Tabla 2: Andlisis por homologia usando la herramienta BLAST-nucleotide. A partir de la secuencia
determinada para cada amplicén obtenido con los cebadores ITS1 e ITS4. En la tabla solo se incluyen las
cepas a las que se les fue posible realizar un analisis filogenético. Las cepas se identificaron en la base de
datos nr del NCBI. Se indica tambien el % de identidad, el cédigo de GenBank y el E-value segun la base
de datos del GenBank.

Muestra Especie % ldentidad Cdédigo GenBank Evalue
Nz4 Trichoderma atroviride 100 KR868247.1 0
REO2 Trichoderma koningiopsis 100 KP316423.1 0
REO4 Trichoderma gamsii 100 KX009500.1 0
RE-06 Trichoderma koningiopsis 100 KP316423.1 0
REO7 Trichoderma koningiopsis 100 KP316423.1 0
REO8 Trichoderma koningiopsis 100 KX227644.1 0
REO9 Trichoderma gamsii 100 KX009501.1 0
RE10 Trichoderma koningiopsis 100 KX227644.1 0
RE11 Trichoderma koningiopsis 100 KP316423.1 0
RE12 Trichoderma koningiopsis 100 KX227644.1 0

RE12.1 Trichoderma koningiopsis 100 KP316423.1 0
RE13 Trichoderma koningiopsis 100 KX227644.1 0

RE13.1 Trichoderma koningiopsis 100 KP340267.1 0
RE15 Trichoderma tomentosum 99 F1860744.1 0
RE17 Trichoderma koningiopsis 100 KP340267.1 0
RE18 Trichoderma tomentosum 100 F1860744.1 0
RE19 Trichoderma harzianum 100 KU710282.1 0
RE20 Trichoderma tomentosum 100 FJ860744.1 0
RE21 Trichoderma koningiopsis 100 KP340267.1 0
T22 Trichoderma saturnisporium 100 KC884818.1 0
T3-1 Trichoderma atroviride 100 KR868253.1 0
TQ1 Trichoderma asperellum 100 KU865566.1 0
TQ2 Trichoderma asperellum 100 KT445769.1 0
TQ4 Trichoderma asperellum 100 KU341014.1 0
TQ6 Trichoderma longibrachiatum 100 LC185084.1 0

TSR12 Trichoderma harzianum 99 EF596966.1 0

TSR14 Trichoderma saturnisporium 100 KC884818.1 0

X2 Trichoderma atroviride 100 KU847881.1 0
V1.4) Analisis filogenético de las cepas.

Se realiz6 un andlisis filogenético de 68 secuencias, entre las que se encuentran
algunas previamente identificadas por Kulling-Gradinger y col. (2002) y 28
secuencias de cepas de este proyecto. El analisis filogenético agrupa a las cepas
en clusters de especies, ya que desde el 2002 la filogenia de este género ha
implementado la agrupacién de estas especies en grupos de secuencias, debido al
namero creciente de cepas identificadas, ademas de que no se ha implementado

un método de identificacion universal para determinar especies de Trichoderma. Los
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clusters utilizados en esta filogenia son los mismos que reporta Kulling-Gradinger y
col. (2002). Previo al nombre de la especie dentro del filograma, se identifica a las
especies con la sigla A, B1, B2, B3, B4, B5, C y D. Las especies identificadas en
este analisis filogenético agrupa a las especies en 3 clusters (Figura 8) , los cuales
son los clusters A, B4 y C que corresponden a la seccion Trichoderma,
Pachybasium y Longibrachiatum. Dentro de los clusters de especies, las cepas se
agrupan en 7 clados: 2 cepas en el clado de Trichoderma saturnispurum, 3 cepas
en el clado de Trichoderma asperellum, 14 en el clado de Trichoderma koningiopsis,
1 cepa en el clado de Trichoderma harzianum, 3 cepas en el clado de Trichoderma
tomentosum y 2 cepa en un clado sin determinar (TQ6 y TSR1-2). En el caso de la
cepa TQ6, el andlisis filogenético no logra diferenciar si la cepa corresponde a
Trichoderma longibrachiatum, Trichoderma reesei o Trichoderma citrinoviride,
aunqgue el andlisis con la herramienta Blast-nucleotide, la identifica con un 100% de
identidad como un T. longibrachiatum (Tabla 2). Los soportes de cada clado se
muestran en el filograma, aunque solo se agregaron aquellas que superen el 50%
de soporte bajo el método de maxima parsimonia y maxima verosimilitud y el 90%
bajo el método bayesiano. Las cepas se agruparon en clados bien soportados al
menos por un método, a excepcidn de las agrupadas en el clado de Trichoderma
tomentosum. La Tabla 2 indica que existen cepas que se identifican como
Trichoderma gamsii, mientras que en el andlisis filogenético se agrupan como T.
koningiopsis; sin embargo ambas son cepas muy similares que se agrupan inclusive
dentro del mismo cluster, con minima variacion entre ellos. Un error a nivel de
secuencias de 23 cepas aisladas no permitié incluirlas en el analisis filogenético, ya
gue una vez en la matriz, las cepas no se agrupaban dentro de los cluster definidos,
por lo que a pesar de presentar caracteristicas morfolégicas propias del género
Trichoderma, a nivel de secuencia no se tenia la certeza total de que las cepas
pertenecieran al género, aunque esto no las excluye de manera definitiva del

género.

Recientemente, se aislaron cepas de Trichoderma de insectos descortezadores en
el municipio de Pinal de Amoles, en el estado de Querétaro, a los cuales se les

menciona su posible uso como agentes de control bioldgico (Gijon-Hernandez et al.,
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2015). Esto hace suponer de la gran variedad de estrategias antagonicas contra
otros organismos fitopatdgenos, por lo que las cepas aisladas en este trabajo,
pueden ser potencialmente aplicadas para el control biolégico, no solo de hongos

fitopatdgenos, sino también como hongos entomopatégenos.

A diferencia de las cepas de Trichoderma spp. aisladas por Gijén-Hernandez y col.
(2015), las cepas de este estudio estaban asociadas a la rizosfera de distintas
plantas; ademas en ese estudio no se realizé la identificacion con marcadores
moleculares para corroborar la especie a la que pertenecian. Ademas, en un estudio
realizado por Mendoza-Elos y col. (2012), en el que estudiaron la diversidad de
hongos asociados a la rizosfera de Maiz, reportaron la presencia de cuatro cepas
de Trichoderma spp. en el municipio de Apaseo el Grande, Guanajuato (un sitio que
se encuentra a 25 minutos del municipio de Corregidora, Querétaro) y que tienen
condiciones ambientales muy similares; en este estudio se reporto la presencia de
Trichoderma levemente superior a la presente en el municipio de Corregidora,

siendo que ambas presentan condiciones ambientales muy similares.

Parte de la importancia sobre el andlisis de la diversidad de cepas de Trichoderma
en zonas agricolas recae en las alteraciones en las comunidades de hongos de una
region al implementarse las actividades agricolas, ya que tal y como reporta
Samaniego-Gaxiola y Chew-Madinaveitia (2007), la actividad agricola favorece el
establecimiento del género Trichoderma spp.; esto soporta el hecho de que la
mayoria de las cepas utilizadas en este proyecto fueron aisladas de suelo con uso

agricola.

A pesar de que se aislaron una gran cantidad de cepas, 23 cepas no se pudieron
identificar con el marcador molecular utilizado, por lo que la utilizacién de otro

marcador molecular podria elucidar la identidad de las cepas aisladas.
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Tabla 3: Especies identificadas en este proyecto. Se representa en la tabla el nimero de aislados obtenidos
de Trichoderma spp., asi como agrupandolos con su respectiva especie con base en la secuencias obtenidas.
También se indican las cepas que se identificaron con esa especie.

Numero de aislados Especie Cepas

RE-02; RE-06; RE-07; RE-08; RE-
12 Trichoderma koningiopsis 10; RE-11; RE-12; RE-12.1; RE-
13; RE-13.1; RE-17; RE-21

2 Trichoderma gamsii RE-04; RE-09

3 Trichoderma atroviride NZ4, TTX2;T3-1

3 Trichoderma tomentosum RE-15; RE-18; RE-20
2 Trichoderma saturnisporium T22; TSR1-4

2 Trichoderma harzianum RE-19; TSR1-2

1 Trichoderma longibrachiatum TQ6

3 Trichoderma asperellum TQ1; TQ2; TQ4
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Figura 8: Andlisis filogenético de las cepas aisladas. El Filograma representa el analisis filogenético de las cepas aisladas y su
agrupacion dentro de los clusters de especies segun Kulling-Gradinger y col. (2002). El filograma se realizé a partir de un
andlisis por maxima verosimilitud, maxima parsimonia y estadistica bayesiana, por lo que en cada rama se agrega el soporte
respectivo de las ramas. En casos donde el porcentaje de soporte fuera menor a 50% en maxima verosimilitud 0 maxima
parsimonia, el soporte se indica con un doble guion. El caso es el mismo para el método bayesiano en caso de que el soporte
fuera menor a 90%. Estrellas rojas después del nombre, sefiala a las cepas aisladas en este trabajo.
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VII) Conclusion

Este es el primer estudio en el que se logra identificar aislados de Trichoderma spp.
a nivel especie a gran escala en la region, por lo que es una primera exploracion
hacia determinar la biodiversidad de cepas de Trichoderma presentes en los

distintos tipos de suelo de Querétaro.

En funcion de los ensayos de antagonismo se puede concluir que las cepas de T.
(especie) y T. (especie), son las que presentaron mayor capacidad antagonicay los
potenciales agentes de control biolégico, ya que se demostré que algunas de ellas

son capaces de inhibir a F. oxysporum.

A pesar de lo anterior, no hay que olvidar que el efecto antagdnico que puede
presentar una cepa de Trichoderma spp. puede actuar como un sistema sinérgico,
en el que cepas complementarias puedan actuar de modo que de distintos

mecanismos de inhibicién actlen a fin de controlar la poblacion de F. oxysporum.

Los resultados indican una alta prevalencia de T. koningiopsis asociado a maiz en
Pinal de Amoles, sin embargo, entre ellas existe variabilidad fenotipica en las

pruebas de antibiosis y micoparasitismo.

No todas las especies de Trichoderma aisladas en este proyecto lograron ser
identificada por el marcador molecular seleccionado, a pesar de que la base de
datos del GenBank nos agrupa todas las especies del género Trichoderma, por lo
que es necesario incluir en el andlisis otros marcadores moleculares para

determinar las relaciones filogenéticas de todas los aislados.
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VIll) Perspectivas.
En este trabajo se aislaron 51 cepas, sin embargo es necesario aumentar la

coleccion de cepas de Trichoderma presentes en el suelo, y asociadas a la rizosfera
de las plantas, de manera que se obtenga un analisis mas profundo sobre la
diversidad de cepas de Trichoderma. Asi mismo, se pretende realizar el analisis
filogenético total de las cepas aisladas, utilizando para ello otros marcadores
moleculares ademas de la region 5.8S del ARN ribosomal, como lo puede ser el

factor de elongacion de la traduccién 1-a (tefl-a).

Aunque este trabajo profundiza sobre la capacidad antagonista por ANV y AV de
las cepas de Trichoderma nativas del estado de Querétaro, se considera necesaria
la exploracion de la antibiosis que se pueda presentar contra otros fitopatdgenos
presentes en la region, asi como confrontarlos para ver su comportamiento contra
otros hongos fitopatdgenos, tales como M. oryzae, B. cinérea o Puccinia spp. asi
como con otros organismos plagas, como nematodos o insectos, por lo que nuevos
ensayos deben ser desarrollados a fin de obtener una mejor valoracién sobre estas
cepas de Trichoderma y su potencial aplicacion en campo en un sistema integrado

de manejo de plagas.

Sobre las cepas con una mayor capacidad antibitica contra otros organismos
fitopatdgenos, se sugieren andlisis por UHPLC y LC-MS para determinar las
moléculas involucradas en la antibiosis, y desarrollar estrategias para purificar esos

compuestos y analizar su capacidad antibiotica in vitro

Desarrollar ensayos de interaccion plantas-Trichoderma, y su capacidad promotora
de crecimiento vegetal;, haciendo énfasis en aquellas cepas que mostraron una

importante actividad antagénica contra F. oxysporum.

Desarrollar biofungicidas que sean capaces de inhibir el desarrollo de F. oxysporum
en alimentos pre y post cosecha, asi como otros fitopatdgenos de importancia

agricola.
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Anexo |

Pruebas de Antibiosis por metabolitos no volatiles de
Trichoderma spp. contra Fusarium oxysporum.

Cepa de Trichoderma spp.
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Anexo |l

Pruebas de Micoparasitismo de Trichoderma spp.
contra Fusarium oxysporum.

Cepa de
Trichoderma Dia 7 Dia 14

spp.
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Anexo |l

Pruebas de Antibiosis por metabolitos volatiles de
Trichoderma spp. contra Fusarium oxysporum.

Cepa de Trichoderma spp.
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