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RESUMEN

En este trabajo se aislaron especies fungicas de tres compartimentos diferentes de
un agroecosistema de sorgo. Se aislaron Trichoderma spp: tres de tejido foliar, dos
de raiz y siete en suelo. Se identificaron por PCR, tejido foliar se identifico a T. lixii/H.
lixii; en raiz a T. lixii y T. atroviride y en suelo a T. harzianum y T. virens. Se
selecciond al azar, una cepa de cada compartimento para evaluar su potencial
antagonico frente a fitopatégenos de relevancia: Fusarium mexicanum (FM), F.
pseudocircinatum (FP), Fusarium sp. (FU), Colletotrichum acutatum (CA), C.
coccodes (CC), C. gloesporoides de Morelia (CG1), C. gloesporoides de Uruapan
(CG2), Phytophthora capsici (PCA), P. cinnamomi de Atécuaro (PCl) y P.
cinnamomi de Uruapan (PC2). Se clasifico el nivel de antagonismo segun Bell et al.
(1982). Resultados de los ensayos de cultivo dual: las cepas T5HD (tejido foliar) y
T4RB (raiz) clase 1 frente a FM. T5HD, T4RB y 2T22G (suelo) frente a CC y CG2,
clase 1; las cepas T5HD y 2T22G clase 1 frente a CAy T4RB clase 1 frente a CG1,
T5HD, TARB Y 2T22G clase 1 frente a PCA, PC1 y PC2. En los ensayos de
Inhibicidn por metabolitos secundarios solubles (MSS) y por volatiles (MSV), se
clasificaron segun Worasatit et al. (1994). Los resultados de inhibicion por MSS son:
2T22G clase 1 frente a FM, T5HD Y 2T22G clase 1 frente a FU. T5HD y 2T22G
clase 1 frente a CA, 2T22G clase 1 frente a CC. Las tres cepas evaluadas frente a
PCA, PC1y PC2, clase 1. Inhibicidon por MSV son: clase 2 TARB y 2T22G frente a
FMYy FP. T4RB clase 2 contra las especies de Colletotrichum probadas. T4RB clase
1 frente a PC1ly PC2. La cepa aislada de suelo 2T22G, presento el mejor potencial
antagonico.

Biocontrol, antagonismo, inhibicion, Fusarium y Colletotrichum
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ABSTRACT

In this work, fungal species were isolated from three different compartments of a
sorghum agroecosystem. Trichoderma spp were isolated: three from leaf tissue, two
from root and seven in soil. They were identified by PCR, foliar tissue was identified
at T. lixii/H. lixii; in root to T. lixii and T. atroviride and in soil to T. harzianum and T.
virens. A strain from each compartment was randomly selected to assess its
antagonistic potential against relevant phytopathogens: Fusarium mexicanum (FM),
F. pseudocircinatum (FP), Fusarium sp. (FU), Colletotrichum acutatum (CA), C.
coccodes (CC), C. gloesporoides de Morelia (CG1), C. gloesporoides de Uruapan
(CG2), Phytophthora capsici (PCA), P. cinnamomi de Atécuaro (PC1l) and P.
cinnamomi de Uruapan (PC2). The level of antagonism was classified according to
Bell et al. (1982). Results of the dual culture trials: strains T5HD (leaf tissue) and
T4RB (root) class 1 versus FM. T5HD, T4RB and 2T22G (ground) versus CC and
CG2, class 1; strains T5HD and 2T22G class 1 against CA and T4RB class 1 against
CG1, T5HD, TARB and 2T22G class 1 against PCA, PC1 and PC2. In the Inhibition
assays by soluble secondary metabolites (MSS) and by volatile (MSV), they were
classified according to Worasatit et al. (1994). The results of MSS inhibition are:
2T22G class 1 against FM, TS5HD and 2T22G class 1 against FU. T5HD and 2T22G
class 1 against AC, 2T22G class 1 against CC. The three strains evaluated against
PCA, PC1 and PC2, class 1. Inhibition by MSV are: class 2 T4RB and 2T22G against
FM and FP. T4RB class 2 against tested Colletotrichum species. T4RB class 1 vs.
PC1 and PC2. The isolated 2T22G soil strain presented the best antagonistic
potential.
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1. INTRODUCCION
1.1 El sorgo y su relevancia socioecondémica

El sorgo (Sorghum bicolor (L.) Moench) es un cereal originario de Africa miembro
de la familia de las gramineas. Es el cuarto cereal mas importante en siembra a
nivel mundial después del maiz, arroz y trigo, ademas de ser un cultivo
multipropdsito ya que se utiliza en la produccion de grano, forraje, jarabe y bioetanol
(Ezzat et al., 2010; Mareque et al., 2018). Esta variedad de usos ocasiona que el
sorgo sea ampliamente cultivado alrededor del mundo, produciéndose alrededor de
60 millones de toneladas anuales promedio en los ultimos 10 afos, hasta el 2016
(SAGARPA, 2016). La produccion mundial de sorgo se concentra principalmente en
ocho paises, siendo Estados Unidos el principal productor con una participacion del
18% del total, seguido de Nigeria y México, que participan con alrededor del 10%
cada uno. En tercer lugar, se encuentran Sudan e India, cada uno con una
participacion cercana al 9% y con menores participaciones se encuentran Etiopia,
Argentina y China (SAGARPA, 2016). El segundo lugar que ocupa México como
productor global de sorgo, junto con Nigeria, lo debe a una produccién anual de 6
millones de toneladas promedio; ademas, México es el segundo consumidor
mundial de este grano, destinandose el 95% a consumo forrajero y el resto a
consumo humano y usos en la industria. La produccién nacional se concentra
principalmente en Tamaulipas, Guanajuato, Sinaloa, Michoacan y Nayarit; siendo
Michoacan el 4° productor nacional de dicho cereal, produciendo 600 mil toneladas
anuales promedio (SAGARPA, 2016).

1.2 Sorgo y usos biotecnolégicos

Ademas de su uso como forraje y alimento humano, existen otras caracteristicas y
aplicaciones del sorgo que justifican el estudio de dicha planta y sus relaciones con
microorganismos, particularmente hongos. El sorgo se ha propuesto como una
importante planta para la obtencion de biocombustibles, debido al alto contenido de
almidon y azlcares; asi, se considera un cultivo relevante para la produccion de
biocombustible de segunda generaciéon debido al alto contenido celuldsico y no es

considerado un cultivo alimenticio importante. Ademas, el sorgo tiene una gran
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adaptabilidad a diversas condiciones ambientales, mayor a la de otros cultivos
utilizados para la obtencion de biocombustibles, y es un cultivo con maltiples usos,
por lo que es el mas adecuado para la produccion sostenible de biocombustibles
(Wang et al., 2008; Calvifio y Messing, 2012; Malobane et al., 2018). Por otra parte,
el bagazo de sorgo es un buen material como sustrato para la produccién de
enzimas ligninoliticas por parte de algunos basidiomicetes (Mishra et al., 2017), y
para la produccion de hongos comestibles (Rani et al., 2008). Los granos de la
planta son un buen material para la preservacion a largo plazo del germoplasma de
hongos comestibles como Agaricus subrufescens (Mata y Savoie, 2013). De la
planta de sorgo se han obtenido metabolitos o compuestos con actividad
farmacolégica, como polisacéridos con actividad antioxidante (Slima et al., 2017),
asi como antocianidinas (3-desoxiantocianinas) con actividad antiinflamatoria y
anticarcinogénica (Vanamala et al., 2017). Se sabe que la 3- desoxiantocianina,
presente en el sorgo, es capaz de reducir la esteatosis hepatica (De Sousa et al.,
2018). Por otro lado, el sorgo se ha considerado para procesos de fitorremediacion
de suelos, particularmente de aquellos contaminados con sustancias organicas
como el fenantreno y el pireno (Baneshi et al., 2014) y metales pesados como el
estroncio (Wang et al., 2017). En algunos casos la microbiota asociada a esta
graminea es fundamental en el proceso de detoxificacion de metales pesados
(Phieler et al., 2015). Un ultimo aspecto que es relevante de considerar para estudiar
el sorgo y su microbiota asociada, es el hecho de que éste sirve como reservorio de
especies microbianas patdogenas de maiz, como es el caso de Clavibacter
michiganensis subsp. nebraskensis (lkley et al., 2015).

La caracterizacion de la comunidad microbiana asociada a cultivos de
relevancia agricola e industrial es importante ya que ésta influye de manera directa
en la produccion del cultivo y ayuda a las plantas a resistir el estrés biético y abiotico
(Kapanigowda et al., 2013). Adicionalmente, la microbiota asociada a plantas de
relevancia agricola es fuente de herramientas para la obtenciéon de metabolitos con
actividad bioldgica o de cepas para el biocontrol de enfermedades de plantas (Ryan
et al., 2007; Andrews et al., 2010; Busby et al., 2016). No obstante, los estudios

sobre la microbiota asociada a cultivos de sorgo son escasos, aunque
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recientemente, empleando pirosecuenciacion, se ha documentado que la
comunidad endofita bacteriana es distinta en las diferentes estructuras de la planta
(Maropola et al., 2015). Dicho analisis document6 entre las principales especies
bacterianas asociadas a sorgo a Pseudomonas, Agrobacterium,
Stenotrophomonas, Erwinia, Microbacterium, Sphingobium, Lactococcus vy
Herbaspirrillum. Los estudios relacionados con la comunidad fangica y su relevancia

se describen a continuacion.

1.3 Hongos asociados a sorgo

Los hongos ocasionan grandes pérdidas econdmicas y aumentan los costos de
produccién en los cultivos, al tener que establecer medidas para su control (Garcia,
2004). Los patogenos de las plantas son de importancia por su impacto en el
rendimiento de los cultivos, sobre la sostenibilidad del sistema y en la ecologia.
Ademas, los hongos fitopatdgenos representan una seria amenaza a la seguridad
alimentaria debido a su capacidad para producir micotoxinas (Savary et al., 2017).
Una amplia variedad de hongos ha sido documentada como fitopatégenos
productores de micotoxinas o simplemente asociados a cultivos de sorgo, siendo
las especies mas comunes de los géneros Aspergillus, Penicillium, Alternaria,
Fusarium, Helminthosporium, Phoma, Cladosporium, Chaetomium y Curvularia. En
la primera y quiza Unica descripcion sobre la sucesion de colonizacion fungica en
tallo y raices de plantas de sorgo en crecimiento mostré que especies de Fusarium,
Alternaria, Epicoccum y Trichoderma eran los mas frecuentemente aisladas en los
distintos estados de desarrollo de la planta (Reed et al., 1983; Partridge et al., 1984).
Dicho estudio mostré que los hongos se volvian mas abundantes conforme en
estados mas avanzados del desarrollo de la planta. Alves dos Reis et al. (2010)
reportan la siguiente abundancia de hongos en distintos estados de desarrollo de la
planta de sorgo: Cladosporium spp. (61.8%), Helminthosporium spp. (33.4%),
Fusarium spp. (25.1%), levaduras (17.5%), Epicoccum spp. (11.0%), Mucor spp.
(6.1%), Alternaria spp. (4.2%), Nigrospora spp. (4.7%), Aspergillus parasiticus
(4.0%), Aspergillus flavus (3.0%), Acremonium spp. (2.2%) y Penicillium spp.

(1.4%). Otros géneros de importancia son Colletotrichum, Pericona, Rhizopus,
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Trichotecium, Trichoderma y Cephalosporium. Todos ellos se pueden encontrar
como endofitos de raiz, de tejido foliar, asi como en suelo (FAO, 2012).

Recientemente, empleando una combinacién de pirosecuenciacion y
secuenciacion de Sanger de las regiones ITS y 18S de rDNA, asi como el
aislamiento en cultivo axénico, se identificaron 33 especies de ascomicetes
asociados a semillas y plantulas de sorgo crecidas in vitro, entre ellas especies de
los géneros Fusarium, Curvularia, Alternaria, Cladosporium, Colletotrichum,
Aspergillus, entre otras. Dicho estudio tenia por finalidad evaluar la transferencia de
hongos de la semilla a la planta, encontrando en mayor proporcion especies de los
géneros Curvularia, Fusarium y Aspergillus, en ese orden. La baja diversidad de
hongos encontrada puede atribuirse al desarrollo de las plantulas en tubos de
ensaye, sin contacto con el ambiente (Stokholm et al., 2016).

En otro estudio basado unicamente en el aislamiento en cultivo axénico
identifico aislados de Aspergillus (28.7%), Alternaria (22.9%) y Penicillium (13.4%)
como los mas abundantes en tejidos de plantas de sorgo. De manera interesante,
mientras que el aislamiento de cepas de los primeros dos géneros tiende a disminuir
significativamente a medida que aumenta el tiempo de ensilado de la planta, las de
Penicillium se incrementan hasta el punto en que practicamente de cualquier
muestra analizada a los 180 dias se obtiene un aislado de dicho género. En este
mismo tiempo de ensilado, cepas de los géneros Paecilomyces (35.3%) y
Trichoderma (11.1%) incrementan su incidencia de manera significativa, desde cero
en material fresco (Del Palacio et al., 2016).

Los hongos fitopatdgenos asociados al cultivo de sorgo descritos en México
son Fusarium moniliforme (Martinez-Ramirez et al., 2005; Ramirez-Rojas et al.,
2013), Macrophomina phaseolina (Diaz-Franco y Montes-Garcia, 2008; Ramirez-
Rojas et al., 2013), Sporisorium reilianum, Peronosclerospora sorghi, Claviceps
africana (Diaz-Franco y Montes-Garcia, 2008) y Sclerotium rolfsii (Hernandez-
Jiménez et al., 2004). En el caso particular de Michoacéan, los fitopatdbgenos
asociados a sorgo, incluidas plantas de Sorghum sp., S. bicolor y S. vulgare, son
Peronosclerospora sorghi, C. africana, F. moniliforme, Cercospora sorghi vy

Sporisorium reilianum (Fernandez-Pavia et al., 2012).
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En México se han obtenido aislados de Trichoderma spp. a partir de suelo en
donde se ha cultivado sorgo. Las especies identificadas mediante criterios
morfologicos en combinacion con el andlisis de la secuencia ITS fueron T. atroviride,
T. harzianum, T. reesei, T. longibrachiatum, T. koningiopsis y T. citrinoviride
(Larralde-Corona et al., 2008). Dos de las cepas identificadas como T. harzianum y
T. koningiopsis resultaron eficientes antagonistas contra cepas del hongo
fitopatbgeno Macrophomina phaseolina aisladas de plantas de sorgo y frijol
infectadas. El aislamiento vy tipificacion de aislados del género Trichoderma es
importante ya que puede contribuir a encontrar cepas con potencial para el
biocontrol y la bioestimulacién de cultivos de relevancia agricola, ademas de que
este género produce una gran diversidad de metabolitos secundarios con distintos
tipos de actividad biolégica (Zeilinger et al., 2016), lo que incrementa
significativamente su potencial biotecnoldgico. Por otra parte, estudios recientes en
diversos ecosistemas y distintas regiones geograficas han confirmado la existencia
de una gran variacion fisiol0gica, bioquimica y genética intra e interespecifica en la
efectividad de cepas de Trichoderma spp. para antagonizar contra diferentes
microorganismos fitopatégenos. Esto muestra la necesidad de seguir aislando y
caracterizando cepas antagonistas de distintas regiones, particularmente cercanas
geografica y ecoldgicamente a las cepas de fitopatdgenos que se desean controlar.
Ademas, cabe hacer énfasis en la creciente resistencia a los fungicidas por parte de
los hongos fitopatégenos, debido al uso excesivo e inadecuado de los mismos
(Heydari y Pessarakli, 2010). Por lo anterior, es importante encontrar alternativas
eficaces frente a los fitopatdgenos, amables con el medio ambiente y que no

provoquen riesgos a la salud.

1.4 Trichoderma spp. y sus mecanismos de accién contra fitopatégenos

Trichoderma (Telomorfo: Hypocrea, Hypocreales, Ascomycota, Dikarya) es un
género de hongos cosmopolita, que habita usualmente en suelos y rizésfera,
aunque también se ha documentado como enddfito de plantas (Kredics et al., 2014).
Las especies del género se has reportado en una gran variedad de sustratos

naturales y artificiales, lo que muestra su potencial como un microorganismo
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oportunista y su adaptabilidad a diferentes condiciones ecoldgicas (Fried y
Druzhinina, 2012). El principal mecanismo de reproduccion asexual de Trichoderma
spp. es mediante la produccién de conidios que se da en respuesta a sefales de
estrés para permitir al hongo sobrevivir y dispersarse. La induccién de la
conidiogénesis es afectada por las condiciones ambientales como disponibilidad de
nutrientes, luz y pH bajo, entre otros factores (Carreras-Villasefior et al., 2012).

Biocontrol

El “control biolégico” o “biocontrol” puede referirse al control de un organismo por
medio de otro, siendo en un sentido mas amplio el uso de espécimen naturales para
reducir los efectos de individuos no deseados, considerados patdgenos y favorecer
a los organismos deseables como cultivos, insectos, arboles, y microorganismos
benéficos (Narayanasamy, 2013). La capacidad de un microorganismo que controla
a otro depende de diversos factores que favorecen una actividad antagonica, como
se describe mas adelante; ademas de que algunos microorganismos como las
especies del género en cuestion, proporcionan proteccion a la planta asociada tanto
de manera directa inhibiendo al patégeno por micoparasitismo, antibiosis y por
competicion; como de manera indirecta aumentando la resistencia vegetal frente a
los patdgenos y mediante la estimulacion del crecimiento (Narayanasamy, 2013).
Es importante mencionar que el biocontrol puede presentar costos econémicos
menores y ser mas eficiente respecto al uso de otras practicas de control
tradicionales, como el uso de fungicidas que se utilizan de manera indiscriminada.
Esto es debido a que los antagonistas actiuan en forma mas lenta, pero su accion
puede ser mas estable y duradera en el tiempo que la del control quimico con
fungicidas, en donde la mayoria de los casos el efecto suele ser temporal y se
requieren una serie de aplicaciones para lograr una proteccién adecuada de las

plantas (Heydari y Pessarakli, 2010).

Las especies del género Trichoderma destacan entre las mas utilizadas para
el biocontrol de patégenos fungicos del suelo (Schuster & Schmoll, 2010; Olmedo-
Monfil y Casas-Flores, 2014), debido a una eficiente colonizacion de la rizésfera,

estableciéndose rapidamente en las comunidades microbianas de la misma. Esto
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les permite ejercer un control sobre la micoflora patogénica y favorecer la salud de
la planta mediante la estimulacion del crecimiento y la induciendo la resistencia,
tanto sistémica como localmente, contra un amplio nimero de enfermedades que
son causadas por diferentes microorganismos (Vinale et al., 2008; Olmedo-Monfil y
Casas-Flores, 2014).

Se han descrito diversos mecanismos por medio de los cuales las especies
del género Trichoderma antagonizan a los microorganismos fitopatégenos, los
cuales incluyen la liberacion de metabolitos con actividad antifungica, la
competencia directa por los nutrientes y el espacio disponibles, y el

micoparasitismo, que se describen a continuacion.

I.  Mecanismos directos
a) Antibiosis
Entre los mecanismos de accion de los agentes biocontroladores esta la antibiosis,
gue consiste en la sintesis de inhibidores del crecimiento o de agentes que causan
la muerte de un organismo cuando el mismo se expone a los productos del
metabolismo del antagonista. Como se ha descrito con anterioridad, las especies
del género Trichoderma son capaces de secretar una gran diversidad de
metabolitos que pueden ser tanto volatiles como no volatiles, que impiden el
desarrollo de microorganismos fitopatégenos. Dependiendo de la estructura del
metabolito, se pueden distinguir dos tipos: los de peso molecular alto, denominados
peptaiboles, con caracteristicas anfipaticas que actuan alterando la permeabilidad
de la membrana de las células del patégeno, y los de bajo peso molecular, no
polares, como compuestos aromaticos, pironas y derivados de isocianato que
pueden difundir en el agua y actuar a distancia (Vinale et al., 2008; Zeilinger et al.,
2016; Olmedo-Monfil y Casas-Flores, 2014). Los compuestos volatiles pueden ser
alcoholes, cetonas, alcanos, furanos, mono- y sesquiterpenos, asi como pironas.
Ademas, hay que considerar en este apartado también la produccion de péptidos
no ribosomales (Olmedo-Monfil y Casas-Flores, 2014). La secrecion de estos

metabolitos esta claramente correlacionada con la capacidad de biocontrol, ya que
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al ser purificadas y aplicadas estas sustancias se obtienen resultados muy similares
sobre el fitopatdgeno que al aplicar todo el hongo.

b) Competencia

Las especies de Trichoderma se caracterizan por presentar un rapido crecimiento,
que le brinda mayor capacidad a la hora de colonizar un espacio, pudiendo asi
competir eficientemente por los mismos nichos y nutrientes que otros hongos,
incluyendo a fitopatdgenos. Este es un mecanismo de alta eficacia debido a que la
falta de nutrientes es la causa mas comun de muerte para los microrganismos
fitopatdgenos. Por ejemplo, el hierro que es uno de los principales nutrientes debido
a que delimita la colonizacién y el desarrollo de hongos, siendo esencial para la
supervivencia de estos organismos; sin embargo, dicho nutriente es escaso y su
disponibilidad en el suelo es muy baja. Las especies de Trichoderma son capaces
de producir siderdforos que son altamente eficientes para quelar hierro, los cuales
permiten movilizar al metal evitando que sea absorbido por otros microorganismos,
deteniendo de ésta forma el crecimiento de otros hongos (Olmedo-Monfil y Casas-
Flores, 2014; Zeilinger et al., 2016). La interaccion entre Trichoderma spp. vy
especies de hongos fitopatdgenos también esta asociada a la fase saprofitica que
muchas especies de fitopatdbgenos presentan, compitiendo por las fuentes de
carbono y afectando asi su supervivencia. Este tipo de antagonismo se ve
favorecido por las caracteristicas intrinsecas del agente de control biologico,
incluyendo su plasticidad ecolégica, asi como su velocidad de crecimiento y
desarrollo. Las especies de Trichoderma se encuentran bien adaptadas a suelos
acidos y son capaces de controlar el pH externo para asegurar que los valores sean
los Optimos para el funcionamiento de las enzimas hidroliticas que secreta

(Carreras-Villaserior, 2012; Olmedo-Monfil y Casas-Flores, 2014).
¢) Micoparasitismo
El micoparasitismo es definido como un tipo de interaccion en la cual los

microorganismos se benefician a expensas de hongos. Es una de las interacciones

10

\



PIMCB QFB PABLO FLORES CERVANTES

mejor desarrolladas en la familia Hypocreaceae (Atanasova et al., 2013). Las
relaciones antagonicas entre microorganismos se han clasificado en dos principales
grupos de acuerdo el nivel de agresividad hacia el hospedero. En el primer grupo
se encuentran las interacciones de tipo biotréfico, en donde el micoparasito se
alimenta del hongo blanco sin matarlo. En el segundo grupo se encuentran las
interacciones necrotoficas, en las cuales el hongo micoparasitico ataca a su presa,
primero detectdndola y después orientando el crecimiento en dicha direccion. Una
vez producido el contacto, Trichoderma spp. se adhiere a su huésped enrollandose
alrededor de éste y formando apresorios, culminando la interaccién con la lisis de la
pared celular y la digestién de los contenidos celulares del hospedero, causando su
muerte (Leeder et al.,, 2011). Durante esta interaccion, diversas actividades
enzimaticas tienen un papel relevante, tales como quitinasas, proteasas y
glucanasas las cuales participan en la hidrdlisis de las paredes fungicas de sus
huéspedes, facilitando el acceso al interior celular. Trichoderma spp. detecta la
presencia de otros hongos aun antes del contacto, activando la expresion de genes
especificos y produciendo diferentes tipos de enzimas antes y después del contacto
(Seidl et al., 2009; Mukherjee et al., 2012 Olmedo-Monfil y Casas-Flores, 2014).

[I.  Mecanismos indirectos
a) Induccion de resistencia en plantas
Se ha comprobado que la asociacion directa de Trichoderma spp. con las plantas
estimula los mecanismos de defensa de las mismas, generando su resistencia a
una gran variedad de microorganismos fitopatégenos. El primer mecanismo es
denominado resistencia sistémica inducida (ISR, por sus siglas en inglés). Se ha
documentado que la induccidn de resistencia sistémica en plantas por parte de
Trichoderma spp. estd mediada por las fitohormonas acido jasmomico y etileno
(Olmedo-Monfil y Casas-Flores, 2014). En el segundo mecanismo es denominado
resistencia sistémica adquirida (SAR, por sus siglas en inglés) y es mediado por el
acido salicilico. Trichoderma spp. induce en la planta la expresion de genes
relacionados con patogénesis. La induccién de resistencia contra fitopatégenos ha

sido probada experimentalmente en diversos sistemas planta-patégeno que
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incluyen Botrytis cinerea y Colletotrichum lindemuthianum en frijol, Alternaria solani
en tomate, Phytophthora parasitica en tabaco, tanto mediante la aplicacién de
in6culos como de extractos de Trichoderma spp. (Olmedo-Monfil y Casas-Flores,
2014).

b) Estimulacion del crecimiento

Otro de los mecanismos antagonistas producidos por Trichoderma spp. se basa en
la promocion del crecimiento de la planta hospedante. Diversas especies del género
Trichoderma estimulan el crecimiento vegetal potenciandolo hasta un 300%, debido
a que son capaces de sintetizar determinados compuestos con caracter hormonal.
Ademas, se ha propuesto que Trichoderma spp. mejoran el crecimiento de las
plantas a través de la solubilizacion de nutrientes y por lo que muestra mejores
efectos en plantas que estan bajo condiciones de estrés nutricional (Shoresh et al.,
2010; Narayanasamy, 2013). Esté género fungico produce diferentes acidos
organicos que disminuyen el pH, solubilizando el fosforo del medio, asi como otros
nutrientes, mejorando el desarrollo de la planta. Por ultimo, se propone que las
enzimas hidroliticas producidas movilizan la materia organica del medio mejorando
la absorcion de compuestos mas simples y por consecuencia el estado nutricional
de la planta (Shoresh et al., 2010; Zeilinger et al., 2016).

1.5 Seleccion y utilizacion de cepas silvestres de Trichoderma spp. para
procesos de biocontrol

La seleccidn de cepas silvestres del género Trichoderma con fines biotecnologicos
y particularmente para encontrar candidatos para el desarrollo de productos de
biocontrol es un proceso que ha mantenido la basqueda en distintas regiones del
mundo. Algunos de dichos trabajos de seleccion han mostrado una gran variabilidad
intra e interespecifica en la capacidad para antagonizar a especies de hongos y
oomicetes fitopatdogenos (EI-Komy et al., 2015; Hirpara et al., 2016). La capacidad
antagodnica de las especies de Trichoderma es muy variable y en algunos estudios

se ha demostrado que las cepas nativas de un lugar son mas efectivas que las
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importadas (Belayneh-Mulaw et al., 2010; Gal-Hemed et al., 2011). Debido a esto,
la aplicacion de productos de biocontrol con cepas provenientes de regiones
geogréficas distantes, o de ecosistemas o incluso de cultivos diferentes al origen de
estas cepas, no suelen ser tan efectivos. Esto resalta la importancia de continuar
aislando y caracterizando cepas del género Trichoderma para su aplicacion con
determinados cultivos y/o condiciones ecolégicas. Asi, la evidencia muestra que no
es posible basarse en estudios previos para predecir qué especie del género
Trichoderma de una coleccién en particular resultara mejor antagonista contra
determinadas especies/cepas de microorganismos fitopatégenos. En algunos de los
trabajos realizados para la seleccion de cepas de Trichoderma spp. con fines de
biocontrol, se ha intentado establecer una correlacion entre la capacidad antagdnica
in vitro y la produccion de enzimas hidroliticas extracelulares o de metabolitos
hidrosolubles, encontrando resultados contrastantes dependiendo de la referencia
consultada (EI-Komy et al., 2015; Nath et al., 2014).

No existe un Unico proceso en la estrategia empleada para la seleccion de
cepas, aunque en la mayoria de los casos la confrontacion en cultivos duales entre
cepas de Trichoderma spp. de interés y los fitopatdgenos de prueba prevalece como
el ensayo inicial importante. A partir de ahi algunos analisis consideran
complementar con los ensayos de inhibicion de crecimiento por metabolitos
hidrosolubles y/o ensayos de inhibicion de crecimiento por compuestos volatiles
(Nath et al., 2014). En otros casos, se analiza la produccién de enzimas hidroliticas
extracelulares de manera cualitativa o cuantitativa (Atanasova et al., 2013), mientras
gue en otros estudios se realizan ensayos de biocontrol in planta (Lopez-Bucio et
al., 2015) y en campo (Fiorentino et al., 2018). Sin embargo, han sido pocos los
estudios que combinan el andlisis de antagonismo con pruebas bioguimicas,

metabolicas y genéticas (Nath et al., 2014; Hirpara et al., 2016).

En México los estudios de biocontrol de especies del género Trichoderma se
ha incrementado en los Ultimos afios; sin embargo, es necesario intensificar la
evaluacion de compatibilidad de cada nueva cepa promisoria con los agroquimicos

empleados en los escenarios comunes de aplicacion y que en un futuro quizas sea
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posible desplazarlos (Martinez et al., 2013). Asi, en el estado de Guerrero se evalué
el efecto antagonista de especies nativas de Trichoderma spp. en condiciones in
vitro y de invernadero, encontrando que una cepa nativa de T. harzianum es mas
eficiente que el fungicida pentacloro nitrobenceno frente al fitopatbgeno Sclerotium
rolfsii, el cual afecta a la planta de cacahuate (Michel-Aceves et al., 2009). Al
evaluarse el efecto antagonico in vitro de cepas nativas de Trichoderma sobre
Fusarium subglutinans (Fs) y Fusarium oxysporum (Fo), fitopatégenos del mango,
se encontré que una cepa nativa de T. harzianum presento los mayores porcentajes
de antagonismo contra ambos fitopatégenos al inhibir el crecimiento micelial en
62.9% (Fo) y 42.0% (Fs) (Michel-Aceves et al., 2009). Santos-Villalobos et al. (2012)
en los estados de Chiapas, Michoacan y Oaxaca aislaron 20 cepas de Trichoderma
spp. de huertos de mango (Mangifera indica L.). y al fitopatégeno Colletotrichum
gloeosporioides de frutos que presentaban lesiones de antracnosis. El analisis
filogenético de los aislados obtenidos se basé en la regién ITS1 de rDNA, lo que
permitio identificar a las especies Hypocrea lixii, Hypocrea jecorina, T. asperellum,
T. spirale y T. brevicompactum. Los ensayos de confrontacion mostraron que 17 de
los aislados presentaban un antagonismo clase dos y las cepas restantes se
asignaron a la clase uno, demostrando que las cepas evaluadas tienen una gran
capacidad para controlar la antracnosis en plantaciones de mango en Meéxico.
Cuervo-Parra et al. (2014) aislaron cepas de Trichoderma de vainas de cacao de
una plantacion en Huimanguillo, Tabasco, México. Dichas cepas fueron
identificadas como T. viridescens en base al analisis de la secuencia ITS. Por otra
parte, de los frutos que presentaban sintomas de la vaina negra se aislaron los
fitopatdgenos Phytophthora megasperma, Phytophthora capsici y Moniliophtora
roreri. Las cepas de Trichoderma fueron sometidas a ensayos de confrontacion y al
cabo de siete dias de incubacién contra M. roreri, P. megasperma y P. capsici, los
intervalos de los porcentajes de inhibicion fueron de 78.28% - 81.63%, 63.04% -
69.95% y 69.77% -76.31%, respectivamente. Después de 31 dias de incubacion,
los valores de ICB (indice de biocontrol) aumentaron entre 81.52% y 86.50% por M.

roreriy 100% para las cepas de Phytophthora.

14

\



= QFB PABLO FLORES CERVANTES

En el pais existe sélo un trabajo de cepas de Trichoderma spp. relacionadas
con sorgo, en el cual Larralde et al. (2008) aislaron e identificaron seis especies de
Trichoderma de sorgo al noreste de México. Del mismo cultivo de sorgo y de plantas
de frijol infectadas con la podredumbre del tallo, aislaron al fitopatégeno
Macrophomina phaseolina y realizaron ensayos de confrontacion in vitro. Las nueve
especies de Trichoderma utilizadas en las pruebas mostraron capacidades
antagonicas diferentes; las cepas TCBG-2 (Trichoderma sp.), TCBG-3 (T. atroviride)
y TCBG-8 (T. koningiopsis) antagonizaron eficientemente a ambos aislamientos de
M. phaseolina, mientras que el aislado mas débil fue TCBG-6 (T. longibrachiatum),
incluso estimulé el crecimiento radial de M. phaseolina aislado del frijol, pero no el
de M. phaseolina aislado del sorgo enfermo.

Por todo lo anterior la seleccion de cepas del género Trichoderma con fines
de biocontrol no puede considerarse terminada, particularmente en regiones en las
no se han colectado cepas y que tienen relevancia agronémica, con cultivos que
son atacados por especies o variedades de microorganismos fitopatogenos de dificil

contencion y que causan pérdidas econdémicas.

1.6 Comunidades de Trichoderma spp. en agroecosistemas

La diversidad de la comunidad de especies de Trichoderma en distintos estudios
muestra resultados contrastantes, dependientes de la escala del muestreo y el tipo
de nicho/compartimento del agroecosistema analizado. Asi, al analizar la rizésfera
de areas con distinto tipo de vegetacion a lo largo de la isla de Tenerife (Espafa),
se encontraron solo a las especies T. harzianum, T. spirale, T. cf. tomentosum, T.
gamsii, T. viridescens, T. viride y T. viride Ve (Zachow et al., 2009). En relacion a
las areas agricolas, el andlisis de rizosfera de plantaciones de café en Etiopia
mostro la presencia de las especies T. harzianum sensu lato, T. hamatum, T.
asperelloides, T. spirale, H. atroviridis/T. atroviride, H. koningiopsis/T. koningiopsis,
T. gamsii y T. longibrachiatum (Belayneh-Mulaw et al., 2010). A nivel de planta, se
ha encontrado que en hojas de cacao de distintas regiones practicamente la Unica
especie presente es T. asperellum (Rosmana et al., 2015). Como se menciond

anteriormente, Larralde y colaboradores (2008), encontraron a nueve cepas de
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Trichoderma de las cuales solo fueron 6 especies distintas: T. atroviride, T.
citriniviride, T. harzianum, T. koningiopsis, T. longibrachiatum y T. reesei. Por otra
parte, existe evidencia filogenética y ecoldgica que indica que, dentro de un mismo
ecosistema, a nivel global, existen especies de Trichoderma especificas de tejido
foliar de las plantas, asi como aquellas que son especificas de suelo, es decir, habra
algunas especies exclusivas por cada nicho o compartimento (Chaverri y Samuels,
2013).

La evidencia anterior indica que al analizar los compartimentos de un agro-
ecosistema, se encontrard baja diversidad de especies de Trichoderma en cada
compartimento analizado, pero las especies seran distintas entre éstos.
Adicionalmente, los estudios previos muestran que en general, cuando se realizan
analisis para evaluar la comunidad de Trichoderma spp. en agroecosistemas, se
estudia de manera independiente a las especies enddfitas de raiz de las de tejido
foliar y las de suelo, por lo que a la fecha no existe ningun estudio en el que de
manera simultanea se estudie la diversidad de especies en los tres tipos de
muestras. Dado lo anterior, no existen comparaciones de la eficiencia antagonica in
vitro contra hongos fitopatdbgenos entre especies/cepas de Trichoderma
provenientes de los tres compartimentos mencionados de un agroecosistema,
evidencia que puede revelar diferencias ecofisiologicas inter-especificas en

especies/cepas de un mismo ambiente.

1.7 Caracterizacion de especies de Trichoderma

Identificacion genético-molecular

A la fecha se han identificado y clasificado 254 especies de Trichoderma (Bissett et
al. 2015). Para una adecuada comprension de las propiedades bioquimicas,
genéticas y fisiologicas de una cepa de aislamiento reciente, se requiere de la
acertada ubicacion taxonémica. La variabilidad de las caracteristicas morfologicas
de las especies de Trichoderma hace que su clasificacién sea dificil, no obstante,
con el desarrollo de técnicas moleculares la sistematica de este género ha avanzado
sustantivamente en los Uultimos afios. En la actualidad se considera una

identificacion integral incluir aspectos fisioldégicos, morfolégicos y genéticos en la
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asignacion taxondémica de una cepa, a lo cual se le denomina identificacion
polifasica (Das et al., 2014), estrategia aplicada en la identificacién de especies de
Trichoderma spp. en distintos trabajos (Kubicek et al., 2003; Hoyos-Carbajal et al.,
2009; Larralde-Corona et al., 2008). En esta aproximacion polifasica el uso de mas
de una regién genética para la identificacion de cepas fungicas mediante el analisis
filogenético es lo mas adecuado. En el caso de Trichoderma spp. es necesario
incluir, ademas de la region ITS, los genes de TEF, - tubulina, Topoisomerasa I,

Cadmodulina, entre otros (Kullnig-Gradinger et al., 2002; Samuels, 2006).
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2. JUSTIFICACION

El sorgo tiene una gran relevancia no solo por su papel en la alimentacién y como
forraje, sino también desde un punto de vista socioeconémico y biotecnolégico.
Debido a la gran diversidad de aplicaciones de dicha planta y a que es el tercer
cultivo en area cultivada en México, el estudio de los factores que afectan su
productividad es de relevancia para el pais. Uno de estos factores asociados a la
productividad del sorgo, es la microbiota asociada a dicho cultivo, particularmente
las especies fungicas con potencial para inhibir a los fitopatégenos de la misma
planta. Uno de los géneros de hongos de particular relevancia asociado al cultivo
del sorgo y poco estudiado en dicha planta es Trichoderma spp.

Las especies del género Trichoderma tienen una gran variedad de
aplicaciones biotecnoldgicas, incluida la produccion de metabolitos secundarios con
actividad bioldgica, la produccion de enzimas hidroliticas y en formulaciones para el
control de microorganismos fitopatégenos. No obstante dicha relevancia, el estudio
de especies de Trichoderma asociadas al cultivo de sorgo es escaso, y en México
solo existe un reporte al respecto. Ademas, no existe un estudio que compare las
especies de Trichoderma spp. en distintos compartimentos del agroecosistema de
sorgo. Esto es importante para encontrar un buen agente biocontrolador hacia
fitopatdgenos que atacan tejido foliar o penetran por la raiz. Por lo anterior, en este
trabajo se plante6 el aislamiento e identificacion de especies de Trichoderma en
tejido foliar, raiz y rizésfera de sorgo. Es de esperar que los resultados obtenidos,
ademas de generar informacion basica sobre las comunidades de Trichoderma spp.
presentes en sorgo, contribuyan a encontrar cepas del género con potencial para

Su uso en productos de biocontrol.

18

\



PIMCB === QFB PABLO FLORES CERVANTES

3. HIPOTESIS
La comunidad de Trichoderma spp. en un cultivar de sorgo de Tarimbaro,
Michoacén presenta una composicion de especies distinta entre el tejido foliar, la
raiz y el suelo, con baja diversidad de especies en cada uno de estos

compartimentos.

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General
Describir 'y analizar la comunidad de Trichoderma spp. en tres

compartimentos del agroecosistema de sorgo.

4.2 Objetivos Especificos
I.  Obtener aislados de Trichoderma spp. de suelo, enddfitos de raiz y tejido

foliar de sorgo.
ii. Identificar las especies de Trichoderma de los aislados obtenidos.
ii.  Analizar la capacidad antagoOnica in vitro de las cepas de Trichoderma

aisladas contra hongos y oomycetes fitopatogenos.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Descripcion del area de estudio y muestreo

El 4rea de estudio se encuentra en el municipio de Tarimbaro del estado de
Michoacén, ubicado en las coordenadas 19°48’ de latitud norte y 101°10’ de longitud
oeste, a una altura de 1,860 metros sobre el nivel del mar. Se presenta un clima
templado con lluvias en verano. El rea de cultivo es de 25,000 m?y la region dentro
de la cual se encuentra, tiene una precipitacion pluvial anual de 609.0 mm y
temperatura promedio de 25°C (INAFED, 2017). La produccién de sorgo en el

municipio de Tarimbaro para el afio 2015 fue de 4,770 toneladas (Infosiap, 2017).

e

Figura 2. Area de muestreo con el disefio de los transectos.

El muestreo se realizé durante el ciclo correspondiente al afio 2017, en octubre. En
el area se establecieron cinco transectos de 13 m de ancho sobre los cuales se
caminé en zigzag tomando tres muestras de suelo y tres plantas por transecto
(Figura 2). El muestreo de suelo se realizé con un muestreador de 50 cm de longitud
y 20 cm de diametro. Las muestras de plantas y suelo se colocaron en bolsas de
plastico para su traslado al laboratorio. El suelo se secoO y se procesé para hacer
diluciones en la misma semana de colecta de las muestras. Las plantas se lavaron
y para el aislamiento de hongos se procesaron como se describe mas adelante, en
la misma semana de colecta.
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5.2 Medios de cultivo

Medio agar papa dextrosa (PDA, Bioxon USA)

Se prepar6 de acuerdo a las instrucciones del proveedor. Se re- suspendieron 39 g
de medio en un litro de agua destilada y se esterilizaron en autoclave a 121 °C (15
Ib/in?) por 15 min. Para el aislamiento de cepas fungicas del tejido foliar y de raiz, el
medio se suplemento con rosa de bengala (0.02 g/L), cloranfenicol (0.3 g/L) y sulfato
de estreptomicina (0.02 g/L), ajustando a un pH de 5.0. Este medio también se
empled para el mantenimiento y resiembra de las cepas de hongos y oomicetes

fitopatégenos de prueba.

Medio selectivo de Trichoderma (TSM)

Se empled para aislar cepas del género Trichoderma de muestras de tejido foliar,
de raiz y suelo, preparandose de acuerdo a la modificacion de Elad et al (1981).
Este medio contiene por litro: 0.2 g de MgSO4-7H20, 0.9 g de KoHPO4, 1.0 g de
NH4NOs3, 0.15 g de KCI, 0.15 g de rosa bengala, 3 g de glucosa, y 20 g de agar. El
medio se esterilizé en autoclave de la manera previamente descrita, y una vez que
se enfridé se agregaron por litro los siguientes ingredientes antimicrobianos: 0.25 g
de cloranfenicol, 9.0 mL de solucion stock de estreptomicina (1% p/v), 0.2 g de
quintozeno y 1.2 mL de clorhidrato de propamocarb (772 g de ingrediente activo por
litro).

Medio minimo de Vogel (MMV)

Se prepar6 a partir de una solucion stock (50X) compuesta por (g/L):
NazCsHs07-5H20, 150; KH2PO4, 250; NH4NO3, 100; MgSO4-7H20, 10; CaCl2-2H20,
5; biotina (5 mg/100 mL etanol al 50%), 5 mL; solucién de oligoelementos, 5 mL. La
solucion de oligoelementos contiene (g/L): acido citrico-2H20, 5; ZnSO4'H20, 5;
FeCls-6H20, 1; CuSO45H.0, 0.25; MnCl2:4H0, 0.072; H3BOs, 0.05;
Na>Mo04:2H20, 0.05., El stock se diluydé en agua destilada hasta obtener una
concentracion final 1X y se adicionaron 1.5 g/L de dextrosa y 15 g/L agar
bacteriol6gico. EI medio asi preparado, se esterilizé de la manera previamente

descrita. Este medio se utiliz6 para evaluar la actividad antagdnica in vitro de las
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cepas de Trichoderma spp. seleccionadas en contra de los fitopatégenos de prueba,
asi como para el mantenimiento del micelio vegetativo de los aislados de

Trichoderma spp. y la generacion de indculos.

5.3 Aislamiento de hongos en cultivo axénico

Aislamiento de hongos de muestras de tejido foliar y de raiz

Para el aislamiento de hongos de tejido foliar y de raiz se cortaron segmentos de 5
mm de ambos tejidos sin signos de infeccidn y sin dafio aparente. Estos fragmentos
se desinfectaron con solucién de hipoclorito de sodio al 5% (p/v) y posteriormente
se realizaron dos lavados con agua destilada estéril. Las muestras se secaron con
papel absorbente esterilizado y se colocaron en el medio PDA suplementado
anteriormente descritos, incubando de 2 a 7 dias a 28 °C.

Aislamiento de hongos de muestras de suelo

Para el aislamiento de hongos de suelo del area de estudio se emple6 1 g de
muestra que se suspendid agitando vigorosamente en 10 mL de agua destilada
estéril. De la suspension original, se realizaron diluciones seriales hasta obtener una
dilucion 10#4, de la cual se tom6é una alicuota de 250 pL que se distribuy6
homogéneamente en el medio PDA suplementado, incubando de 2 a 7 dias a 28
°C.

5.4 Nomenclatura utilizada

La nomenclatura utilizada para los aislados enddfitos fue la siguiente, la “T”
representa transecto que con el nimero siguiente representa al nimero de transecto
de donde se obtuvo el aislado (T1), seguido de la letra que representa al
compartimento que para el caso de los aislados del tejido foliar se represent6 con
la letra H (hoja) para diferenciarlos de los obtenidos en la raiz que se representaron
con la letra R, y por ultimo una letra asignada para diferenciar entre los aislados por
transecto (A). En el caso de los aislados del suelo la nomenclatura fue distinta

iniciando con el nimero de transecto seguido de la letra T que representa al
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transecto (1T), seguido de un nimero de asignacion y la una letra G al final para

diferenciarlos de los otros compartimentos.

5.5 Cepas de organismos fitopatdogenos de prueba

Las pruebas de confrontacion se realizaron con los microorganismos fitopatégenos
gue se muestran en la Tabla 1, los cuales fueron proporcionados por la Dra. Sylvia
Fernandez Pavia y el Dr. Gerardo Rodriguez Alvarado del Instituto de
Investigaciones Agricolas y Forestales (IIAF), asi como por el Dr. Salvador Ochoa
de la Facultad de Agrobiologia “Presidente Juarez” de la Universidad Michoacana

de San Nicolas de Hidalgo, en Uruapan Michoacan.

Tabla 1. Microorganismos fitopatégenos de prueba.

Clave Especie Cultivo/planta que infecta Localidad de Procedencia
Género Fusarium
FM Fusarium mexicanum Mango (Mangifera indica) Buenavista Tomatlan, Mich.
FP Fusarium pseudocircinatum Caoba (Swietenia sp.) Tecoman, Col.
FU Fusarium spp. Zarzamora (Rubus ulmifolius) Los Reyes, Mich.
Género Colletotrichum
CA Colletotrichum acutatum Aguacate (Persea americana) Uruapan, Mich.
CcC Colletotrichum coccodes Jitomate (Solanum lycopersicum) Morelia, Mich.
CG1 Colletotrichum gloeosporioides Formio (Phormium tenax) Morelia, Mich.
CG2 Colletotrichum gloeosporioides Aguacate (Persea americana) Uruapan, Mich.
Oomycetes del género Phytophthora

PCA Phytophthora capsici Chile (Capsicum annuum) Cuitzillo, Mich.
PC1 Phytophthora cinnamomi Aguacate (Persea americana) Atécuaro, Mich.
PC2 Phytophthora cinnamomi Aguacate (Persea americana) Uruapan, Mich.

5.6 Andlisis genético molecular

Extraccion de ADN

El ADN gendmico se extrajo de muestras de micelio recuperado de cultivos en
medio PDA con 72 h de crecimiento. ElI micelio se congelé con N2 liquido, se
pulverizé en un mortero y se transfirié a un microtubotubo de centrifuga de 1.5 mL
al cual se le adicionaron 400 pL de regulador de lisis (SDS 0.5% p/v, NaCl 250 mM,
EDTA 25 mM, Tris-HCI 200 mM, pH 8.5) y 150 pL de acetato de sodio 3M, pH 5.2,
incubando a -20°C por 20 min. Trascurrido el tiempo de incubacion, se aplicé un
shock térmico a una tempreatura de 75°C. Se centrifugé a 11,300 x g por 10 min, y
el sobrenadante se transfirié a un tubo nuevo al cual se le agregé 1 uL de RNAsa

(0.5 U/ yL) incubando a 37°C por 30 min. Posteriormente, se agregd un volumen de
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isopropanol frio, se mezclé por inversion y se incub6é a temperatura ambiente
durante 5 min, centrifugando de la manera previamente descrita. Se desecho el
sobrenadante y la pastilla se lavo con 300 pL de etanol al 70% Después de que se
evaporara por completo el etanol residual, la pastilla de ADN se disolvié en 50 uL
de buffer TE (Tris-HCI 10 mM pH 8.0, EDTA 1mM) y se almacend a -20°C para su
posterior uso. La calidad del ADN obtenido se comprobé en geles de agarosa al 1%
(p/v) tefidos con Syber Safe (Invitrogen, USA) a una concentracion final de 0.5
pg/mL (Sambrook y Russel, 2001).

Ensayos de PCR

El ensayo de la amplificacion de la region ITS (/ITS7-5.8-ITS2) de la Unidad
Ribosomal Nuclear de los hongos aislados se llevé a cabo utilizando el par de
oligonucledtidos ITS-1 (5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3') e ITS-4 (5-
TCCTCCGCTTATTGATATGC -3’) (White et al., 1990). Para la amplificacion del gen
del factor de elongacion de la traduccién 1a (teff), se utilizaron los primers
especificos para Trichoderma spp.: tef1fw (5-GTGAGCGTGGTATCACCATCG-3 )
y teftrev (5’-GCCATCCTTGGAGACCAGC-3’) (Kullnig-Gradinger et al., 2002). La
composicion de la mezcla de reaccién fue la siguiente: Buffer Tris-HCI (10 mM, pH
8.0), MgCl2 (1.5 mM), dNTP’s (0.25 mM de cada uno), 0.5 U de Taq DNA polimerasa
recombinante (Invitrogen, USA) y 2.5 ng totales de ADN. El volumen final se ajusto
a 25 pL con agua desionizada esterilizada. El protocolo de amplificacion fue el
siguiente: un ciclo inicial de desnaturalizacién a 95 °C por 3 minutos seguido de 35
ciclos a 95 °C por 1 minuto, en la tabla 2 se muestran las temperaturas de
alineamiento de cada muestra, por 30 segundos y 72 °C por 1 minuto, con una
extension final a 72 °C por 10 minutos. Los productos obtenidos se analizaron en
geles de agarosa 1% tenidos con Syber Safe (Invitrogen, USA), y fueron

secuenciados por Elim Biopharmaceuticals, Inc. (Hayward, CA, USA).
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Tabla 2: Temperatura de alineamiento de los aislados

del estudio para el primer (tef 1- )

Compartimento Aislado Temperatura (°C)
Tejido foliar T2HF 68
T4HD 66
T5HD 66
Raiz T3RC 55
T4ARB 55
Suelo 2T6G 55
2T7G 55
278G 55
2T21G 55
2T22G 55
379G 55
3T17G 55

Analisis filogenético

Las secuencias se editaron de manera manual para remover los extremos en los
cuales no se podia asignar los nucleétidos correspondientes. Las secuencias se
compararon con las ya existentes registradas en las bases de datos de GenBank
por medio del algoritmo BLAST (Altschul et al., 1997). Las secuencias con mayor
porcentaje de similitud con respecto a las obtenidas en este trabajo se seleccionaron
para realizar un alineamiento multiple mediante el programa MEGA X (Kumar et al.,
2018). En este mismo paquete, se determind el mejor modelo evolutivo con el cual
se calcularon las distancias genéticas entre las secuencias analizadas. Con las
distancias genéticas asi calculadas se construyeron arboles filogenéticos mediante

el criterio de Maxima Similitud (ML) con 1000 iteraciones boostrap.

5.7 Cinéticas de crecimiento de los aislados de Trichoderma spp. obtenidos.

Fueron necesarias cajas de Petri de 9 cm de diametro con medio MMV las cuales
se inocularon colocando un cilindro de 6 mm de diametro, en el centro de la placa,
obtenido del borde de una colonia en crecimiento de cada aislado evaluada, una
vez inoculado se incubaron a 25 °C en obscuridad. El diametro colonial se midié

cada 12 h hasta que el micelio cubrié la caja. Cada ensayo se realiz6 por triplicado.
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5.8 Ensayos de antagonismo

Para evaluar la actividad antagonica de Trichoderma spp. se utilizo la técnica de
Cherif y Benhamou (1990), la cual se describe brevemente a continuacion. Para
cada experimento se inoculé en un extremo de cajas Petri de 9.0 cm de diametro
con MMV un disco de 6 mm de diametro con micelio en crecimiento activo de las
distintas especies de hongos fitopatdogenos, permitiendo el desarrollo de la colonia
a 28 °C durante 3 a 5 dias, dependiendo de la aislado. Posteriormente, en el otro
extremo de la caja se inocul6 un disco de 6 mm de diametro tomado del borde de
colonias en crecimiento activo de los distintos aislados de Trichoderma spp. Para
su confrontacién, las cepas se inocularon a una distancia de 6 cm y se incubaron a
28 °C, en obscuridad. A los 15 dias de incubacion, cada confrontacion Trichoderma
sp.- fitopatdgeno se clasifico determinando el tipo de antagonismo segun Bell et al.
(1982), mediante la escala: 1 = Trichoderma sp. sobrecrece completamente al
fitopatdbgeno y cubre totalmente la superficie del medio, 2 = Trichoderma sp.
sobrecrece las dos terceras partes de la superficie del medio, 3 = Trichoderma sp.
y el fitopatégeno colonizan cada uno aproximadamente la mitad de la superficie y
ningun organismo parece dominar al otro. Todos los ensayos se realizaron por

triplicado.

5.9 Ensayos de inhibicion

a) Inhibicion por metabolitos secundarios solubles

Se utilizoé el método del papel celofan (Dennis y Webster, 1971), que consistié en
cortar papel celofan en circulos de 9.0 cm de didmetro, los cuales se lavaron con
agua destilada y se esterilizaron a 121 °C (15 Ibs/in?) por 15 min. Los circulos de
papel celofan asi preparados se colocaron en condiciones asépticas en campana
de flujo laminar sobre cajas de Petri con MMV solidificado. En el centro de la placa
de Petri, sobre el papel celofan, se colocd un inéculo cilindrico de 6 mm de diametro
tomado del borde de colonias en crecimiento activo de los distintos aislados de
Trichoderma spp., incubandose a 28 °C. Cuando el micelio cubrié ¥ partes de la

superficie del medio de cultivo, en campana de flujo laminar se retir6 el papel celofan
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con la colonia fungica adherida. En el mismo medio, se inoculé un disco de 6 mm
de didmetro con micelio en crecimiento activo de las distintas especies de hongos
fitopatdgenos, incubandose a 28 °C y midiendo cada 24 h el diametro del
crecimiento radial. De la misma manera, en el mismo medio de cultivo se inocul6 e
incubd una caja control, en la que no habia crecido previamente Trichoderma spp.
El experimento finaliz6 cuando el micelio del microorganismo fitopatdgeno del
cultivo control llend la caja de Petri. Los ensayos se realizaron por triplicado. Para
determinar el porcentaje de inhibicién del crecimiento micelial de los fitopatégenos,
se utilizo la siguiente formula (Worasatit et al., 1994):

D1 - D2

% de inhibicion = m

Dénde: D1 = diametro de la colonia del microorganismo fitopatdégeno creciendo en
cajas con MMV libre de inhibidores y D2 = diametro de la colonia del mismo
microorganismo creciendo en cajas con MMV, en la cual previamente crecio

Trichoderma spp. sobre el papel celofan.

Se clasifico el tipo de inhibicion segun su nivel de actividad, donde:
clase 1 = Trichoderma sp. inhibe del 67 al 100% del crecimiento del fitopatdégeno,
clase 2 = Trichoderma sp. inhibe del 34 al 66% del crecimiento del fitopatégeno,

clase 3 = Trichoderma sp. inhibe del 1 al 33% del crecimiento del fitopatdgeno.

b) Inhibicion por metabolitos secundarios volatiles

Para evaluar si las especies de Trichoderma estudiadas generan sustancias
volatiles que inhiben el crecimiento de los fitopatdgenos se utilizd la técnica de
cultivos enfrentados de Dennis & Webster (1971). Se utilizaron inéculos cilindricos
de micelio de 6 mm de diametro de una colonia del fitopatégeno en crecimiento
activo, los cuales se colocaron en el centro de placas de Petri con MMV y se
incubaron a 28 °C. Después de 72 h de incubacion, en campana de flujo laminar se
le quit6 la tapa a la caja de Petri y la parte de la caja con medio y la colonia en
crecimiento se acoplo a la parte de la caja con micelio y medio de un cultivo de las

cepas de Trichoderma spp. obtenida de la misma manera. Una vez que las placas
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fueron acopladas, se sellaron con parafilm y se incubaron a 28°C durante 7-9 dias,
colocando la parte con la colonia de Trichoderma spp. como base y la del
fitopatbgeno como tapa, quedando en la parte superior. Como control se empleé el
fitopatdogeno acoplado a una base conteniendo Unicamente MMV, sin Trichoderma.
Por ultimo, para medir el crecimiento del fitopatdégeno y determinar el porcentaje de
crecimiento inhibido por compuestos volatiles se utilizo la féormula de Worasatit et al.
(1994), previamente descrita. El experimento finaliz6 cuando el micelio del
microorganismo fitopatégeno del cultivo control llené la caja de Petri. Los ensayos

se realizaron por triplicado.
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6. RESULTADOS

6.1 AISLADOS FUNGICOS ASOCIADOS EN DIFERENTES COMPARTIMENTOS
DEL SORGO

En el muestreo realizado se obtuvieron 171 aislados fungicos, de los cuales 42
fueron aislaron como enddfitos del tejido foliar y 33 como enddfitos de raices de las
plantas del sorgo, los otros 96 aislados fueron del suelo (Tabla 3). Empleando
criterios morfolégicos macroscopicos como textura, color, presencia de micelio
aéreo, patrones de esporulacion asexual, entre otros, se descartaron aquellos
aislados que presentaban las mismas caracteristicas o aspectos muy similares para
no tener duplicados. Esta seleccion solo se hizo por transecto y por cada
compartimento muestreado, de tal forma que entre transectos y muestras se
conservaron aislados similares. Todos aquellos aislados que presentaron
caracteristicas propias de Trichoderma spp. se conservaron, independientemente
de su similitud morfolégica. Después de la seleccion, el total de aislados se redujo
a 127, de los cuales 49 fueron aislados enddfitos encontrando 27 en tejido foliar y

22 en raiz, mientras que 69 aislados provenian de las muestras de suelo (Tabla 3).

Tabla 3. Aislados de hongos obtenidos en cada compartimento del agroecosistema

de sorgo.
TRANSECTO T1 T2 T3 T4 T5 TOTALES
COMPARTIMENTO
Tejido foliar (F) Antes— 7 9 12 6 8 42
Después— 5 5 ) 4 5 27
Raiz (R) Antes— 7 6 9 5 6 33
Después— 7 4 5 3 3 22
Suelo (S) Antes— 17 28 27 15 9 96
Después— 15 20 19 9 6 69
Numero de aislados en cada uno de los cinco transectos por compartimento. Antes: nimero de aislados totales,
Después: nimero de aislados después de la seleccion
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Figura 3. Aislados flngicos de tejido foliar de las plantas de sorgo
evaluadas. Letras de asignacion: A, B, C, D, E, F, G y H. Numero de transecto
(M:1,2,3,4y5

Se puede observar en la Figura 3 que la mayoria de los aislados de tejido foliar
presentan morfologias caracteristicas de los géneros Penicillium, Aspergillus,
Fusarium y Trichoderma (Visagie et al., 2014; Samson et al., 2014; Watanabe,
2010). La diversidad de especies encontrada es similar a la que fue descrita por Del
Palacio et al (2016) en raiz, mientras que Stokholm et al (2016) encontrd a especies
de los géneros Aspergillus y Fusarium en granos del sorgo. Por otro lado, en otro
estudio en donde aislaron especies fungicas de tallos y raices durante el crecimiento
de plantas de sorgo, obtuvieron especies fungicas en una etapa madura de la planta
de sorgo (14 16 y 18 semanas), especies de los géneros Fusarium, Alternaria,
Trichoderma y Epicoccum, éste Ultimo, no se encontré en nuestro estudio ya que
ningun aislado presentaba las caracteristicas propias del género (Reed et al., 1983;
Partridge et al., 1984).
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La figura 4 muestra los aislados de raiz, la cual present6é una gran diversidad de
especies de los géneros Aspergillus, Fusarium, Penicillium, Trichoderma, entre
otros. Encontrando solamente un aislado con caracteristicas morfolégicas similares

al género Alternaria (aislado T3RB).

Asignacién A B C D E F G
T

1

Figura 4. Aislados flngicos de raiz de las plantas de sorgo evaluadas.

Letras de asignacion: A, B, C, D, E, F y G. Numero de transecto (T): 1, 2, 3,4y

5
Con respecto a los aislados de suelo (Figura 5), estos presentaron una mayor
diversidad que la encontrada para tejido foliar y raiz. Los aislados presentan
morfologias similares a los géneros Fusarium, Penicillium, Aspergillus, Trichoderma

y Colletotrichum, entre otros.
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Figura 5. Aislados fangicos del suelo del agroecosistema del sorgo de
estudio. Numero de transecto (T): 1: 15 aislados, 2: 20 aislados, 3: 19 aislados,
4. 5 aislados y 5: 6 aislados.

6.2 Trichoderma spp. AISLADOS DE LOS TRES COMPARTIMENTOS DE
SORGO

Se identificaron tres aislados con caracteristicas morfoldgicas de Trichoderma spp.
en tejido foliar, dos en raiz y siete en suelo. En este estudio se aislaron siete cepas
con caracteristicas morfologias distintas, por lo que estos datos coinciden con
estudios previos que documentan, encontrando una baja diversidad de especies de

Trichoderma por compartimento, en donde ademas se presentan especies distintas.

6.2.1 Aislados de Trichoderma spp. del tejido foliar.
De los 27 aislados del tejido foliar, tres presentaron caracteristicas morfologicas
tipicas del género Trichoderma. La identificacibn microscopica preliminar de los

aislados fue en base a las caracteristicas del género como son los conidi6foros
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hialinos, ramificados, no verticilados, fialides individuales o en grupo, conidias

ovoides nacidas en racimos terminales,

El aislado T2HF cubrié la placa de medio PDA en cinco dias a 25 °C,
formando a los 14 dias una colonia circular elevada de color gris palido y textura
granular y aterciopelada con pustulas color verde ceniza (conidias), las cuales
comenzaron a aparecer al dia siete (Tabla 4) con un anillo concéntrico amarillo muy
tenue, mostrando al reverso de la placa una coloracién perla. Las conidias
observadas al microscopio mostraron una forma similar a la de los glébulos rojos y

emiten una coloracion verde brillante, (Figura 6).

El aislado T4HD cubrio la placa de medio PDA en cuatro dias a 25 °C y a los
14 dias formé una colonia circular elevada de la cual se generaron anillos con
diferentes tonalidades de verde, al centro un anillo concéntrico con pustulas, con
textura lanosa, cuyas conidias aparecieron a los 6.5 dias (Tabla 4) que después de
una tonalidad amarillenta, cambiaron a verde oliva, apareciendo primero en la
circunferencia de la colonia hacia al centro de la misma y al reverso de la colonia
una coloracién hueso. Al observarlas al microscopio las conidias mostraron una

forma ovoide y un ligero color verde (Figura 6).

El aislado T5HD cubrio la placa de medio PDA en cuatro dias a 25 °C y a los
14 dias formé una colonia circular aplanada al centro de color verde amarillento con
textura aterciopelada, en la periferia de la placa una coloracion verde olivo
dividiéndola del centro un anillo con pustulas blanquecinas, las conidias aparecieron
en la prefiriera de la placa con una coloracion amarillenta a los 6.5 dias (Tabla 4)
gue después cambiaron a verde oliva. Al reverso de la colonia se observd una
coloracion blanquecina. Las conidias observadas al microscopio presentaban una

forma ovoide con una tonalidad verde (Figura 6).
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AISLADO  ANVERSO REVERSO
T2HF ! ¢

T4HD

TSHD

! ; ‘ = =
Figura 6. Trichoderma spp. aislados del tejido foliar del sorgo. Nota:
Micrografia 40X

6.2.2 Aislados de Trichoderma spp. de raiz

De los 22 aislados de la raiz, dos presentaron caracteristicas morfologicas
del género Trichoderma.

El aislado T3RC logro cubrir la placa de medio PDA en 3.5 diasa 25 °C,y a
los 12 dias, formo6 una colonia circular elevada de color verde ceniza y textura semi-
granular con pustulas, formadora de anillos concéntricos y al reverso de la colonia
una coloracion blanquecina, comenzando a conidiar a los seis dias en la periferia 'y
en los anillos amarillentos que cambiaron a verde olivo. Las conidias observadas al

microscopio presentaron una forma ovoide con un ligero tono verde (Figura 7).

El aislado T4RB cubrié la placa de medio PDA en 4.5 dias a 25 °C, alos 12
dias formo una colonia semi-circular con un anillo concéntrico verde olivo y al centro
una tonalidad verde limén con textura aterciopelada con pustulas. Las conidias
comenzaron a aparecer a los 4.5 dias (Tabla 4) en pustulas en color verde ceniza
gue cambiaban a amarillo y un definitivo verde olivo. Al observarlas al microscopio,

las conidias presentaron una forma de disco elipsoidal con tonalidad verde brillante
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y al reverso la colonia, tenia una coloracion hueso y beige, donde se notaban mejor

los anillos que este aislado forma (Figura 7).

ANTES DE MADURAR

AISLADO ANVERSO REVERSO MICROGRAF[_A \
T3RC T

a
RS

T4RB

Figura 7. Trichoderma spp. aislados de la raiz del sorgo. Nota: Micrografia
40X

6.2.3 Aislados de Trichoderma spp. del suelo
De los 69 aislados del suelo, siete presentaron caracteristicas morfologicas del

género Trichoderma.

El aislado 2T6G logré cubrir la placa de medio PDA en tres dias a 25 °C, y a
los 10 dias formo una colonia circular elevada color verde oliva y al centro amarillo
limén, de la que se generaron anillos, con textura lanosa. Las conidias empezaron
a aparecer a los 2.5 dias (Tabla 4) y conforme crecia la colonia produjo conidias de
manera abundante. Al ser observadas en el microscopio, las conidias mostraron
una forma de disco elipsoidal; por ultimo al reverso de la placa se apreciaba una
colonia central color hueso con hifas hialinas que se extendieron en la placa (Figura
8).

El aislado 2T7G presento caracteristicas similares, pero no iguales al aislado
2T6G, cubriendo la placa de medio PDA en 2.5 dias a 25 °C y a los 10 dias formo
una colonia circular elevada color verde oliva y al centro amarillo-limén, formadora
de anillos, con textura lanosa. Las conidias empezaron a aparecer a los dos dias
(Tabla 4) y conforme crecia, ésta conidiaba de color verde olivo y al observarlas al

microscopio tenian una forma similar a los glébulos rojos. Al reverso, al igual que el
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aislado 2T6G, se apreciaba una colonia central de color beige con hifas hialinas que
se extendian en la placa (Figura 8).

El aislado 2T8G en medio PDA cubri6 la placa en tres dias a 25 °C y alos 10
dias, formé una colonia circular elevada algodonosa blanca, formadora de anillos y
con textura granular con pustulas verdes que a los 5.5 dias (Tabla 4) comenzé a
formar conidias de una tonalidad blanca que cambiaban a verde y conidiaba
conforme crecia. Al ser observadas al microscopio (40X), las conidias presentaron
forma de dvalo con una ligera tonalidad verde; al reverso de la placa se apreciaban
las hifas hialinas y los puntos de las pustulas que habian formado color hueso, con

mayor intensidad al centro de la placa (Figura 8).

El aislado 2T21G cubrio la placa de medio PDA en 3.5 dias a 25 °C, formando
a los 10 dias de incubacién una colonia circular aplanada y aterciopelada de la cual
se generaron anillos verdes y amarillos al centro de color verde amarillento, con
textura aterciopelada. En la periferia de la placa la colonia adquirié una coloracion
verde olivo y dividiendola desde el centro un anillo verde olivo. Las conidias
aparecieron como pustulas a los tres dias (Tabla 4), conidias en forma de o6valo y
una tonalidad muy débil de color verde, y al reverso de la placa una coloracion beige
con mas intensidad al centro que se observé donde se formaron las pustulas (Figura
8).

El aislado 2T22G cubri6 la placa de medio PDA en 3.5 dias a 25°C, formando
a los 10 dias de crecimiento una colonia circular algodonosa, aplanada en la cual
se generaron anillos verdes y amarillos, adquiriendo al centro un color verde
amarillento y con menor cantidad de biomasa en la periferia. Las conidias
aparecieron a los tres dias (Tabla 4) mostrando una textura aterciopelada y una
forma de 6valo con una coloracion tenue de verde; al reverso de la placa una
coloracion beige con mas intensidad al centro y se aprecia la zona en donde se

formaron las pustulas (Figura 8).
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Tabla 4. Tiempo de conidiacién

COMPARTIMENTO AISLADO DIAS EN CONIDIAR

Tejido foliar T2HF 7
T4HD 6.5
T5HD 6.5

Raiz T3RC 6
T4RB 4.5
Suelo 276G 2.5
2T7G 2.5
278G 55

2T21G 3

2T22G 3
379G 2.5
3T17G 4.5

El aislado 3T9G cubrio la placa de medio PDA en tres dias a 25 °C, formando
a los 10 dias de incubaciéon una colonia semi-circular elevada y lanosa color verde
olivay al centro amarillo limén, de la que se generaron anillos con textura lanosa no
muy densa. Las conidias aparecen a los 2.5 dias (Tabla 4) de desarrollo, en forma
de similar a los globulos rojos, con una ligera tonalidad verde; al reverso una
coloracion beige con mas intensidad al centro que se observo donde se formaron

pustulas (Figura 8).

El aislado 3T17G cubrié la placa de medio PDA en 4.5 dias a 25 °C,
desarrollando una colonia circular elevada algodonosa color verde amarillento a los
10 dias de incubacion. Se aprecia la formacion de anillos con textura lanosa, y las
conidias aparecen a los 4.5 dias de crecimiento (Tabla 4), en forma de 6valo con

coloracion verde; al reverso de la placa una coloracién beige (Figura 8).
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AISLADO  ANVERSO REVERSO
2T6G Pl : i

2T7G

278G
2T21G
2T22G

3T9G

3T17G

ANTES DE MADURAR

MICROGRAFIA
B

Figura 8. Trichoderma spp. aislados del suelo del agroecosistemadel sorgo

de estudio. Nota: Micrografia 40X
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6.3 CINETICAS DE CRECIMIENTO DE Trichoderma spp. AISLADOS DE SORGO

€ 14

1.2

Log10 Crecimiento (
o
[e)]

0 1 2 3 4 5 6

Dias de incubacion
—8—T2HF —@—T4HD T5HD

Log10 crecimiento (mm) @
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Dias de incubacion
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Log10 Crecimiento (mm) 0O
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Dias de incubacion
—@— 276G —@—2T7G —@— 2T8G —0—2T21G

2722G 379G 3T17G

Figura 9. Cinéticas de crecimiento de las cepas de Trichoderma aisladas
del tejido foliar (A), raiz (B) y suelo (C) del sorgo, inoculadas en MMV sdlido e
incubandose a 25 °C. El diametro colonial se midié cada 24 h.
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Al evaluar el crecimiento in vitro de las cepas de Trichoderma spp. aquellas aisladas
del suelo fueron las que mostraron un crecimiento mas rapido, en comparacion con
las cepas de los otros dos compartimentos. De estas, el aislado de méas rapido
crecimiento fue la 2T7G, llenando la placa en 2.5 dias; en contraste, la que mostré
el crecimiento mas lento fue la 3T17G, que tard6 hasta 4.5 dias en llenar la placa
(Figura 9). Ademas, Los aislados obtenidas del suelo también fueron las de méas

rapida conidiacion, iniciando el proceso entre los dos y los cinco dias.

Las cepas de Trichoderma aisladas de tejido foliar fueron las mas lentas para
crecer y para conidiar, en comparacion con las cepas aisladas de los otros
compartimentos (Tabla 4). Los aislados dentro de éste compartimento que
mostraron el crecimiento mas rapido fueron T4HD y T5HD, cubriendo la placa en 4
dias, mientras que el aislado T2HF la hizo después de cinco dias de incubacion
(Figura 9). Por ultimo, de las dos cepas de Trichoderma aisladas como endafitos de
raiz mostraron velocidades de crecimiento intermedias con relacion a las
provenientes de suelo y tejido foliar; asi, el aislado T3RC llené la caja Petri después
de 3.5y laT4RB en 4.5 dias de incubacion (Figura 9).

Las velocidades de crecimiento del micelio de los grupos de los aislados
enddfitos del tejido foliar y de la raiz presentaron una distribucion normal, mientras
gue el grupo de los aislados del suelo se observo una distribucion no normal. Al
realizar un analisis ANOVA de una via no se encontraron diferencias significativas
entre las medias del crecimiento de los grupos del tejido foliar y raiz (p>0.501). Sin
embargo, estos grupos no se pudieron comparar con los de los aislados del suelo

debido a la distribucion de estos ultimos.

6.4 CARACTERIZACION MOLECULAR DE Trichoderma spp. AISLADAS

6.4.1 Secuenciacion
En la figura 10 se muestran electroferogramas de las secuencias de los aislados
T5HD (Figura 10 bloque A), 2T22G (Figura 10 bloque B) y T4HD (Figura 10 bloque

C) las cuales no presentan indeterminaciones. Las secuencias obtenidas variaron
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en longitud, siendo la més pequefia la del aislado 2T6G con 215 pb y la de mayor
longitud la del aislado 3T9G con 549 pb.
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Figura 10. Electroferogramas de las secuencias del gen tef 1-a de la
cepa T5HD (A), 2T22G (B) y T4HD (C). Se muestran como ejemplos de
la calidad de los electroferogramas de las secuencias obtenidas en el
presente trabajo.

6.4.2 Identificacion genético molecular
Al realizar el andlisis Blastn se encontr6 que las secuencias obtenidas tenian
maxima identidad con secuencias de diferentes cepas/aislados de especies de

Trichoderma spp. depositadas en GenBank (Tabla 5).
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Tabla 5. Resultados del analisis Blastn de las secuencias del factor de elongacién de latraduccion

(tef 1- ) obtenidas a partir de los aislados de estudio.

Compartimento Cepa Especie (aislado/cepa) con maxima E % ni/n? ID
identidad Identidad
Tejido foliar T2HF Hypocrea lixii (Tri102) 0.0 98.16 533/543 | HQ229942
(1T)* Hypocrea lixii (UOKTO038) 0.0 98.16 533/543 | EF442086
Hypocrea lixii (T-22) 0.0 98.15 | 533/543 | FR872742
Hypocrea lixii (475/02) 7% 99.50 200/201 | HQ857145
Trichoderma lixii (ZAUT187) 7e%8 99.50 200/201 | AY298871
Trichoderma lixii (ZAUT186) 7% 99.50 200/201 | AY298870
T4HD Hypocrea lixii (475/02) 40 98.95 189/191 | HQ857145
Trichoderma lixii (ZAUT187) 40 98.95 189/191 | AY298871
Trichoderma lixii (ZAUT186) 40 98.95 189/191 | AY298870
TSHD | Hypocrea lixii (475/02) 3e% 99.01 | 200/202 | HQ857145
Trichoderma lixii (ZAUT187) 3e% 99.01 200/202 | AY298871
Trichoderma lixii (ZAUT186) 3e% 99.01 200/202 | AY298870
Raiz T3RC Hypocrea lixii (475/02) 5e°° 99.00 198/200 | HQ857145
Trichoderma lixii (ZAUT187) 5% 99.00 198/200 | AY298871
Trichoderma lixii (ZAUT186) 5% 99.00 198/200 | AY298870
T4RB Trichoderma atroviride (P5) 1e%° 98.54 202/205 | MH393753
Trichoderma atroviride (P26) 1e% 98.54 202/205 | MH393752
Trichoderma atroviride (P9) 1e% 98.54 202/205 | MH393750
Suelo 2T6G Trichoderma afroharzianum (CBS 466.94) 1e®’ 97.92 188/192 | KP008851
Trichoderma harzianum (PPRC RW20) 1% 97.92 188/192 | FJ716621
Hypocrea lixii (AS16-1) 1e% 97.92 188/192 | FJ618589
2T7G Trichoderma harzianum (ZAUT337) 5e100 92.40 243/263 | AY298899
Trichoderma afroharzianum (CBS 466.94) 2e%4 99.00 198/200 | KP008851
Trichoderma harzianum (PPRC RW 20) 2e%4 99.00 198/200 | FJ716621
278G Trichoderma harzianum (ZAUT337) 5% 92.13 234/254 | AY298899
Trichoderma afroharzianum (CBS 466.94) 2e®° 98.95 189/191 | KP008851
Trichoderma harzianum (PPRC RW 20) 2e®° 98.95 189/191 | FJ716621
2T21G | Trichoderma harzianum (ZAUT337) 1e1%0 92.42 244/264 | AY298899
Trichoderma afroharzianum (CBS 466.94) 5e°° 99.00 199/201 | KP008851
Trichoderma harzianum (PPRC RW 20) 5e°° 99.00 199/201 | FJ716621
2T722G | Trichoderma harzianum (ZAUT337) 5e100 92.08 244/265 | AY298899
Trichoderma afroharzianum (CBS 466.94) 2e%4 98.51 199/202 | KP008851
Trichoderma harzianum (PPRC RW20) 2e%4 98.51 199/202 | FJ716621
379G Trichoderma virens (B304s) le%4 99.00 198/200 | MG679368
Hypocrea virens (A5) 1e% 99.49 195/196 | FJ973432
Hypocrea virens (PP 112) 5e%4 98.98 195/197 | HM450978
3T17G | Trichoderma virens (B304s) 4% 99.00 199/201 | MG679368
Hypocrea virens (A5) 1e% 99.49 195/196 | FJ973432
Hypocrea virens (PP 112) 5e%4 98.99 196/198 | HM450978

Notas: 2ni, numero de nucleédtidos idénticos; ni, nimero de nucledtidos totales comparados en el andlisis
Blastn. *1T Usando en primer ITS4.

Todas las cepas obtenidas de tejido foliar presentan maxima identidad con T. lixii/H.
lixii, pero los resultados obtenidos no permiten decir si son variantes genéticas de
dicha especie o representan aislados clonales. En el caso de las cepas aisladas de
la raiz del sorgo, la secuencia de la cepa T3RC mostré maxima identidad con
Trichoderma lixii, mientras que la secuencia de la cepa T4RB con Trichoderma
atroviride. Por ultimo, de las siete cepas aisladas del suelo del cultivo de sorgo,

cinco de ellas presentaron maxima identidad con secuencias de Trichoderma
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harzianum, mientras dos lo hicieron con secuencias de Trichoderma virens (Tabla
5). Aunque en la lista de este Ultimo caso aparece Trichoderma afroharzianum, el
resto de las secuencias en cada cepa pertenecen a T. harzianum, por lo que es

probable que las cepas pertenezcan a ésta Ultima especie.

6.5 ANTAGONISMO DE LAS CEPAS DE Trichoderma spp. HACIA
MICROORGANISMOS FITOPATOGENOS: Ensayos de confrontacion en
cultivo dual

Para evaluar el potencial biocontrolador de las cepas de nativas de Trichoderma
aisladas de sorgo obtenidas en este trabajo, se seleccion6 aleatoriamente una cepa
de cada compartimento. Asi, para los ensayos que se describen a continuacion se
muestran los resultados obtenidos con las cepas T5HD de tejido foliar, T4RB de raiz
y 2T22G de suelo.

6.5 Antagonismo hacia Fusarium spp.

CLASE 1 CLASE 2 CLASE 3
Th T5HD (F) T4RB (R) T4RB (R) 2T22G (S) T5HD (F) 2T22G (S) Control
Patégenos
FM
FP
FU

Figura 11. Antagonismo de Trichoderma spp. hacia Fusarium spp. La cepa
de Trichoderma esta inoculada al lado izquierdo y el fitopatégeno al lado derecho
de la placa Petri. Se muestran resultados representativos de cada nivel de
antagonismo encontrado en las cepas de Trichoderma. Los niveles de
antagonismo del mas fuerte al mas débil son: clase 1 (verde) > clase 2 (amarillo)>
clase 3 (rojo). El nombre clave de la cepa de Trichoderma aparece en la fila Th,
seguida de la letra que corresponde al compartimento F: tejido foliar, R: raizy S:
suelo. Fitopatégenos: Fusarium mexicanum (FM), Fusarium pseudocircinatum
(FP) y Fusarium sp. (FU).

Las cepas T5HD y 2T22G de Trichoderma aisladas de tejido foliar (T5SHD) y suelo,

respectivamente, (2T22G) presentaron un antagonismo clase 3 de la escala de Bell
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et al. (1982) que se describe en materiales y métodos en contra de los fitopatdgenos
Fusarium pseudocircinatum (FP) y Fusarium sp. (FU). Es decir, no fueron capaces
de sobrecrecer in vitro a dichos fitopatdégenos. La cepa T4RB aislada de raiz (T4RB)
se clasific6 en antagonismo clase 2 frente a ambas cepas de Fusarium. En los
ensayos realizados contra el fitopatégeno Fusarium mexicanum (FM), las cepas
T5HD y T4RB de Trichoderma aisladas del tejido foliar y de raiz, respectivamente,
fueron los mejores antagonistas, clasificandose en clase 1; mientras que la cepa de
Trichoderma 2T22G mostré antagonismo clase 2. Los datos obtenidos muestran
que las cepas de Trichoderma aisladas como endofitos de tejido foliar (T5HD) y raiz
(TARB), fueron las que mejor capacidad antagénica mostraron frente a los

fitopatégenos de este género (Figura 11).

Al observar al microscopio electronico de barrido (SEM, por sus siglas en inglés) la
interaccion de las cepas de Trichoderma con Fusarium no se encontré en ninguin
caso el proceso de micoparasitismo caracterizado por el enrollamiento y la
formacion de apresorios del micelio del micoparasito sobre el micelio del
fitopatogeno (Figura 12). Es importante mencionar que las microfotografias
mostradas en la Figura 12 son solo con la especie FU. Por otro lado, en los casos
de la interaccién de Trichoderma de tejido foliar y suelo (Figura 12, paneles Ay C),
se observa un aplanamiento de las hifas del huésped Fusarium. Es posible que
estas dos cepas de Trichoderma interactien mas eficazmente mediante procesos
de antibiosis frente a este género, siendo posible que este cambio morfolégico
causado al huésped sea a debido a la produccion de metabolitos secundarios de

las cepas de Trichoderma.
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género Fusarium. Microscopia
electronica de barrido, ampliacion 1000X, HV: 20 kV. A) interaccion de
Trichoderma de tejido foliar (T5HD) y Fusarium sp. B) interaccion de Trichoderma
de raiz (T4RB) y Fusarium sp. C) interaccion de Trichoderma de suelo (2T22G)
y Fusarium sp.

6.5.2 Antagonismo hacia Colletotrichum spp.

El antagonismo observado por parte de las cepas de Trichoderma aisladas de tejido
foliar (TS5HD), raiz (T4RB) y suelo (2T22G) hacia las cepas fitopatdgenas del género
Colletotrichum fue predominantemente de clase 1 (Figura 13). Los Unicos casos en
los que no se observo este nivel tan eficiente de antagonismo fue en los ensayos de
las cepas T5HD de tejido foliar y 2T22G de suelo contra de Colletotrichum
gloeosporioides (CG1), y de la cepa T4RB de raiz frente a Colletotrichum acutatum

(CA), en los que el nivel de antagonismo se ubico en clase 2.

Las observaciones mediante SEM en la interaccion de las cepas de
Trichoderma con Colletotrichum mostraron el tipico proceso de micoparasitismo,
con contacto y enrollamiento de hifas del Trichoderma sp. alrededor del huésped
(Figura 14). Esto se observa particularmente en los casos de las cepas de tejido
foliar (TSHD) y de raiz (T4RB). Por otro lado, en la interacciéon de Trichoderma
aislada de suelo (2T22G) se observa un claro aplanamiento, encogimiento y
degradacion en las hifas del fitopatégeno (Figura 14, panel C), lo que sugiere una
alta capacidad micoparasitica y de antibiosis por parte de esta cepa, causando

necrosis al poco tiempo de contacto.
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CLASE 1 CLASE 2
T5HD (F) T4RB (R) 2T22G (S) T5HD (F) T4RB (R) 2T22G (S) Control

Th
enos

Figura 13. Antagonismo de Trichoderma spp. hacia Colletotrichum spp. La
cepa de Trichoderma esta inoculada al lado izquierdo y el fitopatégeno al lado
derecho de la placa Petri. Se muestran resultados representativos de cada nivel
de antagonismo encontrado en las cepas de Trichoderma. Los niveles de
antagonismo del mas fuerte al mas débil son: clase 1 (verde) > clase 2 (amarillo)>
clase 3 (rojo). El nombre clave de la cepa de Trichoderma aparece en la fila Th,
seguida de la letra que corresponde al compartimento F: tejido foliar, R: raizy S:
suelo. Fitopatégenos: Colletotrichum acutatum (CA) Colletotrichum coccodes
(CC), Colletotrichum gloesporoides de Morelia (CG1l) y Colletotrichum
gloesporoides de Uruapan (CG2).

Figura 14. Micoparasitismo frente al género Colletotrichum. Microscopia
electronica de barrido, ampliacion 1000X, HV: 20 kV. A) interaccién de
Trichoderma de tejido foliar (T5HD) y Colletotrichum B) interaccion de
Trichoderma de raiz (T4RB) y Colletotrichum C) interaccidén de Trichoderma de
suelo (2T22G) y Colletotrichum.
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6.5.3 Antagonismo hacia Phytophthora spp.

CLASE 1
Th Control
Patégenos T5HD (F) T4RB (R? 2T22G (S)
PCA 4 Pr .
PC1
PC2

Figura 15. Antagonismo de Trichoderma spp. frente al género
Phytophthora. La cepa de Trichoderma esta inoculada al lado izquierdo y el
fitopatogeno al lado derecho de la placa Petri. Se muestran resultados
representativos de cada nivel de antagonismo encontrado en las cepas de
Trichoderma. Los niveles de antagonismo del mas fuerte al méas débil son: clase
1 (verde) > clase 2 (amarillo)> clase 3 (rojo). El nombre clave de la cepa de
Trichoderma aparece en la fila Th, seguida de la letra que corresponde al
compartimento F: tejido foliar, R: raiz y S: suelo. Fitopatdgenos: Phytophthora
capsici (PCA), Phytophthora cinnamomi de Atécuaro (PC1) y Phytophthora
cinnamomi de Morelia (PC2).

Las cepas de Trichoderma aisladas de tejido foliar (T5HD), raiz (T4RB) y suelo
(2T22G) antagonizaron eficientemente las cepas de oomicetes fitopatégenos del
género Phytophthora (Figura 15), ya que en todos los casos se clasificaron en clase
1.

Las microfotografias de SEM para la interaccion de las cepas aisladas de tejido
foliar, raiz y suelo de Trichoderma con las cepas del género oomicete Phytophthora
muestran el proceso de contacto y enrollamiento micoparasitico alrededor del
huésped (Figura 16). Esto confirma que estas tres cepas aisladas de estos

compartimentos tienen capacidad micoparasitica frente al género Phytophthora.
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Figura 16. Micoparasitismo frente al género Phytophthora. Microscopia
electronica de barrido, ampliacion 1000X, HV: 20 kV. A) interaccion de
Trichoderma de tejido foliar (TS5HD) y Phytophthora B) interaccion de
Trichoderma de raiz (T4RB) y Phytophthora C) interaccion de Trichoderma de
suelo (2T22G) y Phytophthora.

6.6 ANTAGONISMO DE LAS CEPAS DE Trichoderma spp. HACIA
MICROORGANISMOS FITOPATOGENOS: Inhibiciéon del crecimiento por
metabolitos secundarios solubles (MSS)

Los ensayos de inhibicion por metabolitos secundarios solubles (MSS) de las tres
cepas de Trichoderma estudiadas frente a los fitopatdgenos evaluados segun la
escala de clasificacion de Worasatit et al., (1994), descrita en Materiales y métodos,
mostraron resultados variables.

6.6.1 Inhibicién del crecimiento de Fusarium spp. por MSS

En estos ensayos solo la cepa T5HD se clasifico en clase 3 frente a FP, al inhibir
menos del 33% el crecimiento de dicho fitopatdgeno. No obstante, dicha cepa de
Trichoderma inhibié mas del 67% a FM y FU, clasificandose en clase 1 de la escala
anteriormente mencionada. La cepa T4RB aislada de raiz presento inhibicion clase
2 frente a FM, FP y FU, inhibiendo 58.9%, 57.8% y 65%, respectivamente, el
crecimiento de estos fitopatdgenos. Por ultimo, la cepa de Trichoderma aislada del
suelo (2T22G) mostré una mayor capacidad inhibitoria del crecimiento en contra de
estos 3 fitopatdgenos en comparacion con las cepas de aisladas de tejido foliar
(T5HD) y raiz (T4RB). Dicha cepa mostré inhibicién clase 1 frente a FM y FU,
inhibiendo el crecimiento mas del 67% en ambos casos; mientras que frente a FP
inhibié el 60.5% del crecimiento con respecto al control, ubicandose en clase 2
(Figura 17).
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Th (67-100 %) (1-33 %) Control
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Figura 17. Inhibicién por MSS de Trichoderma spp. frente al género
Fusarium. Fitopatégenos inoculados al centro de la placa Petri. Se muestran
resultados representativos de cada nivel de antagonismo encontrado en las
cepas de Trichoderma. Los niveles de antagonismo del mas fuerte al mas débil
son: clase 1: 67-100% (verde)> clase 2: 34-66% (amatrillo)> clase 3: 1-33% (rojo).
La cepa de Trichoderma aparece en la fila Th con la letra que corresponde al
compartimento F: tejido foliar, R: raiz y S: suelo. Fitopatdgenos: Fusarium
mexicanum (FM), Fusarium pseudocircinatum (FP) y Fusarium sp. (FU).

6.6.2 Inhibicion del crecimiento de Colletotrichum spp. por MSS

Los niveles observados en la escala de inhibicidbn de Worasatit et al. (1994) por parte
de cada una de las especies de Trichoderma aisladas de tejido foliar (T5HD), raiz
(T4RB) y suelo (2T22G) en contra de los fitopatdogenos del género Colletotrichum
fueron variables. La cepa de tejido foliar TSHD logré inhibir un 84.8% del crecimiento
del fitopatdgeno CA con respecto al control, ubicAndose en clase 1; mientras que
hacia el resto de las cepas de Colletotrichum evaluadas la inhibicion se ubicé en
clase 2 (Figura 18). La cepa T4RB aislada de raiz mostr6 menor efectividad en
contra de este género fuangico compardndose con las otras dos cepas,
clasificandose en clase 2 frente a CA (48.8%) y clase 3 frente a las cepas de las
otras especies del género. Por Ultimo, la cepa 2T22G aislada del suelo presento la
mayor capacidad de inhibicién del crecimiento frente a las especies de este género

fitopatdgeno, en comparacién con las otras dos cepas de Trichoderma, la cepa de
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raiz y la de tejido foliar, clasificAndose en clase 1 en contra CCy CA, y clase 2 frente
aCGlyCG2.

CLASE 1 (67-100 %) CLASE 2 (34-66 %) CLASE 3
Th (1-33 %)
F S F R S R Control
Patégenos
CA
(84.8 %)
CcC
(100 %)

CG1
CG2

(50.8 %) (37.6 %)

Figura 18. Inhibicién por MSS de Trichoderma spp. frente al género
Colletotrichum. Fitopatégenos inoculados al centro de la placa Petri. Se
muestran resultados representativos de cada nivel de antagonismo encontrado
en las cepas de Trichoderma. Los niveles de antagonismo del més fuerte al mas
débil son: clase 1: 67-100% (verde)> clase 2: 34-66% (amarillo)> clase 3: 1-33%
(rojo). La cepa de Trichoderma aparece en lafila Th con la letra que corresponde
al compartimento F: tejido foliar, R: raiz y S: suelo. Fitopatdgenos: Colletotrichum
acutatum (CA) Colletotrichum coccodes (CC), Colletotrichum gloesporoides de
Morelia (CG1) y Colletotrichum gloesporoides de Uruapan (CG2).

6.6.3 Inhibicion del crecimiento de Phytophthora spp. por MSS

Finalmente, en los ensayos de inhibicidn de los oomycetes fitopatdgenos del género
Phytophthora, las 3 cepas de Trichoderma mostraron un antagonismo clase 1,
inhibiendo el crecimiento del fitopatogeno en un 100% con respecto al control
(Figura 19).
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CLASE 1 (67-100 %)
Th F R S Control
Patégenos
PCA

PC1

PC2

(100 %)

(100 %) (100 %)

Figura 19. Inhibiciéon por MSS de Trichoderma spp. frente al género Phytophthora.
Fitopatégenos inoculados al centro de la placa Petrii Se muestran resultados
representativos de cada nivel de antagonismo encontrado en las cepas de Trichoderma.
Los niveles de antagonismo del mas fuerte al mas débil son: clase 1: 67-100% (verde)>
clase 2: 34-66% (amarillo)> clase 3: 1-33% (rojo). La cepa de Trichoderma aparece en la
fila Th con la letra que corresponde al compartimento F: tejido foliar, R: raiz y S: suelo.
Fitopatdégenos: Phytophthora capsici (PCA), Phytophthora cinnamomi de Atécuaro (PC1)y
Phytophthora cinnamomi de Morelia (PC2).

6.7 ANTAGONISMO DE LAS CEPAS DE Trichoderma spp. HACIA
MICROORGANISMOS FITOPATOGENOS: Inhibiciéon del crecimiento por
metabolitos secundarios volatiles (MSV)

Al igual que en Los ensayos de inhibicidon por MSS también en los ensayos de
inhibicién del crecimiento por MSV en cultivos duales de las tres cepas de
Trichoderma estudiadas se clasifico segun la escala de clasificaciéon de Worasatit et

al., (1994), mostrando resultados heterogéneos.

6.7.1 Inhibicion del crecimiento de Fusarium spp. por MSV

Los ensayos de inhibicion del crecimiento micelial por parte de las cepas de
Trichoderma aisladas de tejido foliar (T5HD), raiz (T4RB) y suelo (2T22G) frente a
los fitopatdgenos del género Fusarium, se clasificaron en las clases 2 y 3. La cepa
de tejido foliar no inhibié significativamente a los fitopatégenos del género Fusarium;
frente a FM, FP y FU los compuestos volatiles solo inhibieron el 22.8%, 16.6% y

16.6% respectivamente, quedando en los tres casos en clase 3 (Figura 20). Las
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cepas de Trichoderma aisladas de raiz (T4RB) y suelo (2T22G) mostraron
resultados similares frente a FM y FP, clasificAandose ambas en la clase 2. Asi, la
cepa T4RB inhibi6 en 56.2% el crecimiento de FM y en 34.2% el de FP, respecto a
sus respectivos controles. En tanto que la cepa 2T22G inhibi6 el crecimiento de FM
en un 51.1% y solo un 38% a FP. Los compuestos volatiles de las cepas T4RB y
2T22G inhibieron el crecimiento del fitopatdgeno de zarzamora FU en 33.4% y
13.4%, respectivamente. De manera interesante, en los ensayos frente al género
Fusarium, los compuestos volatiles no solo inhibieron el crecimiento radial del
fitopatdogeno, sino que también afectaron la morfologia del micelio de este
generando hifas translucidas o hialinas, poco visibles a simple vista, después del

radio visible de la colonia (Figura 20).

CLASE 2 (34-66 %) CLASE 3 (1-33 %)
T T4RB(R)  2T22G(S) T5HD(F)  T4RB(R)  2T22G(s)  control
Patégenos i
FM ; — »
FP
(51.1%) (38%)
FU

e B -
(33.4%) (13.4%)

(16.2%)

Figura 20. Inhibicibn por MSV de Trichoderma spp. frente al género
Fusarium. Fitopatégenos inoculados al centro de la placa Petri. Se muestran
resultados representativos de cada nivel de inhibiciébn por compuestos volatiles
provocado por las cepas de Trichoderma. Los niveles de antagonismo del mas
fuerte al mas débil son: clase 1: 67-100% (verde)> clase 2: 34-66% (amarillo)>
clase 3: 1-33% (rojo). La cepa de Trichoderma aparece en lafila Th con la letra
que corresponde al compartimento F: tejido foliar, R: raiz y S: suelo.
Fitopatégenos: Fusarium mexicanum (FM), Fusarium pseudocircinatum (FP) y
Fusarium sp. (FU).

6.7.2 Inhibicion del crecimiento de Colletotrichum spp. por MSV
Al igual que en Fusarium spp., los compuestos volatiles producidos por las especies

de Trichoderma ocasionaron inhibicion del crecimiento de los fitopatogenos del
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género Colletotrichum solo de las clases 2 y 3. La cepa T5HD de tejido foliar mostré
una inhibicion clase 2 para los fitopatégenos CC (44.8%), CG1 (58.8%) y CA
(33.5%), y clase 3 para el fitopatogeno de aguacate CG2, con un 30.3% de
inhibicion. La cepa T4RB ocasion6 inhibicién del crecimiento clase 2 frente a todos
los fitopatdgenos del género Colletotrichum con 60, 55.8, 41.9 y 36.6% para los
casos de CC, CG1, CAy CG2, respectivamente. Por ultimo, la cepa de suelo 2T22G
ocasion0 inhibicion clase 2 frente a CG1, CG2 y CC, con 55, 41.6 y 39.1%,
respectivamente; mientras que la inhibicion hacia CA fue de 30.3%, clasificandose
en clase 3 (Figura 21). Por otro lado, al igual que en los ensayos de inhibicion por
metabolitos volatiles frente al género Fusarium, en las pruebas de T4RB frente a
CC y en todas las pruebas frente al fitopatbgeno CG2, también se observo la
formacion de hifas translucidas o hialinas después del radio visible de la colonia.

CLASE 2 (34-66 %) CLASE 3 (1-33 %)
_Th T5HD T4RB 2T22G T5HD 2T22G Control
Patégenos (R) )

o

%)
cc N\

CG1

CG2

(41.6) (10

Figura 21. Inhibiciobn por MSV de Trichoderma spp. frente al género
Colletotrichum. Fitopatdgenos inoculados al centro de la placa Petri. Se muestran
resultados representativos de cada nivel de inhibicion por compuestos volatiles
provocado por las cepas de Trichoderma. Los niveles de antagonismo del més fuerte
al més débil son: clase 1: 67-100% (verde)> clase 2: 34-66% (amarillo)> clase 3: 1-33%
(rojo). La cepa de Trichoderma aparece en la fila Th con la letra que corresponde al
compartimento F: tejido foliar, R: raiz y S: suelo. Fitopatégenos: Colletotrichum
acutatum (CA) Colletotrichum coccodes (CC), Colletotrichum gloesporoides de Morelia
(CG1) y Colletotrichum gloesporoides de Uruapan (CG2).
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6.7.3 Inhibicion del crecimiento de Phytophthora spp. por MSV

CLASE 1 CLASE 2 CLASE 3
(67-100 %) (34-66 %) (1-33 %) Control
Th T4RB 2T22G T5HD T4RB 2T22G
Pat6genos (R) S (S)
PCA
(37.5%) (31.25%) N
PC1 ‘1 — >
(66.6%

PC2 ,

(71.4%)

(19%) (14.2%)

Figura 22. Inhibicién por MSV de Trichoderma spp. frente al género
Phytophthora. Fitopatdgenos inoculados al centro de la placa Petri. Se
muestran resultados representativos de cada nivel de inhibicion por
compuestos volatiles provocado por las cepas de Trichoderma. Los
niveles de antagonismo del més fuerte al mas débil son: clase 1: 67-100%
(verde)> clase 2: 34-66% (amarillo)> clase 3: 1-33% (rojo). La cepa de
Trichoderma aparece en la fila Th con la letra que corresponde al
compartimento F: tejido foliar, R: raiz y S: suelo. Fitopatégenos:
Phytophthora capsici (PCA), Phytophthora cinnamomi de Atécuaro (PC1)
y Phytophthora cinnamomi de Morelia (PC2).

En los ensayos frente a los fitopatégenos del género Phytophthora se obtuvieron
resultados variables. Los ensayos de la cepa T5HD de tejido foliar se clasificaron
en clase 3 en todos los casos. Los porcentajes de inhibicion fueron los siguientes:
PC1, 33.3; PCA, 31.2y PC2, 19%. T4RB ocasiond inhibicion del crecimiento de PC1
y PC2 en un 66.6% y 71.4%, respectivamente, por lo que se clasificdé en clase 1.
Esta cepa resulté la mayor productora de compuestos volatiles capaz de inhibir el
crecimiento de los oomicetes probados. Sin embargo, frente a PCA no produce
inhibicién alguna (0%), clasificandose en clase 3. Por ultimo, la cepa 2T22G, de
suelo, se clasifico en clase 3 frente a PC1 con 22.2% y PC2 con un 14.2%, en clase
2 frente a PCA con un 37.5% (Figura 22). Es importante mencionar que a partir del
dia 7 de prueba las cepas de Trichoderma evaluadas crecian por sobre la placa
hasta invadir la placa de encima, lo que impedia su medicion por mas dias. En base

a la evidencia aqui obtenida es posible sugerir que las cepas de Trichoderma siguen
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un gradiente de concentracién de algun volatil producido por los oomicetes de
prueba. Debido al tiempo de analisis particularmente en los ensayos frente a los
oomicetes fitopatdégenos aqui evaluados fue imposible observar dafio al micelio de

los oomicetes.
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7. DISCUSION

Diversos de los géneros y especies flungicas encontradas en el presente
trabajo han sido reportadas previamente en sorgo, aunque la mayoria de los
estudios al respecto describen la comunidad fangica de granos almacenados,
debido a las implicaciones en salud publica. En este primer apartado no se discutira
la presencia de Trichoderma spp., debido a que se las especies del género
encontradas en este trabajo se discutird posteriormente, cuando se aborde la
identificacion genético-molecular de los aislados de dicho género.

En los primeros estudios para caracterizar la comunidad fungica asociada al
sorgo se documento la presencia de especies de Fusarium, Alternaria, Epicoccum
y Trichoderma en raiz y tallo durante las diferentes etapas del proceso de desarrollo
de la planta, entre las ocho y las 18 semanas de cultivo (Reed et al., 1983; Partridge
et al., 1984). De los géneros encontrados, el mas representado y mejor
caracterizado fue Fusarium, del cual se identificaron a las especies F. moniliforme,
F. graminearum, F. "roseum”, F. tricinctum, F. equiseti, F. oxysporum en las dos
estructuras de la planta analizadas y durante todas las etapas de desarrollo. Un
estudio mas reciente realizado en un agroecosistema de sorgo de Brasil (Alves dos
Reis et al., 2010), en distintas partes de la planta, sin considerar granos, se
identificaron cepas de Cladosporium spp. (61.8% de prevalencia),
Helminthosporium spp. (33.4%), Fusarium spp. (25.1%), levaduras (17.5%),
Epicoccum spp. (11.0%), Mucor spp. (6.1%), Alternaria spp. (4.2%), Nigrospora spp.
(4.7%), Aspergillus parasiticus (4.0%), Aspergillus flavus (3.0%), Acremonium spp.
(2.2%) y Penicillium spp. (1.4%). Entre las especies de Fusarium identificadas en
este estudio se reportdé a F. verticillioides (15.1%), F. subglutinans (3.7%) y
Fusarium proliferatum (0.2%). En el suelo del cultivo el énfasis fue identificar
especies productoras de toxinas, reportandose aislados de los géneros Aspergillus,
Fusarium y Penicillium. De manera interesante, en dicho trabajo también se evalu6
la comunidad fangica representada en el aire del agroecosistema, encontrandose a
Cladosporium spp. (93.3%), Helminthosporium spp. (23.3%), Curvularia spp.
(15.0%), levaduras (13.3%), Mucor spp. (11.6%), Rhizopus spp. (10.0%),
Trichoderma spp. (10.0%), Acremonium spp. (10.0%), Epicoccum spp. (6.6%),
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Penicillium spp. (6.6%), Aspergillus spp. (6.6%), F. verticillioides (3.3%), F.
acuminatum (3.3%), Phoma spp. (3.3%), Neurospora spp. (3.3%), Nigrospora spp.
(3.3%), F. avenaceum (1.7%), F. subglutinans (1.7%), F. semitectum (1.7%), asi
como hongos que no esporulan (46.6%). El andlisis de presencia fangica en el aire
del cultivo es importante tanto para determinar como pueden dispersarse algunas
de las especies encontradas en otros compartimentos del agroecosistema como
para estudiar la presencia y dispersion de fitopatdégenos en particular.

Un estudio realizado in vitro para evaluar la transferencia de hongos de la
semilla a la planta document6 en mayor proporcion especies de los géneros
Curvularia, Fusarium y Aspergillus, en ese orden, ademas de Alternaria,
Cladosporium, Colletotrichum, entre otras (Stokholm et al., 2016). La descripcion de
los hongos asociados al proceso de ensilado identifico aislados de Aspergillus
(28.7%), Alternaria (22.9%) y Penicillium (13.4%), Paecilomyces (35.3%) vy
Trichoderma (11.1%) cuyos porcentajes de aislamiento variaron durante el tiempo
de ensilado (Del Palacio et al., 2016).

Asi, mientras que en los estudios previos dentro del agroecosistema se
reportan la presencia de especies dentro de cuatro (Reed et al.,1983; Partridge et
al., 1984) y diez géneros en la planta de sorgo (Alves dos Reis et al., 2010), en el
presente trabajo se encontraron especies dentro de los géneros Penicillium,
Aspergillus, Fusarium, Colletotrichum y Trichoderma, por lo que los resultados aqui
obtenidos, en términos generales, son consistentes cualitativa y cuantitativamente
con estudios previos dentro del agroecosistema de sorgo. Es posible que las
diferencias en algunos de los géneros descritos en los trabajos previos antes citados
y no encontrados en el presente trabajo se deban al uso de distintos protocolos de
aislamiento, a diferencias en el esquema de muestreo, o bien representen
diferencias reales en la estructura de la comunidad fangica en cultivos de sorgo
ubicados en diferentes regiones geograficas. Es factible que un muestreo mas
intensivo del agroecosistema aqui estudiado pueda revelar la presencia de especies
de otros géneros no detectados actualmente. Otro factor que influye en la estructura
de comunidades fungicas de los agroecosistemas es el manejo, incluida la rotacién

de cultivos, las préacticas de labranza, entre otras (Gil et al., 2011; Bainard et al.,
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2017; Rosenzweig et al., 2018;). Debido a que no se cuenta con datos de manejo
del &rea de estudio aqui empleada ni de algunos de los trabajos previamente
citados, no es posible establecer de manera precisa si este es un factor importante
en las diferencias de este trabajo con los estudios anteriores.

En el presente trabajo no se encontraron cepas de los principales hongos
fitopatbgenos de sorgo descritos a nivel global y local como Macrophomina
phaseolina, Sporisorium reilianum, Peronosclerospora sorghi, Claviceps africana
Sclerotium rolfsii, Cercospora sorghi (Hernandez-Jiménez et al., 2004; Ramirez-
Rojas et al., 2013; Diaz-Franco y Montes-Garcia, 2008; Fernandez-Pavia et al.,
2012). Una posible explicacion es que la velocidad de crecimiento de las cepas
aisladas inhibié el crecimiento de dichos fitopatégenos, o bien al uso de medios
generales para el aislamiento, no especificos de algunos de dichos fitopatdgenos.
De los géneros de hongos encontrados en el presente trabajo, Fusarium es de
relevancia debido a que se ha asociado a Fusarium moniliforme con el tizon de la
planta tanto a nivel global como en Michoacan (Fernandez-Pavia et al., 2012,
Astoreca et al., 2019). A futuro es importante identificar a nivel de especie las cepas
de Fusarium aisladas, con la finalidad de saber si se trata del patdgeno o de alguna
especie enddfita reportada en gramineas (Swett y Gordon, 2015). No obstante, se
ha documentado que Fusarium spp. puede cambiar de estilo de vida, pasando de
ser endofito a necrotrofo, dependiendo de las modificaciones ambientales y el
estado fisiolégico de los agentes planta-hongo involucrados en la asociacion (Padhi
et al., 2016; Lofgren et al., 2018).

La rapida velocidad de crecimiento del micelio de las cepas aisladas de suelo
en este trabajo coincide con las reportadas por Larralde et al. (2008), quienes
documentan que la mayoria de las cepas de Trichoderma spp. obtenidas del mismo
tipo de muestra en cultivos de sorgo, llenan la caja de Petri con medio PDA
creciendo en tres dias. El optimo crecimiento de las cepas aisladas en las
condiciones de cultivo probadas se debe a que la mayoria de las cepas de
Trichoderma spp. son mesofilicas, aunque algunas pueden crecer en condiciones

de temperatura extremas (Kredics et al., 2003).
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Los resultados obtenidos en este trabajo muestran un antagonismo mas
eficiente de las cepas de Trichoderma spp. hacia distintas especies del género
Colletotrichum que el reportado por Zivkovié et al. (2010) quienes obtienen un
antagonismo T. harzianum hacia C. acutatumy C. gloeosporioides no mayor al 40%,
lo que los ubicaria en una clase 2. De manera interesante, aqui se observé una
diferencia significativa en el nivel de antagonismo de Trichoderma spp. hacia las
dos cepas de C. gloeosporioides evaluadas, CG1 y CG2. Dicha diferencia puede
reflejar diferencias en la virulencia de las cepas, asi como en el hospedero que
atacan las cepas de los fitopatdgenos. Se han documentado diferencias en ese
sentido entre aislados geogréficos de C. gloeosporioides (Saxena et al., 2014). Al
emplear cepas nativas de Trichoderma spp. contra dicha especie, De la Cruz-Quiroz
et al. (2018) obtuvieron niveles de antagonismo mas bajos a los obtenidos en el
presente trabajo, con porcentajes de inhibicion entre el 9 % y el 22.5%, lo que
corresponderia a clase 3. Por otra parte, especies del género Fusarium se
considerada como habitantes naturales del suelo (Summerell y Leslie, 2011), lo que
indicaria el porqué de estos resultados tan poco efectivos frente a este género.

Las cepas de Trichoderma mostraron un antagonismo eficiente hacia las
especies de Phytophthora evaluadas. Estos resultados coinciden con estudios
previos en donde se ha documentado un claro dominio antagonico in vitro de cepas
de diferentes especies de Trichoderma hacia cepas de especies del género
Phytophthora (Nath et al., 2014, Ezziyyani et al., 2005). En el caso del ensayo frente
a P. capsici en este trabajo se obtuvieron mejores resultados antagonismo que los
de Mousumi et al., (2019), quienes utilizaron cepas de Trichoderma spp. aisladas
de rizésfera de cultivos de pimiento y jengibre generando porcentajes de inhibicidon
del 42.1 al 63.5% en cultivo dual, correspondientes a la clase 2. También se
obtuvieron resultados mas altos de antagonismo que los mostrados por De la Cruz-
Quiroz et al., (2018) en sus pruebas de cultivo dual empleado cepas de Trichoderma
spp. contra P. capsici, con resultados que van del 1.37 al 22.1% de inhibicién,
clasificandose en clase 3. En un estudio en donde se evalla el efecto de extractos
de acetato de etilo obtenidos de cultivos liquidos de distintas especies de

Trichoderma hacia P. capsici, se obtuvo 100% de inhibicién en 6 de 8 ensayos
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realizados (Bae et al., 2016). Esto muestra que Trichoderma spp. puede atacar a
distancia a especies del género Phytophthora, mediante la secrecion de metabolitos
secundarios solubles.

Diferencias entre los niveles de antagonismo entre cepas/especies de
Trichoderma spp. con cepas de la misma especie de un fitopatégeno particular se
encuentran ampliamente documentadas en la literatura. Un ejemplo ilustrativo de lo
anterior a nivel interespecifico es la interaccion de T. reesei, T. virens y T. atroviride
hacia Rhizoctonia solani. En ensayos de confrontacion dual in vitro, el proceso de
antagonismo presento diferencias significativas en cada caso, T. reesei solo retraso
el crecimiento del fitopatégeno sin lograr detenerlo, T. virens inhibi6 el crecimiento
de R. solani sobrecreciéndolo y matandolo, mientras que T. atroviride no detuvo el
crecimiento del fitopatégeno, pero lo sobrecrecio casi por completo (revisado en
Atanasova, 2014). Esto refleja como la respuesta micoparasitica de Trichoderma
spp. involucra la participacion de varios genes, enzimas y diversos efectores que
pueden diferir entre las especies del género y a lo largo del proceso de predacion
(revisado en Atanasova, 2014). La evidencia experimental sugiere que las tres
especies pueden “sensar” a la presa, ya que todas cambian la expresion de genes
antes del contacto; no obstante, los genes que muestran expresion diferencial son
distintos entre cada especie. Asi, en T. reesei se activan genes relacionados con la
adquisicion de nutrientes, particularmente los relacionados con la degradaciéon de
celulosa y hemicelulosa, lo que sugiere que compite con el fitopatogeno por la
adquisicion de nutrientes eficientemente. Estos mismos genes reducen su
expresion en T. atroviride y no sus niveles de transcripcion no se modifican en T.
virens, lo que indica que la estrategia de estas especies es inducen la expresion de
los genes involucrados en el ataque (revisado en Atanasova, 2014). Estas
diferencias en los patrones de expresion de genes de acuerdo al estilo de vida y
capacidad micoparasitica pueden aplicarse a otras especies del género
Trichoderma para explicar las diferencias en el antagonismo observadas en el
presente trabajo. No obstante, es necesario a futuro evaluar la expresion de genes

en otras especies del género en confrontacion con distintos fitopatégenos, con la
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finalidad de tener explicaciones mas precisas sobre las diferencias interespecificas
en el proceso de micoparasitismo.

Los resultados del andlisis Blastn de las secuencias obtenidas de los aislados
de estudio mostraron a tres de las especies de Trichoderma como enddfitas, una
sola especie en tejido foliar y dos especies en raiz, mientras que en suelo se
identificaron dos especies, presentdndose asi una baja diversidad taxondmica de
Trichoderma spp. por compartimento. En el caso particular del suelo, se encontraron
las especies T. harzianum y T. virens. Previamente, Larralde et al. (2008) reportaron
la identificacién morfolégica y molecular de seis especies de Trichoderma en suelo
de cultivo de sorgo en el noreste del México, entre las que se encontraba T.
harzianum, pero no T. virens. En dicho estudio la primera especie solo fue
identificada en uno de los aislados caracterizados, mientras que en el presente
trabajo fue la mayoritaria entre los aislados identificados. Un aislado de T.
harzianum se ha obtenido de muestras de suelo de un cultivo de sorgo, sin mayores
referencias (Mishra et al., 2016). Recientemente Alves dos Reis et al. (2010)
encontraron que Trichoderma spp. representa el 30% de todos los aislados de suelo
de un cultivo de sorgo, pero no se reportan las especies encontradas.

En el que quiza consiste en el Unico trabajo de sucesion de colonizacion
fungica en plantas de sorgo en crecimiento, no se obtuvo ningun aislado de
Trichoderma spp. en tallo y raices de plantulas entre las dos y las seis semanas de
crecimiento (Reed et al.,1983; Partridge et al., 1984). En plantas después de la
floracidon y los estados de tallo blando no se obtuvieron aislados de Trichoderma
spp. en los tallos (tejido internodal entre el segundo y el tercer nédulo sobre el
suelo), sin embargo, en las raices de dichas plantulas representaron el 40, 25, y
15% de los hongos aislados a las 8, 10 y 12 semanas de crecimiento,
respectivamente. En los estados maduros de las plantas tampoco se obtuvieron
aislados de Trichoderma spp. del tallo, y aislamiento en la raiz se mantuvo en 25%
a las 14, 6 y 18 semanas de crecimiento (Reed et al.,1983; Partridge et al., 1984).
Los unicos dos aislados identificados en ambas partes de la planta fueron de la
especie T. viride (Reed et al., 1983). En contraste, Alves dos Reis et al. (2010) no

reportan el aislamiento de Trichoderma spp. de los tallos de plantas de sorgo.
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De acuerdo a los antecedentes presentados con anterioridad, el presente
representa el primer trabajo que reporta especies enddfitas de Trichoderma spp. en
las partes areas de la planta de sorgo. Los hongos endéfitos se consideran
componentes vitales para la produccién sustentable de cultivos de relevancia
socioecondémica, protegiendo a las plantas de patdgenos y estrés ambiental, por lo
gue impactan de manera positiva en los rendimientos y la calidad de los cultivos
(Lugtenberg et al., 2016). No obstante, las practicas agricolas actuales han
disminuido la diversidad de hongos enddfitos, por lo que es necesario tomar
medidas que permitan la conservacion de dicho grupo ecologico (Lugtenberg et al.,
2016). Asi, es necesario realizar mas estudios sobre especies de Trichoderma
enddfitas de sorgo, con la finalidad de establecer su posible papel en la produccién
de este cultivo de gran relevancia socioeconomica a nivel global. Por otra parte, se
ha documentado que en el aire que circula por un cultivo de sorgo, el 10% de los
aislados de hongos obtenidos pertenecen al género Trichoderma (Alves dos Reis et
al., 2010). En el presente trabajo no se obtuvieron aislados del aire circulante sobre
el cultivo, algo que seria interesante de realizar a futuro debido a que se ha
establecido que Trichoderma spp. y otros géneros de ascomicetes endofiticos de
herbaceas y gramineas dispersan sus conidias mediante el aire, oscilando entre el
endofitismo y el saprofitismo en su ciclo de vida (Vazquez de Aldana et al., 2013).

De manera interesante, las cepas con clave 2T6G, 2T7G, 2T8G, 2T21G y
2T22G identificadas como T. harzianum provienen del mismo transecto, es decir,
fueron aisladas de muestras de suelo de la misma zona del cultivo. No se encontro
a dicha especie en otro transecto, lo que sugiere que la distribucion de dicha especie
no es aleatoria, aunque se desconocen las causas de dicha distribucion.

En términos generales, los resultados del presente trabajo coinciden con lo
descrito en estudios previos sobre habitats de Trichoderma spp., particularmente de
agro-ecosistemas, en los que se documenta que existe una baja diversidad de
especies de Trichoderma en cada compartimento, siendo el suelo en donde se
documenta que existe una mayor diversidad de especies del género (Chaverri y
Samuels, 2013; Belayneh-Mulaw et al., 2010; Rosmana et al., 2015). En el caso de

agroecosistemas, la diversidad de Trichoderma spp. ha sido analizada
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principalmente en suelo, particularmente para el caso de cereales, lo cual ha sido
revisado recientemente (Kredics et al., 2014). Asi, los ejemplos que se enumeran a
continuacion provienen de dicha revision. En suelo de distintas variedades de trigo
se ha documentado a Trichoderma spp. como uno de los géneros predominantes
(Pieta et al. 2000; Liang et al., 2004), aislandose las especies T. atroviride, T. viride
(Hagn et al., 2003) y hasta 11 especies distintas en al menos un reporte, que
incluyen a T. atroviride, T. brevicompactum, T. gamsii, asi como a las especies
encontradas en el presente trabajo T. harzianum y T. virens (Kredics et al., 2012).
De manera contrastante, mientras que algunos estudios en suelo de trigo no
documentan la presencia de T. harzianum (Hagn et al., 2003), otros la encuentran,
junto con Hypocrea orientalis, como una de las dos especies presentes (Gherbawy
et al., 2004). La baja diversidad de especies de Trichoderma en suelos agricolas de
cultivos de gramineas y cereales se ha atribuido a la alcalinidad de los suelos
estudiados, presentando valores de pH de 7.3-8.4 (Kredics et al., 2018).

En el caso de suelo de cultivo de maiz también se reporta una baja diversidad
de especies, incluyendo T. harzianum y H. orientalis en Egipto (Gherbawy et al.
2004) y T. harzianum, T. koningiopsis y T. virens en México (Sanchez-Perez, 2009),
pero de hasta nueve especies en Venezuela, incluyendo, entre otras, a T.
asperellum, T. atroviride, T. erinaceum, T. harzianum, y T. virens (Pavone y
Domenico, 2012). En todos los estudios anteriores la especie mas prevalente fue T.
harzianum, que en la actualidad se reconoce como un complejo de especies
cripticas (Chaverri et al., 2015), por lo que es factible que es factible que los estudios
gue indican la presencia de dicha especie puedan estar reportando alguna de las
especies del complejo.

El presente trabajo constituye apenas la segunda descripcion a nivel nacional
sobre la diversidad de especies del género Trichoderma en agroecosistemas de
sorgo no relacionados con la contaminacion de granos, y uno de los pocos que
existen a nivel internacional. Por lo anterior, es necesario realizar estudios
posteriores con un muestreo mas intensivo para describir de manera mas precisa la
comunidad de Trichoderma spp. con la finalidad de encontrar cepas que puedan ser

Gtiles en estrategias de biocontrol especificas de dicho cultivo.

64

\



PIMCB ¥5=f QFB PABLO FLORES CERVANTES

8. RESUMEN DE RESULTADOS

1. Las especies de Trichoderma aisladas de los tres compartimentos muestran un
crecimiento mesofilico y coinciden con las temperaturas 6ptimas de conidiacion

reportadas en la literatura para las especies de este género.

2. En relacion a los ensayos antagénicos frente a microorganismos fitopatdgenos
de importancia agronémica del estado de Michoacéan, permitieron evidenciar que las
cepas de Trichoderma aisladas presentaron caracteristicas micoparasiticas, e
inhibicidbn por metabolitos secundarios solubles y volatiles, ademas de distinguir
diferencias en la capacidad antagénica de las cepas aisladas de distintos

compartimentos.

3. A través de la técnica utilizada para evaluar la inhibicion por metabolitos
secundarios volatiles se pudo observar la disminucion en el crecimiento de los
fitopatdgenos asi como el debilitamiento del micelio por los metabolitos volatiles

liberados por las cepas de Trichoderma.

4. Con los resultados aqui obtenidos contra los fitopatégenos confrontados, las
cepas de Trichoderma estudiadas son prometedoras para el desarrollo de productos

biocontroladores especificos contra fitopatogenos como los aqui evaluados.
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9. CONCLUSION

El cultivar de sorgo estudiado, presenta baja variedad de especies de Trichoderma
en sus compartimentos tejido foliar, raiz y suelo. En tejido foliar y raiz se encontré a
T. lixii/H. lixii asi como a T. atroviride s6lo en raiz; mientras que el suelo contenia
dos especies, T. harzianum y T. virens. Entonces, la composicion de especies es

distinta para cada compartimento.
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PERSPECTIVAS

- Evaluar si las cepas aisladas pueden ser promotoras del crecimiento de
plantas, asi como si es posible que induzcan mecanismos de resistencia en
las mismas plantas.

- Evaluar sus capacidades bioquimicas y/o metabdlicas para conocer ern
mayos detalle el rol que juegan en cada compartimento.
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