PONTIFICIA UNIVERSIDAD CATOLICA DEL ECUADOR
FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS Y NATURALES
ESCUELA DE CIENCIAS BIOLOGICAS

CARRERA DE MICROBIOLOGIA

MECANISMOS DE BIOCONTROL DE Trichoderma spp. FRENTE A
PATOGENOS DE Physalis peruviana L.

Disertacion previa a la obtencidn del titulo de Licenciado en

Microbiologia

NICOLAS SEBASTIAN ULLOA RODRIGUEZ

Quito, 2024



CERTIFICACION

Certifico que la Disertacion de Licenciatura en Microbiologia del candidato Nicolas
Sebastian Ulloa Rodriguez ha sido concluida de conformidad con las normas

establecidas; por lo tanto, puede ser presentada para la calificacion correspondiente.

Mtr. Jeniffer Yanez Altuna
Directora de la Disertacion

Quito, 28 junio 2024



DEDICATORIA

A mi familia y amigos.



AGRADECIMIENTOS

Agradezco a mis padres por su apoyo durante todo el transcurso de la carrera, por creer en mi y
en mis capacidades, por ensefiarme las virtudes de la responsabilidad, perseverancia y honestidad
y porqgue su sabiduria y guia ha sido, es y seré la razon por la cual que he llegado hasta el lugar
donde me encuentro hoy en dia. A mis abuelos Marco y Susana por nunca dejar su rol como
padres amorosos y como ejemplos de superacion, constancia y dedicacion. Y en un todo porque
su eleccion de creer en la prosperidad en conjunto es la razén por la cual estoy aqui en un hogar.
A mi hermano por su fe en mi de llegar lejos a pesar de los problemas que he tenido durante el
transcurso de mi vida. Y, en general, a todos y cada uno de los miembros de familia que me han

otorgado el privilegio de ser considerado parte de su vida.

Agradezco a mi directora de tesis, la Mtr. Jeniffer Yanez, debido a que este trabajo no habria sido
posible sin sus valiosos conocimientos y experiencia que me han impulsado a interesarme por la
micologia, asi como también agradezco la oportunidad que me ha otorgado de ser parte de su
laboratorio y sus proyectos. También es necesario expresar agradecimientos a todo el personal de
laboratorio que me han apoyado durante la realizacion de este trabajo y en mi formacién como
profesional y como ser humano, especialmente a mi amigo y colega de carrera Alexis Quintana

Cueva, quien no ha escatimado en esfuerzo y tiempo para ayudarme cada que lo necesitaba.

A todos y cada uno de mis amigos que he hecho durante este tramo de mi existencia y que se han
mantenido a mi lado a pesar de mis falencias. Que quede en constancia que ningin humano se
hace solo y por ende he decido gratificarlos de manera sincera por ser una familia extendida, un

hogar lejos de casa, una brisa calida en el invierno mas frio.



MANUSCRITO PARA LA PUBLICACION

Revista

Revista La Granja

Titulo

Mecanismos de biocontrol de Trichoderma spp. frente a patdgenos de Physalis peruviana

Autores

Nicolas Sebastian Ulloa Rodriguez*, Jeniffer Marcela Yanez Altuna**

Correo electrénico

*nsulloa@puce.edu.ec, **jyanez989@puce.edu.ec

Direccion

Laboratorio de Fitopatologia y Control Bioldgico, Carrera de Microbiologia, Facultad de

Ciencias Exactas y Naturales, Pontificia Universidad Catélica del Ecuador, Quito,

Ecuador.



El siguiente trabajo de investigacion se presenta en el formato de la Revista La Granja a

partir de la siguiente pagina.

Normas para autores: https://lagranja.ups.edu.ec/pdf/granja/normas.pdf


https://lagranja.ups.edu.ec/pdf/granja/normas.pdf

(o] NOUh,WNER

Vo]

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

Seccion (Marcar)

Articulo cientifico _x_

Revision Bibliografica

Punto de vista

Special Issue” Sustentabilidad Organizacional, Desarrollo y Gestion Ambiental”

Mecanismos de biocontrol de Trichoderma spp. frente a
patdogenos de Physalis peruviana L.
Biocontrol mechanisms of Trichoderma spp. against Physalis

peruviana pathogens

RESUMEN

La uvilla (Physalis peruviana L.) es una planta productora de frutos apreciados en el mercado
internacional por su perfil nutricional y medicinal. Ecuador posee 700 hectareas sembradas con
esta planta y sus exportaciones aumentaron desde 2019. Para mantener la productividad, se
requiere controlar fitopatégenos como R. solani y Aspergillus sp. empleando productos quimicos
que causan contaminacién ambiental. Sin embargo, estos productos pueden ser reemplazados
por Trichoderma spp., un hongo microscopico que interactla y genera compuestos que inhiben
los fitopatdgenos. En este estudio se emplearon T. gamsii, T. harzianum y T. atroviride para
evaluar la inhibicion in vitro del crecimiento de R. solani y Aspergillus sp. mediante mecanismos
biocontroladores. Las técnicas incluyeron cultivo dual in vitro, la técnica del plato invertido y la
técnica de la comida envenenada, con calculos de porcentaje de inhibicién de crecimiento radial.
T. harzianum mostré la mayor inhibicion frente a R. solani y Aspergillus sp. en cultivo dual con
un PICR de 60,73% + 8,78% y 24,24% + 5,25, respectivamente. T. gamsii obtuvo la mayor
inhibicion por compuestos volatiles frente a Aspergillus sp. y R. solani con un PICR
correspondiente de 32,23% + 2,54% y 25,53% + 1,23%. T. harzianum y T. atroviride presentaron
la mayor inhibicién por compuestos no volatiles frente a R. solani y Aspergillus sp. con un PICR
respectivo de 18,85% + 3,37% y 59,69 + 2,60%. En conclusién, T. harzianum y T. gamsii son los
organismos que inhiben el crecimiento de los fitopatébgenos con mayor eficiencia por

antagonismo y compuestos volatiles, respectivamente.
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La uvilla (Physalis peruviana L.,.) es una planta productora de frutos apreciados en el mercado
internacional por su perfil nutricional y medicinal. Ecuador posee 700 hectareas sembradas con
esta planta y sus exportaciones aumentaron desde 2019. Para mantener la productividad, se
requiere controlar fitopatégenos como R. solani y Aspergillus sp. empleando productos quimicos
que causan contaminacién ambiental. Sin embargo, estos productos pueden ser reemplazados
por Trichoderma spp., un hongo microscopico que interactdia y genera compuestos que inhiben
los fitopatdgenos. En este estudio se emplearon T. gamsii, T. harzianum y T. atroviride para
evaluar la inhibicion in vitro del crecimiento de R. solani y Aspergillus sp. mediante mecanismos
biocontroladores. Las técnicas incluyeron cultivo dual in vitro, la técnica del plato invertido y la
técnica de la comida envenenada, con calculos de porcentaje de inhibicién de crecimiento radial.
T. harzianum mostré la mayor inhibicién frente a R. solani y Aspergillus sp. en cultivo dual con
un PICR de 60,73% = 8,78% y 24,24% + 5,25, respectivamente. T. gamsii obtuvo la mayor
inhibiciébn por compuestos volatiles frente a Aspergillus sp. y R. solani con un PICR
correspondiente de 32,23% * 2,54% y 25,53% * 1,23%. T. harzianum y T. atroviride presentaron
la mayor inhibicién por compuestos no volatiles frente a R. solani y Aspergillus sp. con un PICR
respectivo de 18,85% =+ 3,37% y 59,69 + 2,60%. En conclusién, T. harzianum y T. gamsii son los
organismos que inhiben el crecimiento de los fitopatégenos con mayor eficiencia por

antagonismo y compuestos volatiles, respectivamente.

ABSTRACT

Physalis peruviana, known as uvilla, is a fruit-producing plant appreciated in the international
market for its nutritional and medicinal profile. Ecuador has 700 hectares planted with this plant
and Its exports have increased since 2019. To maintain its agricultural productivity, it is necessary
to control phytopathogens such as R. solani and Aspergillus sp. using chemicals that cause
environmental pollution. However, these products can be replaced by Trichoderma spp., a
microscopic fungus that interacts and generates compounds that inhibit phytopathogens. In this
study, T. gamsii, T. harzianum and T. atroviride were used to evaluate the in vitro growth inhibition
of R. solani and Aspergillus sp. through biocontrol mechanisms. Techniques included dual in vitro
culture, the inverted plate technique, and the poisoned meal technique, with calculations of

percent radial growth inhibition. T. harzianum showed the greatest inhibition against R. solani and
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Aspergillus sp. in dual culture with a PIGR of 60.73% + 8.78% and 24.24% + 5.25, respectively.
T. gamsii obtained the highest inhibition by volatile compounds against Aspergillus sp. and R.
solani with a corresponding PIGR of 32.23% * 2.54% and 25.53% + 1.23%. T. harzianum and T.
atroviride showed the greatest inhibition by non-volatile compounds against R. solani and
Aspergillus sp. with a respective PIGR of 18.85% + 3.37% and 59,69 + 2,60%. In conclusion, T.
harzianum and T. gamsii are the organisms that inhibit the growth of phytopathogens with greater
efficiency through antagonism and volatile compounds, respectively.

Palabras clave

Hongos fitopatdgenos, metabolitos, compuestos volatiles, antagonismo, biocontrol,

Keywords

Phytopathogenic fungi, metabolites, volatile compounds, antagonism, biocontrol.

1. Introduccion

La agricultura es una de las actividades econdmicas mas importantes alrededor del mundo. Se
estima que alrededor del 40 por ciento de la poblacién mundial obtiene ingresos gracias a esta
actividad, y se proyecta que el valor de la produccién bruta agricola ascienda a 3,90 billones de
ddlares estadounidenses para 2024 (Statista Market Insights, 2023). Sin embargo, anualmente
la producciéon mundial de cultivos alimentarios enfrenta pérdidas de hasta un 40 por ciento debido
a plagas y enfermedades de plantas. Esto genera pérdidas en el comercio agricola que
ascienden a mas de 220 mil millones de ddlares estadounidenses (Organizacion de las Naciones
Unidas para la Agricultura y la Alimentacién, 2019).

Para Ecuador, las pérdidas el sector agricola, independientemente de si son causadas por
agentes biéticos o abidticos, son un problema grave debido a que los ingresos de la agricultura
representan alrededor del 8 por ciento del producto interno bruto del pais. Ademas, estas
pérdidas perjudican directamente a pequefios productores que componen el 64 por ciento de
este sector, asi como también a los 2,4 millones de trabajadores del sector agricola
(Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacién, s.f.). Las
enfermedades de plantas son una condicion de dafio y deterioro que es causada por factores
bidticos y abidticos. En particular, los factores bidticos son agentes vivos y patégenos

responsables de las enfermedades infecciosas de plantas y poseen la capacidad de transmitirse
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desde una planta infectada o sus restos a otras que se encuentren sanas. Los microorganismos
causantes de enfermedad incluyen bacterias, hongos, nematodos y virus, y su control asegura
el correcto desarrollo de los cultivos y el mantenimiento de su productividad (Commission On
Higher Education Regional Office Ill, 2021). Dentro de los fitopatégenos se encuentran varias
especies de hongos, los cuales se caracterizan por permanecer latentes en tejidos vegetales
tanto vivos como muertos, hasta que existan las condiciones propicias para su proliferacion y
desarrollo dentro de los tejidos de la planta hospedadora. Especies de los géneros Fusarium,
Rhizoctonia, Sclerotinia, Aspergillus, etc., son considerados como hongos patégenos
importantes de plantas debido a que causan afecciones como royas, marchitez, tizén, sarna,
agallas, cancro, muerte regresiva, antracnosis, manchas foliares, espirales y pudricion de la raiz
en cultivos (Jain et al. 2019). Dentro de las plantas productoras de frutos que son susceptibles a
infecciones por hongos fitopatégenos se encuentra Physalis peruviana L. Esta planta pertenece
a la familia Solanaceae y segun Legge (1974, citado en Fischer, Almanza-Merchan y Miranda,
2014) es originaria de las zonas andinas peruanas. Sus frutos son apreciados en el mercado
internacional debido a su perfil nutricional compuesto por vitaminas, acido citrico, carbohidratos,
fibra y fenoles (Maruenda et al., 2018), asi como también por minerales como fésforo, potasio
(Mokhtar, Swailam y Embaby, 2018) y hierro (Miranda y Fischer, 2021) y por agentes
anticancerigenos y antioxidantes (El-Beltagi et al., 2019). Ademas, posee un, efecto benéfico
sobre las defensas del cuerpo humano ante enfermedades (Aman y Masood, 2020) (Alvarez-
Herrera, Vélez y Jaime-Guerrero, 2022). Desde la incursién de Ecuador a la exportacién de la
uvilla al mercado norteamericano en 2019, su demanda ha ido en aumento. Las exportaciones a
Estados Unidos de América y Canada de este producto pasaron de 3500 kilogramos en 2019 a
6000 kilogramos para 2023 (Agencia de Regulacion y Control Fito y Zoosanitario, 2023). Debido
a que la uvilla se esta convirtiendo en una fuente de ingresos importante dentro del sector
agricola, es necesario plantear estrategias que protejan las aproximadamente 700 hectareas del
cultivo en Ecuador de organismos fitopatégenos como, por ejemplo, las especies de los géneros
Fusarium, Phytophthora, Alternaria, Botrytis, Aspergillus, Rhizoctonia, etc., a fin de disminuir los
estragos que estos puedan causar a la productividad tanto como patégenos en pre y/o post
cosecha (Parker, 2012; Primicias, 2019). Dentro de los patdégenos mas importantes de P.

peruviana se encuentran las especies del género Rhizoctonia y Aspergillus. R. solani es
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responsable del aparecimiento de fitopatologias como el ahogamiento de las plantulas y la
pudricién de tallo y raiz producidas por un deficiente transporte hidrico y nutricional en la planta
(Vega, 2023), mientras que Aspergillus sp. es causante de moho negro, el cual causa el dafios
y deterioro en los frutos. Por otro lado, Aspergillus sp. también estd relacionado con
intoxicaciones alimentarias debido al consumo de frutos contaminados con este hongo o sus
micotoxinas (Instituto Nacional de Seguridad y Salud en el Trabajo, 2021). Para proteger a los
cultivos de posibles infestaciones con organismos patégenos se emplean estrategias para
controlarlos como, por ejemplo, la aplicacién de productos quimicos. Sin embargo, debido a que
estos productos contaminan el suelo y disminuyen el rendimiento de las cosechas, producto de
la disminucién de la actividad microbiol6gica y bioquimica del suelo que, a su vez, es resultado
de la acumulacién progresiva de residuos quimicos en los ecosistemas tratados (Bac¢maga,
Wyszkowska y Kucharski, 2019). Por tanto, se plantean estrategias alternativas al uso de
agroquimicos y pesticidas, como el control biolégico (Lahlali et al., 2022). El control biolégico
utiliza a parasitos, patdgenos y depredadores de organismos fitopatdbgenos con el objetivo de
evitar su proliferacion y los dafios que pueden causar a los cultivos (Dreistadt, UC Statewide IPM
Program y UC Davis, 2014). Dentro de los controladores biolégicos de interés para la agricultura
se encuentran los hongos del género Trichoderma. Son hongos ascomicetos oportunistas y
cosmopolitas que poseen la capacidad de controlar fitopatdgenos mediante sus interacciones
con estos como: competencia (crecimiento acelerado del organismos antagonista y absorcion
eficiente de nutrientes del sustrato), antibiosis (secrecién de metabolitos volatiles y no volatiles
téxicos para fitopatdgenos) y micoparasitismo (formacién de estructuras en forma de gancho que
se unen a hifas de fitopatdgenos, causando presion fisica sobre ellas y degradacion de su pared
celular, permitiendo la adquisicion de carbono y nitrégeno de la presa) (Ayvar-Serna et al., 2019;
Harman et al., 2004; Infante et al., 2009; Sanchez-Espinosa, Villarruel-Ordaz y Maldonado
Bonilla, 2021; Yao et al. 2023). Halifu y colaboradores (2020) demostraron que T. virens ZT05
posee un efecto inhibidor contra Rhizoctonia solani gracias a que los compuestos volatiles y no
volatiles que produce (ej: peroxidasa, catalasa, superoxido dismutasa, proteinas solubles,
malondialdehido y glutation peroxidasa dependiente de selenio) afectan a las proteinas
miceliales de este Uultimo. Abdelmoaty y colaboradores (2022) sefialaron que Trichoderma sp.

promueve el crecimiento y desarrollo de raices y brotes de plantas debido a la produccion de
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auxinas y sustancias relacionadas, a la par de que inducen a la resistencia en las raices ante
patégenos y su efecto. Ren et al., (2022) encontraron que seis de las veinte cepas evaluadas del
género Trichoderma inhibieron el crecimiento de Aspergillus flavus ITEM 9 (Af-9) de tres dias de
edad en cultivos duales in vitro entre el 13 % y el 65 %. A pesar de estas investigaciones, todavia
no se ha evaluado la capacidad inhibitoria de los compuestos volatiles y no volatiles generados
por T. harzianum, T. atroviride y T. gamsii frente a los hongos fitopatdgenos de uvilla R. solani y
Aspergillus sp. Ademas, se desconocen las interacciones que tienen esas especies del género
Trichoderma con los patdgenos pre y post cosecha de uvilla anteriormente mencionados, los
cuales causan pérdidas econdmicas en los cultivos de este alimento. Por tanto, esta investigacion
se centrara en la evaluacion in vitro de los mecanismos de biocontrol de T. harzianum, T.

atroviride y T. gamsii frente a los fitopatégenos Rhizoctonia solani y Aspergillus sp.

2. Materiales y Métodos

2.1. Reactivacion y cultivo de cepas flungicas

Las especies fungicas pre identificadas como T. harzianum, T. gamsii, T. atroviride, Aspergillus
sp. y R. solani, almacenadas en la coleccion de hongos del Laboratorio de Fitopatologia y Control
Biolégico de la Pontificia Universidad Catélica del Ecuador bajo los c6digos LFCB-CB-068, T25,
LFCB-CB-028, JC-02 y RS001, se reactivaron en agar PDA. Las cepas fueron incubadas a una

temperatura de 25 * 3°C durante siete dias (Awad et al., 2018).

2.3.Pruebas de antagonismo

2.3.1. Cultivo dual in vitro

El ensayo de cultivo dual se realiz6 siguiendo el método (Método-1) descrito por Rahman, M. A,
Begum, M. F., y Alam, M. F. (2009) para evaluar el antagonismo de las especies del género
Trichoderma frente a los fitopatdgenos R. solani y Aspergillus sp. Se colocaron discos de agar
de 10 mm de didmetro provenientes de cultivos de T. harzianum, T. atroviride y T. gamsii de siete
dias de edad en la periferia de las placas Petri de 90mm de diametro con agar PDA y en el
extremo contrario de la placa se colocaron discos de 10mm de diametro provenientes de cultivos
de R. solani y Aspergillus sp. de maximo cuatro dias de edad (cada tratamiento se replicé por

triplicado). Los controles consistieron en placas Petri (90mm de diametro) con PDA a los cuales
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se les inocularon en el centro, discos de agar de 10mm de didmetro con micelio de los hongos
fitopatdgenos (Figura 1). Los cultivos flngicos se incubaron bajo las condiciones de 25 + 3°C
hasta cinco dias o hasta que el cultivo se estabilizd. Se midio el radio micelial de los micelios de
los hongos fitopatdgenos cada 24 horas por un tiempo maximo de siete dias y se registraron los

resultados.

Figura 1. Representacion grafica de los cultivos duales. A) Modelo propuesto por Rahman,
Begum y Alan (2009) en el caso de T. harzianum, T. gamsii y T. atroviride contra R. solani y
Aspergillus sp. B) Modelo propuesto por Rahman, Begum y Alan (2009) en el caso de los
controles negativos.

La interaccidn colonial entre los fitopatdgenos y los hongos antagonistas se evalu6 siguiendo el
protocolo de Ren et al. (2022) basado en las claves provistas por Skidmore y Dickinson (1976) y
Chand y Logan (1984), descritas por Whipps (1987). Los tipos de interaccién colonial posibles
son: a) Tipo 1: El organismo antagonista supera el crecimiento del patégeno y se detiene su
crecimiento, b) Tipo 1/2: El organismo antagonista supera el crecimiento del patégeno, pero el
patdégeno sigue en crecimiento, ¢) Tipo 2/1: El patégeno supera el crecimiento del organismo
antagonista, pero el antagonista sigue en crecimiento, d) Tipo 2. El patégeno supera el
crecimiento del organismo antagonista y se detiene su crecimiento, e) Tipo 3: Ligera inhibicion
mutua (zona de inhibicién < 2 mm de ancho) y f) Tipo 4: Fuerte inhibicion mutua (zona de

inhibicién < 4 mm de ancho).

2.3.2. Técnica de la comida envenenada (Poisoned food technique)

La prueba de inhibicién por compuestos no volatiles fue realizada en base al protocolo provisto
por Nene y Thapliyal (1993) y descrito por Yogalakshmi (2021) y Tapwal y Pandey (2016). Se
inocularon dos discos de agar de 10mm de diametro de cada especie del género Trichoderma
en tres matraces cénicos que contengan 100 ml de caldo PDB, respectivamente. La incubacion
de los matraces se realizo por siete dias con una agitacion constante de 150 revoluciones por

minuto y bajo 28°C de temperatura (Yogalakshmi, 2021). El sobrenadante se recolecto y se lo
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centrifug6 a 9000 revoluciones por minuto por 10 minutos. Luego, se filtraron los compuestos no
volatiles secretados por T. harzianum, T. atroviride y T. gamsii por medio de filtro miliporo de 0,20
Mm GVS Life Sciences® a fin de separar fisicamente a las particulas de medida superior al
diametro de poro de esta membrana semipermeable (Yogalakshmi, 2021). Tras filtrar los
compuestos no volatiles, se prepararon 720 ml de PDA repartidos en cuatro frascos (180 ml de
agar PDA por frasco) y se suplementaron de forma respectiva 20 ml de los compuestos no
volatiles producidos por cada especie de Trichoderma a cada medio no solidificado a 40°C, a fin
de obtener una concentracion final de 10% (v/v). Se repartieron los agares PDA suplementados
con compuestos no volétiles en cajas Petri (seis unidades experimentales por cada especie del
género Trichoderma) y se los dejé solidificar (Yogalakshmi, 2021). Los fitopatégenos Aspergillus
sp. y R. solani se inocularon mediante discos de agar de 10mm de didmetro en el centro de cajas
Petri con PDA suplementado con compuestos no volatiles por triplicado. Los controles
consistieron en placas Petri (90mm de diametro) con PDA a los que se les inocularon en el centro
discos de agar de 10mm de didmetro de los hongos fitopatégenos (Figura 1). Todas las unidades
experimentales se incubaron a 28°C por siete dias. Se midi6 el radio micelial de los hongos
fitopatégenos cada 24 horas hasta los siete dias y se registraron los resultados (Tapwal y

Pandey, 2016).

2.3.3. Técnica del plato invertido (Inverted plate technique)

La prueba de inhibicién por compuestos volatiles fue realizada en base al protocolo provisto por
Dennis y Webster (1971) y descrito por Intana, Kheawleng y Sunpapao (2021). Las unidades
experimentales se prepararon colocando discos de agar de 10mm de didmetro de las especies
T. harzianum, T. gamsii y T. atroviride con una edad maxima de siete dias en el centro de placas
Petri de 90mm de diametro con PDA por triplicado (el micelio no entra en contacto con el medio
de cultivo). Este procedimiento se realiz6 nuevamente para los hongos fitopatégenos R. solani y
Aspergillus sp. con 3 a 5 dias de crecimiento. Las bases de los platos Petri inoculados con los
hongos fitopatégenos se invirtieron y fueron colocadas sobre las bases de los platos Petri
inoculadas con especies del género Trichoderma. Los bordes de ambas placas se alinearon y se
sellaron con doble capa de Parafilm (Figura 2). Los controles consistieron en placas Petri (90mm

de diametro) que contuvieran agar PDA a los cuales se le inocularon en el centro discos de agar
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de 10mm de diametro de los hongos fitopatégenos (Figura 1). La incubacién de las placas se
realiz6 a temperatura ambiente y se registraron las medidas del radio de R. solani y Aspergillus

sp. cada 24 horas hasta los siete dias.

® — =

Figura 2. Representacion de la técnica del plato invertido. A) Modelo de cultivo de Trichoderma
spp. (negro) y modelo de cultivo de R. solani y Aspergillus sp. (gris) previos a la unién de
ambos platos. B) Modelo propuesto por Dennis y Webster (1971) de la técnica del plato
invertido para el caso de T. harzianum, T. gamsii y T. atroviride contra R. solani y Aspergillus

sp.
2.4.Calculo del porcentaje de crecimiento radial

Los radios miceliales de los hongos fitopatégenos registrados fueron utilizados en la formula de
célculo del porcentaje de inhibicién de crecimiento radial propuesta por Skidmore y Dickinson

(1976):

_ [R1-R2]
TR

PICR x100

Donde: 1) R1 representa el radio micelial de Aspergillus sp. y R. solani en las placas y 2), R2
representa el radio micelial de los fitopatdgenos tras su enfrentamiento contra las cepas
Trichoderma spp. empleadas o contra sus compuestos generados. De esta forma se obtuvo el
porcentaje de inhibicién del crecimiento radial para cada unidad experimental con respecto a los

controles. Todos los datos obtenidos se registraron para posteriores analisis estadisticos.

2.5. Andlisis estadisticos

Los resultados obtenidos en cada técnica empleada en el estudio fueron sometidos a pruebas
de homogeneidad y normalidad mediante las pruebas de Levene y Shapiro-Wilk,
respectivamente. Posteriormente, se realizé un analisis de la varianza (ANOVA) y pruebas post
hoc de Tukey con una probabilidad de 95% cuando amerita. Todos los andlisis se ejecutaron

empleando el software estadistico IBM SPSS Statistics version 27.
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3. Resultados y Discusion

Las especies del género Trichoderma mostraron caracteristicas fenotipicas propias de su
naturaleza, lo que coincide con lo descrito en la literatura (Figura 3) (Abdel-Azeem et al., 2019;
Lépez-Mondéjar, 2011; Martinez, Infante y Reyes, 2013; Valdés, 2014; Gonzalez Basso, Di

Barbaro y Ribero, 2024).

De igual forma, los caracteres de R. solani y Aspergillus sp. coincidieron con lo reportado en
otras investigaciones (Figuras 4 y 5). Se destaca la presencia de esclerocios en las colonias de
R. solani. Las observaciones microscépicas presentaron conidiéforos caracterizados por un
estipite de paredes gruesas y de gran tamafio con un apice hinchado y conidios globosos de
varios colores y con forma eliptica a oblonga dispuestos en cadenas en el caso de Aspergillus
sp., mientras que en el caso de R. solani se presentaron hifas septadas con ramificaciones en
angulo recto de color marrén (Ajayi-Oyetunde and Bradley, 2017; Sugui et al., 2015; van
Leeuwen, 2009). Las cepas Aspergillus sp. y R. solani mostraron un desarrollo rapido en medio
PDA de aproximadamente una semana y cuatro dias, respectivamente. Las observaciones del

crecimiento de R. solani estan acordes a lo reportado por Pérez et al. (2020).

Figura 3. Micelio y estructuras reproductivas de Trichoderma spp. a 40X de aumento.
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Figura 4. a) Colonia de Aspergillus sp. de cuatro dias de crecimiento en medio PDA. b) Micelio
de Aspergillus sp. a 40X de aumento.

Figura 5. a) Colonia de R. solani de cuatro dias de crecimiento en medio PDA. al) Esclerocios.
B) Micelio de R. solani a 40X de aumento.

En la prueba de cultivo dual, la cepa T. harzianum present6 el mayor efecto inhibitorio ante los
patdégenos de uvilla Aspergillus sp. y R. solani seguido por las cepas T. gamsii y T. atroviride
(Figuras 6 y 7). Se encontraron diferencias significativas (p<0.05) al comparar los tratamientos
de todas las cepas de Trichoderma frente al control. La cepa T. harzianum se situé como el mejor
agente antagoénico al registrar un PICR del 24,24% + 5,25% y de 60,73% * 8,78% frente a
Aspergillus sp. y R. solani, respectivamente. T. gamsii y T. atroviride frente a Aspergillus sp.
representaron un porcentaje de inhibicion radial cercano al 20%, mientras que para R. solani solo
T. gamsii obtuvo un porcentaje de inhibicion de crecimiento radial que supera el 50% (Tabla 1).

La evaluacion de las interacciones entre colonias se observo que T. harzianum, T. gamsii y T.
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atroviride mantienen una interaccién colonial de tipo ¥2 hasta las 96 horas de desarrollo, debido
a que los fitopatbgenos mantienen su crecimiento a pesar del crecimiento de los
biocontroladores. A partir de las 120 horas se reporté una relacion de tipo 1, se evidencia la
disminucién del crecimiento de los fitopatégenos y a la progresiva colonizacién por parte de los
antagonistas como se observa en las figuras 6 y 7 (Chand y Logan, 1984; Skidmore y Dickinson,
1976; Whipps, 1987). Los resultados de las interacciones coloniales de T. harzianum y T. gamsii
estan acorde a las reportadas por Ren et al. (2022) en su evaluacion de cepas de T. harzianum
y T. gamsii frente a Aspergillus flavus ITEM 9 (Af-9) en cultivos duales in vitro tras 21 dias de
incubacion. El resultado de la inhibicion de crecimiento radial de T. harzianum sobre R. solani es
cercano al PICR de 66,7% reportado por Pérez-Gonzalez et al. (2023), mientras que el PICR
obtenido en cultivo dual por parte T. atroviride son cercanos al 56,47% reportado por Pérez et al.

(2020) para la cepa T. atroviride CBa3.

Tabla 1. Datos de los cultivos duales. Promedio y desviacién estdndar del PICR (porcentaje de
inhibicion de crecimiento radial). Tipo de interaccion (Ren et al. 2022).

Rhizoctonia solani Aspergillus sp.
) Tipo de Tipo de

Ifspec!et interaccion interaccion

antagonista 0 0
PICR (%) 9% 120 PICR (%) 9% 120
horas | horas horas | horas

T. harzianum 60,73 £ 8,78 Y 1 24,24 £ 5,252 Vs 1

T. gamsii 54,98 + 6,632 Y 1 19,19 + 3,502 Vs 1
T. atroviride 39,66 + 4,982 Y 1 15,66 £ 6,832 Yo 1

Todos los tratamientos presentaron diferencias estadisticamente significativas con respecto a los
valores de control mediante ANOVA unidireccional. Todas las cepas evaluadas mostraron una
interaccién colonial inicial de tipo % tras 96 horas de incubacion y una relacién final de tipo 1 tras

120 horas.
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Figura 6. Cultivos duales in vitro de Trichoderma spp. (Periferia izquierda del plato Petri) y R.
solani (Periferia derecha del plato Petri) tras 120 horas de incubacién: A) T. harzianum, B) T.
gamsii, C) T. atroviride, D) Control R. solani

Figura 7. Cultivos duales in vitro de Trichoderma spp. (Periferia izquierda del plato Petri) y
Aspergillus sp. (Periferia derecha del plato Petri) tras 120 horas de incubacion: A) T.
harzianum, B) T. gamsii, C) T. atroviride, D) Control de Aspergillus sp.

En el ensayo de plato invertido se obtuvo que la cepa T. gamsii presentd el mayor efecto
inhibitorio por compuestos voléatiles ante los patdgenos de uvilla Aspergillus sp. y R. solani

seguido por las cepas T. harzianum y T. atroviride (Figuras 8 y 9). Tanto para el caso de
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Aspergillus sp. como para el de R. solani se encontraron diferencias significativas (p<0.05) al
comparar los tratamientos de todas las cepas de Trichoderma frente a los controles. La cepa T.
gamsii se situ6 como el mejor agente antagénico por metabolitos volatiles al registrar un valor de
PICR del 32,23% + 2,54% y de 25,53% + 1,23% frente a Aspergillus sp. y R. solani,
respectivamente (Tabla 2). Todas las cepas evaluadas obtuvieron valores de PICR superiores al
20% frente a R. solani y a Aspergillus sp. En contraposicion a los resultados de estudios previos,
la cepa evaluada T. harzianum no superé el 40% de PICR frente a R. solani por compuestos
volatiles como lo reporté por Safari Motlagh et al. (2022), mientras que la cepa evaluada de T.
atroviride no obtuvo un PICR en torno al 40% frente el mismo patégeno como lo reporté Raut et
al. (2014). Hasta el momento de la preparacién de este documento, no se encontraron trabajos
investigativos relacionados a los compuestos volatiles producidos por T. harzianum, T. gamsii y
T. atroviride y su efecto sobre el crecimiento radial de Aspergillus sp. Sin embargo, se ha
evidenciado que los compuestos volatiles de T. gamsii YIM PH30019 obtuvieron tasas de
inhibicién de hasta el 45%, 37,5%, 38,6% y 46,3% frente a Epicocum nigrum, Scytalidium
lignicola, Phoma herbarum y Fusarium flocciferum, respectivamente (Chen et al., 2015). Mientras
que, el porcentaje de inhibicion de los compuestos volétiles de T. atroviride LZ42 frente a F.
oxysporum fue del 54,57% y las tasas de inhibicién de los compuestos volatiles de T. harzianum
T34 y J3-16 frente B. cinerea fueron del 26,72% + 8.38 y 20,34% + 4,19, correspondientemente

(Rao et al., 2022; Rubio et al., 2023).

Tabla 2. Datos de la técnica del plato invertido. Promedio y desviacién estandar del PICR
(porcentaje de inhibicién de crecimiento radial).

Especie Rhizoctonia solani Aspergillus sp.
antagonista
PICR (%) PICR (%)
T. harzianum 22,22 + 2,042 22,82 + 4,312
T. gamsii 25,53 +£1,232 32,23 + 2,54
T. atroviride 21,99 £ 1,422 20,47+ 6,782

Todos los tratamientos presentaron diferencias estadisticamente significativas con respecto a los

valores de control mediante ANOVA unidireccional.



359

360 Figura 8. Técnica del plato invertido tras 72 horas de incubacién contra R. solani. A) T.
361 harzianum, B) T. gamsii, C) T. atroviride, D) Control negativo de R. solani
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Figura 9. Técnica del plato invertido tras 72 horas de incubacién contra Aspergillus sp. A) T.
harzianum, B) T. gamsii, C) T. atroviride, D) Control negativo de Aspergillus sp.

La técnica de la comida envenenada presenté las cepas T. harzianum y T. atroviride con el mayor
efecto inhibitorio por compuesto no volatiles frente a los patdogenos de uvilla R. solani y
Aspergillus sp. Tanto para el caso de Aspergillus sp. como para el de R. solani se encontraron
diferencias significativas (p<0.05) al comparar los tratamientos de todas las cepas de
Trichoderma frente a los controles. La cepa T. harzianum se situ6 como el mejor agente
antagonico por metabolitos no volatiles frente a R. solani al registrar un valor de PICR del 18,85%
+ 3,37%, mientras que T. atroviride fue el mejor agente frente a Aspergillus sp. con un valor de
59,69% + 2,60%. La inhibicién por compuestos no volatiles de T. harzianum y T. atroviride
obtuvieron un PICR superior al 10% frente a R. solani. Por otro lado, T. atroviride y T. gamsii
obtuvieron un PICR superior al 15% frente a Aspergillus sp. (Tabla 3). No existen trabajos

enfocados en el efecto de los compuestos no volétiles de T. harzianum, T. gamsii y T. atroviride
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sobre los fitopatégenos R. solani y Aspergillus sp. Sin embargo, se ha reportado que los
compuestos no volatiles T. harzianum C4A tiene un porcentaje de inhibicién del 39.04% + 2.43%
frente a M. perniciosa (concentracién de 10 pug/mL de medio PDA) (Chéez-Guaranda et al., 2023).
Por otro lado, los compuestos no volatiles de T. harzianum obtuvieron una tasa de inhibicion
frente a B. sorokiniana, D. halodes. A. alternata y F. proliferatum de 53,06%, 40,81%, 28,72% y

6,97%, respectivamente (concentracion final de 25% v/v) (Yassin, Mostafa y Al-Askar, 2022).

Tabla 3. Datos de la técnica de la comida envenenada. Promedio y desviacion estandar del PICR
(porcentaje de inhibicion de crecimiento radial).

Especie Rhizoctonia solani Aspergillus sp.
antagonista
PICR (%) PICR (%)
T. harzianum 18,85 + 3,372 7,52 + 3,952
T. gamsii 9,26 + 1,10 15,71 £3,78°
T. atroviride 11,82 £ 1,922 59,69 + 2,60°

Todos los tratamientos presentaron diferencias estadisticamente significativas con respecto a los

valores de control mediante ANOVA unidireccional.

Se destaca que todas las cepas de Trichoderma evaluadas inhibieron la formacién de esclerocios
en R. solani tanto en cultivo dual in vitro como en los ensayos de la técnica de la comida
envenenada y de la técnica del plato invertido. Estos resultados sugieren que los compuestos
volatiles y no volatiles producidos por las cepas evaluadas no desencadenan la agregacién de
hifas y la formacién progresiva de estas estructuras de supervivencia y de dispersién en campo
en el micelio de R. solani como si lo realiza al estar en condiciones desfavorables (ej: estrés
nutricional o ambiental) o ante estimulos como las especies reactivas de oxigeno (ej: el
superoxido, O2-, 0 el peroxido de hidrogeno, H202) (Feng et al., 2016; Georgiou et al., 2006; Lin

et al., 2023; Papapostolou y Georgiou, 2010; Wang et al., 2018).

Conclusiones

Todas las cepas evaluadas en el estudio son organismos antagonistas que inhiben el crecimiento
de los fitopatdgenos Aspergillus sp. y R. solani, asi como también, la formacion de estructuras

de resistencia como los esclerocios. Cabe destacar que T. harzianum y T. gamsii fueron las
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cepas que obtuvieron la mayor inhibiciébn de crecimiento radial al presentar un eficiente
antagonismo que detiene el crecimiento de los patdgeno hasta colonizarlos completo y una
generacion de compuestos volatiles inhiben el crecimiento de estos. Por otro lado, T. atroviride
y T. harzianum registraron la mayor capacidad inhibitoria por compuestos no volatiles frente a
Aspergillus sp. y R. solani de forma respectiva. La inhibicion por compuestos volatiles demostré
ser el mecanismo de mayor capacidad inhibitoria frente a Aspergillus sp. en comparacioén con la
inhibicién por compuestos no volatiles, con la excepcion de T. atroviride. Mientras que, el
antagonismo de contacto directo inhibe a R. solani con mayor efectividad para todas las cepas
de Trichoderma spp. Por otro lado, se propone a T. harzianum, T. gamsii y T. atroviride como
prometedoras cepas de inhibicién de fitopatégenos debido a la inhibicién del crecimiento de R.
solani y Aspergillus sp. por antibiosis, por antagonismo directo, por antibiosis de compuestos
volatiles y por antibiosis por compuestos no volatiles, respectivamente. Por tanto, se recomienda
realizar estudios sobre su capacidad inhibitoria frente a otros fitopatégenos a futuro e identificar

los compuestos que los controladores bioldgicos produjeron en este estudio.
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