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I1

Resumen

Las enfermedades causadas por hongos afectan numerosas especies vegetales. La
vid (Vitis vinifera) es atacada por diferentes hongos de la madera, los cuales disminuyen el
rendimiento y la longevidad de los vifedos. Entre las especies de hongos reportados como
patégenos de la vid se encuentran diferentes géneros de la familia Botryosphaeriaceae;
entre otros Lasiodiplodia, Eutypella, Botryosphaeria, Neofusicoccum y Diplodia. En la
actualidad no existen métodos de control para estas enfermedades que sean totalmente
eficaces. En las ultimas décadas se ha optado por utilizar agentes de control bioldgico. El
hongo Trichoderma spp. ha sido utilizado como biocontrol, debido a sus estrategias de
inhibicion altamente exitosas contra una amplia variedad de hongos fitopatégenos. En el
presente estudio se evalud la capacidad de las cepas nativas Trichoderma harzianum T3, T.
gamsii TS5 y T. gamsii T6 de inhibir 23 aislados de los géneros Lasiodiplodia, Botryosphaeria,
Neofusicoccum y Diplodia. Todas las cepas de Trichoderma actuaron como antagonistas de
los hongos patdgenos, inhibiendo o afectando su crecimiento en cultivos duales en placa.
Los porcentajes de inhibicidon causados por ambas especies de Trichoderma sp presentaron
diferencias significativas. El analisis microscdpico revelé algunas interacciones previamente
reportadas, como enrollamiento, hinchazén y degradacién de pared celular de las cepas
patdgenas. Adicionalmente se realizaron ensayos de actividad quitinolitica y de produccion
de sideroforos, donde solo T. harzianum resulto positivo para sideréforos. T. harzianum T3
y T. gamsii (cepa T5 y cepa T6) presentaron actividad quitinolitica positiva. Los resultados
indican que las cepas nativas de Trichoderma sp poseen gran potencial antagdnico, capaz de
controlar distintos géneros de la familia Botryosphaeriaceae, causantes de enfermedades en
las plantas de vid.
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| Introducciéon

La vid (Vitis vinifera) es uno de los frutales cultivados de mayor importancia a nivel
mundial. En la actualidad se le puede encontrar en los 5 continentes. En México, su cultivo
se remonta a la llegada de los espafioles durante el siglo XV. Hoy en dia es un cultivo
distribuido en todo el pais, principalmente en seis Estados: Baja California, Sonora,
Durango, Coahuila, (La zona de la laguna) Aguascalientes, Guanajuato y Querétaro. En
conjunto se producen hasta 324 t, en 26,914 ha cultivadas (SIAP, 2013). En Baja California,
la vid representa un cultivo importante, pues se produce aproximadamente el 90% del vino
nacional, siendo el municipio de Ensenada la regiéon que contribuye con el 90% de la

produccion de Baja California (Sepulveda-Betancourt, 2009).

Como toda planta cultivada, la vid es afectada por distintos agentes patdgenos, como
son: virus, bacterias y hongos. Estos ultimos causan perdidas millonarias en los vifiedos
(Siebert, 2001), disminuyendo las cosechas y la longevidad. Algunos de los hongos mas
comunes son aquellos que afectan a la madera, entre otros: Eutypa lata causante de la
Eutipiosis; Cylindrocarpon spp., causante del pie negro, Phaemoniella chlamysdospora y
Phaeoacremonium aleophilum causantes del complejo de la enfermedad de yesca (Edwards
y Pascoe, 2004) y multiples integrantes de la familia Botryosphaeriaceae, causantes de
muerte regresiva o decaimiento por Botryosphaeria (Urbez-Torres., 2006; Bertsch et al.,

2012). Los integrantes de la familia Botriosferia han tomado mayor importancia a nivel



mundial, pues se han aislado de vifedos en las principales zonas viticolas del mundo

(Urbez-Torres et al., 2008)

En el presente trabajo, se evalud la capacidad antagdnica de las cepas de T. harzianum
T3, T. gamsii T5 y T. gamsii T6 frente a 23 cepas de la familia Botryosphaeriaceae
empleando ensayos duales de competencia in vitro, con el fin de reafirmar su potencial
como agentes de control biolégico. Adicionalmente las cepas antagdnicas fueron sometidas
a dos ensayos cualitativos en placa; el primero utilizando el medio CAS para evidenciar su
capacidad de producir siderdforos, y el segundo para evaluar la capacidad de los

antagonistas para producir enzimas quitinoliticas.

Enfermedades de madera de vid

Las plantas de vid son afectadas por numerosas enfermedades causadas por hongos,
bacterias y virus que reducen las cosechas e incrementan los costos de produccién anuales.
Dentro de las principales enfermedades, se encuentran las enfermedades de la madera,
ocasionadas por distintos hongos patdgenos. Los mds comunes son Eutypa lata (Rappaz
1984), causante de la Eutipiosis; Phaemoniella chlamydospora y Phaeoacremonium spp.
causantes del complejo de la enfermedad de yesca (Edwards Y Pascoe, 2004); y multiples
integrantes de la familia Botryosphaeriaceae, causantes de muerte regresiva o decaimiento
por Botriosferia (Urbez-Torres., 2006; Bertsch et al., 2012). Generalmente estos patégenos
afectan los érganos perennes de plantas mayores a 7 afios, causando sintomas en hojas,
frutos y tallos, provocando eventualmente la muerte de la planta. La esporulacién asexual
del hongo es favorable durante la época de poda, ya que coincide con la época de lluvias en
la zona viticola del norte de México; el hongo utiliza las heridas de poda para penetrar e

infectar los tejidos vasculares. Muchos de los sintomas manifestados en la planta son el



resultado de la interrupcion del flujo de savia en los conductos xilematicos, asi como por las

toxinas producidas por el hongo (Figura 1) (Van Niekerk et al., 2006; Amposah et al., 2009).

Los sintomas de las enfermedades varian segun la ubicacién geografica, la edad de la
planta, el cultivar y la susceptibilidad del mismo; ademas de los factores ambientales como
el tipo de suelo, la disponibilidad de nutrientes, y la cantidad y calidad del agua. Se ha
demostrado que las infecciones por hongos de la familia Botryosphaeriaceae, suelen ser
mas severas cuando la planta huésped ha sido afectada por algln tipo de estrés (Bertsch,

2012).

=
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Figura 1. Planta de vid mostrando brazos muertos y crecimiento raquitico en primavera.
Foto: Archivo Laboratorio de Fitopatologia del CICESE.



Ningun varietal, ya sea silvestre o cultivado, ha sido reportado como resistente a
enfermedades de la madera. En las Ultimas décadas, se ha reportado un considerable
incremento en la frecuencia de sintomas relacionados con estas enfermedades en las zonas

viticolas del mundo (Edwards Y Pascoe, 2004; Bertsch, 2012).

Figura 2. Planta de vid afectada por el hongo de la madera Diplodia seriata. A) Planta
mostrando sintoma de muerte regresiva en campo. B) Se puede observar un cancro en
forma de cufia en el xilema de la planta. B) Picnidio, estructura de reproduccién de forma
piriforme que contiene las esporas. C) Esporas del patdgeno. Foto: Archivo Laboratorio de
Fitopatologia del CICESE.

2.3. Especies de Botryosphaeriaceae que causan enfermedad en vid

Los hongos pertenecientes a la familia Botryosphaeriaceae son importantes patégenos
de regiones tropicales y subtropicales. Han sido reportados como fitopatégenos en mas de

quinientas plantas de interés comercial (Urbez-Torres et al., 2008). En la vid, la enfermedad



causada por Botryosphaeria spp. es conocida como muerte regresiva por Botriosferia. Las
especies de Botryosphaeria aisladas de plantas con sintomas, son miembros de los géneros
Fusicoccum, Neofusicoccum, Diplodia, Lasiodiplodia y Dothiorella en su fase asexual, entre
otros. Estos hongos han sido reportados en la mayoria de las areas viticolas del mundo
(Tabla 1), incluyendo América del norte y sur, Australia, Europa y Asia (Urbez-Torres et al.,
2011). Varios integrantes de este género, junto con E. lata son responsables de pérdidas

millonarias en cultivos de vid (Siebert, 2001; Urbez-Torres et al., 2006).

Tabla I. Especies de la familia Botryosphaeriaceae aisladas de plantas de vid en distintas

regiones del mundo (Modificados de Urbez-Torres, 2011).

Telomorfo Anamorfo Sitios de aislamiento
Botryosphaeria Neofusicoccum Estados Unidos, Australia, Portugal, Sudafrica,
australis australe Meéxico.

Botryosphaeria Portugal, Argentina, Sudafrica, Suiza, Grecia,
dothidea Neofusicoccum aesculi  Nueva Zelanda, Japdn, Espaiia, México.
Botryosphaeria
iberica Dothiorella ibérica Estados Unidos, Espafia, Italia.
Botryosphaeria Portugal, Estados Unidos, Sudafrica, Nueva
lutea Dothiorella luteum Zelanda, México.
Botryosphaeria Portugal, Francia, Nueva Zelanda, Estados
parva Neofusicoccum parvum Unidos, Sudafrica.
Botryosphaeria
porosum Diplodia porosum Sudafrica.
Botryosphaeria Portugal, Francia, Estados Unidos, México,
Diplodia seriata Sudafrica, Italia, Ucrania, Hungria, Libano,
obtusa o . . .
Espafia, Egipto, Chile, Australia.
Argentina, Portugal, Francia, Estados Unidos,
Botryosphaeria Lasiodiplodia Meéxico, Sudafrica, Papua Nueva Guinea,
rhodina theobromae Uganda, Venezuela, Sri Lanka, Espaia, Egipto,
Chile, Australia.
Botryosphaeria
stevensii Diplodia mutila Portugal, Estados Unidos, Holanda, Espaia.
Botryosphaeria
viticola Dothiorella viticola Sudafrica, Espaia.
Botryopshaeria Neofusicoccum
viticlavatum viticlavatum Sudafrica.
Botryosphaeria Neofusicoccum
vitifusiforme vitifusiforme Espafia, Sudafrica, México.




Una especie de Botryosphaeria fue asociada por primera vez a cancros en vid en 1972, en
Egipto, y 15 afios después, integrantes del mismo género fueron aislados en vifedos de

California (Urbez-Torres et al., 2008).

Las principales patologias causadas por estos hongos son representadas por sintomas
vasculares y foliares; cancros perennes en forma de cuiia sobre los tallos; muerte de brotes,
brazos y cordones; decoloracidn y necrosis de tejidos vasculares, clorosis segun el estado de
la infeccion sobre la madera, marchitamiento y caida de hojas; y deshidratacién y marchitez
de los racimos de frutos. Estos sintomas pueden variar en su severidad, segun la region
geografica donde se desarrolle el patégeno vy el varietal cultivado (Urbez-Torres Y Gubbler,
2009; Epstein, 2008; Bertsch et al., 2012). Los sintomas se expresan lentamente, alternando
sintomas afio con ano, dificultando su identificacidon en los vifiedos. Existe una fuerte
relacidn entre su expresioén y las condicione climaticas, las cuales pueden favorecen o no, el
crecimiento y dispersion de los hongos patdgenos. Asi mismo, algunos fendmenos
climatoldgicos pueden llegar a provocar un estrés en las plantas de vid, incrementando su

susceptibilidad a enfermedades de la madera (Van Niekerk et al., 2006).

La dispersion de los hongos es a través de la liberacién de conidios durante todo el afio,
predominando en épocas de lluvia y primavera; los hongos penetran la planta de vid

mediante heridas naturales y heridas de poda (Amponsah et al., 2009).

2.5. Control Biolégico de hongos fitopatégenos



La necesidad de producir suficiente alimento y productos derivados del campo aumenta
a la par con la poblacion mundial. Para asegurar dicha demanda de produccién, es
necesaria la proteccién de los cultivos contra plagas y enfermedades. Sin duda, durante el
siglo pasado y en la actualidad, el uso de plaguicidas sintéticos ha sido una practica muy
efectiva en el control de enfermedades; sin embargo los costos ambientales son enormes,
pues representan una gran fuente de contaminacién de suelos y aguas, asi como a la salud
humana; asi mismo, el mal uso de los mismos y su constante aplicacién, ha ocasionado que
algunos patdgenos desarrollen cierto grado de resistencia hacia los pesticidas (Harman et

al., 2004; Pal Y Gardener, 2006; Gilbert Y Gill, 2010).

El término de biocontrol hace referencia al uso de organismos vivos para suprimir la
densidad de poblacién o el impacto de un organismo en especifico, haciéndoles menos
abundantes o destructivos de lo que pudiesen ser (Eilenberg, 2006). Los microorganismos
utilizados en la practica de biocontrol, difieren de los agentes quimicos en que, éstos
necesitan desarrollarse y proliferar para ser efectivos; al establecerse en los ecosistemas
agricolas, protegen a las plantas contra patégenos durante periodos favorables para la

infeccion (Lo et al., 1998).

Los microorganismos utilizados en la préctica de biocontrol, difieren de los agentes
guimicos en que, éstos necesitan desarrollarse y proliferar para ser efectivos; al
establecerse en los ecosistemas agricolas, protegen a las plantas contra patégenos durante
periodos favorables para la infeccién (Lo et al., 1998). Algunos de los agentes bioldgicos mas

utilizados han sido bacterias como Bacillus subtilis y Pseudomonas aeruginosa; y diferentes



hongos filamentosos como Fusarium, Cladosporium, Verticilium y Trichoderma. El género de
Trichoderma ha demostrado tener un efecto antagdnico o supresor de enfermedades, tanto
in vitro como en el campo (Highley, 1997; Harman, 2004; John et al., 2005; Pal Y Gardener,

2006; Halleen et al., 2010; Kotze et al., 2011).

Los hongos utilizados en el biocontrol, ejercen mecanismos directos e indirectos para
suprimir a los agentes patégenos. Uno de los mecanismos directos es el micoparasitismo
hacia otros hongos; Los mecanismos indirectos son: la competencia por nutrientes y
espacio, la capacidad de solubilizar compuestos no asimilables para Ila planta y la
inactivacion de enzimas de los agentes patdgenos. Ademads de inducir la resistencia
sistémica de la planta, se ha reportado un aumento la tolerancia al estrés mediante un
crecimiento inducido de raices y partes aéreas. Por Ultimo un mecanismo mixto, donde los
hongos antagdnicos producen antibiéticos y enzimas liticas degradadoras de la pared celular
(CWDEs por el término en inglés Cell Wall Degradation Enzymes) que actian sinérgicamente

en contra de los organismos patdgenos (Harman et al., 2004).

Actualmente el uso de agentes de biocontrol es una tendencia bien establecida; esta
practica se ha convertido en un fuerte complemento o reemplazo de compuestos quimicos.
Los microrganismos mas aceptados como agentes biocontroladores son los hongos, debido
a su amplio espectro antagdnico en contra de distintos organismos fitopatégenos (Verma et
al., 2007). Ademads, presentan algunas ventajas sobre los agentes quimicos, como: como
posibles aplicaciones periddicas o preventivas, sin riesgo de contaminacidon ambiental; estos
hongos tienen la capacidad de permanecer en suelos y materia vegetal durante largos
periodos de tiempo, debido a que forman estructuras de resistencia como clamidosporas

gue permiten su prevalencia en campo (Kotze et al., 2011; John et al., 2005).



2.6. Trichoderma spp.

Trichoderma es un género de hongos de vida libre, simbiontes de plantas; algunos
autores los clasifican como hongos endéfitos avirulentos (Harman et al., 2004; Hoyos-
Carbajal et al., 2009). Son residentes del suelo en la mayoria de las zonas climaticas y se
aislan frecuentemente de la rizésfera de diversas especies vegetales; son invasores
oportunistas de rapido crecimiento, presentan reproduccion asexual y una alta produccion
de esporas. Producen una amplia variedad de CWDEs como: celulasas, quitinasas y
glucanasas (Vinale et al., 2008), lo que les confiere capacidad de parasitar otros hongos

(Harman et al., 2004).

Los organismos del género Trichoderma sp. cumplen su funcidon antagdnica empleando
diversos mecanismos, como el micoparasitismo, la produccidon de metabolitos secundarios
antibiosis y la competencia por espacio y nutrientes en la rizésfera. Ademds inducen
resistencia sistémica y localizada contra una variedad de patégenos en plantas (Howell,
2003). Existe evidencia contundente acerca de los efectos inhibitorios de Trichoderma sp.
contra varios patdgenos del suelo, incluyendo hongos, invertebrados y bacterias (Verma et
al., 2007). En trabajos donde se han utilizado cepas de Trichoderma como agentes de
biocontrol, se ha demostrado su efecto antagdnico contra varios patdgenos, tales como:
Rhizoctonia solani, Botrytis cinerea, Botryosphaeria berengiana, Sclerotinia sclerotiorum y
Fusarium oxysporum (Kexiang et al., 2002; Harman et al., 2004; Verma et al., 2007; Vinale et

al., 2008; Alabouvette et al., 2009; Seema Y Devaki., 2012).
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2.7. Mecanismos de biocontrol de Trichoderma spp.

2.7.1. Micoparasitismo

El micoparasitismo causado por Trichoderma sp. es un conjunto de eventos complejos,
gue comienza por la deteccién remota de otros hongos, seguido de un crecimiento dirigido
hacia ellos. Cuando se da el contacto fisico, Trichoderma sp. se adhiere a las lectinas del
patégeno (Harman et al., 2004). Las hifas de Trichoderma se enrollan al micelio del hongo
patdégeno, formando apresorio que son una punta engrosada de una hifa o tubo germinal
que facilita la adhesidn y penetracion al hospedero por el hongo. Una vez que Trichoderma
ha formado el apresorio, el micelio puede penetrar hacia el lumen del hongo patdgeno, y
mediante la produccidn de enzimas, comienza a disolver la pared celular. Las CWDEs
trabajan mediante la destruccién de moléculas como polisacaridos, quitina y beta-glucanos,
las cuales son responsables de la rigidez de la pared celular de los hongos. Las CWDEs
liberan oligdmeros de la pared celular del hongo diana; y esto a su vez, induce la expresién
de endoquitinasas fungitdxicas, las cuales se difunden y atacan al hongo patégeno (Harman
et al.,, 2004). Otros metabolitos secundarios sintetizados por Trichoderma spp son
polipéptidos lineales anfipaticos, con capacidad de desorganizar de las membranas lipidicas,

dado que tienen actividad antimicrobial (Verma et al., 2007).

2.7.2. Antibiosis

La antibiosis es uno de los mecanismos de algunos microorganismos utilizados en la
practica del control bioldgico. Seglin Infante, (2009) la antibiosis es la accion directa de

antibidticos o metabolitos toxicos producidos por un microorganismo sobre otro sensible a
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estos. Pal Y McSpadden—Gardener (2006) definieron la antibiosis como: “toxinas microbiales

que pueden envenenar o eliminar otros microorganismos en pequenas cantidades.”

El fendmeno de antibiosis ha sido reportado en diferentes cepas de hongos del género
Trichoderma spp. Weindling (1934), reportd que el hongo T. virens excretaba un “principio

|”

letal” que le permitia al agente de control bioldgico, actuar como parasito. La molécula se
caracterizé en 1941, y fue nombrada gliotoxin. Weindling demostré su toxicidad sobre R.
solani y Sclerotinia (Howell, 2003). Estudios posteriores han elucidado una gran diversidad
de compuestos, asi como su importancia en el proceso de control biolégico. Se han

reportado diversas moléculas con actividad antibidtica tal como alquilas pironas, isonitrilos,

policétidos, peptaiboles, dicetopiperazinas y sesquiterpenos (Harman et al., 2000).

Los metabolitos secundarios reportados presentan diversas formas quimicas y por ende,
diversos mecanismos de accion. La produccién de metabolitos secundarios depende de la
especie de Trichoderma, pues existen por lo menos tres tipos de compuestos con actividad:
a) compuestos volatiles, del tipo pironas, 2) compuestos solubles en agua, como el acido
heptelidico y kogninico y 3) oligopéptidos pequefios con un grupo OH en la extremo C de los

aminoacidos conocidos como peptaiboles, (Vinale et al., 2008).

2.7.3. Competencia

La competencia es uno de los mecanismos descritos clasicamente en las practicas de
control biolégico. Los mecanismos utilizados por los agentes de biocontrol son la

competencia por espacio y nutrientes, principalmente carbdn, nitrégeno y carbohidratos no
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esenciales como almiddn, celulosa, quitina entre otros. Trichoderma sp. tiene la capacidad
de movilizar y tomar iones y nutrientes del suelo, esenciales para complejos no-enzimaticos
de patdgenos, mediante la secrecion de ligandos llamados siderdforos, los cuales tienen
gran afinidad hacia el hierro, tomdndolo del microambiente, haciéndolos mds competentes

gue otros microorganismos del suelo (Vinale et al., 2008; Verma et al., 2007).

La competencia por un sustrato o espacio depende de si estd libre de patdgenos o si
presenta una micro fauna bien establecida, ademas de factores externos como el tipo de
suelo, el pH, la temperatura y la humedad; Trichoderma sp. ha desarrollado importantes
ventajas ante diversas condiciones, como una gran plasticidad ecoldgica, agresiva y rapida
colonizacion de una amplia gama de sustratos, alta tasa de esporulacion y capacidad de
sobrevivir en condiciones adversas, en forma de clamidosporas, convirtiéndole en un
excelente agente de control bioldgico. Las capacidades como agentes de control bioldgico
difieren entre las distintas especies del género Trichoderma, (Infante et al., 2009; Samuels,

2006).



Il. Antecedentes

2.1. El cultivo de vid

La vid (Vitis vinifera) es uno de los frutales mas importantes econémicamente en todo el
mundo; la planta pertenece a la familia Vitaceae, la cual se caracteriza por presentar un
tronco lefoso, y la produccion frutos en racimos tipo baya, conocidos como uvas,
apreciados en todo el mundo. Los frutos tienen forma y tamafio variable segln el varietal.
Sirven como alimento fresco, para la produccién de pasas y la elaboracién de vinos, entre
otros productos. Es una de las plantas mas antiguas utilizados por el hombre, siendo la uva
uno de los primeros frutos en ser domesticados. Aunque el centro de origen sigue en
debate, algunas evidencias arqueobotdnicas basadas en la morfologia de semillas, sugieren
al Sureste de Asia, como el sitio donde comenzdé la domesticacion de la vid, durante el
periodo Neolitico, aproximadamente 7000 A.C Otras evidencias demuestran la elaboracién
de vino en la zonas montafiosas del norte de Irdn y el Sudeste de Armenia (Bouby et al.,

2013).

Actualmente, es un cultivo extendido en la mayor parte del mundo y los principales
paises exportadores son: Chile, Italia, Estados Unidos, Paises bajos, Sudafrica, Brasil y
Argentina (http://www.inv.gov.ar., 2010). En México, el cultivo se remonta a la llegada de
los colonizadores espafioles en el siglo XV. En Baja California la produccién viticola esta
divida en los municipios de Mexicali, Tecate, Tijuana y Ensenada, sumando un aproximado

de 3,326 ha cultivadas. El 80% de la cosecha se destina a la elaboracion de vinos y el 20%



14

corresponde a uva de mesa y pasas. Las principales zonas productoras de Ensenada son el
valle de Guadalupe, el Valle de ojos Negros, el ejido Uruapan, Santo Tomads y San Vicente

(Sepulveda-Betancourt, 2009; Infoaserca, 2002; Merchan, 2011).

2.4. Botryosphaericeae reportadas en vid en México

Los primeros reportes de muerte regresiva y cancros en plantas vid en México fueron en
1979, en unos vifiedos olvidados en las regiones vinicolas de Aguascalientes y Coahuila-
Durango, y fueron atribuidas al hongo E. lata, el principal agente al cual se le atribuia el
decline de las plantas de vid en aquella época, no solo en México, sino en todo el mundo
(Urbez-Torres et al., 2008). Diez afios después, en la regién de Hermosillo-Sonora, se
encontraron hongos del género Botryosphaeria afectando varietales de uva de mesa. En el
2008, Urbez-Torres y colaboradores detectaron la presencia de L. theobromae y D. seriata
en las regiones viticolas de Baja California y Sonora. Candolfi-Arballo (2009) realizd
muestreos en el drea de Ensenada, Baja California, incluyendo las zonas viticolas de San
Vicente, Santo Tomas y el Valle de Guadalupe, y reportd especies de distintos géneros de la
familia Botryosphaereacea, que no habian sido registradas previamente en la region, como

D. corticola, Neofusicoccum australe y N. vitifusiforme.
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2.7.4. Estimulacion del sistema de defensa de la planta

La induccion del sistema de defensa de las plantas es una serie de eventos fisicoquimicos
que ocurren en la mayoria de las plantas como respuesta a diferentes estimulos, como
ataques por microorganismos patégenos, presencia de rizobacterias, dafo fisico por
insectos o por la presencia de inductores quimicos (Harman et al., 2004). La induccién de
resistencia en plantas por Trichoderma sp fue reportada por primera vez en 1997 por
Bigirimana, quién demostrd que al inocular plantas de frijol con una cepa de T. harzianum,
las hojas de la planta fueron mas resistentes a enfermedades posteriores causadas por
Botrytis cinerea y Colletotrichum lindemuthianum, aun cuando T. harzianum sélo fue
inoculado en la raiz. La capacidad para inducir resistencia a un rango de enfermedades, en
una variedad de plantas, parece ser un rasgo comun del género Trichoderma (Harman et al.,

2004).

El trabajo realizado por Yedidia y colaboradores (1999), demostré como al inocular
plantas con T. harzianum, se iniciaron respuestas de defensa en las plantas tratadas. Las
respuestas fueron evidentes como un incremento de la actividad de las peroxidasas
(asociada a compuestos antifungicos muy téxicos), en la estimulacion de actividad de
quitinasas y B-1,3 glucanasas, asi como en la acumulacién de depdsitos ricos en calosa en las
superficies internas de la pared celular. Esto evita que hongos patégenos penetren los

tejidos vasculares de la planta ( Yedidia et al., 1999).
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Se conocen tres clases de compuestos sintetizados por cepas de Trichoderma sp. que
inducen resistencia a enfermedades en plantas: proteinas con actividad enzimatica, las
cuales pueden inducir la biosintesis de fitoalexinas y la actividad de la peroxidasa;
homologos de proteinas sintetizadas por genes de avirulencia (AVG homélogos), las cuales
inducen reacciones hipersensibles de defensa en la planta; y oligosacaridos y moléculas de
bajo peso molecular, que funcionan como moléculas inductoras, activando la cascada de
genes antagonicos de Trichoderma. Estos compuestos provocan cambios metabdlicos en
plantas, incrementando su resistencia contra un amplio espectro de virus vy

microorganismos patogenos (Harman et al., 2004).

Es claro que en el sistema Trichoderma - planta interactian diferentes moléculas que
finalmente protegen a la planta contra organismos patégenos. Cuando las esporas o algunas
estructuras propagativas de Trichoderma germinan cerca de la raiz de las plantas, expresan
algunas moléculas inductoras como proteinas y compuestos de bajo peso molecular, que
inducen la expresién de genes relacionados con la defensa en las plantas; aunque este
proceso es transitorio, potencia la expresion de dichas proteinas al momento de la infeccidn

por un agente patdgeno, aun en sitios lejanos a la ubicacién de Trichoderma sp.

2.7.5. Estimulacion del crecimiento y desarrollo vegetal

Desde hace algunas décadas se reconoce que algunas rizobacterias y hongos no
patdogenos colonizadores de raiz, inducen el crecimiento de plantas. Diferentes estudios han

demostrado que la presencia de diferentes cepas de Trichoderma spp. en la rizdsfera,
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mejoran el crecimiento y productividad de plantas como maiz, tomate, lechuga y pimiento;
esto se debe a un aumento en el crecimiento y desarrollo de raices y partes aéreas de la
planta (Howell et al., 2003; Harman et al., 2004). Ademas de mejorar el crecimiento, la
presencia de Trichoderma sp. parece contribuir mediante la reduccién de la micro flora
patogena en la rizosfera y la inactivacion de compuestos toxicos en la zona (Harman et al.,
2004; Vinale et al., 2008). Trabajos por Yedidia y colaboradores (2001), demostraron que, al
inocular plantas de pepino con T. harzianum, la longitud de las raices y brotes aumentaron
un 45%, y 60% respectivamente, asi como los pesos secos en 24% y 40%. Ademas se
reportd un incremento del area foliar y del contenido de clorofila, comparados con los

controles (Yedidia et al., 2001).

Algunos micronutrientes son esenciales para funciones fisioldgicas, pues forman parte de
complejos enzimaticos, son parte estructural y funcional de proteinas y funcionan como
cofactores de procesos metabdlicos (Vittone, 2008). Trichoderma spp aumenta la capacidad
de tomar micronutrientes y la eficiencia en el uso del nitrégeno en las plantas(Harman et al.,
2004). Mediante procesos de reduccion, quelacion y produccion de siderdéforos, es capaz de
solubilizar nutrientes del suelo, que se encuentran en formas no disponibles para las
plantas, como fosfato de rocas, Fe¥ cu®, Mn‘“yZno, contribuyendo a un mejor crecimiento

(Howell, 2003; Hoyos-Carbajal et al., 2009; Harman et al, 2004).

Los siderdéforos son moléculas de bajo peso molecular, producto primario de enzimas
sintetasas no ribosomales; presentan gran afinidad al hierro y son considerados como el

sistema mas exitoso para la obtencion de hierro de los microorganismos. Se conocen
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alrededor de 150 estructuras distintas, destacando los ferrocromos, coprogenos y
fusarininas (Vittone, 2008). Se conocen siderdforos intracelulares y extracelulares; los
primeros funcionan como almacén del hierro dentro de las células de los hongos; los
extracelulares son secretados al medio, generalmente en condiciones pobres de hierro,
donde lo capturan mediante quelacidn, lo que contribuye a la agresividad para colonizar las
raices de las plantas, evitando la posible colonizacién por organismos patégenos ( Pal Y

Gardener., 2006; Vittone, 2008).

Adicionalmente, Hoyos-Carbajal reportd la produccién de metabolitos con actividad
hormonal. En su estudio encontré que 59 cepas de Trichoderma spp, produjeron acido
indol-3-acético (llA) y compuestos analogos; estas moléculas son compuestos
fitohormonales del tipo auxinas, que influyen directamente en el crecimiento y desarrollo

de las plantas (Hoyos-Carbajal, et al 2009).

2.8. Uso de Trichoderma en el control de Botryosphaeria sp.

Desde la década de los ochenta, se han utilizado diferentes cepas Trichoderma spp en
ensayos para el control de patégenos obteniéndose resultados exitosos. Se ha reportado
gue estas especies son capaces de controlar el desarrollo de hongos causantes de
enfermedades de la madera, como Botryosphaeria y Phaemoniella chlamydospora (Abada,

1994; Highley, 1997; Kexiang et al., 2002; John et al., 2005; Di Marco y Osti., 2007).

En el 2006, Fourie y Halleen demostraron los efectos benéficos de un producto comercial

elaborado a base de T. harzianum. Al aplicar el producto a material de propagacion,
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lograron reducir en gran medida, la incidencia de los patégenos. Hallen y colaboradores
(2010) demostraron que la aplicacién de los productos comerciales Eco77®, Vinevax® y
Trichoseal-Spray® elaborados a base de cepas de Trichoderma spp, fueron efectivos en
reducir la incidencia natural de patégenos de vid como Botryosphaeria spp. En campo, Kotze
et al., (2011) aplicaron distintas cepas de Trichoderma spp sobre heridas de poda en vid,
encontrando que una cepa nativa del sitio de estudio, identificada como T. harzianum
disminuy6 significativamente la incidencia de hongos como L. theobromae, Neofusicocum

australe, N. parvum, D. seriata, E. lata y P. chlamydospora (Kotze et al., 2011).

Plata-Caudillo (2010) utilizd cepas nativas de Trichoderma spp. del area viticola de
Ensenada B.C., para evaluar sus efectos antagdnicos sobre hongos patdgenos de la vid, tales
como Botryosphaeria spp. En el ensayo, todos los aislados nativos de Trichoderma spp.
presentaron efectos inhibitorios sobre las especies D. corticola, D. seriata, F. australe, N.
vitifusiforme y L. theobromae en mayor o menor grado. Nieblas-Nufiez (2012), reportd el
efecto antagdnico de cepas de Trichoderma spp. de la misma zona, contra tres aislamientos
de L. theobromae, ademas realizd ensayos en invernadero para evaluar su efecto en
combinacion con Glomus intraradices, encontrando efectos sinérgicos en el control de L.
theobromae en plantas de vid. Asimismo, reporté que es eficaz utilizar fungicidas como el
tiofanato de metilo en conjunto con algunas cepas de Trichoderma spp., por la capacidad de
Trichoderma para tolerar niveles de éstos fungicidas, que para el hongo fitopatdgeno L.
theobromae resultaron inhibitorias; de ésta manera sugiere un posible manejo integrado de
enfermedades causadas por L. theobromae. Serrano-Gémez, (2014) evalué el ingrediente

activo Azoxistrobin, utilizado para controlar cenicilla (Uncinula necdtor) en vid, manejando
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la dosis minima recomendada, demostrando un retraso en el crecimiento micelial de los
antagonistas T. harzianum y T. gamsii, mas no su inhibicidn total, proponiendo un posible
esquema de manejo integrado de enfermedades a base del fungicida y agentes
antagonistas. De acuerdo con estos reportes, es posible utilizar cepas nativas de las mismas
regiones donde se aplicardn, pues las cepas estan adaptadas evolutivamente a las
condiciones climdticas y ya se ha comprobado su efectividad como importantes agentes

biocontroladores.

lll. Hipotesis

Las cepas de Trichoderma spp. nativas de la region de Ensenada B.C tienen un amplio

espectro antagdnico contra miembros fitopatdgenos de la familia Botryosphaeriaceae.

3.1. Objetivos

3.1.1. Objetivo general

Evaluar el efecto in vitro de cepas nativas de Trichoderma spp. en el control de hongos

patdgenos de la familia Botryosphaeriaceae.

3.1.2. Objetivos particulares

1. Evaluar el porcentaje de inhibicién de la cepa de Trichoderma harzianum T3,
Trichoderma gamsii T5 y T. gamsii T6 hacia L. theobromae, Botryosphaeria
dothidea, Neofusicocumm parvum, N. australe, N. luteum, N. vitifusiforme, Diplodia

mutila y D. seriata.
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Evaluar cualitativamente la produccidn de siderdforos de las cepas antagonistas de

T. harzianum T3) y T. gamsii (TS y T6).

Evaluar cualitativamente la capacidad de las cepas antagonistas de Trichoderma
harzianum T3, Trichoderma gamsii T5 y T. gamsii T6 de producir enzimas

quitinoliticas.



IV. Metodologia

4.1 Cepas utilizas en este estudio

Se usaron tres cepas nativas de Trichoderma: T. harzianum T3, T. gamsii T5 y T. gamsii T6.
Las cepas de los patégenos de la familia Botryosphaeriaceae usadas fueron: L. theobrome, B.
dothidea, N. parvum, N. australe, N. luteum, N. vitifusiforme y Diplodia seriata (Tabla 2). Las
cepas de Trichoderma utilizadas, son aislamientos nativos de Baja California. Las cepas
patdgenas aisladas de California fueron amablemente proporcionadas por el Dr. Douglas
Gubler de la Universidad de California, Davis. @ Todas forman parte del cepario del
laboratorio de Fitopatologia del Centro de Investigacidn Cientifica y de Educaciéon Superior
de Ensenada (CICESE). Todas las cepas se reactivaron en medio de agar papa dextrosa (PDA

Difco ®) a 28°C, en obscuridad por 3 dias.

4.2. Ensayos de inhibicion

Para los ensayos de inhibicion, se realizaron cultivos duales entre el agente antagonista
(Trichoderma spp.) vy las cepas patdgenas, utilizando cajas de Petri de plastico de 85 mm de
diametro, en medio PDA (Difco®). Con un sacabocados estéril se obtuvieron discos
miceliales de 5mm de didmetro del borde de cultivos crecidos por 3 dias. El indculo de
Trichoderma sp. se colocé en el borde de la caja Petri, y el patdégeno se colocd en el extremo
contrario como se muestra en la Figura 3. Se realizaron 3 réplicas de cada combinacion

Trichoderma — patégeno y como controles positivos se sembraron 3 réplicas de cada
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patogeno sin el agente antagonista. Ademas se cultivd un control positivo del agente

antagonista. Todos los ensayos se incubaron en obscuridad a 28°C por 7 dias.

Figura 3. Cepas de Trichoderma spp. utilizadas en los ensayos duales de inhibicion. A. T.
harzianum. B. T. gamsii cepa T5. C. T. gamsii cepa T6. D. Hifas, conidiéforos y esporas de
Trichoderma harzianum.
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Tabla Il. Cepas de hongos patdogenos de la familia Botryosphaeriaceae utilizadas en los
ensayos duales.

ID Especie Sitio de colecta
UCD256Ma Lasiodiplodia theobromae Madera,CA
ucb181Md Lasiodiplodia theobromae Merced,CA
MXL28 Lasiodiplodia theobromae Ensenada B.C
UCD1064So Botryosphaeria dothidea Sonoma,CA
UCD1556Me Botryosphaeria dothidea Mendocino,CA
UCD2324Mar Botryosphaeria dothidea Marin,CA
UCD1125Na Neofusicoccum parvum Napa,CA
UCD646So Neofusicoccum parvum Sonoma,CA
UCD1314So Neofusicoccum australe Sonoma,CA
UCD1467So Neofusicoccum australe Sonoma,CA
UCD1469So Neofusicoccum australe Sonoma,CA
UCD1965SB Diplodia mutila Santa Barbara,CA
UCD2888Ma Diplodia mutila Madera,CA
UCD1953 SB Diplodia mutila Santa Barbara,CA
UCD2098 Te Neofusicoccum luteum Temecula,CA
UCD2057 Te Neofusicoccum luteum Temecula,CA
MXBY06 Diplodia seriata Ensenada B.C
MXSACH19-3 Diplodia seriata Ensenada B.C
MXSACH23 Neofusicoccum vitifusiforme Ensenada B.C
MXSACH24 Neofusicoccum vitifusiforme Ensenada B.C
MXSACH12-3 Diplodia corticola Ensenada B.C

Después del periodo de incubacién se determind el porcentaje de inhibicién mediante el

uso de la ecuacién propuesta por Royse Y Ries (1978):

Porcentaje de inhibicién = [100 x (r1-r2)/r1]

Doénde:

rl, es la distancia mayor alcanzada por el patégeno (mm), después de siete dias de la

inoculacion.
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r2, es la distancia menor alcanzada por el patégeno (mm), después de siete dias de la

inoculacion.

En la Figura 3 se indica cdmo se determind la distancia mayor y menor alcanzada por el

patdégeno

Trichoderma sp.

Figura 4. Diagrama que muestra cémo se realizaron los ensayos de inhibicién de los hongos
patdgenos por Trichoderma sp. y se determind de la distancia mayor (rl) y la distancia
menor (r2) alcanzada por el patégeno en un cultivo dual con Trichoderma sp. para aplicar la
formula de Royse Y Ries (1978).

4.3. Deteccion de actividad quitinasa en placa

La quitina coloidal se preparé a partir de hojuelas de quitina (Sigma®) por el método de
Roberts y Selitrennikoff (1988). Las hojuelas de quitina se sometieron a un proceso de
hidrolisis acida; la quitina se recuperd mediante una filtracién, y se resuspendié en Etanol al

95%, y lavé con agua destilada estéril para su uso.



26

El medio de cultivo para las palcas se prepard siguiendo el protocolo que desarrollé
Agrawal Y Kotasthane, (2012), utilizando 4.5 g de quitina, 2 g fosfato de potasio
monobasico (KH2PO4 Fisher®), 3 g de sulfato de amonio ((NH4) SO4 Fisher®), 0.3 g de
sulfato de magnesio (MgS04-7H20 Sigma®), 1 g de acido citrico, 15 g de agar Difco®, 0.15 g
de purpura de bromocresol (Sigma®); ajustado a un pH de 4.7. Se esterilizé a 121 °C por 15
minutos y se vertid en condiciones asépticas en placas de 65 mm. Posteriormente se colocd
en el centro de la caja un disco micelial de una de las cepas de Trichoderma sp. con 4 dias de
crecimiento, y se incubaron a 28 °C por 5 dias en obscuridad. Las cepas que cambiaron el
color del medio de amarillo a rosa-violeta fueron consideradas como positivas para la

actividad de quitinasa.

4.4. Deteccion de produccion de sider6foros mediante el método CAS en placa

Para evaluar la capacidad de las cepas antagonistas de T. harzianum T3, T. gamsii TS5 y T.
gamsii T6 de producir compuestos quelantes de hierro del tipo sideréforos en medio sélido,
se utilizé el ensayo universal CAS en placa (Schwyn y Neilands 1987). El medio Cromo azurol
S se vacio en condiciones asépticas en cajas Petri de 65mm. Las placas se inocularon con un
disco micelial de 4mm de tres dias en el centro de la placa. El desarrollo de un halo color
naranja — rosado alrededor del crecimiento fue considerado como positivo para produccion

de sideroforos.
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4.5. Analisis microscopico de las interacciones entre Trichoderma spp. y
Botryosphaeriaceae

Para observar las interacciones a nivel microscépico se realizaron cultivos duales en
medio agar al 1.5 % en agua, expuestos a las mismas condiciones del ensayo de
competencia. Después del periodo de incubacion, se realizaron cortes rectangulares en la
zona donde los bordes de ambas colonias interactuaban. Con éstos cortes se elaboraron
preparaciones temporales usando la técnica de bloque invertido. Esta técnica requiere
montar el corte de manera que la colonia este en contacto con el portaobjetos, pues se
utiliza un microscopio invertido. Las preparaciones se observaran en un microscopio
invertido modelo Axiovert 200 (Zeiss®) con las técnicas de campo claro y contraste de fases.
Las micrografias de las interacciones fueron tomadas con la cdmara Axiocam (Carl Zeiss®) y
se procesaron usando el software Axiovision version 4.8 (Zeiss®). Adicionalmente se utilizé
el colorante vital Fluorescein-Y, el cual tifie el citoplasma, con el objetivo de comparar entre

hifas vivas y muertas en el ensayo de inhibicién.

4.6. Analisis estadisticos

Las diferencias entre el efecto de las cepas de Trichoderma spp. sobre el porcentaje de
inhibicion de las cepas patégenas fueron analizadas mediante un ANOVA de una via. Las
diferencias se analizaron posteriormente mediante una prueba de Tukey con un nivel de
significancia del 5%. Todos los andlisis fueron realizados con el programa estadistico

STATISTICA 7 (Stat Soft®).



V. Resultados

5.1. Evaluacion del antagonismo de Trichoderma harzianum T3

Los analisis estadisticos revelaron diferencias significativas en el porcentaje de inhibicion
de los patégenos por la cepa antagonista de T. harzianum. Los resultados obtenidos en los
ensayos duales entre las cepas de Trichoderma vy las cepas patégenas de la familia
Botryosphaeriaceae se pueden observar en la Tabla 3. Los valores representan la media de
tres réplicas. Todas las cepas de los patdgenos fueron afectadas significativamente por T.
harzianum T3. El mayor porcentaje de inhibicién se observd para B. dothidae UCD1064So,
con 73.1 %. El patégeno menos inhibido fue D. seriata MXSACH19 con 29.9%. La cepa D.
mutila UCD2888Ma y la cepa D. seriata MXBYO06 fueron inhibidas totalmente (Tabla 3). En la

Figura 5 se observa un ejemplo de un ensayo dual con la cepa T. harzianum T3.

5.2. Evaluacion del antagonismo de Trichoderma gamsii T5

Se encontraron diferencias significativas en el porcentaje de inhibicion del crecimiento por
efecto de la cepa antagonista T. gamsii T5. Los porcentajes de inhibicion del crecimiento de
los patdgenos ejercidos por la cepa se pueden observar en la Tabla 3. Las cepas patdgena
mas afectadas fueron D. mutila UCD288Ma y UCD1556Me con 100 y 96.2%,
respectivamente. Las cepas menos afectadas fueron N. australe UCD1469So y UCD1314So,
seguidas de N. parvum UCD646So y D. seriata MXSACH19-3. En la Figura 6 se observa un

ejemplo de un ensayo dual con la cepa T. gamsii T5.
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Tabla lll. Porcentaje de inhibicidn promedio de tres réplicas de ante los antagonistas
Trichoderma harzianum T3, Trichoderma gamsii T5 y Trichoderma gamsii T6. Los asteriscos
indican inhibicion total por los agentes antagonistas.

Porcentaje promedio de inhibicién

Patégeno Cepa
Trichoderma spp.

T3 T5 T6
Lasiodiplodia theobromae UCD256Ma 37.1 (f-k) 31.7 (f-k) 43.8(e-k)
L. theobromae ucb181Md 37.7 (f-k) 28.7 (g-k) 40.0 (f-k)
L. theobromae MXL28 41.6 (e-k) 28.9 (f-k) 48.7 (e-i)
Botryosphaeria dothidae UCD1064So 73.1 (a-e) 61.8 (b-f) 100
B. dothidae UCD1556Me 44.9(e-k) 47.0 (e) 82.4 (a-d)
B. dothidae UCD2324Mar 47.5 (e-i) 60.8 (b-g) 90.7 (a-b)
Neofusicoccum parvum UCD1125Na 35.4 (f-k) 35.3 (f-k) 32.6 (f-k)
N. parvum UCD646So 30.9 (f-k) 26.2 (h-k) 32.9 (f-k)
Neofusicoccum australe UCD1314So 46.6 (e-j) 17.8 (i-k) 29.7 (f-k)
N. australe UCD1467So 37.2 (f-k) 42.6 (e-k) 41.3 (e-k)
N. australe UCD1469So 42.6 (e-k) 14.2 (j, k) 13.1(k)
Diplodia mutila UCD2888Ma 100 100 100
D. mutila UCD1556Me 84.4 (a-c) 96.2 90.0 (a-b)
D. mutila UCD1953SB 35.4 (f-k) 53.0 (c-h) 50.2 (d-i)
Neofusicoccum luteum UCD2098Te 42.3 (e-k) 37.4 (f-k) 38.0 (f-k)
N. luteum UCD2057Te 39.8 (f-k) 36.3 (f-k) 23.3(h-k)
Diplodia seriata MXBY06 100 34.8 (f-k) 34.4 (f-k)
D. seriata MXSACH19-3 29.9 (f-k) 26.9 (h-k) 36.6 (f-k)
Neofusicoccum vitifusiforme MXSACH23 39.4 (f-k) 45.1 (e-k) 39.0 (f-k)
N. vitifusiforme MXSACH24 36.3 (f-k) 36.6 (f-k) 34.6 (f-k)

(f-k)

Diplodia corticola MXSACH12-3 31.3 (f-k 45.1 (e-k) 36.6 (f-k)
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Figura 5. A) Crecimiento detenido del patégeno N. australe por T. harzianum, y B) Control de
N. australe crecido en ausencia de Trichoderma. La letra P indica el sitio de inoculacién del
patogenoy T el sitio de Trichoderma

5.2. Evaluacion del antagonismo de Trichoderma gamsii T5

Se encontraron diferencias significativas en el porcentaje de inhibicion del crecimiento por
efecto de la cepa antagonista T. gamsii T5. Los porcentajes de inhibicidn del crecimiento de
los patdgenos ejercidos por la cepa se pueden observar en la Tabla 3. Las cepas patdgena
mas afectadas fueron D. mutila UCD288Ma y UCD1556Me con 100 y 96.2%,
respectivamente. Las cepas menos afectadas fueron N. australe UCD1469So y UCD1314So,
seguidas de N. parvum UCD646So y D. seriata MXSACH19-3. En la Figura 6 se observa un

ejemplo de un ensayo dual con la cepa T. gamsii T5.
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Figura 6. Interaccion macroscdpica observada en medio PDA. A) Sobre crecimiento de T.
gamsii T5 sobre N. australe. B) Inhibicién de crecimiento del patégeno N. luteum, por T.
gamsii T5. C) Control N. australe, D. Control de N. luteum. La letra P indica el sitio de
inoculacidn del patégeno y T el sitio de Trichoderma.
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5.3. Evaluacion del antagonismo de Trichoderma gamsii T6

La cepa de T. gamsii T6 inhibidé el crecimiento de los patdgenos de manera exitosa sin
embargo, se encontraron diferencias significativas en los porcentajes de inhibicidon en el
crecimiento de los patdgenos (Tabla 3). Las tres cepas de B. dothidae UCD1556Me y
UCD2324Mar y UCD1064So mostraron los mayores porcentajes de inhibicidn, junto alala
cepa D. mutila UCD1556Me (Tabla 3). El aislado de N. australe UCD1469So sélo fue
inhibido en un 13.1%, similar a la inhibicién obtenida por la cepa T5. En la Figura 7 se

observa un ejemplo de un ensayo dual con la cepa T. gamsii T6.

Figura 7. Inhibicién del crecimiento de B. dothidea por T. gamsii T6. A. Crecimiento de T.
gamsii T6 sobre el micelio del patégeno N. australe. B. Control de B. dothidea. La letra P
indica el sitio donde se inoculo el patégeno y T el sitio de Trichoderma.
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5.4. Deteccion actividad quitinolitica y produccion de sideréforos por Trichoderma sp.

Los resultados obtenidos se resumen en la Tabla 4. En el ensayo de actividad quitinolitica
las tres cepas evaluadas T. harzianum T3y T. gamsii T5 y T. gamsii T6) tornaron el color el
medio de cultivo suplementado con quitina, evidenciando la produccién de enzimas

quitinoliticas (Figura 8).

Figura 8. Ensayo cualitativo para evidenciar la actividad quitinolitica de las cepas
antagonicas. A. Control, B. T. harzianum, C. T. gamsii T5, D. T. gamsii T6. El cambio en la
coloracién de amarillo a morado-purpura fue considerado como positivo para el ensayo. A la
derecha se muestran réplicas de cada tratamiento.

En cuanto a la produccidn de siderdforos, el aislado T3 de T. harzianum se detecté como
positivo al desarrollar un cambio de color en torno a la colonia de azul a rosa. Las cepas de

T. gamsii no provocaron cambios en el medio de cultivo (Figura 9).
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Figura 9. Ensayo en placa con medio CAS para evaluar la capacidad de produccién de
siderdforos de las cepas antagdnicas. A. Control, B. T. harzianum, C. T. gamsii T5, D. T.
gamsii T6. El aislado T. harzianum T3 se detecté como positivo para la produccion de
siderdforos. El desarrollo de un cambio de color en torno a la colonia indica que el hongo
utiliza el Fe del complejo colorante CAS-Fe, provocando un cambio en la coloracion en el
medio de azul a rosa.

Tabla IV. Eficacia de las cepas de Trichoderma spp. en la produccidn de sideréforos en medio
CAS y en la capacidad de producir enzimas con actividad quitinolitica.

PRODUCCION ACTIVIDAD
SIDEROFOROS QUITINOLITICA
T. harzianum T3 # +
T. gamsii T5 - +
_T. gamsii T6 5 ¥

- Sinreaccion
+ Reaccion positiva

5.5. Microscopia de las interacciones entre las cepas antagonicas de Trichoderma y las

cepas patogenas de la familia Botryosphaeriaceae

Las principales interacciones entre las cepas antagdnicas T. harzianum, T. gamsii cepa T5
y T. gamsii cepa T6 y los aislados patégenos de L. teobromae UCD 256 y MXL-28 fueron:
dafio en el micelio del patégeno, parasitismo, deformacién (7-A y B), hinchazén (7-C y D)
ruptura y lisis de paredes celulares (7-F y E). El colorante vital Fluorescein Y. sirvid para
afirmar que las hifas de Trichoderma permanecen vivas mientras que las del patégeno estan

muertas (Figura 8).
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Figura 10. Micrografias (100x) mostrando las interacciones entre Trichoderma spp. y la
cepas UCD256Ma y MXL-28 de L. theobromae. (A) Hifas de T. gamsii T5 (flecha) adheridas a
hifas de L. theobromae UCD256Ma. (B) Hifa de T. gamsii enrollandose sobre el patéogeno L.
theobromae USD256Ma. (C y D) Hinchazén de las hifas de L. theobromae MXL-28 por T.
harzianum. (E y F) Desintegracién vy lisis de pared celular de L. theobromae USD256Ma

(pagina anterior).

Figura 11. Interaccion temprana (4 dias) entre T. harzianum y L. theobromae MXL-28 teiiida
con el colorante vital Fluorescein Y; las hifas tenidas son las hifas vivas, pues el colorante
tiene afinidad al citoplasma; las hifas que no retuvieron el colorante se consideraron

muertas.



VI. Discusion

En el presente estudio, las tres cepas de Trichoderma spp. presentaron antagonismo ante
las 23 cepas de la familia Botryosphaeriaceae analizadas. En todas las cepas patdgenas, el
desarrollo micelial, y el tamafio de las colonias se vio afectado, comparado con los
controles. Se encontraron diferencias significativas (p<0.05) en el efecto de las cepas de
Trichoderma spp. sobre las cepas patdgenas. Estas diferencias en el grado de inhibicidon que
provocan, puede explicarse por el hecho de que cada especie de Trichoderma sp. presenta
diferentes mecanismos antagoénicos, incluyendo la produccidon de diferentes enzimas
hidroliticas, como quitinasas y glucanasas; los niveles de estas enzimas varian a causa de
distintos factores, como la especie o cepa, el sustrato, el tiempo de incubacién y la
temperatura (Vinale et al., 2008; Morath et al., 2012). Cada especie de Trichoderma spp.
produce 6 secreta moléculas caracteristicas; de ahi que existan productos comerciales para
combatir hongos en épocas de poda elaborados a base de diferentes especies y cepas de
Trichoderma spp. Esta misma caracteristica se reflejé en los ensayos duales de inhibicién,
donde la misma cepa patdgena fue inhibida en diferentes proporciones por las cepas
antagonicas, como el caso de las tres cepas de B. dothidae, altamente inhibidas por T.
gamsii T6, pero no por T. gamsii T5, aun cuando son la misma especie. Se ha visto
anteriormente que mutantes de las mismas cepas, exhiben diferentes mecanismos de
biocontrol (Harman, 2000). Trichoderma sp. presenta una gran plasticidad, con la capacidad
de adaptarse a la pérdida de un mecanismo, mediante la activacion de otros genes
(Harman, 2004). Estas distintas estrategias de las cepas antagonistas les permiten ser

efectivas ante un amplio rango de agentes patdégenos como Fusarium oxysporum, F. roseum,
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Botrytis cinérea, Rhizoctonia solani, Sclerotium rolfsii, Sclerotinia sp, Pythium sp, Alternaria
sp, Phytopthora sp, Gossypium hirsutum, entre otros (Zimand et al., 1993; Howell et al.,,

1997; Infante et al., 2009; Hoitink et al., 2005).

Las cepas de Trichoderma tienen la capacidad de sintetizar un amplio nimero de
moléculas con actividad antagodnica, incluyendo diversas enzimas hidroliticas, capaces de
lisar las paredes celulares de ascomicetos y basidiomicetos durante el micoparasitismo
(Vinale et al., 2008). Todas las cepas de Trichoderma spp. utilizadas en este trabajo fueron
detectadas como positivas en el ensayo de produccion de quitinasas, hecho que conviene
con lo reportado por Markovich Y Kononova (2012), confirmando que los representantes del
genero Trichoderma sintetizan enzimas quitinoliticas. Este hecho se confirmd durante el
analisis microscépico de las interacciones, donde se observé degradacién y lisis de paredes
celulares, presumiblemente por efecto de las enzimas producidas y excretadas por
Trichoderma, reafirmando los resultados de otras investigaciones (Kotze, 2008; Plata-
Caudillo, 2010; Nieblas-Nufiez, 2012). El tipo de parasitismo observado en la cepa T.
harzianum T3 coincide con lo reportado por Seema Y Devaki (2012), quienes reportan un
enrollamiento de las hifas de T. harzianum sobre las hifas de un hongo patégeno, ademas de
reportar células carentes de citoplasma, hecho que se confirmé mediante el uso de
colorantes vitales; al utilizar fluoresceina Y, el cual presenta afinidad por el citoplasma,
pudimos confirmar la presencia de hifas vivas, las cuales se observaron tefiidas e hifas
muertas, las cuales no retienen el colorante por falta de citoplasma, y se ven vacias, lo que

indica de nuevo la presencia de enzimas degradando la pared celular del patégeno.
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Una anomalia observada durante el ensayo dual, fue la hinchazén o inflamacién del
micelio de L. theobromae (Figura 7-C y D), la cual puede ser el resultado de la excrecion de
metabolitos secundarios por Trichoderma sp., mismos que cumplen un papel, pues actuan
sinérgicamente con las (CWDE’s) durante el parasitismo. Estos metabolitos son numerosos y
han sido reportados en distintas investigaciones (Kotze, 2008; Harman, 2000, 2004; Vinale

etal., 2008; Verma et al., 2007), seria interesante caracterizarlos en estas cepas.

Otros de los mecanismos de accién de Trichoderma spp. son la produccién de
compuestos volatiles y no volatiles (Verma et al., 2007). En la cepa T. gamsii T6 se registrd
un aroma a coco, caracteristico de las cepas que producen compuestos volatiles del tipo 6-
pentil alfa pirona, lo que concuerda con lo reportado por Stefanova et al. (1999), indicando
la presencia de compuestos volatiles, lo que puede explicar las diferencias significativas en
el porcentaje de inhibicion compardndola con la cepa T. gamsii T5 y con T. harzianum T3,
en donde no se detectaron los aromas. Benhamou Y Chet (1993) hablan sobre la necesidad
del contacto fisico para la secrecién de enzimas y antibidticos sin embargo, en el presente
ensayo se observé que la cepa T5 de T. gamsii provocd hinchazén y malformaciones en las
hifas de B. dothidae, sin que Trichoderma sp presentara un sobrecrecimiento sobre la cepa
patdgena macroscopicamente, apoyando lo reportado por Kotze (2008) que propone la
produccion de compuestos volatiles y no volatiles como los agentes causales que inhiben el
crecimiento y provocan dafio en el micelio de las colonias patégenas. Kotze (2008) hace
referencia a las zonas de inhibicion que se forman durante los ensayos duales, las cuales
son producidos por Trichoderma spp. el mismo fendmeno fue observado durante el
presente ensayo, reafirmando la presencia de compuestos volatiles y no volatiles con efecto

antagénico.
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El hierro forma parte de diversos procesos esenciales para la supervivencia de los
microorganismos. La produccién de sideréforos representa una ventaja sobre otros
microorganismos (Vittone, 2008). Uno de los mecanismos indirectos de biocontrol de
Trichoderma sp, es privar a los patégenos del hierro, produciendo siderdforos, los cuales son
secretados por las hifas en extensién. Mediante el ensayo en placa con el medio CAS, se
detectd un cambio en la coloracion del medio en la cepa T. harzianum T3, indicando que es
capaz de tomar nutrientes del medio de cultivo, mediante la produccion de moléculas
qguelantes de hierro conocidas como sideréforos. Esta condicion de algunas cepas de
Trichoderma spp. representa un valor adicional como agentes de control bioldgico, pues
ademas de competir con agentes patdgenos, son capaces de proveer una mejor nutricién de
hierro a las plantas, pues las raices son capaces de tomar los complejos férricos de los
siderdforos y utilizarlos en suelos donde el hierro se encuentra en formas no asimilables

(Srivastava et al., 2013).

Debido a que encontramos diferencias entre la capacidad antagdnica de las cepas de
Trichoderma spp. se recomienda hacer uso combinado de las cepas antagonicas vy

aprovechar sus diferentes mecanismos de accidn y control de patdgenos.



VII. Conclusiones

Las tres cepas analizadas, T. harzianum T3, T. gamsii T5 y T. gamsii T6, presentaron la
capacidad de inhibir el crecimiento micelial de todas las cepas patégenas utilizadas en el
ensayo dual, en menor o mayor grado. Se encontraron diferencias significativas en el efecto

inhibitorio de Trichoderma spp. sobre las cepas patdgenas.

El aislado T6 de T. gamsii fue la cepa antagdnica que presentd el mayor efecto inhibitorio
sobre los aislados de B. dothidea UCD1064So, UCD1556Me y UCD2324Mar y de D. mutila
UCD2888Ma y UCD1516Me. La cepa D. mutila UCD2888Ma fue inhibida totalmente por las

tres cepas de Trichoderma: T. harzianum T3, T. gamsii T5y T. gamsii T6.

La cepa UCD1469So de N. australe fue la menos inhibida por los aislados T5 y T6 de T.
gamsii, a diferencia de T. harzianum, que inhibié la misma cepa patdégena en un 42.6%, lo
gue confirma que diferentes cepas de Trichoderma spp. presentan distintas estrategias de

antagonismo.

Todas las cepas antagonistas de Trichoderma spp. sometidas al ensayo cualitativo de

actividad quitinasa en medio sdlido, mostraron actividad positiva.
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Sélo el aislado T3 de T. harzianum presentd la capacidad de producir de siderdforos en el

ensayo en medio CAS en placa.

Todas las cepas antagonistas de Trichoderma spp. sometidas al ensayo cualitativo de

actividad quitinasa en medio sdlido, mostraron actividad positiva.

Sélo el aislado T3 de T. harzianum presentd la capacidad de producir de sideréforos en el

ensayo en medio CAS en placa.

RECOMENDACIONES:

En resumen, este estudio confirma las habilidades antagénicas T. harzianum T3 y T.
gamsii TS5 y T. gamsii T6. Debido a que se encontraron diferencias significativas en su efecto
(p<0.05), se recomienda el uso combinado de cepas antagdnicas, con el objetivo de ampliar

el espectro antagdnico con los distintos mecanismos que cada especie expresa.

Es necesario seguir explorando los ecosistemas en busca de nuevas cepas antagdnicas, e
integrar enfoques moleculares, bioquimicos y ecolédgicos para poder desarrollar nuevas
clases de fertilizantes y fungicidas aplicables de origen biolégico. Las moléculas como
antibidticos y metabolitos secundarios sintetizados por los hongos, pueden ser el enfoque
de un futuro cercano, y debemos entender mejor como manipularlos y sus posibles

sinergismos con otros compuestos para posibles usos en la agricultura.
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