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RESUMEN

Esta investigacion se realizé con el objetivo de comprobar el antagonismo de
diferentes especies de Trichoderma, este hongo es un habitante natural del suelo
y puede comportarse como saproéfito o como parasito de otros hongos. Es uno
de los inoculantes mas usados en los Ultimos afios ya que tiene buenas
cualidades como antagonista de hongos, actuando como hiperparasito. El
experimento se realizé en el Departamento de Parasitologia de la Universidad
Autonoma Agraria Antonio Narro, se trabajo con una coleccion de hongos de las
especies de Trichoderma harzanium, T. asperellum, T. lignorum y T.
yunnanense. En condiciones in vitro se realizaron diferentes confrontaciones
entre dichas especies, al transcurrir 10 dias y utilizando camara de Neubauer se
realizé el conteo de conidios en las especies confrontadas. Los datos obtenidos
se evaluaron bajo un disefio completamente al azar, realizando un andlisis de
varianza, una comparacion de medias segun Tukey (p=0,05). De las
confrontaciones de dos cepas, se determiné que la mejor combinacion fue TA-
TL, que en conjunto esporularon mas que el resto de las confrontaciones
evaluadas. En cuanto a la confrontaciébn de tres cepas la que tuvo mejor
compatibilidad fue TA-TY-THZ y en las confrontaciones de cuatro especies hubo
una baja esporulacion. En cuanto se refiere a las combinaciones de T.
asperellum, T. yunannense y T. harzanium son las que presentaron mayor

compatibilidad en el crecimiento, esporulacion y el ancho de barrera.



INTRODUCCION

Existe un gran interés por el control biologico de los patégenos en la planta, debido a la
creciente preocupacion de la mayoria de la gente por el uso de agroquimicos. En el
mundo los agricultores son cada vez mas consciente de esta problemética pues el
principal impacto es a los alimentos que se consumen al diario y al medio ambiente. En
este caso los organismos antagonistas como los hongos Trichodermas spp. tienen la
capacidad de actuar por diferentes mecanismos de accion, es decir, se trata de hongo

benéficos que impiden el desarrollo o crecimiento de hongos dafiino (Chiriboga, 2015).

Debido al dafio ambiental ocasionado por el uso indebido de los productos
agroquimicos, han buscado alternativas biologicas, en este caso es el hongo
Trichoderma spp. ya que es un género que se ha caracterizado por ser bioinoculante y
como agente de control, también es capaz de generar enzimas que ayudan a degradar

restos solidos (Hernandez et al., 2019).

Los hongos Trichoderma spp. predominan en los diferentes ecosistemas terrestres,
donde son capaces de competir por nutrientes y espacio con otros organismos, ademas
son de gran importancia para las plantas ya que son de excelente control de patdgenos.
Por otra parte, Trichoderma spp. es utilizada en la industria de los aromatizantes porque
produce el metabolito 6-pentil-a pirona que proporciona el aroma de coco al ser utilizado
con aceites vegetales comerciales (ricino, avellana, uva y linaza) como sustrato
(Argumedo et al., 2009).



Justificacion

En las interacciones de los microorganismos con las plantas se han documentado
efecto en el desarrollo y la supresion de enfermedades, esta actividad benéfica se
documenta cuando se aplica un solo agente microbiano. Se supondria que a mayor
diversidad microbiana en los agroecosistemas se tendra un mejor desarrollo de las
plantas. Por lo que, se probaran diferentes especies de Trichoderma para determinar

su compatibilidad en condiciones in vitro.

Objetivo
Determinar en condiciones in vitro la compatibilidad en crecimiento y esporulacién de

cuatro especies de Trichoderma.

Hipotesis
Al menos una combinacion entre dos cepas de Trichoderma spp. sera compatibles, no

se inhibiran, y compartirdn crecimiento y esporulacion proporcional entre ellas.



REVISION DE LITERATURA

Aspectos generales de Trichoderma. Las especies pertenecientes al
género Trichoderma se caracterizan por ser hongos saprofitos, que sobreviven en
suelos con diferentes cantidades de materia organica, con la capacidad de
descomponerla y en determinadas condiciones pueden ser anaerobios facultativos, lo
que les permite mostrar una mayor plasticidad ecolégica. Se considera que la
distribucion geografica de Trichoderma spp. es en todas las latitudes, desde las zonas
polares hasta la ecuatorial. Con esta distribucion tan amplia y su plasticidad ecol6gica
estan estrechamente relacionadas con la alta capacidad enzimética que poseen para
degradar sustratos, un metabolismo versatil y resistencia a inhibidores microbianos. Sin
embargo, se han realizado pocos estudios acerca de la sobrevivencia, establecimiento
y proliferacién de este antagonista en la rizosfera de la planta. El género Trichoderma es
un modelo ejemplar para ser estudiado debido a su facil aislamiento y cultivo, rapido
desarrollo en varios sustratos y por su condicion de controlador biolégico de una gran
gama de fitopatégenos (Rodriguez, 1990). Actualmente en el mercado mundial de
agentes de control bioldgico (ACB) fungico es dominado por especies de Trichoderma,
con mas de 50 formulaciones registradas como productos disponibles. La mayor parte
de estas formulaciones son usadas en la agricultura con el fin de producir proteinas y
antibioticos que son Utiles contra los agentes fitopatdgenos de las plantas. Estas
formulaciones se forman en base de esporas y clamidosporas, por lo regular se utilizan
dos tipos de fabricacién de inoculo, ya sea en fermentacién liquida o soélida. La
formulacién obtenida de la fermentacién solida tiene como caracteristica que la pared
celular de la espora es mas gruesa, esto a diferencia de la fermentacién liquida que no
presenta esta caracteristica. Por lo que, las esporas de la fermentacién solida son mas
persistentes en condiciones adversas y tiene propiedades hidrofébicas, que le ayudan
a tener adherencia a la planta (Villegas, 2005).

Condiciones de crecimiento de Trichoderma spp. Para que se dé el desarrollo de
Trichoderma spp. se necesitan factores fisicos y nutricionales. En relacion a la
temperatura, el hongo se considera como un microorganismo mesoéfilo, por lo cual su
temperatura éptima de crecimiento es de 25- 30°C, sin embargo, también es capaz de
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crecer en temperaturas de 10-40°C. Crece en un amplio rango de pH que puede ser de
2 hasta 9, pero su rango Optimo es de entre 4 y 7. Tiene la capacidad de poder
adaptarse en medios con humedad de hasta el 20 y 90% pero su rango Optimo de
crecimiento es con humedad de entre los 70 y 80%. Presenta fotosensibilidad, por lo
que, muestra una mayor esporulacion y mejor desarrollo al ser expuesto bajo la luz,
pero si se altera luz y oscuridad la esporulacion y desarrollo es mejor. Es un degradador
activo de sustratos como almidon, celulosa y peptina, las cuales son empleadas como
fuente de crecimiento (Cucuk et al., 2008). Ademas, se llega a presentar 0 no el
crecimiento al ser expuesto a determinadas concentraciones de sal, como en el cloruro
de calcio (CaCl2), esta es debido a que en una concentraciéon mayor a 80 g/L se logra
inhibir el crecimiento, pero en una concentracién de 60 g/L llega a tener un desarrollo
minimo y a los 10 g/L si se puede desarrollar de manera 6ptima. En cuanto a otras sales
como a cloruro de sodio (NaCl) y cloruro de potasio (KCI) es dificil su crecimiento,
porque los iones de Na y K logran inhibir su esporulacion, asi se disminuye la presion
osmotica de la célula lo que lleva a la disminucion de la esporulacion (Simkovic et al.,
2008).

Caracteristicas morfolégicas de Trichoderma. La mayor parte de las colonias de
Trichoderma spp. al empezar su crecimiento micelial son de color blanco de textura
algodonosa que puede ser abundante o ralo, y al tener esporulacion densa cambian de
amarillento a verde oscuro (Infante et al., 2009). La morfologia colonial puede ser ralas
0 compactas, con variaciones entre estos dos extremos, esta caracteristica se relaciona
con la estructura de los conidiéforos. Microscopicamente, el micelio esta constituido por
hifas hialinas, septadas de paredes lisas y con abundante ramificacion. Las
clamidosporas estdn presentes en varias especies, de manera intercalares o
terminales, se desarrollan sobre una ramificacion lateral de una hifa corta, globosa,
incolora y de pared lisa. Los conidiéforos se observan de forma conica o piramidales,
como una estructura compleja, caracterizada por tener una abundante ramificacién
lateral corta, de forma individual o en grupos de tres, hay otros conidiéforos que se
colocan hacia afuera, alejados de las ramificaciones laterales y las esporas son
fialosporas que se producen de manera individual o acumuladas en el apice de las

fialides, formando una cabeza de esporas cuyo diametro es inferior a 15 um, rara vez
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estdn en cadenas cortas, pueden ser lisas o de pared rugosa, hialinas o verde
amarillentas a verde oscuras, a veces con apariencia angular, algunas veces estan

truncadas en su base (Rivas, 2001).

Ubicacion taxondémica

Trichoderma ssp. se ubica taxonOmicamente segun Villegas (2005) en:
Reino: Fungi

Divisién: Mycota
Subdivisién: Eumycota
Clase: Deuteromicetes
Orden: Moniliales.
Familia: Moniliaceae.
Género: Trichoderma.

Interaccién planta-microorganismo. Los microorganismos del suelo tienen una gran
importancia ya que establecen simbiosis con las plantas como biofertilizantes y su
aplicacion en el control biolégico de patégenos. Algunas de las interacciones son
beneficiosas: bacteria-planta y hongo-planta porque tienen un gran interés por su
impacto en la Agricultura, constituyendo una alternativa para la aplicacién de los
fertilizantes quimicos que actian como contaminantes de suelos y aguas con gran
perjuicio para la salud. Las bacterias fijadoras de nitrogeno y los hongos micorrizégenos
son de los principales simbiontes de plantas mas extendidos y ecol6gicamente mas
importantes. Por lo que, el potencial de los microorganismos del suelo parece ilimitado,

en este contexto, se realizan estudios profundos sobre las interacciones de organismos



del suelo con las plantas, para que estas puedan auto defenderse en condiciones
ambientales adversas (Felipe, 2003).

La mayor parte de las interacciones se dan en el suelo, ya que existen factores que
limitan o favorecen el desarrollo de las plantas. Los microorganismos proporcionan
beneficios nutricionales a las plantas lo que favorece su crecimiento. Resulta ser un
poco dificil estimar los resultados de las interacciones entre las plantas y
microorganismos que son benéficos del suelo, sin embargo, las comunidades
microbianas que estan asociadas al sistema de raices, desempefian una clave
importante en el desarrollo de practicas agricolas sostenibles. La inoculacién de las
plantas depende de sus compatibilidades funcionales con la fisiologia y con la
bioquimica de la interaccién, asi como de algunos de los componentes microbianos; asi
da diferentes respuestas, tomando en cuenta la combinacion de los microorganismos
(Vazquez et al., 2000).

Interacciéon  Planta-Trichoderma. Existen interrelaciones entre algunos
microorganismos que inciden en la interacciéon suelo-planta-microorganismos-ambiente
causando de forma directa, en el crecimiento y en el desarrollo de las especies
vegetales. Los hongos que son microorganismos rizosféricos, formadores de micorrizas
arbusculares (AMF), hongos del género Trichoderma y bacterias del género
Pseudomonas, por lo regular son catalogados como agentes de control biolégico (BCA)
y microorganismos promotores del crecimiento vegetal (PGPM), necesitan de los
factores antes mencionados para mostrar sus potenciales de efectos benéficos; sin
embargo, se pueden presentar, en la interaccion de los tres tipos de microorganismos,
algunos efectos sinérgicos, que logren potencializar los beneficios o en cambio se
muestren efectos antagonicos o simplemente que no haya ningun efecto en el

crecimiento y en el desarrollo de las plantas (Cano, 2011).

Rojan et al., (2010) realizaron estudios con Trichoderma viride en un cultivo de soya,
observaron que tiene efecto protector contra el ataque de Fusarium oxysporum y
Pythium arrhenomanes, estos hongos patdogenos que afectan en altos porcentajes de

germinacion de la semilla, sin embargo, todos los estados de desarrollo de la planta,



registraron que Trichoderma viride proporciond un mayor crecimiento de las plantas,
presenciado en un mayor peso seco de tallo, raiz y frutos y mayor produccion, en
comparacion con las plantas testigo y las inoculadas con los patdgenos. Los metabolitos
secundarios producidos por estos hongos, como lo son las auxinas, juegan un papel
importante en la promocion del crecimiento de las plantas en la interaccion planta-

Trichoderma.

Modos de accion de Trichoderma spp. Estos hongos tienen diferentes modos de
accion, lo que los hace una herramienta muy valiosa para el manejo de enfermedades
y de resistencia de los hongos fitopatdgenos a las diferentes moléculas activas de los
fungicidas. Los modos de accién mas importantes son por micoparasitismo, antibiosis

y competencia.

Micoparasitismo. Se describe como una simbiosis antagonica entre los organismos,
en el que generalmente estan implicadas enzimas extracelulares tales como quitinasas,
celulasas, (Diaz, 1994; Lorito et al., 1990; Melgarejo et al., 1989; Ulloa, 1996).

Antibiosis. Es la accién directa de metabolitos toéxicos producidos por un
microorganismo sobre otro sensible a estos. Varios autores mencionan que la antibiosis
no debe ser el principal mecanismo de accién de un antagonista, ya que existe el riesgo

de aparicion de cepas del patégeno resistente al antibiotico (Vero et al.,1999).

Competencia. Constituyendo un antagonismo muy importante que se define como un
comportamiento desigual de dos 0 mas organismos ante un mismo requerimiento
(sustrato y nutrientes), siempre y cuando la utilizacion de este por uno de los
organismos reduzca el espacio disponible para los demas. Este tipo de antagonismo es
favorecido por las caracteristicas del agente control biolégico como la velocidad de
crecimiento y desarrollo, por otro lado, por factores externos como tipo de suelo, pH,
temperatura, humedad, entre otros (Ahmad et al.,1987; Hjeljord ,1998).

La competencia por nutrientes. Se da por nitrdgeno, carbohidratos no estructurales
(azucares y polisacaridos como almidon, celulosa, quitina, laminarina, y pectinas, entre

otros) y microelementos (Stefanova et al.,1999). Por lo que cuando se emplea



fertilizacion completa o existe exceso de algin componente de los fertilizantes el
antagonismo es poco eficaz, esto incluye a suelos con alto contenido de materia
organica (Stefanova et al.,1999).

Importancia agricola. La mayoria de las estructuras de reproduccion de los hongos
son de gran importancia econémica agricola. Cerca del 48% de los rendimientos se
pierden debido a las enfermedades de las plantas, la mayor parte son causadas por
hongos patdgenos, sus principales fuentes de indculo son esporas sexuales, asexuales
y estructuras de resistencia. Por ejemplo, el género Sclerotinia produce esclerocios que
son estructuras de resistencia y son el principal inoculo primario de infeccion. Asi como
existen hongos que ocasionan dafios econdmicos, también los hay con beneficios
econOmicos para la agricultura, tal es el caso del género Trichoderma cuyas especies
son utilizadas para el control bioldgico, dan proteccion a los cultivos ante la presencia
de patdgenos que causan enfermedades en las plantas. Se reportan diversos estudios
de antagonismo que permiten comprobar los efectos de beneficio de Trichoderma como
agente de biocontrol (Nufiez, 2012).

Usos en la agricultura. En la agricultura moderna se ha intensificado el uso de
Trichoderma spp. como biocontrolador de patdégenos de plantas, las especies
Trichoderma asperellum y Trichoderma gamsii son ingredientes microbianos activos de
Remedier TM (ISAGRO, Novara, Italia), que se utiliza para la protecciéon de cultivos
contra una amplia gama de hongos patdgenos del suelo y del area foliar (Gerin et al.,
2018).

En el PLM México Agroquimicos (2019), se menciona que los biofungicidas a base de
esporas de Trichoderma harzianum actla contra los fitopatégenos que atacan la raiz
de las plantas, con un modo de accién por parasitismo, atacando directamente a los
hongos fitopatégenos presentes en el suelo, sustrato o dentro de las raices, induccién
de resistencia, produccion de fitoalexinas que activan los mecanismos de defensa de
las plantas, antibiosis, al producir sustancias que impiden o limitan el desarrollo de los
fitopatdégenos, y como promotor de crecimiento al activar la produccion de hormonas y

crecimiento de raices facilitando la absorcidon de nutrientes.



Actividad biologica de Trichoderma. Diferentes especies de Trichoderma tienen la
capacidad de ejercer actividad como agentes de biocontrol al inhibir los fitopatogenos
fungicos que causan pérdidas significativas de cultivos. En trabajos realizados en Egipto
se aislaron a Trichoderma harzianum yTrichoderma asperellum, las cuales mostraron
ser antagonista de Fusarium oxysporum f. sp. capsici. La mayor inhibicion del
crecimiento micelial del patdgeno in vitro alcanzo hasta el 85.75% con un aislado de T.
asperellum, sin embargo, el mejor biocontrolador en condiciones de invernadero fue T.

harzianum al reducir la gravedad de la enfermedad (Hewedy et al., 2019).

Sinergismo entre especies de Trichoderma. Trichoderma spp. y Pseudomonas sp.
se usan de manera individual en mezclas, se determin6é que son de gran importancia
para las plantas, asi como para la estimulacion del crecimiento y la eliminacion de
enfermedades, se observé que la utilizacion de estos microorganismos es de gran
ayuda, en cuanto a especies vegetales donde se usa y los patdégenos que controla
(Cano et al., 2011).

Algunas especies de Trichoderma (T. asperellum, T. harzianum, T. virens y T.
longibrachiatum) se reportan como antagonistas contra nematodos agalladores de la
raiz en varios cultivos (Mendoza et al., 2013; Elgorban et al., 2014; Hernandez et al.,
2015). Estas especies lograron tener un buen manejo de Meloidogyne (M. incognita, M.
javanica y M. heterodera) ya que redujeron relativamente las poblaciones de estos
organismos en los cultivos de pepino (Cucumis sativus L.), chile habanero (Capsicum
chinense), tomate (Solanum lycopersicum L.) y trigo (Triticum aestivum L.) (Zhang et
al., 2014; Candelero et al., 2015, Zhang et al., 2015). Donde se demostré tener un mayor
efecto de control cuando se aplican microorganismos de la misma especie o de
especies diferentes, que interactdan entre si y muestran un comportamiento antagénico
(incompatible). Otras investigaciones afirman que la combinacién de aislados para el
biocontrol puede ser compatible o incompatible para que se produzca mayor inhibicion
de los patégenos (Ortufio et al.,, 2013). De manera que, las interacciones que son
incompatibles de aislados fungicos pueden ampliarse en el rango de control de
patogenos (Hernandez et al., 2019).
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Actividad biofungicida de Trichoderma. El hongo Trichoderma harzianum es uno de
los microorganismos mas estudiados debido a que tiene efectos significativos en la
regulacion de enfermedades fungosas con una importante accion cuando se realiza su
aplicacion de forma preventiva al suelo. Es un eficaz controlador biolégico debido a su
facilidad para colonizar sustratos rapido, induce resistencia sistémica adquirida en
plantas, promover el crecimiento vegetal y tiene la actividad antagonista contra varios

hongos patdégenos (Carnero et al., 2013).

Algunos de los factores que inciden en el rendimiento del cultivo de la soya (Glycine
max L.) son la incidencia de enfermedades y especialmente las causadas por hongos.
Para el control fitosanitario de estos microorganismos se emplean numerosos
fungicidas en dosis mayores y en la mayoria de los casos no se logra tener un control,
se incrementan los costos de produccién y se reduce los beneficios para los
productores. Cruz et al.,, (2017) evaluaron las enfermedades fungicas de mayor
importancia e incidencia en el cultivo de la soya, asi como la actividad antifingica de
Trichoderma asperellum. El antagonismo mostrado por T. asperellum se evalu6 por el
método de cultivo dual en placas Petri, también se evalué la distribucién e indice de
ataque de enfermedades claves del cultivo de la soya en condiciébn de campo, en
general T. asperellum mostré un elevado potencial para el control biolégico de las
enfermedades evaluadas, disminuyendo relativamente su distribucién y el porcentaje

de infeccion.

Promocion de crecimiento en las plantas por Trichoderma. Este hongo promueve
el crecimiento vegetal de las plantas tanto en la parte aérea con en las raices, debido a
gue estos microorganismos son capaces de absorber y degradar nutrientes, algunas
otras spp de Trichodermas producen hormonas de crecimiento como es el caso del

acido indolacético (Nufez et al., 2012).

Este hongo es capaz de segregar factores reguladores de crecimiento en las plantas
de varios cultivos. La promocién del desarrollo es debida a que Trichoderma tiene la
capacidad de solubilizar manganeso, no importa el pH del medio, ni la disponibilidad ya

gue lo solubiliza constantemente, y este microelemento es requerido para las funciones
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fisiologicas de las plantas, algunas de ellas como la fotosintesis, el metabolismo del
nitrégeno, sintesis de los compuestos aromaticos, y precursores de aminoacidos y
hormonas, de fenoles y de lignina, utiles en el crecimiento y la resistencia a las
enfermedades en las plantas (Martinez et al., 2013). Ademas, tiene la capacidad de
producir sustancias estimuladoras del crecimiento que ayudan al desarrollo de las
plantas. Estas sustancias actuan como aceleradores de los tejidos meristematico
apicales, que provocan un desarrollo méas rapido. Su eficacia ha sido comprobada en
clavel, crisantemo, pepino, berenjena, pimienta, rabano, tabaco, tomate, lechuga,
zanahoria, papa, algodon, frijol, pastos y ornamentales. En las semillas de pepino
favorece la germinacion, en el crisantemo logré que se incrementa el niumero de
botones florales y la altura de la planta, y en las plantas de frijol estimul6 la germinacién
presentando un aumento en la altura de las plantas y ganancia en peso (Ramos et al.,
2008).

Sinergismo entre microorganismo. Existen en el suelo relaciones de sinergismo y
antagonismo entre los microorganismos y plantas, esto se debe a que principalmente
la exudacion de compuestos quimicos es de gran utilidad para el metabolismo de este
conjunto microbiano, permiten el establecimiento, crecimiento y proliferacion de estas
poblaciones. Hay una gran cantidad de microorganismos presentes en el suelo como lo
son: hongos, bacterias, protozoarios, nematodos, virus y viroides, que se asocian a las
plantas. Entre algunas de ellas estan las promotoras del crecimiento de las plantas, las
cuales actian por medio de mecanismos como la fijacion bioldgica del nitrégeno y la
regulacion de enfermedades producidas por microorganismos patdgenos (Virgen,
2016). Trichoderma ha demostrado que puede tener interaccidn positiva con otra clase
de organismos benéficos, por ejemplo con especies de micorrizas arbusculares
(Glomus intraradices, G. mosseae, G. claroideum y G. constrictum) en plantas de
melén, en diferentes condiciones de fertilidad del suelo (tradicional y baja), y la
incidencia de la marchitez causada por el hongo patdgeno Fusarium spp, donde se ha
demostrado un efecto de sinergismo de Trichoderma harzianum con las micorrizas
arbusculares (MA) G. constrictum o G. intraradices, en las condiciones de baja fertilidad
del suelo. En la reduccion del fertilizante, con plantas inoculadas con T. harzianum y

micorrizas, tienen un mayor peso aéreo y mostraran un mejor estado nutricional. De

12



acuerdo al control el hongo patdgeno, Glomus mosseae mostr6é capacidad para reducir
la incidencia de la enfermedad causada por Fusarium, mientras que T. harzianum fue
mas efectivo que la micorriza al controlar el hongo patdégeno. Sin embargo, la
inoculacién combinada de las MA 'y T. harzianum produjo un mayor efecto de control de
Fusarium en comparacion con la inoculacion de las micorrizas solas, mostrando un
efecto similar al observado en las plantas inoculadas solamente con T. harzianum
(Martinez et al., 2011).

Métodos de aislamiento de Trichoderma. Una de las capacidades que tiene
Trichoderma es por lo que es de gran utilidad, se destaca su facilidad de aislamiento,
cultivo de colonias y principalmente que no causa riesgos en las plantas (Papavizas et
al.,1982). La mayoria de las especias de Trichoderma se aislan de la rizosfera ya que
tienen la facilidad de asociarse con las plantas. Salazar et al., (2017) reporta aislamiento
de las muestras tomadas del suelo en algunos lugares donde se producia tomate
(Solanum lycopersicum L.) y sorgo (Sorghum bicolor L).

Métodos de propagacion. En el campo agricola se ha incrementado el uso de
microorganismos para el control biol6égico, uno de ellos son distintas especies de
hongos Trichodermas spp. Una de las formas que existen en la agricultura de
propagarlo es a través de sustratos de las gramineas de arroz, la propagacion de
Trichoderma spp. se realiza de forma artesanal e industrial por medio de diferentes
técnicas de fermentacién solida y/o liquida, los sustratos naturales que se reportan son
granos de trigo, salvado de trigo, maiz, avena e incluso residuos de papa (Silvila et al.,
2013). Gémez, (2017) sefala que este hongo se caracteriza porque tiene la capacidad
de ser antagonista con patégenos, en su investigacion evalué los siguientes sustratos:
arroz, puntilla-granza, puntilla-granza-linaza y puntilla-broza, por medio de diferentes
condiciones y determino que los mejores sustratos para propagar fueron puntilla-
granza-linaza y puntilla-granza. Avalos, (2016) reporta el cultivo de Trichoderma en
cinco sustratos para la elaboracion de un biofungicida como medios de propagacion en
donde principalmente utilizé la cascarilla de arroz y arroz partido. Para comprobar que
la estabilidad del producto cambia dependiendo del sustrato usado para la formulacion,

entonces comprueba que el tratamiento mas eficaz es el sustrato de harina de trigo.
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Medios de cultivo para Trichoderma ssp. Este hongo se desarrolla en una gran

cantidad de medios, lo que facilita la reproduccién y su uso para la agricultura.

Medio Papa-Dextrosa-Agar (PDA). Es un medio que por lo regular es muy usado ya que
sirve para aislar la mayoria de hongos. Algunos de ellos como Beauveria,
Paecilomyces, Lecanicillium, Verticillium, Trichoderma y Metarhizium, debido a que

crecen y presentan una muy buena esporulacién (Cadefio et al., 2004).

Medio Murashige & Skoog. Particularmente el medio MS es muy usado si se tiene como
objetivo el de regenerar plantas. De manera que incluye algunas sales inorganicas,

carbohidratos, vitaminas, aminoacidos (Cadefio et al., 2004).

Medio Czapek Czapek. Es uno de los medios semisintético que se utiliza en el cultivo
de hongos, ya que contiene nitrato de sodio como su unica fuente de nitrégeno. Es un

medio que tiene su composicion quimica definida (Acosta et al., 2016).

Produccién de metabolitos secundarios. Para poder sobrevivir y competir el hongo
Trichoderma tiene la capacidad de producir diversos metabolitos secundarios como las
micotoxinas y alrededor de 100 moléculas no polares y algunas de bajo peso molecular
que tienen la caracteristica de ser antibiéticas, algunas de ellas como lo son las pironas,
policetidos, terpenos, butelinolidas, auxinas, esteroides y metabolitos derivados de
aminoacidos (Jelen et al., 2013). Este hongo también produce gran diversidad de
compuestos no volatiles, entre ellos, algunos alcaloides y un niamero importante de
antibioticos peptidicos (4-Heptanona, Trichodermamida A, Acido-indolacético, 3-
Octanona, Viridin, Bergamoteno, 6-Pentil-2H-piran-2-ona y Valerianol) Para que se dé
la produccioén de los metabolitos secundarios tienen que intervenir diferentes factores
ambientales como lo es el pH, los nutrientes, luz y el impacto por lesiones fisicas
(Sivasithamparam et al., 2002; Vinale et al., 2008).
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MATERIALES Y METODOS

Ubicacion del experimento.

Este experimento se llevo a cabo en el Laboratorio de Fitopatologia del Departamento
de Parasitologia de la Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro (UAAAN)
Buenavista, Saltillo Coahuila, ubicada en las coordenadas geograficas de 25° 21' 13"

latitud Ny 101° 1' 56" longitud oeste, con una altura de 1,742 msn.

Figura 1. Departamento de parasitologia, UAAAN 2020

Material biolégico. Para la realizacion de esta investigacion se trabajé con cuatro
especies diferentes de hongos Trichodermas spp. Estos microorganismos fueron
proporcionados de la coleccion del Departamento de Parasitologia en su area de
Microbiologia.

e THZ = Trichoderma harzanium
e TA = Trichoderma asperellum
e TL = Trichoderma lignorum

e TY = Trichodema yunnanense

Preparaciéon del medio. En el desarrollo del experimento se utilizé el medio de cultivo
Papa Dextrosa Agar (PDA). Este medio fue preparado al pesar 19.5 g del medio (MCD
LAB), se depositd en matraz Erlenmeyer de 1 L, se agrego medio litro de agua destilada,
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se tapo6 con torunda de algodén, se coloco en una parrilla eléctrica para que se diluyera
en el agua y se esteriliz6 en autoclave durante 15 min a 121 libras de presion.
Posteriormente, a temperatura ambiente se enfrid, se vacio en cajas Petri de plastico
estériles de 90 mm, dejandolas reposar por 24 h, y se activaron las cepas en estas cajas
Petri.

Figura 2. Preparacion del medios de cultivo en el Laboratorio de Parasitologia

Compatibilidad entre especies de Trichoderma spp. Las cepas originales se
activaron en el medio de cultivo PDA. Transcurridos 10 dias después de la siembra
(dds) de las cepas, se tom6 un explante circular de 5 mm de diametro (PDA mas el
hongo en crecimiento), para cada tratamiento se sembraron las diferentes especies de
Trichoderma en diferentes puntos de las cajas Petri, empezando con dos
confrontaciones de diferentes especies, se hizo la siembra a los extremos de la caja
Petri, la segunda confrontacion se realizo con tres especies al realizar la siembra en los
puntos de interseccion de un triAngulo equilatero y por ultimo se realizé la siembra en
los cuatro puntos cardinales de la caja Petri. Las cajas Petri de todos los tratamientos
fueron selladas con plastico kleen pack e incubadas a 26° + 2.
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Tabla 1 Criterios para determinar la compatibilidad por el ancho de la barrera entre
especies de Trichoderma spp. (Ortufio et al., 2013).

Ancho de la barrera (cm) Compatibilidad Caracteristicas
0.7-1.0 Incompatible Barrera firme
0.5-0.6 Incompatible Barrera extensa
0.4-0.5 Confrontable Barrera gruesa
0.2-0.3 Diferente Barrera delgada
0.1-0.2 Compatible Barrera perceptible
0 Individual Sin Barrera

Conteo de conidios. Transcurridos 10 dds de cada confrontacion de las especies de
Trichoderma evaluadas, se realizé el conteo de conidios con la camara de Neubauer.
Se utilizé agua destilada estéril acondicionada con bionex (3 ml/l), se adicionaron 10 ml
del agua destilada estéril a las cajas Petri por cada tratamiento (dos, tres y cuatro
Trichoderma spp. confrontados) y se recuperaron los 10 ml con la solucién madre (agua
y conidios). La solucion madre se agitd6 manualmente durante 30 seg y se hicieron
diluciones para poder hacer el conteo de conidios. La cAmara Neubauer se coloco en
el microscopio, para asegurar su estabilidad, se aplicé cada solucién con una
micropipeta en las hendiduras de la cadmara asegurandose que no se formaran
burbujas, se dejo reposar por un minuto y se hicieron las observaciones con el objetivo
40x para realizar los conteos de los conidios. Los conidios contados se transformaron

a conidios/ml por la formula citada por Aguilar et al., (2016).
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Figura 3 Procedimiento para la realizacion del Conteo de conidios. A) placa de
Trichoderma sp. B)Toma de suspension de conidios de placa, C) Placa original sin
conidios, D) Suspension de conidios, E) Placa de Trichoderma ssp. y tubo con suspension
de conidios, F) Tubos con suspension de conidios agitados manualmente, G) Camara de
Neubauver en microscopio, H) Enfoque y conteo de conidios y I) Campo de observacion

de conidios al microscopio.

Analisis estadistico.

Para diferenciar los tratamientos, los datos obtenidos se analizaron bajo un disefio
completamente al azar. De igual manera se realizé un analisis de varianza y una
comparacién de medias segun Tukey (p=0,05) en el paquete estadistico Statical
Analysis System (SAS) 1992.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Compatibilidad en crecimiento de Trichoderma spp. De las diferentes
combinaciones que se realizaron con las especies de Trichoderma, se obtuvo mayor
compatibilidad en la combinacion T. asperellumy T. lignorum, como se puede observar
en la figura 4. En este contexto, la combinacion de T. asperellum, T. lignorum y T.
harzanium presentaron una compatibilidad por arriba del 50%. Con ayuda de un vernier
digital se realizaron mediciones de crecimiento frontal y se determiné la compatibilidad
con la formula de concentracion inhibitoria fraccionada (FIC) consultada en la

investigacion de Sueke et al.,(2010).
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Figura 4. Crecimiento micelial de especies de Trichoderma en combinacién

Esporulacion de la confrontacion de Trichoderma spp. De las diferentes
confrontaciones que se llevaron a cabo (dos, tres y cuatro) se encontré que algunas de
las combinaciones de las especies de Trichoderma spp. fueron compatibles (tabla 2).
El hongo Trichoderma lignorum presenté la mayor esporulacién con 44.2 mil de
conidios/mL, esta misma cepa al ser combinada con T. asperellum, en conjunto,

esporularon mas (20.4 mil) que todas las combinaciones evaluadas con dos cepas
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confrontadas. Por separado, la cepa de T. asperellum tuvo una esporulacion de 12.9
mil conidios/mL, la esporulacion de T. lignorum y T. asperellum, en evaluacion por
separado, en promedio fue de 28.55 mil conidios/mL, tomando de referencia el dato
anterior se observa que la combinacién de estas dos cepas disminuyo un 29 % en la
esporulacion que las cepas evaluadas por separado. Por su parte, la mejor combinacién
de tres especies diferentes fue T. asperellum, T. yunannense y T. harzanium con una
esporulacion de 9.920 mil conidios/mL, con una disminucién del 50 % de la esporulacion
que el promedio de las tres especies por separado. En la combinacion de las cuatro

especies se encontré una baja esporulacion (4.94 mil conidios/ml).

Tabla 2. Esporulacion de especies de Trichoderma solo y en combinacion

COMBINACION CONIDIOS/mI  COMBINACION CONIDIOS/mI
TL 4.42x10" a TA-THZ 5.45x10° def
TA-TL 2.04x107 b TA-TY 5.38x10° ef
TY-TL 1.46x107 bc TY-TA-TL 5.02x10° ef
TL-THZ 1.39x107 bed TA-TL-THZ-TY 4.94x10° ef
TA 1.29x10”bcde  TY-THZ 4.63x106 ef
TA-TY-THZ 9.92x10%cdef  THZ 2.72x10° f
TA-TL-THZ 9.28x10° cdef  TY 1.66x106f

Media estadistica con las mismas letraas ( a, b, ¢) son similares estadisticamente (P=
0.05); C.V. 34.76555

Ancho de barrera. Al realizar las observaciones se encontré6 compatibilidad entre dos
especies, representadas por TL-TAy TA-THZ, por su parte, al combinar tres especies
fue compatible la confrontacion de TL-TA-THZ. La compatibilidad de las entre especies
mencionadas se pueden observar en la Figura 4, donde las imdgenes muestran un
ancho de barrera delgado, distinguiéndose en las confrontaciones que las especies
presentaron diferencias en crecimiento micelial y esporulacién, de diferentes
coloraciones. Las compatibilidades antes mencionadas fueron registradas en la tabla 3;
todo lo anterior, sustenta que TL-TA, TA-THZ y TL-TA-THZ conviven y no inhiben el

crecimiento entre ellas.
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Tabla 3 Ancho de barrera de las distintas confrontaciones entre especies de Trichoderma

Combinacion Ancho (cm)
TL-TA 0.055
TA-THZ 0.06
TL-THZ 0.27
TY-THZ 0.34
TY-TL 0.48
TY-TA 0.33
TL-TA-THZ 0.08
TY-TL-TA 0.35
TY-TA-THZ 0.44
TA-TL-TY-THZ 0.4

Figura 5. Prueba de compatibilidad de diferentes especies de Trichoderma a través del

ancho de barrera.

TA: Trichoderma asperellum, TL: T. lignorum y THZ: T. harzanium

La aplicacion de microorganismos benéficos para las plantas puede reemplazar
parcialmente el uso de fertilizantes quimicos, este es uno de los efectos benéficos que
realiza el hongo Trichoderma teniendo un mayor efecto al mezclarlo con fertilizante
organico (Ye et al., 2020). Las diferentes especies del género Trichoderma son las mas
usadas para el control biolégico de las enfermedades causadas por agentes
fitopatdbgenos a las plantas (Woo et al.,, 2014). Se ha reportado que el uso de
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Trichoderma combinado con bacterias promotoras del crecimiento de las plantas,
rizobios y hongos micorrizicos arbusculares pueden reducir el uso de agroquimicos y
aumentar el rendimiento de la planta, la nutricién y la tolerancia al estrés biético-abiotico,
estos estudios también han demostrado que al recubrir semillas con estos
microorganismos ayudan a los cultivos a mejorar el establecimiento y la germinacién de
las plantulas o lograr altos rendimientos y calidad de los alimentos, bajo una reduccién
de la fertilizacion quimica. El uso de especies de Trichoderma antagonistas con
diferentes modos de accidén son un reto y una via para la elaboracion de consorcios
comerciales, donde los aislados nativos en evaluaciones in vitro son importantes
pruebas que reducen la variabilidad en el control bioldgico in vivo, esto también, puede
favorecer el sinergismo con otros agentes biocontroladores (Benitez et al., 2004). Los
resultados de esta investigacion concuerdan con los encontrados por Ortufio et al.,
(2013), ellos demostraron la compatibilidad de consorcios de especies de Trichoderma
y observaron un efecto benéfico en las plantas. Este mismo efecto se ha demostrado
con especies incompatibles de Trichoderma citrinoviride y T. harzianum, las cuales,
reducen el parasitismo de Meloidogyne incognita y mejoran el crecimiento de la planta,
lo que los hace factible para ser ingredientes activos de bioplaguicidas (Koh et al.,
2018). Lo anterior, concuerda en cierta manera con esta investigacion, ya que, se
demostrdé que las diferentes especies Trichoderma en condiciones in vitro pueden
crecer y esporular, siendo promisorios para ser combinados y evaluados en condiciones

de experimentacion en campo.
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CONCLUSION

Existe compatibilidades en crecimiento, esporulacion y ancho de barrera entre las
especies fue T. asperellum- T. lignorum y T. asperellum-T. harzianum y asi como
también especies como T. asperellum (TA)-T. yunannense (TY)-T. harzanium (THZ) y
T. lignorum-T. asperellum-T. harzianum. Se comprueba la compatibilidad in vitro entre
especies de Trichoderma lo que facilitara la toma de decisiones para efectuar mezclas

de este antagonista para estudios de investigacion y empleo en invernadero y campo.
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ANEXOS

Sistema SAS 5
16:52 Thursday, November 18, 2019

30



Procedimiento ANOVA
Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para espora
NOTA: Este test controla el indice de error experimentwise de tipo |, pero

normalmente

tiene un indice de error de tipo Il mas elevado que REGWQ.

Alfa 0.05
Error de grados de libertad 56
Error de cuadrado medio 1.485E13

Valor critico del rango estudentizado 4.95664
Diferencia significativa minima 8.54E6

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento Media N trat
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F 1662500 5

TY

Sistema SAS 3
16:52 Thursday, November 18, 2019

Procedimiento ANOVA

Informacién del nivel de clase

Clase Niveles Valores

Trat 14 TA TA-THZ TA-TL TA-TL-THZ TA-TL-THZ-TY TA-TY TA-TY-

THZTHZ TL TL-THZ TY TY-TA-TL TY-THZ TY-TL

NUmero de observaciones 70

Sistema SAS 4

16:52 Thursday, November 18, 2019

Procedimiento ANOVA

Variable dependiente: espora

Suma de Cuadrado de
Fuente DF cuadrados la media F-Valor

Modelo 13 7.7557325E15 5.9659481E14  40.17

Pr>

<.0001
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Error 56 8.317048E14 1.4851871E13

Total correcto 69 8.5874373E15

R-cuadrado  Coef Var  Raiz MSE espora Media

0.903149  34.76555 3853813 11085149

Cuadrado de

Fuente DF Anova SS lamedia F-Valor Pr>F
trat 13 7.7557325E15 5.9659481E14 40.17 <.0001
Sistema SAS 1

16:52 Thursday, November 18,

2019

Obs trat Rept espora

1 TA 1 13700000
2 TA 2 13150000
3 TA 3 13100000
4 TA 4 11750000
5 TA 5 12925000
6 TA-THZ 1 4350000
7 TA-THZ 2 3925000
8 TA-THZ 3 6800000
9 TA-THZ 4 6725000
10 TA-THZ 5 5450000
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63 TY-THZ 3 3225000

064 TY-THZ 4 4075000
65 TY-THZ 5 4693750
66 TY-TL 1 13275000
67 TY-TL 2 12625000
68 TY-TL 3 14700000
69 TY-TL 4 17825000
70 TY-TL 5 14606250
Sistema SAS 5

17:09 Thursday, November 18, 2019

Procedimiento ANOVA

Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para crec

NOTA: Este test controla el indice de error experimentwise de tipo |,

pero normalmente

tiene un indice de error de tipo Il mas elevado que REGWQ.

Alfa 0.05
Error de grados de libertad 40
Error de cuadrado medio 4.89

Valor critico del rango estudentizado 4.73453

Diferencia significativa minima 4.6822

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.
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Sistema SAS 3
17:09 Thursday, November 18, 2019

Procedimiento ANOVA

Informacion del nivel de clase

Clase Niveles Valores

trat 10 TA-THZ TA-TL TA-TL-THZ TA-TL-THZ-TY TA-TY TA-
TY-THZ TL-THZ TY-TA-TL TY-THZ TY-TL

NUmero de observaciones 50

Sistema SAS 4
17:09 Thursday, November 18, 2019

Procedimiento ANOVA

Variable dependiente: crec

Sumade Cuadrado de

Fuente DF cuadrados la media F-Valor Pr>
F

Modelo 9 2020.400000 224.488889 4591
<.0001

Error 40 195.600000 4.890000
Total correcto 49 2216.000000

R-cuadrado Coef Var Raiz MSE crec Media
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0.911733

3.799544 2.

211334  58.20000

Cuadrado de

Fuente DF Anova SS la media F-Valor Pr>
F

trat 9 2020.400000 224.488889 45.91 <.0001

Sistema SAS 1
17:09 Thursday, November 18, 2019

Obs Trat rept Crec
1 TA-THZ 1 66
2 TA-THZ 2 58
3 TA-THZ 3 54
4 TA-THZ 4 61
5 TA-THZ 5 64
6 TA-TL 1 68
7 TA-TL 2 71
8 TA-TL 3 73
9 TA-TL 4 69
10 TA-TL 5 72
11 TA-TL-THZ 1 61
12 TA-TL-THZ 2 62
13 TA-TL-THZ 3 65
14 TA-TL-THZ 4 66
15 TA-TL-THZ 5 68
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