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RESUMEN

En México, el Estado de México representa el principal productor de Rosa sp. en el pais. Las mayores producciones en el
cultivo se localizan en la regidn sur del estado que incluye los municipios de Tenancingo, Villa Guerrero y Coatepec Harinas.
Sin embargo, la produccion de este cultivo se encuentra afectada por la incidencia de Rosellinia necatrix Prill, agente causal
de la pudricién blanca de la raiz. El presente trabajo se realiz6 con el objetivo de determinar el efecto antagdnico de cepas
nativas de Trichoderma spp. contra el hongo fitopatégeno R. necatrix en el cultivo de la rosa, en la regidn sur del Estado
de México. Se realizé la seleccion de los cultivos monospdricos del hongo a partir de las cepas nativas obtenidas en las
muestras de suelo. Se logrd la identificacion morfoldgica y molecular de las cepas nativas, y establecer los mecanismos
de accidn in vitro. Se obtuvieron dos cepas nativas Trichoderma tomentosum (SS1-6) y Trichoderma barbatum (SS2-5). Los
mecanismos de antagonismos evidenciados en ambas cepas fueron competencia, antibiosis por metabolitos volatiles
y difusibles. El micoparasitismo sélo se observd en la cepa nativa SS1-6. La cepa SS1-6 obtuvo el mayor porcentaje de
inhibicion (89 %) respecto a la cepa SS2-5. El efecto de los metabolitos volatiles con actividad antifliingica secretados se
evidencid en las 2 cepas (SS1-6 y SS2-5). Ambas cepas mostraron ser promisorias para su utilizacidn en el control biol6gico
de R. necatrix en el cultivo de la rosa en la region sur del Estado de México.
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Antagonistic effect of native strains of Trichoderma spp. against the
phytopathogenic fungus Rosellinia necatrix in Mexico

ABSTRACT

In Mexico, Mexico State represents the main producer of Rosa sp. in the country. The largest productions in the crop are
located in the southern region of the state, which includes the municipalities of Tenancingo, Villa Guerrero, and Coatepec
Harinas. However, the production of this crop is affected by the incidence of Rosellinia necatrix Prill, the causal agent of
white root rot. The present work was carried out to determine the antagonistic effect of native strains of Trichoderma spp.
against the phytopathogenic fungus R. necatrix in rose cultivation, in the southern region of the Mexico State. The selection
of the monosporic cultures of the fungus was made from the native strains obtained in the collected soil samples. Morpho-
logical and molecular identification of the native strains was achieved and in vitro mechanisms of action. Two native
strains Trichoderma tomentosum (SS1-6) and Trichoderma barbatum (SS2-5) were obtained. The antagonism mechanisms
evidenced in both strains were competition, antibiosis by volatile and diffusible metabolites. Mycoparasitism was only
observed in the native strain SS1-6. The SS1-6 strain obtained the highest percentage of inhibition (89 %) concerning the
S$S2-5 strain. The effect of volatile metabolites with secreted antifungal activity was evidenced in both strains (SS1-6 and
$S2-5). Both strains showed promise for their use in the biological control of R. necatrix in rose cultivation in the southern
region of Mexico State.
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INTRODUCCION

El cultivo de Rosa sp. representa uno de los princi-
pales ornamentales que exporta México. El Estado de
México constituye el principal productor de Rosa sp.
en el pais (SIAVI 2019). Las mayores producciones en
el cultivo se localizan en la region sur del estado, que
incluye los municipios de Tenancingo, Villa Guerrero
y Coatepec Harinas (SIAP 2018). Sin embargo, la
produccion de este cultivo se encuentra afectada
por la incidencia de una serie de fitopatdgenos
en los que se encuentra a Rosellinia necatrix Prill
(=Dematophora necatrix (Hart.) Berl.), agente causal
de la pudricidn blanca de la raiz (Garcia-Velasco et
al. 2012, 2017).

Rosellinia sp. constituye un parasito facultativo con
un amplio rango de hospederos (Garcia et al. 2005).
En alrededor de 170 especies, 63 géneros y 30 familias
se ha demostrado sus dafios. El patégeno afectaaun
gran nimero de especies lefiosas y semilefiosas. Se ha
encontrado en bulbos y rizomas, pero principalmente
en arboles frutales, forestales y plantas ornamentales
(Pérez-Jiménez 2006).

Los principales sintomas ocasionados por la enfer-
medad se presentan en manchones, sobre todo en
zonas del suelo con exceso de humedad. Por otra
parte, en el suelo se observan raices invadidas por
cordones miceliales blanco algodonoso que se tornan
a negro cuando envejece. En la parte aérea las plantas
presentan escaso follaje y muerte de ramas. Las hojas
muertas pueden permanecer adheridas a las ramas
durante largos periodos de tiempo. Sin embargo, en
algunas plantas que se encuentran infectadas no se
observan sintomas visuales en la parte area. Esto
se debe a que la sintomatologia de la enfermedad
depende de la edad fisioldgica de la plantay de la
severidad de la enfermedad (Garcia-Velasco et al.
2012).

El principal método de manejo que se utiliza para la
pudricion blanca de la raiz lo constituye el control
quimico. El mismo consiste en realizar aplicaciones
preventivas con bromuro de metilo en el suelo.
Ademas, cuando aparecen los primeros sintomas
en las plantas se recomienda efectuar aplicaciones
de fungicidas sintéticos (Garcia-Velasco et al. 2017,
Alonso-Bahena et al. 2018).

El control de esta enfermedad con el uso de agroqui-
micos resulta costoso y causa serios dafios al medio
ambiente. Por otro lado, varios autores plantean
que este método de control no brinda resultados
satisfactorios, por la aparicion de resistencia en el
patogeno (Schirawskiy Perlin 2018, Stringlis et al.
2018, Companioni-Gonzalez et al. 2019). Por ello, la
utilizacion de microorganismos para el manejo de
plagas y enfermedades constituye una alternativa
viable para asegurar la produccién en el cultivo de
forma sana.

Los microorganismos antagonistas se encuentran en
el suelo de forma natural y ofrecen varios beneficios
para las plantas. Trichoderma se considera como uno
de los antagonistas de hongos fitopatégenos mas
utilizado en la agricultura moderna sustentable
(Youseff et al. 2016, Pineda-Insuasti et al. 2017). Sin
embargo, esta capacidad como antagonista es alta-
mente variable. Seguin Mihuta-Grimm y Rowe (1986)
de 255 aislamientos obtenidos de diferentes lugares,
sélo el 15 % fue efectivo en el control de Rhizoctonia.
En este mismo sentido, Arcia (1995) planted que
las cepas nativas de un lugar son mas efectivas
que las importadas. Martinez-Bolafios et al. (2008)
mostraron que la capacidad antagonista depende de
la especificidad de la cepay de sus modos de accion.

Por lo tanto, el éxito en la formulacién y comer-
cializacion de biopreparados fungicos mediante
la industria biotecnoldgica para su aplicacion en
la agricultura requiere de estudios previos en la
seleccidon de aislamientos promisorios para el
control y del conocimiento de los mecanismos de
accion relacionados con dicho control (Pineda-
Insuasti et al. 2017).

El presente trabajo se realiz6é con el objetivo de
determinar el efecto antagdnico de cepas nativas
de Trichoderma spp. contra el hongo fitopatégeno
R. necatrix en el cultivo de la rosa, en la region sur
del Estado de México.

MATERIALES Y METODOS

La investigacion se desarroll6 en el laboratorio de
Fitopatologia, Centro Universitario Tenancingo,
Universidad Autdonoma del Estado de México, México.
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Colecta de muestras de suelo para el aislamiento
de cepas nativas de Trichoderma spp.

Se realiz6 la colecta de muestras de suelo en un
bosque de encino deteriorado de San Simonito,
Tenancingo, Estado de México, México. Las muestras
de suelo se tomaron segun la técnica descrita por
Guigdn-Lopez et al. (2004). Para ello se seleccionaron
cinco puntos de muestreo. En la parte de la rizésfera,
a una profundidad de 20 cm se tom6 una muestra
que contenia 200 g de suelo; y en total por los
cinco puntos muestreados se colect6 1 kg de suelo.
Todas las muestras colectadas se homogenizaron
y después se tomo una muestra de 10 g de suelo.
Se afiadi6 un volumen de 90 mL de agua destilada
estéril y se agité durante 20 minutos en una placa
de agitacion Cimarec®. Posterior a este proceso, se
realiz6 una dilucidn seriada (5 x 1:9 mL). En las tres
ultimas diluciones se tomd 1 mL, y se afiadid en el
medio de cultivo selectivo para Trichoderma spp.
(Askew y Lang 1993).

Cada una de las siembras se incubé a 28 + 2 °C, 56
umol-m2-s? de intensidad luminosa, y con un foto-
periodo de 12 h luz:12 h oscuridad. Se realizaron
observaciones de forma diaria para determinar la
presencia de crecimiento micelial de Trichoderma
spp. Las colonias de este género crecen de forma
rapida, y presentan un micelio aéreo hialino algo-
donoso, segln la cepa y el medio de cultivo. Por el
reverso de la caja Petri se pueden observar diversas
tonalidades de color: amarillo, ambar, rojizo opaco o
amarillo verdoso. Ademas, estas colonias desprenden
un olor caracteristico del género, similar a coco
o alcanfor (Gams y Bissett 2002). A partir de las
caracteristicas observadas en el crecimiento de las
colonias del hongo, se seleccionaron muestrasy se
realizaron preparaciones para su observacion en un
microscopio Carl Zeiss®. Se corroboraron con la clave
taxondmica descrita por Barnett y Hunter (1998) y
literatura especializada (Gams y Bissett 2002).

Obtencion de cultivos monosporicos en las cepas
nativas de Trichoderma spp.

Se realizaron cultivos monospoéricos a partir de
las cepas nativas obtenidas en las muestras de
suelo colectadas. Después de los siete dias de la
incubacion y crecimiento del hongo antagonista se
realizé el cultivo monospérico. En una colonia del

hongo se afiadieron 15 mL de agua destilada estéril
y con ayuda de un asa de inoculacion se dispersaron
las esporas del hongo. Seguidamente, se tomd 1 mL
de la suspension de esporas del antagonista; y se
transfirié a un tubo de cultivo que contenia 9 mL de
agua destilada estéril.

A partir de esta dilucidn se realizaron diluciones
seriadas (6 x 1:9 mL); y de cada tubo de cultivo se
tomd 1 mL de la dilucién; y se inocularon en una
placa de Petri que contenia medio de cultivo agar
papa dextrosa (PDA). El cultivo del hongo se incubd
durante dos semanas en las condiciones descritas
con anterioridad. Cada 24 h se realizaron las observa-
ciones visuales en el crecimiento micelial de las cepas
nativas. Seguido de la observacion del crecimiento
micelial del hongo; se procedié a la inoculacion de
seis colonias monospdricas de mayor tamafio a una
nueva placa Petri que contenia medio de cultivo PDA.
Después del proceso de inoculacién, cada 24 h se
procedio a trazar el crecimiento radial del hongo hasta
que al menos una cubrié por completo el cultivo del
antagonista en la placa Petri. Se determiné el area de
crecimiento micelial del hongo mediante el programa
ImageJ 1.43 (Schneider et al. 2012).

Los datos se analizaron mediante una regresion lineal
simple con el programa InfoStat (Di Rienzo et al. 2017).
Por otro lado, en cada cultivo monosporico del anta-
gonista se determind la concentracion de esporas del
hongo. El conteo de esporas se realizé6 mediante una
camara de Neubauer (Celeromics, Valencia, Espafia).
La seleccion de los cultivos monospéricos del hongo
se realiz6 teniendo en cuenta los mayores valores en
el area de crecimiento micelial y la concentracion de
esporas del hongo antagonista en las cepas nativas.

Identificacion morfologica del género de las cepas
nativas

La identificacion morfoldgica del género de las cepas
nativas se realizé mediante la clave taxondmica
descrita por Gamsy Bissett (2002). Para ello se utilizé
la técnica de microcultivos del hongo (Ramirez et al.
2015). Se colocé en el interior de una caja Petri un
papel absorbente y un triangulo de aluminio. Por
Gltimo; se colocd un porta objeto y un disco de 8 mm
de didmetro de medio de cultivo PDA.

Luego, se inoculd en uno de los extremos del
disco del medio de cultivo PDA la cepa nativa del
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antagonista. Se afiadi6 agua glicerinada al 5 % en el
papel absorbente; y se procedié a laincubacion de los
microcultivos para ambas cepas nativas. Las observa-
ciones en el crecimiento micelial de los microcultivos
se realizaron de forma diaria.

Tres dias después del proceso de inoculacion e incu-
bacion del hongo se procedid a separar de forma
cuidadosa el porta objeto, con el interés de no dafiar
el desarrollo del hongo adherido a la superficie del
porta objeto. Por otro lado, se colocd la muestra en un
portaobjetos con azul de algoddn; y se observaron en
un microscopio Carl Zeiss®; con el objetivo de realizar
la identificacion morfoldgica del género de las cepas
nativas.

Identificacion molecular de las especies de las
cepas nativas de Trichoderma spp.

Las cepas nativas obtenidas SS1-6 y SS2-5 se culti-
varon en medio de cultivo PDA. Luego de siete dias
de incubacién se tomd una pequefia porcion del
crecimiento micelial del hongo en ambas cepas
nativas. Se procedid al proceso de extraccion del
acido desoxirribonucleico (ADN) mediante el kit
de extraccion AxyPrep™ Multisource Genomic
DNA Miniprep Axygen®. Se usaron los cebadores
universales ITS4: TCCTCCGCTTATTGATATGC e ITS5:
GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG (White et al. 1990)
para la amplificacion mediante PCR de las regiones
internas ITS4 e ITS5 de los genes 185-5.8S y 5.85-28S.

Las reacciones de amplificacion se llevaron a cabo en
un termociclador profesional estandar, Biometra®,
Alemania. La mezcla de amplificacion estuvo
compuesta por Taq DNA Buffer PCR 1X; MgCl, 0,75
mM; dNTP’s 0,2 mM; Platinum Taq DNA polymerase 1U
(Invitrogen , USA); 10 uM de cada cebador (ITS4-ITS5) y
80 ng de ADN total, en un volumen final de 25 pL para
cada reaccion.

El programa de amplificacion consistié en una fase
de desnaturalizacion inicial con temperatura de 96 °C
durante 3 minutos. Luego, una fase de 35 ciclos con
temperaturas de: 95 °C durante 30 segundos; 55 °C por
30segundosy 72 °C durante 45 segundos. Seguida de
una fase de extension final con temperatura de 72 °C
por 4 minutos.

Los productos de amplificacion se verificaron mediante
electroforesis en geles de agarosa al 2 %. La tincion
se realiz6 con bromuro de etidio (5 mg:L*) y los geles

se visualizaron en un fotodocumentador Gel Doc,
Bio-Rad®, USA.

Los productos amplificados fueron secuenciados en
ambas direcciones (5’ > 3 ‘y 3’> 5’) por la compafiia
Macrogen, en Corea. 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
del Centro Nacional de Informacién Biotecnoldgica
(NCBI 2019).

Determinacion de los mecanismos de accion in vitro
de Trichoderma spp. contra el hongo fitopatégeno
R. necatrix

Cepas patogénicas

En la experimentacion se utilizo la cepa patogénica
de R. necatrix (VG2GR) procedente del cepario del
Laboratorio de Fitopatologia del Centro Universitarios
de Tenancingo, Universidad Auténoma del Estado
de México, México. La misma se aislé de plantas
enfermas en el cultivo de Rosa sp., en el municipio
de Tenancingo, Estado de México, México. La cepa
patogénica de R. necatrix (VG2GR); y las cepas nativas
de Trichoderma spp. (§51-6 y SS2-5) se sembraron
en medio de cultivo PDA. Después de siete dias del
proceso de crecimiento e incubacién de los hongos
descritos se procedio a realizar los siguientes ensayos
de mecanismos de accion in vitro de Trichoderma spp.
contra R. necatrix.

Competencia

La competencia entre los microorganismos
(patdogeno-antagonista) se determind mediante
cultivos duales en cajas Petri que contenian medio
de cultivo PDA (Bell et al. 1982). Para ello, se tomaron
discos de 8 mm de didametro en ambos hongos
(patégeno-antagonista). Estos se sembraron en los
extremos de la caja Petri a una separacion de 6 cm
entre ellos. Luego se incubaron segun las condiciones
mencionadas.

Las observaciones en el crecimiento de ambos
grupos de microorganismos se realizaron de forma
diaria. Alos quince dias después del proceso de incu-
bacién se determind la clasificacién de antagonismo
por medio del pictograma propuesto por Bell et al.
(1982), modificado por Ruiz (2011). Se trazé el area de
crecimiento micelial del patégeno para determinar el
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area de inhibicidn del crecimiento antagonico. Para
ello se tomaron imagenes del reverso de la caja de
Petri; y se utiliz6 el programa ImageJ 1.43 (Schneider
et al. 2012).

Antibiosis por metabolitos volatiles

El efecto de los metabolitos volatiles con actividad
antifingica secretados por las cepas nativas de
Trichoderma spp. se determind mediante la técnica de
cajas Petri superpuestas (Allori et al. 2014). Para ello
se sembraron disco de 8 mm de didmetro de ambos
grupos de hongos de forma independiente en cajas de
Petri. Se confrontaron ambos grupos de microorga-
nismos donde se acercaron las dos bases de las cajas
Petriinoculadas con los hongos, separadas con papel
celofan estéril. Luego, se sellaron e incubaron en las
condiciones descritas. Cada 24 h, después del proceso
de incubacion se determind el area de crecimiento
micelial del patégeno mediante el programa ImageJ
1.43 (Schneider et al. 2012).

Antibiosis por metabolitos difusibles

El efecto de los metabolitos difusibles con actividad
antifingica secretados por las cepas nativas de
Trichoderma spp. se determind mediante la técnica de
papel celofan (Dennise y Webster 1971). Esta consistid
en colocar el papel celofan estéril sobre el medio
de cultivo PDA. Posterior a ello, se coloco encima
un disco de 8 mm de diametro de la cepa nativa de
Trichoderma spp. a ensayar en la prueba de antibiosis
y se incubaron en las condiciones mencionadas con
anterioridad. Luego de 48 h, se elimind el papel
celofan que contenia el disco del hongo antagonista
y se procedi6 a inocular a R. necatrix. La incubacion
del cultivo de los hongos se realizé en las condi-
ciones descritas. Cada 24 h, después del proceso
de incubacion se determin el drea de crecimiento
micelial del patégeno mediante el programa ImageJ
1.43 (Schneider et al. 2012).

Micoparasitismo

Para determinar el micoparasitismo de las cepas
nativas de Trichoderma spp. sobre el patdgeno se
utilizé la técnica de microcultivos (Ramirez et al.
2015). A las 72 h del proceso de inoculacion e incu-
bacion de ambos hongos (patégeno-antagonista)
en el interior de la placa Petri se tomaron imagenes

mediante una camara fotografica (CANON) integrada
a un microscopio Carl Zeiss®.

Se consideré como micoparasitismo cuando el
micelio de las cepas del antagonista se encontrd
en contacto o adherido al micelio del patégeno, en
enrollamiento, en lisis de las paredes celulares del
patégeno y/o haustorios del hongo antagonista en
las hifas del patégeno (Howell 2003).

Disefio experimental y analisis estadistico

En toda la experimentacion se utilizé un disefio
completo al azar, donde cada tratamiento incluyé
siete repeticiones. En el procesamiento estadistico
de los datos se utilizo el utilitario estadistico InfoStat
(Di Rienzo et al. 2017). En la generalidad de los expe-
rimentos se realizaron pruebas paramétricas: ANOVA
y LSD. La probabilidad maxima de cometer error de
tipo | fue 0,05.

RESULTADOS Y DISCUSION

Obtencion de cultivos monosporicos en las cepas
nativas de Trichoderma spp.

En las muestras de suelo colectadas se encontraron
dos cepas nativas (SS1y SS2) de Trichoderma spp.
En la cepa nativa SS1 se selecciond el cultivo monos-
porico SS1-6 como el cultivo que presentd la mayor
area de crecimiento micelial (13,992 cm?) y mayor
concentracién de esporas (3,1 x 107 conidios'mL?)
con marcadas diferencias significativas respecto al
resto de los cultivos monosporicos obtenidos en la
cepa SS1.

Sin embargo, en la cepa SS2 se selecciond el cultivo
monospdrico SS2-5. El cual mostrd la mayor concentra-
cién de esporas (2,8 x 10° conidios'mL?) y 10,481 cm2en
su area de crecimiento micelial del hongo antagonista;
con diferencias significativas con el resto de los cultivos
obtenidos en la cepa SS2 (Cuadro 1).

Por otro lado, de forma visual se observaron diferen-
cias cualitativas en el crecimiento micelial en ambas
cepas crecidas en el medio de cultivo PDA. En la cepa
SS1-6 se observd la presencia de colonias con micelio
blanco algodonoso y compacto a medida de la edad
del cultivo del hongo; y la presencia de tonalidades
verdosas con apariencia de anillos concéntricos como
resultado de la produccion de conidios (Figura 1-A).
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Cuadro 1.- Determinacién del drea de crecimiento y la concentracion de esporas del hongo antagonista
en las cepas nativas de Trichoderma spp.

Cultivos monospéricos de Area del crecimiento Concentracion de esporas del
las cepas nativas micelial del antagonista (cm?) antagonista (conidios-mL")
$51-1 10,915 2,2x 107
$S1-2 11,456 3,2x107
SS1-3 13,544 1,8x 107
SS1-4 13,328 2,6 x 107
SS1-5 11,108 1,3x 107
SS1-6* 13,992 3,1x107
§S2-1 10,677 1,7x10°
5S2-2 10,488 1,5x 108
$S2-3 10,447 1,8x 106
$S2-4 10,473 2,2x 108
$S2-5* 10,481 2,8x 108
$S2-6 11,106 2,1x10°

* cultivos monospéricos seleccionados en las cepas nativas de Trichoderma spp.

Figura 1. Cultivo monospérico de la cepa nativa de Trichoderma spp. SS1-6. A: anverso de la placa; B: reverso de la placa
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Figura 2. Cultivo monospdrico de la cepa nativa de Trichoderma spp. SS2-5. A: anverso de la placa; B: reverso de la placa

Ademas, se aprecid una pigmentacion amarillenta
(Figura 1-B). Sin embargo, en la cepa SS2-5 se observo
un crecimiento micelial en forma de anillos concén-
tricosy grumos donde se agrupan los conidios (Figura
2-A) y una pigmentacion blanca (Figura 2-B).

En este sentido, Ibarra-Medina et al. (2010) con el
interés de obtener microorganismos potenciales para
el control de Sclerotinia sclerotiorumy Sclerotinia minor
realizaron el aislamiento de cepas de Trichoderma a
partir de muestras de suelo. Mediante la técnica de
trampas con esclerocios obtuvieron setenta y un
aislados fingicos de Trichoderma. Seguidamente,
evaluaron su capacidad micoparasitica sobre el
micelio; y esclerocios de ambos patégenos.

Por otro lado, Samaniego-Fernandez et al. (2018)
describen el uso de trampas a base de arroz cocido
o de forma directa en el medio de cultivo PDA para
el aislamiento, identificacion y evaluacion de cepas
autdctonas de Trichoderma spp. Para ello determi-
naron el crecimiento lineal diario (radios de las colonias),
la velocidad de crecimiento y el porcentaje de inhibicion
del crecimiento radial de los antagonistas. Las cepas
autdctonas de Trichoderma aisladas e identificadas
fueron Trichoderma 2T-aislado, T. harzianum 6(A-53)2
y T. viride 4(TS-3)1. Trichoderma 2T-aislado resulto el

antagonista in vitro mas eficiente contra los hongos
fitopatdgenos Rhizoctonia solani Kiihn, Fusarium spp.
y Sclerotium rolfsii Sacc. Seguida de T. viride 4(TS-3)1
(biocontrolador de R. solani 'y S. rolfsii; y con menor
capacidad antagdnica contra Fusarium spp.) y T.
harzianum 6(A-53)2.

Mientras que Herrera-Jiménez et al. (2018) obtuvieron
un aislamiento de T. tomentosum a partir de raices de
plantas de maiz; el cual mostré efecto de estimulacion
del crecimiento en el cultivo.

Identificacion morfoldgica del género de las cepas
nativas

Las caracteristicas encontradas en ambas cepas nativas
(SS1-6 y SS2-5) corresponden con las planteadas por
otros autores para el género Trichoderma spp. En
ambas cepas se observaron las siguientes caracteris-
ticas morfoldgicas: micelio septado con pigmentacion
de color verde; conididforos ramificados; fialides en
forma de botella y verticiladas; y conidios ovalados de
color verde (Figura3 Ay B).

En la cepa nativa SS1-6 se obtuvo que los conidios
resultaron en promedio 0,232 pum de largo y 0,161 um
de ancho. El largo de las fidlides fue de 1,263 um, con
una base de 0,124 um. Por otro lado, los conidios en
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Figura 3. Identificacién morfoldgica de las cepas nativas de Trichoderma spp. Micelio septado (m), conidi6foros (cn), fidlides (f) y
conidios (c). (A) Cepa nativa SS1-6 y (B) cepa nativa SS2-5, 100x.

la cepa SS2-5 midieron en promedio 0,31 pm de largo
y 0,149 um de ancho. Las fialides 0,787 um de largo
y 0,250 um en su base (Cuadro 2). Guigbon-Lopez
et al. (2010) determinaron que seis cepas nativas
seleccionadas morfolégicamente fueron similares
a T. harzionumy a T. viride. Las cepas nativas TC74,
TC74M y T341 desarrollaron colonias cuyas caracte-
risticas, en conjunto con el patréon de ramificacion
y morfologia de los conidiéforos, color y forma de
los conidios fueron similares a las caracteristicas
de T. harzianum. Mientras que las cepas T359y T479
mostraron caracteristicas similares a las descritas
para T. viride.

Identificacion molecular de las cepas nativas de
Trichoderma spp. a nivel de especie

Las secuencias de nucledtidos obtenidasy alineadas
mediante la base de datos GenBank (NCBI 2019)
mostraron que las cepas nativas obtenidas perte-
necen a dos especies del género Trichoderma spp.
La cepa SS1-6 se alined con el aislamiento con
nimero de acceso KR995108.1 correspondiente a
T. tomentosum Bissett. La cepa SS2-5 se alined con
el aislamiento con el cddigo de acceso MH863657.1
con 100 % correspondiente a T. barbatum Samuels
(Cuadro 3). En la actualidad existen alrededor de 348
especies de este género (COL 2018). Sin embargo, su

Cuadro 2.- Identificacion morfolégica de las cepas nativas de Trichoderma spp.

Conidios
Cepas nativas Largo (pm) Ancho (pm)
Maximo Minimo X* Maximo Minimo X*
SS1-6 0,35 0,09 0,232 0,24 0,04 0,161
$S2-5 0,65 0,12 0,31 0,36 0,06 0,149
Fidlides
Cepas nativas Largo (pm) Bases (pm)
Maximo Minimo X* Maximo Minimo X*
SS1-6 1,76 0,86 1,263 0,25 0,06 0,124
552-5 1,84 0,3 0,787 0,79 0,08 0,25

* promedio de 30 estructuras de las cepas nativas de Trichoderma spp
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Cuadro 3.- Identificacién molecular de las cepas nativas de Trichoderma spp., alineadas con especies mantenidas en el GenBank.

Datos de las accesiones

Cepas Nucleotidos Especies Namerode  Similitud .
nativas Cebadores (1) identificadas acceso GenBank (%) Hospedero Origen
| sustrato geografico
ITS4 571 T. tomentosum KR995108.1 100 Coleccion Lituania
SS1-6
ITS5 571 T. tomentosum KR995108.1 100 - -
ITS4 574 T. barbatum MH863657.1 99,83 F raiz de Michigan USA
ragaria sp.
SS2-5
ITS5 573 T. barbatum MH863657.1 100 - -

utilizacion como agentes para el control bioldgico de
enfermedades se limitan para pocas especies entre
ellas encontramos: T. harzianum, T. asperellum, T.
viridae, T. hamantum, T. reesei y T. koningii (Martinez
et al. 2013, Duarte-Leal et al. 2018).

En la actualidad se encuentran pocos estudios rela-
cionados con el uso de las especies T. tomentosum
y T. barbatum como agentes bioldgicos en plantas.
Herrera-Jiménez et al. (2018) compararon el efecto
de dos cepas de Trichoderma (T. tomentosum:
EMMFRS1C2y T. harzianum: MichV6S3C2) productoras
de indol con respecto a la aplicacion de dos fitohor-
monas exogenas IAA (acido indolacético) e IBA (acido
indol-3-butirico) en el crecimiento de plantas de maiz.
Segun los parametros evaluados tales como altura,
longitud de la raiz, area de la hoja, raiz, tallo y peso
seco total, las mejores respuestas de crecimiento en
las plantas se lograron en las plantas inoculadas con
conidios de las cepas de T. tomentosum (EMMFRS1C2)
y T. harzianum (MichV6S3C2). En otro estudio realizado
por Hicks et al. (2014) demostraron que T. barbatum
inhibe la enfermedad causada por Rhizoctonia en el
cultivo de papa (Solanum tuberosum Bert. ex Walp.)
en condiciones controladas. A su vez promueve el
crecimiento y desarrollo de las plantas.

Determinacion de los mecanismos de accion in vitro
de Trichoderma spp. contra el hongo fitopatéogeno
R. necatrix

Competencia

En el crecimiento antagénico de las cepas nativas de
Trichoderma spp. en el cultivo dual con R. necatrix se
observo que ambas cepas (SS1-6 y SS2-5) lograron su

primer contacto con el patégeno a partir del tercery
cuarto dia, después del proceso de inoculacién e incu-
bacion del cultivo dual. No se observaron diferencias
significativas entre ambos tratamientos (Figura 4).

Sin embargo, segun la clasificacion de antagonismo
descrito por Ruiz (2011), la cepa SS1-6 se clasifica en
la clase 1, con marcadas diferencias respecto a la cepa
SS2-5. Por otra parte, en la cepa SS1-6 se obtuvieron los
mayores valores en el drea de interseccion del hongo
antagonista (5,51 cm?). Se logré la menor area de creci-
miento micelial del patégeno (5,51 cm?) y un porcentaje
de inhibicidn de 89 %, con diferencias significativas en
relacion a la cepa SS2-5y con el tratamiento control
(Cuadro 4).

Figura 4. Crecimiento antagénico de las cepas nativas de
Trichoderma spp. en el cultivo dual con Rosellinia
necatrix. Medias con letras iguales indican que no
existe diferencias estadisticamente significativas
(ANOVA, LSD: P>0,05).
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Cuadro 4.- Area de crecimiento micelial de Rosellinia necatrix en cultivos duales con Trichoderma
spp., después de 15 dias de inoculacién de ambos microorganismos.

. Clasificacion de
Cepas nativas

Area de

Area de crecimiento Inhibicion

antagonismo' interseccion (cm?)'  micelial (cm?)" (%)*

SS1-6 1a 551a 89,0

§S2-5 4,29b 15,27b 69,3
Testigo No aplica No aplica 49,81c No aplica

9: cifras con diferente literal indican diferencias estadisticas significativas. * respecto al testigo. Medias con
letras iguales indican que no existe diferencias estadisticamente significativas (ANOVA, LSD: P>0,05).

Trichoderma spp. presenta distintos mecanismos de
accion para ejercer su antagonismo. Lo cual depende
de las caracteristicas de la cepa, del patogeno;y
de las condiciones ambientales. Puede actuar por
medio de competencia, antibiosis, micoparasitismo,
induccion de resistencia sistémica y estimulacion de
crecimiento vegetal (Waghunde et al. 2016). En este
sentido, Alonso et al. (2018) aislaron cepas nativas de
Trichoderma spp., y probaron el efecto in vitro frente
a R. necatrix y Verticillium dahlia. Ambos, organismos
patégenos importantes en el cultivo de rosa (Rosa
spp.), en la region floricola del sur del Estado de
México. En dicho estudio determinaron el grado de
competencia por medio de cultivo dual y metabolitos
volatiles de las diferentes cepas de Trichoderma spp.
(SS1,SS2,y Cu-B).

Los resultados mostraron que las cepas SS1y Cu-Ben
el cultivo dual presentaron los mayores porcentajes
de inhibicion respecto a ambos agentes patogenos.
Sin embargo, en el efecto de metabolitos volatiles las
cepas SS2y Cu-B alcanzaron los mejores porcentajes
de inhibicion con respecto a los hongos fitopatdgenos
evaluados. Ello indic6 que las cepas de Trichoderma
presentan diferentes mecanismos de accién in
vitro. Estos resultados evidencian la importancia de
realizar estudios previos para la seleccion de la cepa
segln su especificidad y mecanismo de accion con
la finalidad de garantizar el éxito en la formulacion
y su posterior aplicacién en campo.

Por otro lado, Sanabria y Graboswski (2016) evaluaron
el efecto de aislados nativos de Trichoderma spp.
para el control del patégeno radicular Rosellinia
sp., en condiciones in vitro y ex vitro, en el cultivo
de macadamia (Macadamia integrifolia Maiden y

Betche). En condiciones in vitro los aislados nativos
de Trichoderma spp. obtenidos de diferentes parcelas
productoras de macadamia presentaron diferencias
en cuanto a la velocidad de crecimiento; el grado de
sobreposicion micelial; y su capacidad de inhibicién
de crecimiento in vitro de Rosellinia sp. Los aislados
seleccionados de Trichoderma spp. que presentaron
mayor potencial antagénico contra Rosellinia sp.
fueron: GS13, GS18, GS10, GS8, GS4, GS1, GS11, GS6,
GS19,GS2, GS15,GS9, GS14, GS12,GS7,GS4y GS3. La
inhibicidn en el crecimiento in vitro para este pato-
geno se logré en un intervalo de 42,8 a 80,2 %.

Antibiosis por metabolitos volatiles

El efecto de los metabolitos volatiles con actividad
antifingica secretados por las cepas nativas de
Trichoderma spp. se evidencié en ambas cepas
(SS1-6 y SS2-5) con marcadas diferencias respecto
al tratamiento control. El mayor porcentaje de inhi-
bicion se logré en la cepa SS2-5 (48,3 %) (Cuadro 5).

Cuadro 5.- Efecto de los metabolitos voldtiles con actividad
antiflingica secretados por las cepas nativas de
Trichoderma spp.

Cepas  Area de crecimiento micelial Inhibicién

nativas del patégeno (cm?)" (%)*
SS1-6 21,41a 45,7
§S2-5 20,36a 48,3
Testigo 39,4b No aplica

9: cifras con diferente literal indican diferencias estadisticas significati-
vas. * respecto al testigo. Medias con letras iguales indican que no existe
diferencias estadisticamente significativas (ANOVA, LSD: P>0,05).
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Qualhato et al. (2013) evaluaron el antagonismo y la
produccion de enzimas hidroliticas de cuatro especies
de Trichoderma contra varios patégenos de plantas
entre ellos: Fusarium solani, Rhizoctonia solani y
Sclerotinia sclerotiorum. Los resultaros mostraron que
las especies T. harzianumy T. asperellum fueron los
antagonistas mas efectivos contra los patégenos de
plantas probados.

Por otra parte, la mayoria de las especies de
Trichoderma probadas produjeron metabolitos vola-
tiles toxicos con efectos significativos en la inhibicion
del crecimiento y desarrollo de los patégenos vegetales
mencionados. Arjona-Girona et al. (2014) determi-
naron el efecto de metabolitos de diferentes cepas de
Trichoderma spp. sobre el crecimiento de R. necatrix,
agente causal de la pudricidn de la raiz blanca en el
aguacate. Los resultaron demostraron que los meta-
bolitos secundarios 6PP (6-pentyl-a-pyrone), cerino-
lactona (3-hidroxi-5-(6-isopropil-3-metilen-3,4,4a,5,
6,7,8,8a-octahidronaftalen-2-il) dihidrofuran-2-ona)
y T39 butendlido (4-hexa-2,4-dienil-3-(2-oxo-propil)-
5H-furan-2-ona) de la cepa T. atroviride presentaron
elevada efectividad contra R. necatrix inhibiendo entre
el 25y 91 % de crecimiento micelial del patégeno.

Antibiosis por metabolitos difusibles

El efecto de los metabolitos difusibles con acti-
vidad antifliingica secretados por las cepas nativas
de Trichoderma spp. no present6 diferencias entre
los tratamientos. Sin embargo, se obtuvo el mayor
porcentaje de inhibicion del patégeno en el trata-
miento donde se utilizd la cepa SS2-5 (13,4 %) con
diferencias marcada respecto a la cepa SS1-6. Por
otra parte, no se encontré efecto de los metabolitos
difusibles respecto al porcentaje de estimulacion en
las cepas nativas estudiadas (Cuadro 6).

Las propiedades antagonistas de este hongo se
basan en la activacion de multiples mecanismos que
también promueven la produccion de compuestos
y metabolitos especificos que funcionan como
factores de crecimiento vegetal, y mejoran su
resistencia sistémica frente a las enfermedades en
plantas (Hernandez-Melchor et al. 2019).

Micoparasitismo

El micoparasitismo del microorganismo antagonista
sobre R. necatrix se evidencio sélo en la cepa SS1-6.

Cuadro 6.- Efecto de los metabolitos difusibles con actividad
antifingica secretados por las cepas nativas de
Trichoderma spp.

Cepas Area de crecimiento Inhibicién Estimulacion

nativas micelial (cm?)" (%)* (%)
SS1-6 41,08a 3,54 0
$S2-5 36,89 134 0

Testigo 42.59a Noaplica  Noaplica

%: cifras con diferente literal indican diferencias estadisticas significati-
vas. * respecto al testigo. Medias con letras iguales indican que no existe
diferencias estadisticamente significativas (ANOVA, LSD: P>0,05).

El micelio de T. tomentosum (cepa SS1-6) se observd
enrollando el micelio del patégeno. Igualmente
se aprecio la lisis celular de R. necatrix (Figura 5).
Diferentes estudios indican que el proceso del
micoparasitismo constituye el principal mecanismo
antagonista mostrado por Trichoderma. Este inicia
cuando el hongo antagonista reconoce al hospe-
dador y se une a las hifas por apresorios. Luego,
degrada la pared celular secretando enzimas; en
especial la quitinasay la 3-1,3-glucanasas, celulasas,
proteasas y fosfatasas (Qualhato et al. 2013).

En los ensayos de confrontamiento Peldez-Alvarez
etal. (2016) mostraron la capacidad de T. asperellum
(T8a) para inhibir el crecimiento de Colletotrichum
gloeosporioides (ATCCMYA456) en un 91 %. Esto a
través de mecanismos micoparasiticos observando
un sobrecrecimiento en el hongo fitopatégeno por
la cepa T8a, evidenciando la capacidad antagonista
como alternativa promisoria de control de origen
microbiano contra el agente causal de la antracnosis

en el mango (de los Santos-Villalobos et al. 2013).

Martinez-Martinez et al. (2020), en las cepas T1y T2
de T. harzianum demostraron microscopicamente los
mecanismos de micoparasitismo sobre ocho cepas de
fitopatdgenos. Por lo general se observd enrrollamiento,
penetracion y vacuolizacion. El comportamiento mico-
parasitico observado en la cepa SS1-6 ha sido eviden-
ciado para el género Trichoderma (estado teleomorfo:
Hypocrea). Esta capacidad para micoparasitar mediante
la biosintesis de enzimas liticas se ha utilizado de forma
amplia para la proteccion de plantas contra diversas
enfermedades flngicas (Atanasova et al. 2013).

11 de 15



Vol. 71 AGRONOMIA TROPICAL 2021

Figura 5. Micoparasitismo de Trichoderma tomentosum en el patdgeno. (a) Micelio de T. tomentosum (SS1-
6) enrollando (E) al micelio de R. necatrix (Rn). (b) Lisis (L) del micelio de R. necatrix (B), 100x.

CONCLUSIONES

Se obtuvieron dos cepas nativas T. tomentosum (SS1-6)
y T. barbatum (SS2-5). Los mecanismos de antago-
nismos evidenciados por ambos antagonistas fueron
competencia, antibiosis por metabolitos volatiles y
difusibles. El micoparasitismo sélo se observo en la
cepa nativa SS1-6. Se obtuvo el mayor porcentaje de
inhibicion en la cepa SS1-6.

En ambas cepas se evidencio efecto de los metabo-
litos volatiles con actividad antiflngica secretados.
El efecto de los metabolitos difusibles con actividad
antifingica secretados por el antagonista se logrd
mayor porcentaje de inhibicion del patégeno con la
cepa SS2-5. Ambas cepas mostraron ser promisorias
para su utilizacion en el control de R. necatrix en el
cultivo de la rosa en la region sur del Estado de México.
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