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Aislamiento de Trichoderma asperellum y su efectividad in vitro frente a Rosellinia necatrix, Verticilium dahliae
y Botrytis cinerea.

RESUMEN

Trichoderma es considerado un género con alto potencial en el manejo de
fitopatégenos y la estimulacién del crecimiento vegetal a partir de los diferentes
mecanismos de accidn directa e indirecta que presenta, lo cual ha permitido que
dicho antagonista sea utilizado como control de enfermedades en diversos cultivos
de importancia agricola. Por tanto, la presente investigacién tuvo como objetivo
general determinar la efectividad in vitro de cepas nativas de Trichoderma spp.
frente a Rosellinia necatrix, Verticilium dahliae y Botrytis cinerea, patdgenos de
Rosa hybrida. A partir de muestras de suelo cultivado con rosa y de acuerdo con la
técnica propuesta por Guigén-Lopez et al., (2004) y Howell (2003), se obtuvieron
colonias de Trichoderma spp. para posteriormente a partir de cultivos monospéricos
obtener la cepa Cut-B identificada como T. asperellum. Dicha cepa fue evaluada
para los mecanismos de accion de competencia, por medio de la técnica de cultivos
duales (Bell y Markham, 1982), metabolitos volatiles a través la técnica de cajas
superpuestas (Allori et al., 2014) y metabolitos difusibles por medio de la técnica del
papel celofan (Dennise y Webster, 1971) y micoparasitismo utilizando la técnica de
de microcultivos propuesta por Ramirez-Gamaet al., (2015); frente a R. necatrix, V.
dahliae y B. cinerea y asi determinar la efectividad biolégica para cada patégeno a
partir de un disefio experimental completamente al azar con siete repeticiones,
analizados por medio de un ANOVA de una viay comparacion de medias Tukey (p
<0.05), cabe destacar que para metabolitos volatiles y difusibles, se llevd a cabo
una regresion lineal los datos del &rea de crecimiento micelial por diay por patégeno
se sometieron a una regresion lineal simple, con la finalidad de determinar la tasa
de crecimiento (cm?dia?), la cual estuvo representada por la pendiente de la recta.
Todos los andlisis se realizaron con el programa InfoStat, version estudiantil.

La efectividad biolégica de Cut-B frente a R. necatrix en el experimento de
competencia, fue de 88.6 %, valor mas alto en dicha prueba, mientras que, en las
pruebas de metabolitos volatiles y difusibles, se presentaron un 34.4 %y 2.24 %
respectivamente. De forma similar, para el patégeno V. dahliae la efectividad

biol6gica en competencia fue de 65.85 %, metabolitos volatiles de 31.6 % y

Haracet Lopez Fuentes
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difusibles en 10.48 %. En contraste a dichos valores la efectividad biolégica para B.
cinerea en competencia, fue de 55.43 % valor similar al obtenido en prueba de
metabolitos difusibles en donde se muestrael valor mas alto en la prueba con 55.19
%, de la misma forma se mostr6 también el mejor porcentaje para metabolitos
difusibles con un 28.27 %, ademas de que con dicho patdégeno, fue posible observar
adherencia al micelio de B. cinerea y penetracion a través de haustorios y
enrollamiento del micelio, dicho analisis permite establecer que la cepa Cut-B es
efectiva en el control in vitro del patdgeno B. cinerea por presentar efectividad en
los mecanismos de accion de competencia, metabolitos volatiles, difusibles y

micoparasitismo.
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1. INTRODUCCION

El Estado de México, se posiciona a nivel nacional como la principal entidad
productora de rosa de corte (R. hybrida L.) al representar el 70 % del volumen a
nivel nacional (SIAP,2021). Dicho cultivo puede ser afectado por diversas
enfermedades infecciosas, cuyos agentes causales pueden ser hongos, oomicetos,
bacterias, virus y neméatodos (Kenneth y Cloyd, 2007) de los cuales, en la region
productora del Estado de México, han sido reportados como patégenos de dicho
cultivo: Rosellinia necatrix Berl. ex Prill. (Garcia-Velasco et al., 2012; Dominguez,
2008), Verticillum dahliae Kleb. (Garcia-Velasco et al., 2017) y Botrytis cinerea
Pers. (Camacho, 2009).

El control de dichos fitopatdbgenos abarca principalmente el uso de productos
guimicos lo cual ha desencadenado diversos dafios al ambiente, a la salud de la
poblacién y su uso desmedido ha ocasionado pérdida de sensibilidad a diversos
ingredientes activos; entre los que destacan la pérdida de sensibilidad de B. cinerea
a procloraz e iprodiona (Camacho, 2009) y desarrollo de resistencia a tiabendazol
(Lopez, 2019; Manzanos-Ayala et al., 2019); ademas de R. necatrix, que ha perdido
sensibilidad a quintozeno (Dominguez, 2008), en consecuencia a ello, ha resultado
importante la incorporacion de métodos alternativos de control de fitopatdgenos,
entre los que destacan el uso de microorganismos de control biolégico como
especies del género Trichoderma, de las cuales se ha demostrado la importancia
de la obtencion de cepas nativas de organismos antagonistas, los cuales presentan
mejor capacidad de adaptacion a las condiciones edafoclimaticas de la zona en
donde seran aplicados (Gonzalez et al., 1999) al considerar también la importancia
de las exigencias térmicas del antagonista las cuales deben ser compatibles con las

del patdgeno para que se ejerza la aptitud de antagonista (Mitidieri, 1988).

Derivado de lo anterior, el objetivo del presente estudio consistié en determinar la
efectividad in vitro de cepas nativas de Trichoderma spp. frente a Rosellinia necatrix,

Verticilium dahliae y Botrytis cinerea, patdogenos de Rosa hybrida.
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2. REVISION DE LITERATURA

2.1 Importancia del cultivo de rosa

La rosa (Rosa hybrida L.) como flor de corte es uno de los cultivos mas apreciados
a nivel mundial; la demanda se atribuye a su fragancia y a la amplia variedad de
tonos y colores que satisface los gustos mas exigentes de los consumidores (Yong,
2004; Dahal, 2013). En lo que respecta a la produccion en México, en el afio 2021
el SIAP reporté que la principal entidad productora es el Estado de México, ya que
su volumen representé el 73 % del total nacional, con un valor de produccién de
$1,845,712,780 MXN, asi como 863 hectareas de cultivo bajo invernadero,
particularmente distribuidas en los municipios de: Coatepec Harinas, Ixtapan de la
Sal, Malinalco, Tenancingo, Villa Guerrero y Zumpahuacan, pertenecientes al

distrito de Desarrollo Rural 078.

2.2 Patogenos importantes del cultivo de rosa

Kenneth y Cloyd (2007) mencionan que el cultivo de rosa puede ser afectado por
diversas enfermedades infecciosas, cuyos agentes causales pueden ser hongos,
oomicetos, bacterias, virus y nematodos. El desarrollo de tales organismos depende
de varios factores, entre estos la presencia de un patdgeno virulento, un huésped
susceptible, condiciones ambientales adecuadas y la accion del hombre con sus

cultivos y préacticas de manejo (Moschini et al., 2013).

En la region floricola del Estado de México se han desarrollado diversas
investigaciones que reportan como patégenos de dicho cultivo a: Rosellinia necatrix
Berl. ex Prill. (Garcia-Velasco et al., 2012; Dominguez, 2008), Verticilium dahliae
Kleb. (Garcia-Velasco et al., 2017) y Botrytis cinerea Pers. (Camacho, 2009), los
cuales ocasionan la pudricién blanca de la raiz, marchitez de la planta y el moho
gris de la flor, respectivamente. Estas enfermedades provocan serias pérdidas de
produccién y calidad del producto y en consecuencia el uso desmedido de
agroquimicos, lo cual ha ocasionado pérdida de sensibilidad a diversos ingredientes
activos; por ejemplo, para el caso de B. cinerea se ha reportado pérdida de
sensibilidad a procloraz e iprodiona (Camacho, 2009) y desarrollo de resistencia a
tiabendazol (Lépez, 2019; Manzanos-Ayala et al., 2019); para el caso de R. necatrix,

12
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Dominguez (2008) report6 que el patdgeno ha perdido sensibilidad a quintozeno.
Por lo que es necesaria la busqueda de alternativas de manejo, entre estas el uso
de agentes de control biolégico como Trichoderma spp.

2.2.1. Rosellinia necatrix Berl. Ex Prill.

De acuerdo en Catalogue of Life (2022), R. necatrix se encuentra ubicado dentro de

la siguiente clasificacion taxonomica:
Reino: Fungi
Phylum: Ascomycota
Clase: Sordariomycetes
Orden: Xylariales
Familia: Xylariaceae
Geénero: Rosellinia

Especie: Rosellinia necatrix Berl. Ex
Prill.

Rosellinia necatrix (anamorfo Dematophora necatrix) es un parasito facultativo, que
ha sido reportado en alrededor de 170 especies de plantas, distribuidas en 63
géneros y 30 familias, incluidas las plantas herbaceas (Khan, 1959 citado por
Kulshresthael et al., 2014), se desarrolla principalmente en suelos arcillosos, con
temperatura entre 20-25 °C y humedad relativa de 75-100 % (Mendoza y Gonzalez,
1993).

Dominguez (2008) y Garcia et al. (2012), reportan que la enfermedad se distribuye
en el cultivo de rosa en forma de manchones y avanza en linea recta sobre las
camas de cultivo. Las plantas atacadas pueden no presentar sintomas en la parte
aérea; cabe sefialar que la sintomatologia depende de la edad de la planta y de la
severidad de la enfermedad, diferenciando asi dos tipos de sintomas:

13
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1) La planta presenta marchitez y la muerte se presenta en poco tiempo.

2) Las plantas presentan pequefio y escaso follaje, el cual a través del tiempo se
vuelve clorético y se marchita. Conforme avanza la enfermedad las plantas mueren;
sin embargo, estas conservan sus hojas por algun tiempo, mostrando un color

anaranjado brillante, el cual es caracteristico de la enfermedad.

En la parte subterranea de la planta se puede apreciar sobre la corteza de las raices
micelio blanco algodonoso que da origen a la formacién de cordones miceliales de
color blanco, que conforme maduran se tornan de color gris oscuro a negro. En
estados avanzados de la enfermedad las raices se vuelven blandas a causa de la
pudricién ocasionada por el hongo, por lo que es facil desprenderlas del suelo
(Garcia et al., 2012; Dominguez, 2008).

El manejo de la enfermedad se lleva a cabo a través del uso de fungicidas quimicos
como: quintozeno, benomilo, tiofanato metilico y fluazinam (Mendoza, 2002).
Asimismo, diversos estudios demuestran que son efectivos agentes de control
biologico; por ejemplo, las combinaciones de ciertas bacterias como Bacillus subtilis,
Pseudomonas pseudoalcaligenes y P. chlororaphis, con Trichoderma spp. (T.
atroviride y T. virens) en conjunto inducen retraso significativo de la podredumbre
blanca en plantas de aguacate, e incluso mayor que aplicando dichos agentes de

biocontrol de forma individual (Ruano-Rosa y Lopez-Herrera, 2009).

14
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2.2.2 Verticillium dahliae Kleb.

El Catalogue of Life (2022) establece la siguiente clasificacién taxonémica para V.
dahliae:

Reino: Fungi
Phylum: Ascomycota
Clase: Sordariomycetes
Orden: Glomerellales
Familia: Plectosphaerellaceae
Género: Verticillium
Especie: Verticilium dahliae Kleb.

Verticilium dahliae es un fitopatbgeno de suelo que produce la enfermedad
denominada verticilosis. Es responsable de importantes pérdidas en amplia gama
de especies cultivadas (Lépez et al., 2003). Se reporta que causa afectaciones en
mas de 300 especies vegetales, incluyendo plantas anuales y perennes, herbaceas
y lefiosas perennes (Farr y Rossman, 2014). Dicho hongo fitopatdgeno tiene la
capacidad de sobrevivir en el suelo por largos periodos, afectando al hospedero
cuando se establece en zonas donde previamente estuvo algun otro cultivo
susceptible, como por ejemplo frutales u hortalizas (Kenneth y Cloyd, 2007). La
marchitez por V. dahliae es favorecida en suelos con alto contenido de humedad y
temperatura en un intervalo de 21-27 °C, condiciones que permiten a los
microesclerocios (estructuras de resistencia) persistir por largos periodos hasta ser
estimulados por exudados en la raiz (DGSV-CNRF, 2014) para posteriormente

reiniciar el proceso de infeccion.

En el cultivo de rosa se reporta la presencia de sintomas en la planta como:
marchitamiento en las hojas jovenes y amarillamiento en las hojas inferiores;

posteriormente se produce marchitamiento total. Las hojas presentan color amarillo
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gue finalmente se tornan a color marron a medida que se marchitan y mueren
(Garcia-Velasco et al., 2017; Kenneth y Cloyd, 2007).

El manejo de la enfermedad se lleva a cabo por medio de la desinfeccién de
herramientas, solarizacion de suelo y el uso de fungicidas como cloropicrina y
bromulo de metilo (DGSV-CNRF, 2014), cabe aclarar este ultimo producto se
encuentra prohibido. No obstante, el uso de agentes bioldégicos como Trichoderma
spp. da como resultado un manejo eficiente de la enfermedad, debido a que reduce

los niveles de incidencia y severidad (Viena, 2015).

2.2.3 Botrytis cinerea Pers.

De acuerdo con Catalogue of life (2022), la clasificaciébn taxonémica de B. cinerea

es la siguiente:
Reino: Fungi
Phylum: Ascomycota
Clase: Leotiomycetes
Orden: Helotiales

Familia: Sclerotiniaceae

Género: Botrytis

Especie: Botrytis cinerea Pers.

Botrytis cinerea (teleomorfo: Botryitinia fuckeliana Pers.) es una especie que
destaca dentro de su género al ser la Unica especie polifaga que afecta a mas de
200 tipos de plantas alrededor del mundo, dentro de las que destacan hortalizas
(como pimiento, tomate, lechuga) frutales (fresa, uva, arandano) y ornamentales
(rosa, crisantemo, clavel) (Agrios, 2004). También se considera como un patdégeno
necrotréfico capaz de sobrevivir como saprofito en gran nimero de especies
cultivadas y arvenses (Aradujo et al., 2005). Tlapal y Mendoza (2002) mencionan que
las condiciones favorables para el desarrollo de la enfermedad se encuentran un

intervalo de temperatura de 10-21 °C y humedad relativa mayor a 90 %.
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Botrytis cinerea es un patdégeno de importancia en el cultivo de rosa, ya que puede
afectar tallos jovenes y adultos. Es importante sefialar que el dafio mas conocido
gue causa es en botones florales con diferentes grados de apertura. Los sintomas
inician como pequefias manchas rojo-purpura, posteriormente el micelio y las
estructuras de propagacion del hongo cubren toda la flor observandose en este caso
una masa pulverulenta gris. El ataque también suele presentarse en camaras
frigorificas donde se almacena el producto después de la cosecha, asi como durante

el transporte (Bafion et al., 1993).

El manejo del patégeno se realiza principalmente a través de fungicidas, entre los
gue destacan los ingredientes activos: tiabendazol, benomil, tiofanato de metilo,
carbendazim, iprodiona, tebuconazol y procloraz. Estudios realizados por Camacho
(2009) indican que, en la region floricola del Estado de México el patégeno ha
perdido sensibilidad a procloraz e iprodiona y ha desarrollado resistencia a
tiabendazol (Lépez, 2019; Manzanos-Ayala et al., 2019). Sin embargo, existen otras
estrategias de manejo, dentro de las que destacan el uso de hongos como
Clonostachys rosea f. s. rosea Link (Morandi et al., 2003) y T. harzianum (Agrios,
2004).

2.3 El género Trichoderma

Investigaciones en diversos cultivos agricolas evidencian que algunas especies del
género Trichoderma presentan potencial para el manejo de fitopatdgenos v,
ademas, estimular el crecimiento vegetal (Verma et al., 2007); ya que su rapido
crecimiento y sus caracteristicas fisiologicas son factores clave que contribuyen al

efecto antagénico (Guigbn-Lopez et al., 2010).
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2.3.1. Clasificacion taxondmica

De acuerdo con lo reportado en el Catalogue of Life (2022), el género Trichoderma
cuenta con 379 especies registradas y se encuentra clasificado bajo el siguiente

orden taxonomico:
Reino: Fungi
Phylum: Ascomycota
Clase: Sordariomycetes
Orden: Hypocreales
Familia: Hypocreaceae

Género: Trichoderma

2.3.2 Caracteristicas morfologicas y culturales

De acuerdo con autores como Harman (2000) y Stefanova et al. (1999), especies
del género Trichoderma presentan micelio septado, ramificado y fino. Los conidios
0 esporas asexuales miden de 2.5 a 3.0 um y surgen de fialides hialinas, las cuales
a su vez emergen de conidiéforos ramificados que se presentan como penachos
compactos y forman anillos con un sistema de ramas irregulares de manera
piramidal (Figura 1). La mayoria de las especies presentan clamidosporas, que son
estructuras de sobrevivencia que toleran condiciones ambientales adversas, su
forma es globosa, en el micelio se disponen de manera intercalar o terminal. De
acuerdo con Samuels et al. (1999) los conidios son de color verde oscuro y en
colonias cultivadas en medio PDA se presentan anillos concéntricos y esporulacion

densa (Figura 2).
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Figura 1. Morfologia de Trichoderma asperellum. a-c) Conidiéforos; d y e) conidios;
f) clamidospora. Tomado de Samuels et al. (1999) y Torres-de la Cruz et
al. (2015).

Figura 2. Crecimiento micelial in vitro en medio de cultivo PDA de Trichoderma spp.
a) T. asperellum, b) T. tomentosum, c) T. barbatum, d) T. asperellum, e)
T. harzianum. Tomado de Rojas (2020).
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2.3.3 Condiciones 6ptimas de crecimiento

Martinez et al. (2013), reportan que la luz es un factor clave para la esporulacion de
Trichoderma spp. En ausencia de esta, la apariencia del micelio es blanco
algodonoso; mientras que la presencia de esporas se evidencia por las tonalidades
verdosas. Dicho género cuenta con capacidad para resistir amplio intervalo de
temperaturas, con crecimiento desde 4 hasta 41 °C dependiendo la especie, siendo
la éptima entre 20 y 30 °C y con humedad relativa del medio entre el 20-80 %.
Dichas condiciones son relevantes para determinar los requerimientos in vitro en un
sistema patégeno-antagonista al establecer la temperatura 6ptima y considerarla
para futuros ensayos en campo para crear un programa de control biologico en

cuanto a su relacion con la temperatura (Rollan et al., 1999).

2.4 Trichoderma spp. como agente de control bioldgico

El manejo de enfermedades actualmente se realiza principalmente a través de
productos quimicos, practicas culturales y la introduccién de agentes de control
biolégico. No obstante, es importante sefialar que el uso de cepas comerciales de
agentes de control biol6gico limita su persistencia en el suelo, por lo que no siempre
se obtiene el efecto deseado. En este sentido, autores como Gonzalez et al. (1999)
consideran importante la obtencion de cepas nativas de organismos antagonistas,
los cuales estan adaptados a las condiciones edafocliméticas de la zona en donde
seran aplicados; considerando también la importancia de las exigencias térmicas
del antagonista las cuales deben ser compatibles con las del patégeno para que se

ejerza la aptitud de antagonista (Mitidieri, 1988).

Si bien, en campo existen factores abidticos y bidticos que influyen sobre la
expresion del antagonismo, los estudios in vitro son fundamentales, debido a que a
través de estos se refleja la capacidad y la variabilidad genética del antagonista y la
del fitopatdégeno para resistir el antagonismo; lo que permite la seleccion preliminar,

para posteriormente ser evaluados bajo condiciones de campo con la finalidad de

20

Haracet Lopez Fuentes



Aislamiento de Trichoderma asperellum y su efectividad in vitro frente a Rosellinia necatrix, Verticilium dahliae
y Botrytis cinerea.

determinar la capacidad de inhibir o limitar el crecimiento de los fitopatégenos,
ademas de reflejar los requerimientos del sistema patdgeno-antagonista para
establecer la temperatura Optima a fin de considerarla en futuros ensayos de campo
(Rollan et al., 1999)

Benitez et al. (2004), mencionan que diversas especies del género Trichoderma
destacan entre las més utilizadas para el biocontrol de patdgenos fungicos del suelo,
al presentar mecanismos de accion que dependen de ciertos factores biologicos y
ambientales, los cuales dominan las interacciones entre el patégeno y el
antagonista. Diversas especies pueden ser biofungicidas efectivas, ya que son
antagonicas de un amplio espectro de fitopatégenos gracias a los mecanismos de

accion que presentan.

2.5 Mecanismos de accion de Trichoderma spp.

Para la accion biocontroladora de Trichoderma spp. se han descrito diferentes
mecanismos que regulan el desarrollo de los fitopatdégenos (Infante et al., 2009);
estos se pueden clasificar como directos e indirectos. Los mecanismos directos son
aquellos que actian sobre los fitopatdgenos, entre los que se encuentran:
competencia por espacio y nutrientes, micoparasitismo, antibiosis por efecto de
metabolitos volatiles y no volatiles, secrecion de enzimas, produccion de
compuestos inhibidores del crecimiento micelial, desactivacion de enzimas de los
fitopatdogenos. Por otro lado, entre los mecanismos de accion indirecta se han
reportado: la induccién de mecanismos de resistencia, detoxificacion de toxinas
excretadas por patdégenos, la solubilizacion de elementos nutritivos en el suelo y la

estimulacion de crecimiento vegetal (Harman et al., 2004 y Lorenzo, 2001).
2.5.1 Mecanismos directos

2.5.1.1 Competencia

La competencia es un mecanismo de accion que se define como el comportamiento
desigual de dos o mas organismos ante un mismo requerimiento (sustrato o

nutrientes), siempre y cuando la utilizacion de este por uno de los organismos
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reduzca la cantidad o espacio disponible para los demés (Infante et al., 2009), lo
cual resulta en beneficio para los antagonistas como Trichoderma spp. al ser un
organismo con amplias ventajas competitivas, como su alta plasticidad ecologica al
estar presente de forma natural en distintos suelos, su habilidad como excelente
competidor por espacio y recursos nutricionales (Wardle et al., 1993 citado por
Samuels, 1996), su adaptacion a condiciones adversas para sobrevivir
fundamentalmente en forma de clamidosporas, alta velocidad de crecimiento,
abundante esporulacion y su alta persistencia en el ambiente que le permite
colonizar rapidamente la rizosfera de las plantas. De igual manera, la competencia
por nutrientes como el nitrdgeno, microelementos y carbohidratos no estructurales
(azucares y polisacaridos como almidén, celulosa, quitinasa, laminaria y pectinas)
(Stefanova et al., 1999).

2.5.1.2 Micoparasitismo

El micoparasitismo es un ejemplo de simbiosis parasitica entre organismos, en
donde el hospedero sirve como alimento para el antagonista (Chet, 1990). Los
organismos asociados generalmente son clasificados como organismos benéficos
necrotoficos o destructivos, ya que producen antibioticos, toxinas y enzimas
hidroliticas, en cantidades que apoyan la penetracién y posteriormente se provoca
la muerte o destruccion de uno o mas componentes del hospedero, al afectar la
composicion y estructura de las paredes celulares de los hongos parasitados. El
desarrollo de micoparasitismo depende de los hongos involucrados, la accion
biotréfica del antagonista y las condiciones ambientales (Infante et al., 2009;
Manocha, 1991; Ortega, 2010 y Chet y Benhamou, 1998). Dicho mecanismo se lleva

a cabo en cuatro etapas, las cuales se describen a continuacion:

1. Crecimiento quimiotrdéfico: etapa de localizacién del hospedante a través del
quimiotropismo positivo; es decir, crecimiento directo hacia un estimulo
guimico de las hifas que, como respuesta, se dirigen hacia el patdogeno (Chef,
1990 y Elad y Chet, 1983).
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2. Reconocimiento: en esta etapa se establece una relacion especifica entre los
organismos a través de interacciones lectinas-carbohidratos. El
reconocimiento molecular entre Trichoderma spp. y el hospedante, es el
evento esencial que precede al proceso antagonista (Infante et al., 2009).

3. Adhesion y enrollamiento: posterior a un reconocimiento positivo, las hifas de
Trichoderma spp. se adhieren al hospedante mediante la formacion de
estructuras como ganchos y apresorios mediados por procesos enzimaticos
(Pérez, 2004). Como consecuencia de la asociacion de un azucar de la pared
del antagonista con una lectina presente en la pared del patégeno, procede
un enrollamiento (Chet y Benhamou, 1998).

4. Degradacién de paredes por actividad litica: al penetrar las hifas del
micoparasito en la pared del hospedante aparecen orificios que preceden a
la lisis, siendo en estos puntos de contacto en los cuales se producen
enzimas liticas extracelulares (quitinasas, glucanasas y proteasas) las cuales
son responsables de la degradacion de las paredes celulares del
hospedante, debilitan al patégeno y posibilitan la insercién de estructuras
especializadas e hifas de Trichoderma spp. que absorben nutrientes del
interior del hongo fitopatégeno (Sandoval y Lopez, 2003; Haram et al., 1996
y Ortega, 2016). El proceso de micoparasitismo, finaliza con la pérdida del
contenido citoplasmatico de la célula del hospedante (Misaghi, 1984 y
Adams, 1990 citados por Diaz, 1994).

2.5.1.3 Antibiosis

Cepas del género Trichoderma son capaces de ejercer biocontrol a partir de
antibiosis, mecanismo definido como la inhibicion del desarrollo o muerte de un
organismo sensible a compuestos antimicrobianos metabolizados por el antagonista
(Infante et al., 2009), los cuales son derivados del metabolismo secundario
(Schuster y Schmoll, 2019) y son llamados antibiéticos. A partir de estos se puede
inhibir el crecimiento microbiano, ejerciendo en el caso de hongos un efecto
fungistatico (inhibicion de crecimiento y desarrollo) o fungicida (muerte del

organismo). De acuerdo con su estructura quimica, dichos antibiéticos derivan en
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antibiosis por metabolitos volatiles (aquellos que se producen en alta concentracion
en el suelo) o no volatiles (su accion es a corta distancia del hospedero) (Ruiz,
2010).

2.5.1.4 Secrecion de enzimas

Trichoderma spp. tiene la capacidad de secretar enzimas liticas, tales como B-1,3-
glucanasa y quitinasas extracelulares, lo cual se ha relacionado con el control
biolégico de hongos fitopatégenos (Harman et al., 1993). Esto se debe a que la
quitina y el B-1,3-glucano son los principales componentes estructurales de la pared
celular de hongos (Elad et al., 1982). En este sentido, estas enzimas provocan la
ruptura de las paredes celulares de los hongos (Harman et al., 1993).
Adicionalmente, se ha propuesto que tienen efecto al descomponer los
polisacaridos, la quitina y los B-glucanos que son responsables de la rigidez de las
paredes celulares de los hongos, lo que destruye la integridad de la pared celular
(Howell, 2003).

2.5.2 Mecanismos indirectos

2.5.2.1 Desactivacion de enzimas del patégeno

Martinez et al. (2013), mencionan que la desactivacion de los factores de
patogenicidad por parte de Trichoderma spp. contra hongos fitopatdgenos
constituye un mecanismo de antagonismo indirecto poco estudiado. Sin embargo,
es posible que el potencial enziméatico de Trichoderma spp. para detener el proceso
infeccioso de los patégenos sea mucho mayor, pues este controlador biolégico
secreta mas de 70 metabolitos, entre los que se encuentran sustancias que

estimulan el crecimiento y el desarrollo de las plantas.

2.5.2.2 Induccién de mecanismos de resistencia

Las plantas responden inmediatamente a la invasion de Trichoderma spp. mediante
flujos idnicos y un estallido oxidativo, seguido de la deposicion de calosa y la sintesis
de polifenoles. Los eventos posteriores involucran sefalizacion de salicilato (SA) y
jasmonato/etileno (JA/ET), lo que da como resultado que toda la planta adquiera
diversos grados de tolerancia a la invasion por patégenos. Esta respuesta se ha
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descrito con mayor frecuencia como resistencia sistémica inducida (ISR) mediada
por JA/ET y se asemeja a la respuesta desencadenada por las rizobacterias
promotoras del crecimiento vegetal (PGPR) (Shoresh, 2010). Sin embargo,
hallazgos como los publicados por Segarra et al. (2007) indican que a dosis de
indbculo mas altas Trichoderma spp. puede desencadenar una respuesta de
resistencia sistémica adquirida (SAR) mediada por SA, similar a la invocada por

patdgenos necrotroficos.

En este sentido, Yedidia et al. (1999) demostraron que la inoculacion de raices de
plantulas de pepino de siete dias de edad en un sistema hidroponico aséptico de T.
harzianum (T-203) a una concentraciéon de 10° esporas mL? inici6 respuestas de
defensa de la planta en raices y las hojas. También demostraron que las hifas de T.
harzianum penetraron la epidermis y la corteza superior de la raiz del pepino. La
respuesta de la planta estuvo marcada por aumento de la actividad de la peroxidasa
(a menudo asociada con la produccion de compuestos fungitoxicos), aumento en la
actividad de la quitinasa y la deposicion de aposiciones de pared enriquecidas en
calosa en la superficie interna de las paredes celulares; ademas, observaron el

aumento de la actividad enzimatica tanto en las raices como en las hojas.

2.6 Trichoderma spp. frente a fitopatégenos

El género Trichoderma comprende especies de relevancia econémica debido a su
potencial como agentes de control biolégico dentro de las cuales destacan: T.
harzianum, T. asperellum, T. viride, T. atroviride y T. virens (Sharma et al., 2014).
Algunos estudios realizados en cultivos de importancia agricola con cepas de
Trichoderma se mencionan en el cuadro 1, donde la mayoria de estos han procedido
de aislados nativos y se han utilizado en numerosas evaluaciones de antagonismo
bajo condiciones in vitro y/o in vivo contra diferentes fitopatdgenos de importancia

agricola (entre estos hongos y oomicetos).

Se ha destacado el uso de cepas de Trichoderma spp. como estrategia de manejo
eficaz de enfermedades en diversos cultivos, entre estos el cultivo de rosa; por
ejemplo, en un estudio realizado por Arcos (2011), cuya finalidad fue evaluar

antagonistas nativos provenientes de una finca en Ecuador, se colectaron 18
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aislamientos de Trichoderma spp. de los cuales se seleccion6 a la cepa 10B (T.
atroviridae P. Karst.) por mostrar propiedades biocontroladoras frente a B. cinerea
a nivel in vitro y, ademas, por presentar buen crecimiento y capacidad de
esporulacion. Adicionalmente, dicho autor comparé la eficiencia de la cepa 10B con
la cepa C19 (T. citrinoviride Bissett.), utilizada como referencia, y un tratamiento
testigo en el control de B. cinerea en las variedades de rosa Freedom®, Amelia® y
Engagement®, para lo cual se evaluo la incidencia y severidad del patdogeno en
campo, postcosecha y vida florero. Los resultados obtenidos en campo revelaron
gue la incidencia del patégeno fue menor en el tratamiento testigo, en relacion con
las cepas C19 y 10B ya que se obtuvieron valores de 10%, 0% y 30% de incidencia

en las variedades Amelia®, Freedom®, y Engagement® respectivamente.

La escala de severidad para las variedades Amelia® y Engagement® presentaron
valores de 1-2.5% de infeccién, en los tres tratamientos, mientras que la variedad
Freedom® presento nula infeccién, lo cual nos indica que la aplicacion de las cepas

en campo no resulta benéfica para el tratamiento de la enfermedad.

En relacion con el estudio anterior, el porcentaje de incidencia y severidad en
postcosecha para la variedad Freedom®, indic6 que no hubo presencia de la
enfermedad, mientras que en las variedades Amelia® y Engagement® los
porcentajes de incidencia mostraron un 2.53 y 3.07 % respectivamente y una
severidad de 1-2.5% para ambas variedades. Durante la fase de vida florero, los
valores de incidencia obtenidos en los tratamientos fueron de 10.67 % para la cepa
C19, 8.44 % tratamiento testigo y 13.78 % en la cepa 10B, concluyendo asi que la

cepa C19 y el tratamiento testigo, mostraron mayor efectividad.

En otro estudio llevado a cabo en Ecuador, Asero y Suquilanda (2004) evaluaron la
respuesta de T. harzianum y Penicillium sp., en el control de Sphaeroteca pannosa
gue causa el oidio en rosal. La mezcla de T. harzianum + Penicillium sp. en dosis
de 1.5x10° UFC mL™* dirigida al follaje, resulté efectiva por reducir la severidad del
oidio, alcanzando ademas la mejor relacion Beneficio/Costo en comparacion con

los tratamientos en donde los antagonistas se manejaron por separado.
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Por su parte, Quinche (2010) evalué el efecto protector de diversos biopesticidas
formulados en base a Trichoderma sobre Peronospora sparsa Berk. (mildiu velloso)
y B. cinerea en el cultivo de la rosa. EI menor porcentaje de infeccion por mildiu
velloso y B. cinerea se obtuvo con el bioproducto Tri-ko-fun® (T. harzianum) en
presentacion soélida al 8.5 % y en formulacién liquida en dosis de 1 mL L%,

respectivamente.

En México, Alonso (2020) evalué a nivel in vitro los mecanismos de accion de
competencia, micoparasitismo, antibiosis por metabolitos volatiles y no volatiles de
las cepas nativas de Trichoderma spp.: SS1 (T. tomentosum), SS2 (T. barbatum),
TA4 (T. harzianum) y TFR3 (T. asperellum), frente a R. necatrix, V. dahliae y B.
cinerea (patdégenos aislados a partir del cultivo de rosa). De acuerdo con los
resultados obtenidos con el mecanismo de accién por competencia, las cepas que
destacaron fueron: SS1, TA4 y TFR3 debido a que sobrecrecieron a los tres
patdgenos e inhibieron el crecimiento micelial de R. necatrix en 89, 88.4y 86.6 %
respectivamente; en el caso de V. dahliae la inhibicién fue de 59.5, 67.5y 70.6 %
respectivamente; y para B. cinerea, 67.1, 65.8 y 67.7 % respectivamente. En cuanto
a micoparasitismo destaco la cepa SS1, ya que este mecanismo de accion se
observo frente a los tres fitopatégenos; mientras que las cepas TA4 y TFR3

micoparasitaron a V. dahliae y B. cinerea y la cepa SS2 solo a B. cinerea.

En lo que respecta al efecto de metabolitos volatiles sobre R. necatrix, las cepas
gue sobresalieron fueron SS2 y SS1 las cuales inhibieron el 48.3 y 45.7 % del
crecimiento micelial, respectivamente; mientras que por metabolitos difusibles la
cepa que inhibi6 el mayor crecimiento fue la SS2 en un 13.4 %. En el caso del
crecimiento de V. dahliae por efecto de metabolitos volatiles de SS2 y SS1, este fue
inhibido en 46.8 y 42.9 %, mientras que por metabolitos difusibles fue de 52.1 y
48.8%, respectivamente. Asimismo, B. cinerea presentd inhibicion de su crecimiento
por metabolitos volatiles de SS1, SS2 y TA4, en un 65.2, 58.3 y 36 %,
respectivamente, y 25.8 % de inhibicion de crecimiento por efecto de metabolitos

difusibles de la cepa SS2.
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En otro estudio realizado por Martinez (2020), se evalué las cepas SS2 y Cut-B en
plantas de crisantemo (Chrysanthemum morifolium) Var. Delano, para determinar
su potencial como inductoras de resistencia sistémica contra la roya blanca
(Puccinia horiana Henn.) y en la estimulacion de crecimiento vegetal. A partir de lo
cual obtuvo que ambas cepas fueron capaces de reducir la incidencia de la
enfermedad en un 47 %; en el caso de la severidad se determin6 que Cut-B la redujo
en 75 % y la SS2 en 80 %; ademas de que ambas fueron capaces de estimular el

namero de hojas en las plantas.
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Cuadro 1. Principales fitopatdgenos controlados por especies de Trichoderma en cultivos de importancia agricola.

_ _ Tipo de _
Especie Fitopatdgeno Cepa Cepa Cultivo Autores
prueba nativa comercial
B. cinerea
Rhizoctonia solani
J.G. Kuhn Chile (Capsicum o
Guigon-
Macro_phomina_ In vitro annuum L.).y Lopez et al.
phaseolina (Tassi) X mango (Mangifera
Goid. o (2010)
T. asperellum indica L.)
Phymatotrichopsis
omnivora (Duggar)
Hennebert.
_ ) _ Cebolla (Allium ]
Sclerotium rolfsii Sacc.  In vitro X Ruiz (2010)
cepa L.)
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Cuadro 1. Continuacién

Especie Fitopatogenos Tipo de Cepa Cepa_ Cultivo Autores
prueba nativa comercial
Phytophthora capsici  In vitro X (Egﬁgt?n Mohammed
Leonian In vivo annuum L.) et al., (2004)
. Papa (Solanum
R. solani tuberosum L.),
. , soya (Glycine max Samaniego
S. rolfsii In vitro X
T. harzianum (L) Merr. ) Yy et al., (2018)
Fusarium s tomate (Solanum
PP lycopersicum L.)
. . Durman et
R. solani In vitro X Tomate al., (1999)
, . Rosa (Rosa x
B. cinerea In vivo X hybrida) Jara, (2014)
Fusarium spp.
- Colletotrichum , Name (Dioscorea Sinuco et
T. viride gloeosporioides In vitro alata L.) al., (2017)
(Penz.) Penz.y
Sacc.
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Cuadro 1. Continuacion

Tipo de Cepa

Cepa

Especie Fitopatogenos orueba  nativa comercial Cultivo Autores
T. atroviride Fusarium spp. In Vitro X Produccién de Cholango,
T. kiningii Phytophthora spp. flores en verano (2009)
Paéz y
T. koningii T.c(z)xy:rz(i)c:iugnc:{ltfj?. In vitro X Tomate Sanabria
ycop ' (2007)
$ C?[trri%l\r/li?iztz B. cinerea In vitro X Rosa Arcos (2011)
. Aseroy
Plhitﬁﬁﬁlr?]ngpr:;) S. pannosa In vivo Rosa Suquilando
' (2004)
P. sparsa i
i In vivo Rosa Quinche
T. harzianum . (2010)
B. cinerea
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Cuadro 1. Continuacién

Especie Fitopatogenos Tipo de Cepa Cepa_ Cultivo Autores
prueba nativa comercial
T. tomentosum R. necatrix
T. barbatum .
T harzianum V. dahliae In vitro X Rosa Alonso (2020)
T. asperellum
B. cinerea
T. barbatum P. horiana In vivo X Crisantemo Martinez (2020)
T. asperellum

Haracet Lopez Fuentes
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2.7 Tolerancia de Trichoderma spp. a fungicidas

La compatibilidad de productos fitosanitarios es evaluada con el objetivo de
conservar la capacidad controladora de los mismos y establecer medidas para su
uso eficiente (Rodriguez, 2019). El uso conjunto de productos quimicos y agentes
de control biolégico puede generar efectos adversos entre estos; por ejemplo,
afectar la composicion del producto y/o perturbar en igual o incluso mayor medida
a los controladores bioldgicos, y por lo tanto deteriorando su accion benéfica
(Vinuela, 2011). En este sentido, Stefanova (2006) ha evidenciado que la accién de
algunos productos fitosanitarios afecta la actividad enzimatica de Trichoderma spp.,
también pueden generar efectos negativos en la germinacién y concentracion de
conidios, ademas de retardar el tiempo de crecimiento micelial e incluso inhibir el
crecimiento de este, provocar cambios en la coloracidon de las colonias, sus bordes

y en la textura del micelio.

Derivado de lo anterior, Rojas (2020) se dio a la tarea de determinar la sensibilidad
in vitro de las cepas de Trichoderma spp.: SS1, SS2, TA4, TFR3 y Cut-B, a los
ingredientes activos: tiofanato metilico, benomilo, captan, fluazinam y quintozeno +
thiram, los cuales se encuentran entre los mas utilizados para el manejo de
fitopatégenos del suelo. De acuerdo con los resultados obtenidos, todas las cepas
presentaron tolerancia a captan; Cut-B presenté sensibilidad a tiofanato metilico y
quintozeno + thiram; sin embargo, el efecto de este ultimo fue fungistatico. De la
evaluacion frente a benomilo, se obtuvo que las cepas: SS1, Cut-B, SS2, TA4 y
TFR3, presentaron un crecimiento de 0,0.09, 0.07,0.09 y 0.13 cm? respectivamente,
lo que demostré que la cepa SS1 es la Unica sensible a dicho ingrediente activo; en
cuanto a fluazinam ningun aislado fue sensible. La mayor tolerancia respecto al
testigo sin fungicida se presenté en la cepa SS1. Derivado de estos resultados, el
autor concluye que dichas cepas tienen potencial para ser incluidos en el disefio de
un manejo integral y sustentable de cultivos, en el que tanto el antagonista como el

fungicida tendran efecto sobre fitopatdgenos.

Por su parte Arcos (2011), en Ecuador, evalué la sensibilidad in vitro de la cepa
nativa 10B (T. atroviridae) a los botricidas mas utilizados en el area de investigacion,
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con la finalidad de incluirla en un plan de manejo de B. cinerea, derivado de lo cual
reporta que el antagonista presenta sensibilidad a: Tiophanato methyl, Sulfato de
cobre pentahidratado + Kresoxim-metil y tolerancia a Kresoxim-metil y Boscalid, a
partir de lo cual reporta que la cepa C10 es apta para su uso en campo, cComo un
complemento para el biocontrol del patégeno con la observacién de repoblar
Trichoderma spp. al hacer uso de los productos a los cuales la cepa presento

sensibilidad.
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3.JUSTIFICACION
En el Estado de México la produccion del cultivo de rosa bajo invernadero destaca
en los municipios de Coatepec Harinas, Villa Guerrero y Tenancingo, region donde
el rendimiento y calidad del cultivo son limitados por problemas fitosanitarios, dentro
de los que sobresalen: la pudricion blanca de la raiz causada por Rosellinia necatrix,
la marchitez de la planta provocada por Verticillium dahliae y el moho gris de la flor,

cuyo agente causal es Botrytis cinerea.

Con la finalidad de evitar pérdidas econdmicas significativas, dichas enfermedades
se manejan por medio de la aplicacién de fungicidas, cuyo uso desmedido ha
ocasionado diversos problemas, entre estos dafios al ambiente, desarrollo de
resistencia por parte de los fitopatdbgenos y serios impactos negativos a la salud
humana. Actualmente se han desarrollado métodos de manejo alternativos, entre
los que destaca el uso de agentes de control biolégico, siendo Trichoderma un
género ampliamente estudiado por sus mecanismos de accion, entre estos:
competencia por espacio y nutrientes, micoparasitismo, antibiosis por efecto de
metabolitos volatiles y difusibles, desactivacion de enzimas de patégenos, induccion

de resistencia sistémica en las plantas y estimulacién del crecimiento vegetal.

Cabe sefalar que dicha alternativa aumenta su eficiencia con el uso de cepas
nativas, la cual se atribuye a la adaptabilidad de los microorganismos a las
condiciones edafoclimaticas de la region de produccion. En la region floricola del
Estado de México se aislo a las cepas T. asperellum, T. harzianum, T. barbatum y
T. tomentosum con la finalidad de evaluar su actividad antagoénica bajo condiciones
in vitro frente a los patdgenos R. necatrix, V. dahliae y B. cinerea; por lo que el
objetivo del presente trabajo fue: determinar la efectividad in vitro de cepas nativas
de Trichoderma spp. frente a Rosellinia necatrix, Verticilium dahliae y Botrytis

cinerea, patégenos de Rosa hybrida.
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4. HIPOTESIS
Se obtendran cepas nativas de Trichoderma spp., a partir de suelo cultivado con
Rosa hybrida bajo condiciones de invernadero, las cuales presentaran diversos
mecanismos de accién in vitro frente a Rosellinia necatrix, Verticilium dahliae y

Botrytis cinerea, patdgenos del cultivo de Rosa hybrida.
5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Determinar la efectividad in vitro de cepas nativas de Trichoderma spp. frente a
Rosellinia necatrix, Verticilium dahliae y Botrytis cinerea, patégenos de Rosa
hybrida.

5.2 Objetivos especificos

1. Aislar cepas nativas de Trichoderma spp. a partir de suelo cultivado con Rosa

hybrida bajo condiciones de invernadero en Tenancingo, Estado de México.

2. ldentificar morfolégica y molecularmente a nivel de género y especie a las cepas

de Trichoderma spp.

3. Determinar a nivel in vitro los mecanismos de accion de Trichoderma spp. frente
a Rosellinia necatrix, Verticilium dahliae y Botrytis cinerea, patdégenos del cultivo de

rosa.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Ubicacion de la investigacion

El presente estudio, se llevd a cabo en las instalaciones del Laboratorio de
Fitopatologia del Centro Universitario UAEM Tenancingo, ubicado en la carretera
Tenancingo-Villa Guerrero, Km 1.5, C.P. 52400, Tenancingo, Estado de México,

México.
6.2 Colecta de muestras de suelo

La colecta de muestras de suelo se realiz6 en el cultivo de R. hybrida del Centro
Universitario UAEM Tenancingo, el cual se encuentra bajo condiciones de
invernadero (Figura 3). Para esto se utilizo la técnica propuesta por Guigdn-Lopez,
et al., (2004) y Howell (2003) que consiste en seleccionar al azar cinco plantas del
cultivo, de las cuales se tomaron aproximadamente 200 g de suelo de la rizosfera a
20 cm de profundidad. Las cinco muestras se colocaron en una misma bolsa de
polietileno, fueron homogenizadas y trasladadas al Laboratorio de Fitopatologia

para su procesamiento.

Figura 3. Rosa hybrida cultivada bajo invernadero en el Centro Universitario UAEM

Tenancingo.
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6.3 Aislamiento de Trichoderma spp.

6.3.1 Preparacién de medio de cultivo selectivo para Trichoderma spp.

Para el aislamiento de Trichoderma spp. se utilizd el medio de cultivo selectivo para
Trichoderma spp. propuesto por Askew y Lang (1993), el cual contiene los
siguientes componentes por cada litro de agua destilada: 0.2 g de MgSO4 * 7H:0,
0.9 g de K2HPOg4, 0.15 g de KLC, 1.0 g de NH4NOs3, 3.0 g de glucosa, 0.075 g rosa
de bengala y 20 g de agar. El medio se esteriliz6 en autoclave (Felisa®) a 121 °Cy
presion de 1.5 kg cm™ durante 20 minutos; una vez esterilizado y al tener una
temperatura aproximada de 50 °C se agregaron 0.25 g de cloranfenicol, 0.2 g de
PCNB y 0.04 g de captan; posteriormente, el medio de cultivo se vacioé en cajas de
Petri de cristal de 9 cm de diametro (Kimax®).

6.3.2 Siembra de muestras de suelo

Una vez homogeneizadas las cinco muestras de suelo se tomé una submuestra de
10 g que fue adicionada en 90 mL de agua destilada estéril. La mezcla se mantuvo
en una parrilla de agitacion (Cimarec®) durante 20 minutos; posteriormente se tomo
1 mL de la solucion y fue diluido en 9 mL de agua destilada estéril, de esta forma se

llevaron a cabo cinco diluciones seriadas.

La siembra se llevo a cabo a partir de las dltimas cuatro diluciones seriadas, bajo
condiciones asépticas en una campana de flujo laminar (Scorpion Scientific®) para
lo cual, por separado se tomaron 100 pL de la respectiva solucion y fueron
depositados en dos cajas de Petri con medio de cultivo selectivo para Trichoderma
sSpp. y enseguida se dispersaron con una asa micolégica-bacteriologica de aluminio

esteril.

Las siembras se mantuvieron bajo condiciones de laboratorio a temperatura
ambiente (21+2°C) y luz natural. Fueron revisadas diariamente con la finalidad de
identificar la presencia de crecimiento micelial tipico de Trichoderma spp., el cual se
caracteriza por micelio blanco algodonoso y compacto, que cuando presenta

desarrollo de esporas se torna color verde, en algunos casos forma anillos

38

Haracet Lopez Fuentes



Aislamiento de Trichoderma asperellum y su efectividad in vitro frente a Rosellinia necatrix, Verticilium dahliae
y Botrytis cinerea.

concéntricos y otras se puede observar pigmentacion amarillenta al reverso de la
caja de Petri (Windham et al., 1989).

Una vez reconocida la presencia de Trichoderma spp. se realizaron preparaciones
temporales para observarlas bajo microscopio compuesto (Carl Zeiss®) y confirmar
Su presencia con base en caracteristicas morfolégicas del hongo, tales como:

micelio septado, fidlides, conidios y clamidosporas (Bernet y Hunter, 1998).

6.3.3 Purificacién de Trichoderma spp.

Las colonias obtenidas se transfirieron a cajas de Petri con medio de cultivo agar-
dextrosa y papa (PDA) (BD Bioxon®) para lo cual se tomé una pequefia porcion de

micelio joven de la colonia que se transfirié a la caja con medio de cultivo.

6.4 Obtencion y seleccion de cultivos monosporicos

A partir de las colonias obtenidas de Trichoderma spp. se realizaron cultivos
monosporicos. La técnica consistio en adicionar 10 mL de agua destilada estéril a
la colonia con crecimiento de siete dias de edad, posteriormente con el apoyo de
una varilla de aluminio estéril se dispersaron las esporas y se tomo6 1 mL de solucion
gue fue transferido a un tubo de ensayo con 9 mL de agua destilada estéril. A partir
de esta, se realizaron seis diluciones seriadas con la finalidad de disminuir la
concentracion de esporas y con ello facilitar la obtencion de monospdéricos;
posteriormente, de cada tubo se tomdé 1 mL que fue incorporado en medio de cultivo
PDA y enseguida se dispersé utilizando una asa micoldgica-bacterioldgica de
aluminio estéril (Dominguez, 2012). Las siembras fueron revisadas diariamente y
una vez que se detecto crecimiento se seleccionaron las seis colonias monospdéricas

de mayor tamafio y por separado fueron transferidas a medio de cultivo PDA.

De los seis monosporicos transferidos, se seleccion6 el de mayor tasa de
crecimiento (cm? dial) y esporulacién. Para el calculo de la tasa de crecimiento se

trazo diariamente el crecimiento radial de cada uno de estos con el apoyo de un
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marcador indeleble de punto fino (Figura 4) hasta que al menos una de estas cubriod
el 100% del medio de cultivo de la caja de Petri. Posteriormente se tomaron
fotografias y se determind el area de crecimiento micelial con el programa Image J
(version 1.43). Los datos se sometieron a una regresion lineal simple con el
programa Infostat version estudiantil, donde la tasa de crecimiento estuvo

representada por la pendiente de la recta.

Figura 4. Trazo diario del crecimiento radial de cultivos monosporicos de

Trichoderma spp.

Para determinar la concentracion de esporas, a los cultivos monospoéricos se les
adicion6 10 mL de agua destilada estéril, enseguida se realizé la dispersion de
esporas con una varilla de aluminio estéril; posteriormente, con una micropipeta
(Boeco®) se tomaron 2 mL de la suspension que fueron depositados en un tubo

eppendorf®. A partir de esta se realizo el conteo de esporas haciendo uso de una
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camara de Neubauer (Marienfeld®) visualizada bajo microscopio compuesto. La

determinacion de nimero de esporas se realizé a través de las siguientes formulas:
a) Numero de esporas contadas x 50= nimero de esporas mm?

b) Numero de esporas mm?3x 1000= nimero de esporas mL?

6.5 Identificacibn morfolégica a nivel de género y especie de
Trichoderma spp.

La identificacion morfolégica de la cepa seleccionada se llevo a cabo con el uso de
claves taxonémicas y literatura especializada de Barnet y Hunter (1998) y Samuels
et al. (1999). Previamente se realizaron preparaciones temporales para observar y
registrar las caracteristicas de Trichoderma spp., para esto fue empleada la técnica
de microcultivo propuesta por Ramirez-Gamaet al. (2015) con modificaciones. Esta
consistié en colocar en la base de una caja de Petri papel absorbente humedecido
con agua glicerinada al 5%, un triAngulo de aluminio y sobre este un portaobjetosy
dos discos de 8 mm de diametro de medio de cultivo PDA ligeramente separados,
sobre los cuales se sembr6 a Trichoderma spp., que posteriormente se cubrié con
un cubreobjetos. Cabe mencionar que todos los materiales fueron previamente

esterilizados.

Los microcultivos se mantuvieron bajo condiciones de laboratorio. Diariamente
fueron revisados, con la finalidad de observar el crecimiento micelial del hongo
sobre el medio PDA y su contacto con el cubreobjetos. Al observarse crecimiento,
con apoyo de pinzas de diseccion estériles, los cubreobjetos fueron retirados
cuidadosamente del disco para evitar dafar el desarrollo del micelio, conidios y
conidiéforos. Por ultimo, se colocé la muestra en un portaobjetos con azul de
metileno para su revision bajo microscopio compuesto, donde se registraron las
siguientes caracteristicas morfologicas: largo y ancho de fidlides, largo y ancho de
conidios, forma, tamafo y posicion de clamidosporas. La informacion obtenida se
comparo con claves taxonOmicas y literatura especializada (Barnet y Hunter, 1998;
Samuels et al., 1999).
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6.6 Identificacion molecular a nivel de especie

La cepa obtenida se cultivd en medio PDA y posteriormente se transfirié una porcién
del crecimiento pararealizar la extraccion de ADN gendmico con el kit de extraccion
AxyPrepTM Multisource Genomic DNA Miniprep (Axygen®) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. Una vez extraido, se realizé un PCR (por sus siglas en
inglés Polymerase Chain Reaction) para amplificar las regiones internas ITS4 e ITS5
de los genes ribosomales (ARN) 185-5.8S y 5.85-28S, haciendo uso de los
cebadores universales ITS4 (TCCTCCGCTTATTGATATGC) e ITS5
(GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG) (White et al., 1990). Las reacciones de
amplificacion se llevaron a cabo en un termociclador estandar (Biometra®,
Alemania) en un volumen final de 25 pL con los siguientes reactivos: Taq DNA Buffer
PCR 1X, MgCI2 0.75 mM, dNTP’s 0.2 mM, Platinum Taq DNA polymerase 1U
(Invitrogen®, USA), 10 uM de cada iniciador y 80 ng de ADN total.

El programa de amplificacion fue el siguiente: 96 °C por 3 min, 35 ciclos a 95 °C
durante 30 s, 55 °C por 30 sy 72 °C por 45 s; seguido de una extension final a 72°C
por 4 min; asi mismo, se verifico la presencia del fragmento mediante electroforesis
en geles de agarosa al 2 %, realizando la tincién con bromuro de etidio (5 mg L™?)

para visualizar los geles en un fotodocumentador Gel Doc (Bio-Rad®, USA).

Los productos amplificados fueron secuenciados en ambas direcciones (5'-3 'y 3'-
5" por la compafia Macrogen Korea. Las secuencias obtenidas se editaron con el
programa BioEdit version 7.0.0 (Hall, 1999) y se alinearon con la base de datos del
GenBank-NCBI (NCBI, 2019).
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6.7 Determinacién de los mecanismos de accién in vitro de Trichoderma

spp. frente a Rosellinia necatrix, Verticillium dahliae y Botrytis cinerea

6.7.1 Material bioldgico

Se utilizo la cepa de Trichoderma spp. obtenida en el presente trabajo, y los hongos
fitopatdgenos: R. necatrix (VG2GR) y V. dahliae (V.D) aislados en el municipio de
Villa Guerrero, Estado de México y B. cinerea (TBC2) obtenido del municipio de
Tenancingo, Estado de México; todos procedentes de cultivo de rosa. Cabe sefialar
gue los fitopatégenos estudiados pertenecen a la coleccion del laboratorio de

Fitopatologia del Centro Universitario UAEM Tenancingo.

Previo a realizar las pruebas para determinar los mecanismos de accién del
antagonista, todos los hongos se sembraron en medio de cultivo PDA, y se
mantuvieron en incubadora (LINDBERG/BLUEM®) a temperatura de 25°C + 1°C

durante siete dias.

6.7.2 Competencia

El grado de competencia entre el antagonista y cada fitopatégeno se determiné a
través de la técnica de cultivos duales (Bell y Markham, 1982). Para lo cual, se
tomaron discos de 8 mm de diametro de medio de cultivo con crecimiento micelial
de Trichoderma spp. y de cada uno de los patégenos; en seguida se sembraron en
cajas de Petri con medio de cultivo PDA colocando en un extremo a Trichoderma
spp. y en el otro al respectivo patdgeno, separados por 6 cm (Figura 5). Las
siembras se incubaron a 25 °C £ 1 °C, bajo condiciones de luz natural. Es importante
sefialar que, para el caso de V. dahliae, este se sembré tres dias previos al

establecimiento del experimento debido a que es de lento crecimiento.
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Trichoderma spp. vs B. cinerea Testigo

Figura 5. Técnica de cultivos duales utilizada para evaluar el grado de competencia

entre el antagonista y los fitopatdgenos.

Las siembras se revisaron cada 24 h con la finalidad de registrar los dias
transcurridos entre la siembra y el primer contacto entre el respectivo fitopatdgeno
y Trichoderma spp. Aproximadamente 15 dias después de la siembra (dds) se
determind la clasificacion de antagonismo por medio del pictograma propuesto por
Bell y Markham (1982), modificado por Ruiz (2010) (Cuadro 2); en seguida se traz6
el crecimiento radial del patégeno, se tomaron fotografiasy con el uso del programa
Image J (version 1.43) se determiné el area de crecimiento micelial, y a partir de
estos datos se calcul6 la efectividad biologica a través de la siguiente formula:

Po — Pc

Pr=T00=pc"

100

Donde:
Pr= Efectividad biol6gica (%)
Po=Mortalidad observada (%)

Pc=Mortalidad del testigo sin Trichoderma spp. (%)

44

Haracet Lopez Fuentes



Aislamiento de Trichoderma asperellum y su efectividad in vitro frente a Rosellinia necatrix, Verticilium dahliae

y Botrytis cinerea.

Cuadro 2. Clasificacion de antagonismo de Trichoderma sobre fitopatdégenos de
acuerdo con Bell y Markham (1982), modificado por Ruiz (2010).

Clase

Pictograma

Descripcion

Trichoderma crecido completamente sobre el
fitopatégeno

Trichoderma crecido sobre el fitopatégeno de 2/3
partes.

&

Trichoderma y fitopatégeno crecido ambos a la mitad
de la superficie del medio y ninguno de los
organismos parece dominar al otro.

Fitopatégeno crecido menos de 2/3 partes de la
superficie del medio y parece resistir la invasion por
Trichoderma.

Fitopatégeno crecido sobre Trichoderma menos de
2/3 partes.

Fitopatégeno crecido completamente  sobre
Trichoderma.
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6.7.3 Antibiosis por metabolitos volatiles

El efecto por metabolitos volatiles fue determinado con la técnica de cajas
superpuestas (Figura 6) propuesta por Allori et al. (2014). Para esto se sembraron
discos de medio de cultivo PDA de 8 mm de diametro con crecimiento micelial de
Trichoderma spp. y de los patégenos, después se confrontaron el antagonista y
cada patégeno colocando 2 bases de las cajas de Petri separadas por papel celofan
estéril (cubriendo el ancho de las bases), se sellaron e incubaron a 25°C + 1°C, bajo

condiciones de luz natural.

Patégeno

Papel
celofan

Trichoderma spp.

Figura 6. Técnica de cajas superpuestas para determinar el efecto de metabolitos
volatiles de Trichoderma spp. frente a R. necatrix, V. dahliae y B. cinerea.
Tomada de Alonso (2020).

El crecimiento micelial de los patégenos fue trazado cada 24 h con un marcador
indeleble de punto fino. Para el caso de V. dahliae, debido a que es de lento
crecimiento, los trazos de crecimiento se realizaron cada 48 h. El experimento se
dio por terminado cuando al menos uno de los testigos de cada patogeno llend por
completo una caja de Petri. En todos los casos se tomaron fotografias para
determinar el area de crecimiento micelial con el programa Image J (version 1.43) y
posteriormente se calcul6 la efectividad biolégica como se indica en el apartado
6.7.2.
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6.7.4 Antibiosis por metabolitos difusibles

El efecto inhibitorio de metabolitos difusibles fue determinado con la técnica de
papel celofan propuesta por Dennise y Webster (1971); esta consiste en colocar
discos de papel celofan estériles cubriendo totalmente el medio de cultivo PDA en
una caja de Petri, posteriormente se colocé un disco de 8 mm de diametro con
crecimiento micelial de Trichoderma spp.; las siembras se incubaron a 25+1 °C.
Después de 48 h se retir0 el papel celofan utilizando dos pinzas estériles doblando
los extremos del papel y evitando que alguna espora del antagonista contaminara
el medio de cultivo PDA; una vez retirado el papel celofan, en el centro de la caja
de Petri, se colocé un disco de medio de cultivo con crecimiento del respectivo

patdgeno. Las siembras se incubaron bajo las condiciones ya mencionadas.

El crecimiento micelial de los fitopatégenos fue marcado cada 24 h, a excepciéon de
V. dahliae que fue cada 48 h debido a su lento crecimiento. El experimento se dio
por concluido cuando al menos uno de los testigos de cada patogeno llend por
completo una caja de Petri. De todas las repeticiones se tomaron fotografias para
determinar el &rea de crecimiento micelial con el programa Image J (version 1.43),
a partir de lo cual se determind la efectividad biol6gica como se indica en el apartado
6.7.2.

6.7.5 Micoparasitismo

Se utilizo la técnica de microcultivos propuesta por Ramirez-Gama et al., (2015)
descrita en el apartado 6.5, con la diferencia de que en un extremo del disco de
medio de cultivo se sembr6 al fitopatdbgeno y en el otro al antagonista. El
cubreobjetos fue retirado con ayuda de unas pinzas de diseccion cuando se observo
crecimiento de ambos microorganismos sobre este, y se fijo a un porta objetos con
azul de metileno para ser visualizado en un microscopio compuesto y tomar

fotografias con una cdmara fotografica (CANNON®).

El micoparasitismo ejercido por el antagonista fue identificado y evidenciado cuando
el micelio de Trichoderma spp. se encontré en contacto o adherido al micelio del

patdogeno, en presencia de enrollamiento y lisis de las paredes celulares del
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fitopatdégeno o haustorios de Trichoderma spp. en las hifas del fitopatdogeno (Howell,
2003).

6.7.6 Disefio experimental y analisis estadistico

Se establecio un disefio experimental completamente al azar con siete repeticiones
por tratamiento. Por cada mecanismo de accion se tuvieron seis tratamientos, tres
de ellos correspondieron al testigo (patdgeno sin Trichoderma spp.) y tres a los
tratamientos con interaccion patdgeno-Trichoderma spp.

Por cada mecanismo de accion se determiné la efectividad biol6gica y los datos se
analizaron por medio de un ANOVA de una via y comparacion de medias Tukey
(P<0.05). En el caso de los experimentos de antibiosis por metabolitos volatiles y
no volatiles, los datos del area de crecimiento micelial por dia y por patégeno se
sometieron a una regresion lineal simple, con la finalidad de determinar la tasa de
crecimiento (cm? dia?), la cual estuvo representada por la pendiente de la recta.

Todos los analisis se realizaron con el programa InfoStat, version estudiantil.
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7. RESULTADOS

7.1 Aislamiento de cepas nativas de Trichoderma spp.

De las siembras realizadas en medio de cultivo selectivo para Trichoderma spp., a
partir de suelo cultivado con rosa en el Centro Universitario UAEM Tenancingo se

obtuvo una colonia de Trichoderma spp., la cual fue nombrada Cut-B.

7.2 Seleccion de cultivos monospadricos

Se obtuvieron seis cultivos monospdéricos, los cuales tuvieron diferencias en la tasa
de crecimiento y la esporulacion. EI monospoérico Cut-B1 presento la mayor tasa de
crecimiento con 2.86 cm? dia, pero no la mayor esporulaciéon (4.2 x 107 conidios
mLY. Por otro lado, la mayor esporulacién se registré en el monospérico Cut-B5,
siendo esta de 4.7 x 107 conidios mL™; sin embargo, este tuvo menor la tasa de
crecimiento (Cuadro 3). Derivado de este analisis se seleccioné al monospdérico Cut-
Bl para la determinacion de los mecanismos de accion en los siguientes

experimentos.

Cuadro 3. Tasa de crecimiento y esporulacion de los seis cultivos monospéricos

obtenidos a partir de la colonia Cut-B.

Monosporico Tasa de crecimiento Esp-or-ulaci(’)n
(cm? dia?) (conidios mL?)
Cut-B1a 2.86 4.2x107
Cut-B2 2.00 3.2 x107
Cut-B3 1.42 3.0 x10°
Cut-B4 1.92 2.8 x10°
Cut-B5 1.35 4.7 x107
Cut-B6 2.03 2.5 x107

d Monospérico seleccionado
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7.3 Caracterizacion cultural

En medio de cultivo PDA la cepa Cut-B presentd las siguientes caracteristicas: al
inicio del crecimiento el micelio fue blanco algodonoso; conforme envejecié se volvio
compacto y verdoso debido a la produccién de conidios, los cuales se agruparon en
forma de grumos. Al reverso de la caja se puede observar pigmentacion verdosa

debido a los conidios, pero sin tincion del medio de cultivo (Figura 7).

Figura 7. Caracteristicas culturales de la cepa Cut-B en medio de cultivo PDA. a)
Crecimiento micelial grumoso y verdoso, b) reverso de la caja de Petricon

pigmentacion verde debida a la presencia de esporas.

7.4 Identificacion morfolégica a nivel de género

De acuerdo con las observaciones microscépicas, la cepa Cut-B presenté micelio
septado, conidios ligeramente ovoides, fialides en forma de botella y verticiladas,
conidiéforos ramificados (Figura 8). Tales caracteristicas corresponden a las
reportadas para el género Trichoderma por Barnetty Hunter (1998) y Samuels et al.
(1999). En promedio los conidios midieron 2.6 um de largo x 2.1 ym de ancho. Las
medidas de las fialides fueron de 9.2 ym de largo, 1.9 ym de grosor en la parte

media y 1.6 ym de grosor en la base (Cuadro 4).
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Figura 8. Caracteristicas morfolégicas de la cepa Cut-B. a) Conidios, b) fidlide,

c¢) conidiéforo (40x).

7.5 ldentificacion molecular a nivel de especie

Las secuencias de nucleétidos obtenidas y alineadas con la base de datos GenBank
del Centro Nacional de Informacion Biotecnoldgica (por sus siglas en inglés NCBI)
indicaron que la cepa Cut-B corresponde a la especie T. asperellum Samuels, Lieckf
& Nirenderg, que se alineo con los aislamientos con niumero de acceso MF661934.1
y KU341007.1 con 100% de similitud (Cuadro 5).
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Cuadro 4. Identificacion morfoldgica de Trichoderma spp. de la cepa Cut-B de acuerdo con el tamafio de conidios vy fialides.

Conidios Fialides

Largo (um) Ancho (pm) Largo (um) Medio (um) Base (pm)

Maximo  Minimo x> Ma&ximo Minimo  Xx* Maximo Minimo  X* Mé&ximo  Minimo  X* Ma&ximo  Minimo  X*

4.3 15 2.6 3.3 1.2 2.1 18.1 3.6 9.2 2.7 1.2 1.9 2.1 0.6 1.6

x Promedio de 30 estructuras.

Cuadro 5. Identificacion molecular de la cepa CuT-B, utilizando los cebadores universales ITS4 e ITS5 alineados con
especies reportadas en la base de datos del NCBI.

Nimero de Porcentaje Datos de las accesiones

Numero de Especies

Aislamiento - Cebadores nucleotidos identificadas gcféonil 'mqﬁt q Sustrato Origen
enta simiiitu geografico
ITS4 555 T.asperellum MF661934.1 100 % Rizosfera
Cut-B Brazil
ITS5 563 T. asperellum KuU341007.1 100 % Suelo
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7.6 Mecanismos de accién in vitro de Trichoderma spp. frente a

Rosellinia necatrix, Verticillium dahliae y Botrytis cinerea

7.6.1 Competencia

Los dias que transcurrieron para que se presentara el primer contacto entre los
patogenos y el antagonista fue de 3 a 5. De acuerdo con el analisis estadistico,
existieron diferencias significativas (P<0.05); en el caso de B. cinerea en promedio
el contacto se presento a los 3.14 dias, mientras que para R. necatrix a los 4.14'y
para V. dahliae 4.57 dias (Figura 9).

4.57b

45 4.14¢2b

b
n

3.14¢®

w

Dias al prmer contacto
M
[\] [y

=
[0

0.5

B. cinerea R. necatrix V. dahliae

Patégeno

Figura 9. Comparacion de medias de los dias al primer contacto entre la cepa Cut-
B y R. necatrix, V. dahliae y B. cinerea. Literales diferentes indican
diferencias estadisticas significativas, comparacion de medias Tukey
(P<0.05).
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En lo que respecta a la clasificacion de antagonismo (Cuadro 2), existieron
diferencias estadisticas significativas (P<0.05) (Figura 10). Los tres fitopatdégenos
fueron sobrecrecidos por completo por la cepa Cut-B, por lo que se clasificaron en
la clase 1 (Figuras 12-14). No obstante, es importante indicar que algunas de las
repeticiones de R. necatrix se encontraron en la clase 2, lo que indica que Cut-B

sobrecreci6 al patdégeno alrededor de dos terceras partes (Figura 13).

1.80

1.57b
1.60

1.40

1.20
1.00° 1.00°

1.00

0.80

0.60

Clasificacion de antgonismo

0.40

0.20

0.00
B. cinerea V. dahliae R. necatrix

Patdogeno

Figura 10. Comparacion de medias de la clasificacion de antagonismo de la cepa
Cut-B confrontado en cultivos duales con R. necatrix, V. dahliae y B.
cinerea. Literales diferentes indican diferencias estadisticas

significativas, comparacion de medias Tukey (P<0.05).
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La efectividad biol6gica de la cepa Cut-B, dependié del patégeno con el que se
confrontd; de esta forma se registraron diferencias estadisticas significativas
(P<0.05), donde la mayor efectividad biologica se present6 con R. necatrix, la cual
fue de 88.6 %, seguido V. dahliae y B. cinerea con 65.85 % y 55.43 %,
respectivamente (Figura 11).
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B. cinerea V. dahliae R. necatrix

Patogeno

Figura 11. Comparacion medias de la efectividad biolégica de la cepa Cut-B en
cultivos duales con B. cinerea, V. dahliae y R. necatrix. Literales
diferentes indican diferencias estadisticas significativas, comparacion
de medias Tukey (P<0.05).
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Al contrastar las caracteristicas culturales de los tres patégenos en el testigo y en
los cultivos duales, estas fueron diferentes. El testigo de B. cinerea presentd
crecimiento micelial con los bordes color blanco, en el centro se observé textura
algodonosa y compacta de color grisdceo; mientras que en confrontacion Cut-B se
observo coloracion café de manera generalizada y compacta (Figura 12).

En cuanto al testigo de V. dahliae, algunas repeticiones presentaron crecimiento
compacto y algodonoso en el centro, asi como desarrollo de microesclerocios que
son evidentes debido a la coloracion negra, lo cual no se observo en el tratamiento
en confrontacion con Cut-B (Figura 13). Por su parte, R. necatrix al estar en contacto
con el antagonista presentd crecimiento compacto color blanco, lo que difiere del
testigo, en donde el crecimiento micelial fue blanco, de forma radial, textura

compacta y algodonosa en el centro (Figura 14).

Figura 12. Grado de competencia T. asperellum frente a B. cinerea. a) Testigo, b)
confrontamiento, disco izquierdo corresponde a la cepa Cut-B y el disco

derecho a B. cinerea.
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Figura 13. Grado de competencia de T. asperellum frente a V. dahliae. a) Testigo,
b) confrontamiento, disco izquierdo corresponde a la cepa Cut-B y el

disco derecho a V. dahliae.
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Figura 14. Grado de competencia de T. asperellum frente a R. necatrix. a) Testigo,
b) confrontamiento, disco izquierdo corresponde a la cepa Cut-B y el

disco derecho a R. necatrix.

7.6.2 Antibiosis por metabolitos volétiles

No se presentaron diferencias estadisticas significativas (P>0.05) en la efectividad
biol6gica debida a la antibiosis por metabolitos volatiles de Cut-B frente a los tres
fitopatégenos (Figura 15). Es importante hacer énfasis que el crecimiento si se
redujo considerablemente en todos los casos, lo cual se observa en las figuras 17,18
y 19. En este sentido, la mayor efectividad bioldgica se presentd sobre B. cinerea,
la cual fue de 55.19 %, seguido de R. necatrix con 34.4 % y por ultimo V. dahliae
con una efectividad de 31.6 % (Figura 15).
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Figura 15. Comparacion de medias de la efectividad biol6gica por efecto de
metabolitos volétiles de T. asperellum frente a V. dahliae, R. necatrix y
B. cinerea. Literales iguales indican que no existen diferencias

estadisticas significativas, comparacién de medias Tukey (P>0.05).

Por las caracteristicas propias de cada fitopatdgeno, estos presentaron diferente
tasa de crecimiento; en el caso del testigo de B. cinerea fue de 3.22 cm? dia?,
mientras que cuando se sometié a metabolitos volatiles de Cut-B fue de 0.71 cm?
dia?, lo que representa una disminucién de 78 %. En el caso de R. necatrix y V.
dahliae sin la presencia de metabolitos volatiles la tasa de crecimiento fue de 0.76
cm? diat y 0.1 cm? dia?, respectivamente, los cuales no registraron variaciones

importantes en contraste con los tratamientos con volatiles (Figura 16).
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Figura 16. Tasa de crecimiento micelial (cm? dia) por efecto de metabolitos volatiles de T.asperellum en los tratamientos:

R. necatrix, R. necatrix + Cut-B, V dahliae, V dahliae + Cut-B, B. cinerea y B. cinerea + Cut-B.
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El testigo de B. cinerea presentd crecimiento micelial algodonoso, grisaceo y
compacto, con los bordes blancos; estas caracteristicas culturales solo se
presentaron en pocas repeticiones del tratamiento con la cepa Cut-B (Figura 17).
Por otra parte, el crecimiento micelial de V. dahliae por efecto de metabolitos
volatiles emitidos por la cepa Cut-B es notablemente blanco con textura compacta
en el centro en comparacion con el tratamiento testigo, en el cual en la mayoria de
las repeticiones presentd micelio algodonoso compacto al centro y desarrollo de
microesclerocios (Figura 18). R. necatrix sin volatiles presentd crecimiento
compacto algodonoso y anillado; mientras que, en el tratamiento con volatiles, el

crecimiento fue radial y menos algodonoso (Figura 19).

Figura 17. Crecimiento micelial de B. cinerea por efecto de metabolitos volatiles de

T.asperellum. a) Testigo, b) Cepa Cut-B.
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Figura 18.Crecimiento micelial de V. dahliae por efecto de metabolitos volatiles de
T.asperellum a) Testigo, b) Cepa Cut-B.
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Figura 19. Crecimiento micelial de R. necatrix por efecto de metabolitos volatiles de

T. asperellum. a) Testigo, b) Cepa Cut-B.
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7.6.3 Antibiosis por metabolitos no volatiles

De acuerdo con el analisis estadistico, existen diferencias significativas (P<0.05) en
lo que concierne a la efectividad biolégica por efecto de metabolitos no volatiles de
Trichoderma frente a los fitopatégenos. Destaca que, con B. cinerea se presento la
mayor efectividad biologica con 28.27 %, en comparacion con los demas patdogenos
en los cuales fue de 10.48 %y 2.24 % para V. dahliae y R. necatrix, respectivamente
(Figura 20).

Con relacién a la tasa de crecimiento de los patégenos con y sin metabolitos no
volatiles, se observé que solo en el caso del testigo de V. dahliae el crecimiento fue
mayor en contraste con el tratamiento con tales metabolitos, en los cuales la tasa
de crecimiento fue de 0.05y 0.04 (cm? dia?), respectivamente. Por el contrario, R.
necatrix y B. cinerea presentaron mayor tasa de crecimiento en presencia de los

metabolitos (Figura 21).

Las caracteristicas culturales de los tres patégenos en el testigo no presentaron
diferencias en cuanto a coloracion, textura y forma de crecimiento con los
metabolitos no volatiles de la cepa Cut-B. De esta forma, B. cinerea desarrolld
crecimiento micelial compacto con bordes blancos y micelio grisaceo en el centro
de la colonia (Figuras 22); V. dahliae manifestd crecimiento micelial blanco
algodonoso y presencia de microesclerocios (Figura 23) y por su parte, R. necatrix

mostré crecimiento micelial radial y blanco algodonoso (Figura 24).
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Figura 20. Comparacién de medias de la efectividad bioldgica debida a metabolitos
no volatiles de T. asperellum. frente a V. dahliae, R. necatrix y B. cinerea.
Literales diferentes indican que existen diferencias estadisticas

significativas, comparacion de medias Tukey (P<0.05).
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Figura 21. Tasa de crecimiento micelial (cm? dial) por efecto de metabolitos no
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+ Cut-B, V dahliae, V dahliae + Cut-B y B. cinerea, B. cinerea + Cut-B.
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Figura 22. Crecimiento micelial de B. cinerea por efecto de metabolitos no volatiles
de T.asperellum. a) Testigo, b) Cepa Cut-B.
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Figura 23. Crecimiento micelial de V. dahliae por efecto de metabolitos no volatiles

de T.asperellum. a) Testigo, b) Cepa Cut-B.
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Figura 24. Crecimiento micelial de R. necatrix por efecto de metabolitos no volatiles

de T.asperellum. a) Testigo, b) Cepa Cut-B.
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7.6.4 Micoparasitismo

La cepa Cut-B presentd micoparasitismo sobre B. cinerea, lo cual fue evidente
debido a la estrecha interaccién entre ambos. De manera general se observé que
Cut-B se adhirié al micelio de B. cinerea, también se observo penetracion a través
de haustorios y enrollamiento del micelio (Figura 25). Cabe destacar, que esto no

se observé con R. necatrix y V. dahliae.

Figura 25. Micoparasitismo de T. asperellum sobre Botrytis cinerea. a) Adhesion de
micelio de T. asperellum (Ta) al micelio de B. cinerea (Bc). b) Formacién
de haustorios (H) de T. asperellum (Ta) para alimentarse de B. cinerea

(Bc). ¢) Enrollamiento (E ) de T. asperellum al micelio de B. cinerea.(Bc).
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8. DISCUSION
En el presente estudio se obtuvo la cepa nativa de Trichoderma Cut-B, a partir de
suelo cultivado con rosa, bajo condiciones de invernadero en el Centro Universitario
UAEM Tenancingo. Esta fue aislada a través de la técnica de diluciones seriadas
en medio de cultivo selectivo para Trichoderma (MST) (Askew y Lang, 1993), el
cual, entre otros reactivos, esta adicionado con captan y pentacloronitrobenceno
(PCNB) con el objetivo de inhibir el crecimiento micelial de otros hongos. Dicho
medio de cultivo ha sido utilizado en diversas investigaciones que tienen como
objetivo aislar cepas nativas de Trichoderma spp.; por ejemplo Guigén-Lopez et al.
(2004) reportan el aislamiento satisfactorio de seis cepas a partir de suelos
agricolas; en contraste Alonso (2020) reporta la obtencién de dos cepas a partir de
suelos forestales, en MST sin fungicidas, lo cual no se atribuye a la sensibilidad de
los mismos a ingredientes activos utilizados en el medio al considerar la

interferencia del crecimiento de otros microorganismos en el medio.

En el cultivo de rosa donde se llevo a cabo el muestreo no se han realizado
aplicaciones de productos comerciales con Trichoderma spp., por lo que se puede
asegurar que la cepa aislada es nativa. Esto es de gran relevancia, ya que autores
como Gonzélez et al. (1999) y Altieri (1999) coinciden en que es preferible la
utilizacién de agentes de control biolégico nativos, ya que se encuentran adaptados
a las condiciones edafoclimaticas de la zona en donde seran aplicados y, en
consecuencia, expresan de manera satisfactoria diversos mecanismos de accion

frente a fitopatdgenos (Mitidieri,1988).

De acuerdo con la identificacion morfolégica y molecular la cepa Cut-B corresponde
a Trichoderma asperellum, en medio de cultivo PDA present6 conidios de 4.3-1.5
Mm (2.6 ym promedio) de largo x 3.3-1.2 ym (2.1 um en promedio) de ancho y
fidlides de 18.1-3.6 ym (9.2 ym en promedio) de largo, 2.7-1.2 ym (1.9 um en
promedio) de grosor en la parte media y 2.1-0.6 ym (1.6 um en promedio) en la
base, lo cual coincide con lo reportado por Barnet y Hunter (1998) para el género
Trichoderma. En lo que respecta a las caracteristicas de la especie Samuels et al.
(1999) reportan que presenta conidios con estructuracasi simétrica de 3.7-6.0x 3.0-
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5.0 ym (3.3 ym en promedio) de ancho y fialides de 7.0-11.5 ym (8.4 um en
promedio) de largo, 3.0-5.5 ym (3.4 um en promedio) en la parte media y 2.0-3.5
Mm (2.2 um en promedio) en la base; aunque en el presente estudio, las medidas
morfoldgicas difieren, es importante considerar que a pesar las inexactitudes que
puedan tener las claves taxonOmicas, estas representan la base primaria de
identificacion (Martinez et al., 2015). En este sentido, es importante sefialar que la
caracterizacion de las especies de Trichoderma basada en caracteristicas
morfolégicas es influida por la plasticidad de caracteres, siendo insuficiente para
una correcta identificacion y haciendo necesaria la realizacion de estudios
moleculares para tener un diagndstico con mayor certeza taxonémica (Hermosa et

al., 2000), lo cual se realiz6 en el presente estudio.

En lo que respecta a la efectividad de las especies de Trichoderma como agentes
de control bioldgico, es importante enfatizar que esto depende de la cepa, mas que
de la especie; no obstante, entre las mas estudiadas se encuentran T. asperellum y
T. harzianum (Duarte-Leal et al., 2018; Hajieghrari et al., 2008). Por otra parte,
Ceballos (2019) sefala que la eficiencia de este agente de control biolégico varia

de una regién a otra de acuerdo a sus condiciones ambientales.

En México se han desarrollado estudios relacionados con el potencial de T.
asperellum frente a diversos patégenos; por ejemplo, Ceballos et al. (2022)
demostr6 que bajo condiciones in vitro, el antagonista es efectivo contra patégenos
de suelo como Fusarium oxysporum, Rhizoctonia solani y Macrophomina
phaseolina, debido a que existe una disminucion en el crecimiento en 60 % a 83 %
con respecto al testigo. Por su parte, Lopez et al. (2015) reportan que T. asperellum
es efectiva frente a Phymatotrichopsis omnivora (agente causal de la pudricién
texana) ya que al enfrentar por medio de cultivos duales al patdgeno y antagonista,
este mostro tener una alta capacidad antagonica al presentar las clases 1y 2 de
antagonismo contra el patégeno de acuerdo con la escala de Baker & Cook (1974),
utilizada por Bell et al. (1982). En otros estudios como los realizados por Garcia-
Nufiez et al. (2017) la cepa TX8 aislada de la zona horticola del Valle de Toluca e
identificada como T. asperellum, present6 un alto porcentaje de biocontrol frente a
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P. infestans y Sclerotinia sp., ejerciendo en pruebas de confrontacion in vitro de
antagonistas contra patdégenos; un 98 y 88 % de biocontrol, respectivamente. En
otros patdégenos como B. cinerea, R. solani, M. phaseolina y P. omnivora, Guigon-
Lépez et al. (2010), evidenciaron mediante pruebas de antagonismo in vitro por
medio de cultivos duales, que las cepas de T. asperellum, TC74, T341 y T359,
desarrollaron la mayor tasa de crecimiento y mostraron la mayor capacidad
antagonica in vitro contra los patdégenos ya mencionados, como resultado de un

sobrecrecimiento del antagonista.

En los bioensayos de competencia bajo condiciones in vitro, la cepa Cut-B
establecié contacto micelial con B. cinerea, R. necatrix y V. dahliae entre 3-4 dias
(Figura 9) lo cual coincide con los resultados obtenidos por Alonso (2020) para el
caso de B. cinerea en donde se report6 un contacto de entre 3-4 dias con diferentes
cepas de Trichoderma, siendo estos diferentes en el caso de R. necatrix donde

dicha variable dependi6é de la cepa de Trichoderma utilizada.

En cuanto a la clasificacion de antagonismo, la confrontacion de B. cinerea y V.
dahliae se ubic6é en la clase 1 (Cuadro 2, Figura 10), lo que significa que el
antagonista crecié completamente sobre el patdgeno; resultados que coinciden con
lo reportado por Alonso (2020) donde las cepas SS1, TA4 y TFR3 presentaron la
misma clasificacibn de antagonismo ante estos fitopatdgenos. Sin embargo, es
posible observar que para R. necatrix, los valores en escala de clasificacién en el
presente estudio son de 1.57, posicionandose en la clasificacion donde Trichoderma
spp. crecid sobre el fitopatdogeno 2/3 partes, valores que en contraste con Alonso
(2020), dicho patdgeno se posiciono en el valor 4 de la escala antes mencionada;
por otra parte, y en comparacion con otro fitopatdgeno, en el estado de Sinaloa,
México, Lopez et al. (2015), evaluaron por confrontacion dual aislamientos de
Trichoderma spp. contra P. omnivora, obteniendo que todas las cepas se
encontraron en las siguientes clases de antagonismo de acuerdo con la escala de
Baker & Cook (1974): clase 1, donde Trichoderma spp. crece completamente sobre

la colonia del patdégeno y cubre la superficie del medio de cultivo y clase 2, donde
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se indica que Trichoderma spp. crece al menos sobre las 2/3 partes de la superficie

del medio de cultivo.

Los porcentajes de efectividad bioldégica por efecto de competencia refieren un
porcentaje mayor contra R. necatrix, seguido de V. dahliae y B. cinerea, con un 88.6,
65.85 y 55.43 %, respectivamente (Figura 11). En cuanto al efecto de metabolitos
volétiles de Trichoderma spp., se presento efectividad biologica de 55.19 % para B.
cinerea, seguido de 34.4 % para R. necatrix y 31.6 % frente a V. dahliae (Figura 15);
sin embargo, por influencia de metabolitos no volatiles se observaron valores

inferiores al 30 % para los tres patdégenos (Figura 20).

La evaluacion de la efectividad biologica resulta importante al considerar que
autores como Hernandez-Melchor et al. (2019), mencionan que es necesario
fortalecer la investigacion basica para identificar y evaluar metabolitos secundarios
derivados de las especies de Trichoderma, y a la vez, enfocar ensayos tanto in vitro
como in vivo para evaluar su efectividad biolégica en plantas bajo diferentes
condiciones permitiendo validarlos al momento de aplicarlos en ensayos en

condiciones de campo.
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9. CONCLUSIONES
Se aisld a la cepa Cut-B, que de acuerdo con la identificacibn morfolégica y

molecular corresponde a Trichoderma asperellum.

En el mecanismo de accion por competencia la efectividad biolégica obtenida
por dicho mecanismo de accion dependi6 del fitopatégeno evaluado, alcanzando
los mejores resultados con un 88.6% con R. necatrix, seguido de V. dahliae con
66.5% y B. cinerea con 55.43%.

El crecimiento de fitopatégenos se redujo como efecto de los metabolitos
volatiles de Cut-B y se mostré un mayor porcentaje de efectividad biologica para

B. cinerea con 55.19 %.

El efecto de metabolitos no volatiles de Cut-B frente a los patdbgenos mostrd
diferencias estadisticas significativas, destacando una mayor efectividad
biol6gica con B. cinerea en un 28.27%, continuo de un 10.48% para V. dahliae

y un 2.24% para R. necatrix.

De acuerdo con los resultados obtenidos, solo fue posible visualizar
micoparasitismo de la cepa Cut-B sobre B. cinerea, observando que Cut-B se
adhirio al micelio de B. cinerea y ademas mostré penetracion a través de

haustorios y enrollamiento del micelio.

De este modo, se ha podido establecer que la efectividad biolégica de la cepa
Cut-B fue mayor para el patégeno B. cinerea.
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