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Resumen

La eficacia en el control de fitopatogenos por parte de diversas especies de Trichoderma
spp. ha sido notoria durante un largo periodo de tiempo, distincion otorgada a causa de su habilidad
para contrarrestar la severidad de las afecciones en tejidos vegetales, esencialmente mediante la
capacidad antagdnica y estrategias de parasitismo descritas, que, junto a la promocion del
crecimiento vegetal e induccion de resistencia local o sistémica permiten categorizar al género
como un potente biocontrolador frente a un amplio espectro de organismos, destacando
particularmente su aplicabilidad contra hongos fitopatégenos. En virtud de estas aptitudes, se optd
por evaluar el potencial biocontrolador de cepas agricolas del género Trichoderma nativas de
Pamplona (N. de S.), frente a hongos fitopatdgenos de interés agronomico y comercial (Fusarium
spp. y Botrytis spp.); bajo la finalidad de responder a las necesidades agricolas de la region, se
realiz6 la caracterizacion fenotipica de seis aislados de origen agricola, sometiéndolos ademas a
ensayos de caracterizacion ecofisiologica, factores de virulencia y pruebas de actividad antagénica

in-vitro.

Las cepas nativas de Trichoderma spp. evidenciaron tener potencial antagonico frente a los
hongos fitopatdgenos ensayados a través de estrategias de micoparasitismo, competencia por
nutrientes y actividad enzimatica propia de los aislados como mecanismos de accion, registrando
valores de PICR maximos de 64,5 % y 64,2 % para Fusarium spp. y Botrytis spp. respectivamente,
resultados que permiten inferir de manera preliminar el potencial de los aislados como una posible

medida de biocontrol sustentable y sostenible.

Palabras clave: Antagonista, biocontrol, fitopatdgeno, micoparasitismo, Trichoderma.
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Abstract

The efficacy in the control of phytopathogens by diverse species of Trichoderma spp. has
been notorious for a long period of time, distinction granted because of its ability to counteract the
severity of the affections in plant tissues, essentially by means of the antagonistic capacity and
strategies of parasitism described, which, together with the promotion of plant growth and
induction of local or systemic resistance allow categorizing the genus as a powerful biocontroller
against a wide spectrum of organisms, emphasizing particularly its applicability against
phytopathogenic fungi. In virtue of these aptitudes, it was decided to evaluate the biocontrol
potential of agricultural strains of the genus Trichoderma native to Pamplona (N. de S.), against
phytopathogenic fungi of agronomic and commercial interest (Fusarium spp. and Botrytis spp. );
under the purpose of responding to the agricultural needs of the region, the phenotypic
characterization of six isolates of agricultural origin was carried out, subjecting them to
ecophysiological characterization tests, virulence factors and in-vitro antagonistic activity tests.

The native strains of Trichoderma spp. showed antagonistic potential against the tested
phytopathogenic fungi through strategies of mycoparasitism, competition for nutrients and
enzymatic activity of the isolates as mechanisms of action, registering maximum PICR values of
64.5 % and 64.2 % for Fusarium spp. and Botrytis spp. respectively, results that allow preliminary
inference of the potential of the isolates as a possible measure of sustainable and sustainable

biocontrol.

Key words: Antagonist, biocontrol, phytopathogen, mycoparasitism, 7richoderma.
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Introduccion

Trichoderma, un género de hongos filamentosos perteneciente a la division de los
ascomicetos, ha cobrado importancia dentro del sector agricola derivado del fuerte potencial para
mejorar sus rendimientos, interviniendo favorablemente en diversas dificultades que comtinmente
aquejan a la agricultura como mermas en la productividad agricola y reduccion de la fertilidad en
los suelos. El valor que se le ha dado a dicho género surge de las capacidades biologicas descritas
en infinidad de estudios realizados, en donde, cepas de Trichoderma spp., han superado desafios
como la biorremediacion de compuestos perjudiciales, bioproteccion y biocontrol; lo anterior
debido a que la ubicuidad del moho y la adaptacion a variadas condiciones climaticas le permiten
ajustar su metabolismo para poder actuar en dichos bioprocesos, implicando ademas su rapido
crecimiento, motivo por el que puede catalogarse como un notable competidor dentro de su
ecosistema (A. K. Sharma & Sharma, 2020).

Recientemente, se han divulgado numerosas investigaciones relacionas con el efecto que
tendrian las cepas de este hongo de ser considerada su aplicacion en el campo, destacando en cada
una de ellas especialmente el impacto del control bioldgico frente a un amplio espectro de
organismos, incluyendo ademads su actividad sobre nematodos. La eficacia aparente en el control
y prevencion de fitopatologias es relacionada con la facilidad de reproduccion de las especies de
Trichoderma spp., alcanzando un mejor desarrollo en la rizosfera, donde, la interaccion con las
raices de las plantas les provee nutrientes y alterno a esto el hongo le ofrece beneficios al promover
la germinacion de semillas y engrosamiento de las raices, mejorando la absorcion de nutrientes,
asi como la inducciéon de mecanismo de resistencia frente a patdgenos de interés agrondmico;
reemplazando de esta forma compuestos quimicos, al encajar con el blanco de accioén de la mayoria

de ellos, permitiéndole al género actuar como posible fungicida, pesticida, plaguicida, insecticida
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y a su vez como biofertilizante (Manoharachary et al., 2020). En este sentido, conociendo las
capacidades del género y los multipropositos que este puede llegar a cumplir, la presente
investigacion surge de la necesidad de aportar informacion experimental que a largo plazo permita
el desarrollo de estrategias ecologicas e innovadoras favorables para el avance de la agricultura en
la region, teniendo como finalidad evaluar el potencial de cepas nativas del género Trichoderma

para biocontrolar Fusarium spp. y Botrytis spp., ambos patégenos de interés agricola.
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Justificacion

La seguridad alimentaria es un término contemplado dentro del segundo Objetivo de
Desarrollo Sostenible (ODS) establecido por la organizacion de las naciones unidas (ONU),
Hambre Cero, cuya meta es garantizar un abastecimiento equitativo de alimentos para toda la
poblaciéon (ONU, s. f.). Particularmente para su consecucion, algunas de sus metas hacen énfasis
en explorar estrategias ecologicas que favorezcan la mejora de la produccidon agricola. En el
panorama nacional, se estima que la mayor parte de los alimentos consumidos por los colombianos
son producidos en el campo gracias al trabajo de agricultores, quienes logran abastecer la demanda
de frutas, hortalizas y tubérculos de la poblacion; de acuerdo con el Ministerio de Agricultura
(2016), cerca del 70 % de estos productos son cultivados por pequefios agricultores, valor
relacionado con la gran disposicion de zonas dedicadas al cultivo y a los atributos geograficos del
pais. Lo anterior, permite indicar que Colombia centra uno de sus pilares econémicos en la
agricultura, por lo que se hace necesario el desarrollo de estrategias encaminadas a mejorar los
sistemas de produccion agricola que contribuyan ademds al cumplimiento del ODS antes
mencionado, comenzando para ello con la intensificaciéon del rendimiento en dicha actividad
incluso a pequefia escala, estrategias actuales que sean utiles para la mayor parte de las necesidades
del sector. No obstante, habitualmente el logro de este propdsito se ve interrumpido debido a que
en ocasiones el rendimiento de las plantaciones disminuye considerablemente, esto como resultado
de la invasion por parte de fitopatogenos como Fusarium oxysporum y Botrytis cinerea,
responsables a grandes rasgos de la marchites y pudricion del tejido vegetal infectado (Amaro
et al., 2021), generando descensos en el rendimiento y calidad de los cultivos, ocasionando asi
mismo pérdidas econdmicas significativas; este desafio puede superarse mediante el

aprovechamiento de recursos bioldgicos, utiles para el desarrollo de bioinsumos que mitiguen las
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pérdidas del sector, asi como los riesgos para la salud y el medioambiente que supone el uso
frecuente e indiscriminado de agroquimicos, considerando que muchos de ellos se bioacumulan
en nuestro entorno y dentro del organismo, llegando incluso a generar a largo plazo complicaciones
de salud a las personas que se someten a una mayor exposicion (agricultores), destacando el posible
desarrollo de cancer de higado y testicular en hombres, o la predisposicion a abortos espontaneos
y valores hormonales atipicos en mujeres, todo asociado a los pesticidas (Borchers et al., 2010).
En contraste, en las ultimas décadas se ha optado por reunir esfuerzos para mitigar estos
riesgos, especificamente mediante el estudio, desarrollo e implementacion de bioinsumos que
promuevan el cambio paulatino hacia una agricultura sustentable; un ejemplo de estos son los
bioplaguicidas formulados a base de microorganismos antagonistas. Bajo esta premisa se ha
indagado vigorosamente el género Trichoderma, destacado a nivel agricola, puesto que la mayoria
de sus especies tienen la facultad de producir multiples enzimas que les permiten actuar como
biocontrolador frente a un amplio espectro de organismos fitopatdgenos. En donde, ademas de
prevenir ciertas fitopatologias, Trichoderma spp. logra intervenir en la promocion del crecimiento
de los cultivos agricolas al facilitar la absorcion de nutrientes, otorgando resistencia a la planta y
consiguiendo la descontaminacion de ecosistemas causada por agroquimicos persistentes (Yao
et al., 2023). Por tal motivo, el planteamiento de esta investigacion busca con la evaluacion de
cepas nativas sugerir una posible diferenciacion geografica de estas con relacion a bioproductos
comerciales del género mencionado, que eventualmente podrian describir un comportamiento
efectivo y estable como consecuencia de la adaptacion ambiental local. Asi mismo, el estudio de
este recurso microbiologico permitird eventualmente suplir las exigencias del campo a nivel
socioeconomico, posibilitando la aplicacion de métodos rentables que a largo plazo fomenten un

modelo de agricultura sostenible en la region.
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Objetivos
Objetivo general
Evaluar el potencial biocontrolador de cepas del género Trichoderma nativas de suelos
agricolas de Pamplona, Norte de Santander, que posibiliten la mitigacién de fitopatogenos de

interés agrondmico y comercial.

Objetivos especificos
Caracterizar fenotipicamente los aislados de Trichoderma spp., considerando morfologia y

factores ecofisiologicos que influyen en su crecimiento.

Determinar las posibles aptitudes enzimaticas de los aislamientos de Trichoderma spp.,

como factores de virulencia y servicios ecosistémicos.

Evaluar el efecto antagénico in-vitro de las cepas de Trichoderma spp. frente a

fitopatogenos de importancia agrondmica y econdémica (Fusarium spp., Botrytis spp.).
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Mareco referencial
Antecedentes regionales

La investigacion referente a la caracterizacion y potencial de cepas nativas de Trichoderma
spp. ha incrementado gradualmente a nivel departamental, encontrando que se ha indagado sobre
este género en las dos ultimas décadas de manera intermitente. Una publicacion encontrada del
2008, realizada en la Universidad Francisco de Paula Santander por Sudrez & Cabrales, indico el
aislamiento de seis cepas autdctonas de Trichoderma spp. procedentes de cuatro municipios
diferentes de Norte de Santander, sometiéndolas a su vez a pruebas de antagonismo frente a cepas
de Moniliophthora roreri, un fitopatdogeno de alto impacto socioeconémico en la region para los
cacaocultores. Al momento de comparar el comportamiento de las cepas del antagonista, se
destacaron las cepas T1, TS5 y T3 por presentar los mayores porcentajes de inhibicion, por lo que
se caracterizaron genotipicamente, identificindose como 7. asperellum las dos primeras y T.
longibrachiatum para la Ultima mencionada. El comportamiento biocontrolador de los
antagonistas fue evidenciado en la fuerte competencia por sustrato, rapido desarrollo y a su
distintivo micoparasitismo, al describir que las cepas de Trichoderma spp. evaluadas provocaban
la deformacion de las esporas del patogeno, haciéndolas inservibles al punto de imposibilitar su
germinacion luego de ser sembradas en un medio de cultivo.

Considerando nuevamente la problematica del gremio de cacaoteros causada por la
Moniliasis, fitopatologia causada por Moniliophthora roreri; se desarrolld una exploracion
reciente en la identificacion de potenciales antagonistas nativos sobre este, estudio efectuado por
Lépez (2021) en conjunto con la Universidad Francisco de Paula Santander, teniendo como punto
de partida la necesidad de buscar técnicas agricolas que promuevan la mejora del rendimiento de

uno de los cultivos que actualmente se encuentra en auge a nivel nacional como es el caso del
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cacao. Dentro de esta investigacion se caracterizaron a nivel molecular cepas aisladas de
plantaciones del fruto, identificando entre ellas ademas de Beauveria bassiana 'y Purpureocillium
lilacinus a Trichoderma yunnanense, encontrando en estas un potencial prometedor como
antagonistas para la formulacion de bioinsumos, debido que se logré la amplificacion de un gen
asociado con la sintesis de proteasas utiles dentro de mecanismos de parasitismo frente a una gran
variedad de fitopatogenos.

En contraste, a nivel local, en el municipio de Pamplona se ha profundizado en el control
bioldgico de patdgenos que afectan los cultivos mas representativos de la zona (destacando la
lechuga, arveja y fresa), especificamente sobre la proteccion ante a Fusarium spp. 'y Botrytis spp.
como resultado de la produccioén de proyectos de grado e investigacion en la Universidad de
Pamplona. En primer lugar es posible citar el trabajo desarrollado por Pérez (2021), quien optd
por comparar la eficacia antagonica de cepas nativas de Trichoderma spp. en cultivo de lechuga,
con respecto a una cepa de tipo comercial; sus resultados demostraron la efectividad de los aislados
frente a aislamientos también autdctonos de Fusarium spp., exhibiendo que el potencial
biocontrolador de algunas cepas del género Trichoderma era similar a la ya estandarizada; asi, por
ejemplo, la cepa nativa de Trichoderma spp. codificada como TN4 al finalizar los dias evaluados
durante los cultivos duales describié un crecimiento micelial de aproximadamente 54 mm, en
relacion a los casi 38 mm alcanzado por el Trichoderma spp. comercial; deduciendo de esta forma
que la cepa nativa asemeja o llega a superar el comportamiento controlador de esta tltima; ademas
es relevante recalcar que estas dos cepas fueron categorizadas como grado 2 de capacidad
antagonica de acuerdo con la escala establecida por Ezziyyani et al.(2004), valiéndose solo de la
apreciacion de competencia por sustrato. Por otra parte, Castellanos et al. (2021) se enfocaron en

la experimentacion de estrategias alternas de biocontrol dirigidas a Fusarium oxysporum en
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cultivos de arveja en la vereda Monteadentro, Pamplona, que sean utiles para brindar asesoria
oportuna a los agricultores, esto con el proposito de enfrentarse a la marchitez del fruto generada
por el fitopatdogeno; en esta oportunidad, se evaluo la efectividad de tratamientos quimicos y
biopreparados en contraste con el accionar de una cepa de Trichoderma harzianum; los resultados
obtenidos permitieron inferir que este antagonista es capaz de disminuir la incidencia de la
marchitez en valores semejantes a los registrados por el tratamiento con el plaguicida Benomil,
ademas al analizar posibles modificaciones del ensayo que pueden afectar los valores registrados,
Trichoderma harzianum presentd el menor porcentaje de variacion (10 %), con respecto a los
biopreparados en los cuales el valor de variacion se estimo entre 25 % y 30 %.

Acerca de la atenuacion de los efectos de Botrytis spp. sobre el cultivo de fresa, Ramos
(2021) centro su investigacion en realizar un andlisis comparativo del potencial para reducir los
efectos del patdgeno nativo por parte de tres cepas de Trichoderma spp., una cepa comercial (TH)
y dos autoctonas codificadas como TNO1 y TNO2, aisladas de un cultivo de fresa en la vereda
Monteadentro de Pamplona y plantaciones de banano en el municipio de Bucarasica
respectivamente. La confrontacion de los antagonistas y el patdgeno mostrd notables variaciones
en el comportamiento de los biocontroladores, de esta forma en primer lugar se pudo descartar el
potencial protector de TNO2 debido a que el grado de capacidad antagonica segin Ezziyyani
et al.(2004) fue de 0, en relacion con las otras cepas de Trichoderma spp., categorizadas en el
grado 4 al continuar su crecimiento sobre el micelio del patdgeno; estas cepas describen un
crecimiento analogo, sin embargo, TNO1 inhibi6 totalmente a Botrytis spp. al cuarto dia
evidenciando un rapido crecimiento caracteristico del género, mientras que TH alcanza a cubrir el
micelio del patdgeno al culminar los seis dias. Partiendo de estas indagaciones a nivel local es

posible inferir que las cepas nativas han tenido un rendimiento relevante en contraste con las
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comerciales, relacionando la adaptacion propia de estas a las condiciones ambientales y nutrientes

de la zona.

Antecedentes nacionales

En Colombia se ha evaluado el potencial antagonico de cepas nativas de Trichoderma spp.
aisladas de gran parte de regiones del pais, tal y como se presento en la investigacion por parte de
Smith et al. (2013), donde, se tomaron muestras de suelo de diversas ciudades adscritas a los
departamentos de la Guajira, Magdalena, Atlantico, Bolivar, Cordoba, Antioquia, Risaralda, Valle
del cauca, Cauca, Narifio, Santander, Boyac4, Cundinamarca y Amazonas; identificando a nivel
molecular mediante los genes EF1-al y RPB2, especies frecuentes como 7. atroviride , T.
koningiopsis , T. asperellum , T. espirale , T. harzianum , T. brevicompactum 'y T. longibrachiatum,;
el potencial biocontrolador de estas se valord sobre un patdégeno indeseable en cultivos de lechuga
y papa, Sclerotinia sclerotiorum. Los aislados permitieron el control del crecimiento sobre el
agente infeccioso, resaltando 7. asperellum, T. atroviride y T. harzianum al inhibir la germinacion
de cerca del 70-80 % de las estructuras de resistencia del fitopatdogeno, encontrando un mejor
rendimiento especificamente en aquellas cepas procedentes de Boyacd. Ademas, los autores
mencionan que no existe una correlacion representativa entre la tasa de crecimiento de las cepas
frente al comportamiento antagonico, sino que se relaciona mas con las estrategias enzimaticas y
metabodlicas propias de estas, enfatizando en quitinasas, glucanasas y sintesis de sustancias
antibioticas (Smith et al., 2013).

Otro de los cultivos importantes a nivel nacional es la palma de aceite, cultivo que se ha
visto afectado por los efectos de Phytophthora palmivora, moho causal del pudrimiento del

cogollo de la palma; motivo por el cual Sarria ef al. (2021) analizaron el potencial del género
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Trichoderma para proteger estas plantaciones; evaluando para estos fines cepas autoctonas del
cultivo y comerciales, tomando en cuenta las interacciones de hifas, produccion de metabolitos y
competencia por espacio/nutrientes. En términos generales, cepas nativas registraron valores de
inhibiciéon cercanos al 100 %, cepas identificadas genotipicamente como 7. reesei y T.
asperelloides, usadas regularmente a nivel industrial.

Recientemente, en la Universidad del Sucre se adelantd una investigacion sobre el efecto
controlador de Trichoderma spp. sobre la “tristeza” de las plantaciones de aguacate, enfermedad
derivada de la infeccion por Phytophthora cinnamomi como resultado de la podredumbre de la
raiz. Montes et al. (2022), aislaron para ello cepas nativas del cultivo, indicando que al momento
de poner en marcha los cultivos duales se establecieron porcentajes entre el 78 % y 93 % frente a
la represion del crecimiento del patdgeno para las especies 1. harzianum, T. asperellum, T. viride
v T longibrachiatum. Ademds, pruebas enzimaticas permitieron prever el eventual
aprovechamiento de las cepas dentro de la promocion del crecimiento de las plantaciones.

Por otra parte, en relacion al biocontrol de Fusarium spp. en plantaciones de berenjena,
Rodriguez et al. (2021) de la mano de la Universidad de Cérdoba, encontraron en cepas del género
Trichoderma aisladas de estos cultivos una estrategia alterna a la aplicacion de agroquimicos para
reducir la marchitez vascular causada por cepas también autdctonas del fitopatdgeno. Al finalizar
el ensayo de laboratorio fue evidente el accionar de la cepa codificada como TCOS al reducir el
efecto de la patologia, potencial validado en los elevados valores de inhibicion presentados entre

el 74 % y 92 %.
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Antecedentes internacionales

Dentro del contexto internacional el nimero de publicaciones relacionadas con el género
se ha extendido en los ultimos afios, enfocadas en su facultad para promover el crecimiento vegetal
y no solo en el potencial antagonista. No obstante, la mayor parte de estas investigaciones centra
sus actividades en la implementacion de cepas estandar de Trichoderma spp., debido a la falta de
interés por promover el estudio de cepas nativas. Sin embargo, la eficacia que parece estar
contenida en organismos adaptados ambientalmente para tales propositos, recobro actualmente la
tendencia de aislar e identificar cepas autdctonas, resaltado asi por ejemplo, la labor realizada por
Korkom y Yildiz (2022), quienes examinaron el papel que cumple el género mencionado dentro
de la limitacién en la manifestacion de los sintomas causados por Macrophomina phaseolina en
cultivos de fresa, asi como la promocion del crecimiento de las plantaciones. Lo anterior, mediante
la evaluacion de aislados propios de la provincia Aydin (Turquia); aislados identificados
molecularmente como 7. harzianum y T. virens que lograron porcentajes de inhibicion superiores
al 60 %.

Asi mismo, en este pais se hizo evidente el poder atenuador de 7. harzianum y T. atroviride
sobre los efectos de Rhizoctonia solani en plantulas de frijol; de acuerdo a los ensayos de
laboratorio planteados por Bozdeveci y Karaoglu (2023), los aislados del antagonista procedentes
del suelo de areas dedicadas al cultivo de té, una vez inoculados en plantas de frijol afectadas por
el fitopatogeno favorecieron el crecimiento radicular y el engrosamiento de los tallos, mejorando
de esta forma la condicion fisica del tejido vegetal para superar la fitopatologia.

Stange et al. (2023), se inclinaron por establecer en Trichoderma spp. una medida menos
agresiva y contundente frente a fitopatologias que puedan comprometer la seguridad alimentaria,

como es el caso de Claviceps purpurea, agente causal de alteraciones en cultivos de cereales cuya
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importancia dentro del area de la salud recae en las sustancias toxicas producidas por el patogeno,
que al ser ingeridas desencadenan una intoxicacion, ocasionando trastornos en el sistema nervioso.
Los aislados agricolas de Trichoderma spp. demostraron su potencial antagdnico sobre el patdogeno
en pruebas in-vitro; de la misma forma, estas capacidades fueron corroboradas en ensayos de
invernadero con centeno, observando mejores resultados frente a la prevencion de la enfermedad
en aquellas plantas que recibieron el tratamiento con el antagonista en la zona de las raices que al

realizar la aspersion de esporas solo en la superficie.

Estudios proponen el empleo de este destacado género para contrarrestar patdgenos
implicados en considerables pérdidas econdmicas. El primero de ellos analiza dentro de otros
antagonistas, el uso de Trichoderma spp. en el control de Meloidogyne javanica y Phytophthora
infestans, evaluando cepas originarias de suelos de plantaciones de papa y tabaco en Zimbabwe,
Africa; relacionando al biocontrolador valores de hasta el 97 % de capacidad antagénica en
condiciones de laboratorio (Chinheya et al., 2023); por lo que esta investigacion revela el potencial
de Trichoderma spp. no solo para controlar otros mohos, sino también nematodos plaga. Cabe
sefialar que Phytophthora infestans es considerado como un patdgeno agresivo, al causar la pérdida
total de los cultivos del tubérculo a nivel mundial. En el caso de Rokaya ef al. (2023), obtuvieron
resultados favorables sobre la prevencion del tizon tardio generado por dicho fitopatdogeno,
examinado para esto la habilidad de cepas de Trichoderma spp. aisladas en Nepal para disminuir
las lesiones de las hojas en las plantas en aproximadamente el 50 %, comprobando a demas mejoras

en el desarrollo del cultivo, de tal forma que se increment6 el rendimiento agricola.
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Marco conceptual

Trichoderma spp., un hongo polifacético

Trichoderma spp. fue descrito inicialmente a nivel morfoldgico por Persoon (1794) hace
mas de dos siglos, cuando dentro de su desconocimiento realizé la descripcion de un organismo
en Alemania, al que tiempo mas tarde se le otorgaria el nombre del género Trichoderma debido a
la similitud macroscopica de las observaciones (Waghunde et al., 2016). El primer aislamiento
registrado tuvo lugar en la India, especificamente en el antiguo estado de Madras, realizado por
Thakur y Norris (1928), cuando pretendian estudiar hongos aislados del suelo para evaluar la
produccion de amoniaco. De la misma forma, otra de las primeras capacidades bioquimicas
mencionadas de Trichoderma spp. fue la sintesis de celulasas, investigacion que transcurrio en
plena Segunda Guerra Mundial y estuvo motivada por indicios en la degradacion de la vestimenta
de los soldados, en su momento el organismo implicado se denominé 7. viride QM6a, sin embargo,
posteriormente se renombro, asignandole 7. reesei (Simmons, 1977). Por otra parte, en relacion al
potencial biocontrolador, las primeras pruebas de esta habilidad fueron descritas a partir de 1930,
iniciando con el micoparasitismo de 7. /ingorum sobre Rhizoctonia solani'y T. harzianum frente a
Sclerotium rolfsii. En virtud de todas las investigaciones posteriores, el género cuenta actualmente
con mas de 100 especies registradas e identificadas genotipicamente, siendo notable su apreciacion

dentro del campo de la agricultura (Dutta et al., 2022).

Clasificacion taxonomica
El pasado taxondémico de Trichoderma spp. ha sido enigméatico dado que en principio el
género se conformé por hongos anamorfos presentes cominmente en sustratos organicos vegetales

y suelo, sin embargo, Tulasne y Tulasne (1865), terminaron por asignarle el estado teleomorfo
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(Hypocrea). Actualmente, la clasificacion aceptada es la propuesta por Persoon (1801), relacionada

en la Tabla 1.

Tabla 1

Taxonomia de Trichoderma spp.

Reino Fungi
Filo Ascomycota
Clase Sordariomycetes
Orden Hypocreales
Familia Hypocreaceae
Género Trichoderma

Fuente: Elaboracion propia con base a Persoon (1801).

Cultivo in-vitro

En el cultivo de Trichoderma spp. frecuentemente se emplean medios sintéticos,
destacando el agar avena y harina de maiz, medios en donde se considera que la morfologia
caracteristicas del género es constante. Sin embargo, en términos generales la seleccion de los
medios dependera del analisis que se desee realizar, en consecuencia, se ha registrado el uso de
medios pobres en requerimientos nutritivos que favorecen la observacion de estructuras como
fialides, conidios y estructuras de resistencia, son ejemplos de ellos SNA (Agar Nutriente
Sintético), agar zanahoria y CMD (Agar harina de maiz y dextrosa). Por otra parte, la facil
reproduccion del género permite el empleo de diversos medios como PDA, agar Blakeslee,
extracto de malta y Czapek. Por tltimo, cominmente para el cultivo de este microorganismo se
establecen parametros de incubacion de 20 °C a 25 °C durante cerca de una semana, sometiendo
inclusive a fuentes luminicas o al desarrollo en total oscuridad (Gams & Bissett, 1998; Gams &

Bissett, 2002; Samuels et al., 2006).
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Descripcion morfolégica
Macroscopicamente

Como se menciond anteriormente, la composicion de los medios sobre los que crece
Trichoderma spp. determina en muchas ocasiones su apariencia especificamente a simple vista;
ahora bien, la descripcidon usual en medios ricos en nutrientes como PDA es: colonias blancas que
en su mayoria se tornan verdes conforme transcurre el desarrollo del micelio aéreo, la conidiacion
tiende a desplazarse dentro de las tonalidades verdes a amarillas segin la especie. Por otra parte,
mientras el cultivo se realice en medios menos nutritivos como CMD las colonias son transparentes
(Samuels ef al., 2002).

Generalmente, el reverso de las cajas de Petri suele ser beige o incoloro, sin embargo,
ciertas especies producen pigmentos de coloraciones amarillas, verdes o cafés (Howell, 2003;
Siddiquee, 2017). En las colonias de algunas especies se pueden percibir aromas caracteristicos
semejantes al coco, y en otros casos a lo que popularmente se refiere al olor a “moho” o humedad

(Manoharachary et al., 2020).

Microscopicamente

En muchas ocasiones, se identifican especies de acuerdo a la conformacion de la estructura
micelial, donde, cada organismo tendrd un modelo especifico de ramificacién o disposicion de
fialides. Asi pues, en términos generales, los conididéforos pueden variar de levemente ramificados
a repetidamente ramificados, a su vez estas estructuras son rectas o con ondulaciones en el area
terminal y en algunos casos son estériles; las ramas pueden ser cortas, desde donde surgen fidlides
solitarias o agrupadas en hasta mas de tres, su forma usualmente varia segiin la especie de

alargadas, lageniforme o cilindrica. En el extremo de las fialides surgen los conidios ya sean



POTENCIAL BIOCONTROLADOR DE CEPAS NATIVAS DE Trichoderma spp. 30

redondos, elipsoidales, ovoides o cilindricos, lisos o con prolongaciones que dan la impresion de
tener alas o ser en forma de ampolla; anudado a esto, el color de los conidios habitualmente es
verde, con variaciones menos recurrentes a tonalidades grisaceas, cafés o simplemente blancas. Es
recurrente la formacion de clamidosporas terminales o intercaladas, de color amarillo o verde
(Gams & Bissett, 2002).

Todas estas caracteristicas propias del género, tanto macroscopicas como microscopicas,
mencionadas anteriormente pueden evidenciarse en las Figuras 1 y 2 a modo de ilustracion del
crecimiento diferencial de las colonias en los medios comtinmente usados, asi como la disposicion

de los conidi6foros.

Figura 1

Morfologia Trichoderma harzianum.

Nota. Cultivo a 20 °C en (a) CMD; (b) MEA; (c) PDA; (d) SNA. (e) Pustulas de conidiacion en CMD. (f-)
Conidi6foros en CMD. (k)conidios en CMD. (L-m) Clamidosporas en PDA. Fuente: Tomado de Tang et al. (2022).
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Figura 2

Morfologia Trichoderma pyramidale.

Conidio6foros en CMD. (k) conidios en CMD. (I-m) Clamidosporas en PDA. Fuente: Tomado de Tang et al.
(2022).

Trichoderma spp., perfil bioquimico

Este género ha demostrado tener ejemplares de gran valor biotecnoldgico para diversas
industrias ademas de la agricola, esto gracias a las multiples enzimas producidas por diversas
especies que ofrecen un amplio panorama de aplicaciones; asi pues, enzimas como las xilanasas
sintetizadas por 7. reesei han sido utiles en la busqueda por elaborar biocombustibles (Silva et al.,
2015). Por otra parte, dentro de las enzimas comtinmente asociadas a estos organismos y que estan

directamente implicadas en el poder biocontrolador otorgado, destacan quitinasas, celulasas,
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glucanasas y proteasas (S. Sharma et al., 2019). Recientemente, se ha indicado la facultad de
Trichoderma spp. para producir peroxidasas bajo ciertas condiciones, enzimas que se han

relacionado con la posibilidad para detoxificar o degradar micotoxinas (Dini et al., 2022).

Mecanismos de accion de Trichoderma spp.

Es bien sabido que el género Trichoderma actia como antagonista frente a diversos
fitopatogenos ya sea de forma directa (antibiosis, competencia, micoparasitismo), o
transversalmente por medio de los beneficios que provee a las plantas como la induccion de
mecanismos de resistencia, mejora en la captaciéon de nutrientes, promocion del crecimiento

vegetal y la solubilizacion de nutrientes (Waghunde ef al. 2016); todas estas estrategias que plantea

la versatilidad del género se indican en la Figura 3.

Figura 3

Accionar de Trichoderma spp. frente a patogenos y promotor de crecimiento vegetal.
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Fuente: Tomado de Waghunde et al. (2016).
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Accion directa

Antibiosis. La antibiosis es un término que se refiere a la capacidad de un organismo para
sinterizar sustancias que resultan nocivas en el desarrollo de otro, Trichoderma spp, ademas de las
enzimas que produce, en algunos casos su genética le permite excretar este tipo de sustancias.
Inicialmente esta capacidad fue descrita en 7. virens, productor de gliotoxina y gliovirina, siendo
esta ultima particularmente inhibitoria para los géneros Phytophthora y Pythium (Howell et al.,
1983). También se ha evidenciado en 7. harzianum la sintesis de otros metabolitos como la
alameticina dermadina, suzukacilina, trichodermina, trichotecenos y trichorzianina, que suponen
estar implicados en el hiperparasitismo, actuando posiblemente después de metabolitos volatiles

que debilitan a los fitopatdgenos (Infante et al., 2009; Waghunde et al., 2016).

Competencia. De acuerdo a su ecologia, Trichoderma spp. se desarrolla en diversos
sustratos al consumir una amplia gama de fuentes de carbono; sumado a esto, la alta tasa de
reproduccion y su proporcion en suelos facultan la violenta competicion del género sobre
patoégenos debido a una captacion mdas eficiente de requerimientos nutricionales y
aprovechamiento del espacio, provocando asi una drastica disminucion de nutrientes que desplaza
los fitopatdgenos al generar la reduccion en su poblacion cuando ambos comparten un entorno

(Tyskiewicz et al., 2022).

Micoparasitismo. Probablemente el sistema de biocontrol mas estudiado en el género es
el micoparasitismo, estrategia donde el antagonista logra afectar al patdogeno mediante la excrecion
de enzimas que modifican la estructura de la pared celular haciéndolas fragiles; inicialmente

Trichoderma spp. reconoce la presencia principalmente de hongos fitopatégenos para
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posteriormente adherirse y enrollarse sobre sus hifas (Figura 4), provocando en consecuencia el
ataque del micelio del patdogeno, dando lugar a una serie de eventos como la posibilidad del
penetrar en las hifas ocasionando la expansion/deformacion de estas células, seguido de la
degeneracion y lisis, teniendo como desenlace la muerte del patogeno (Asad, 2022; Yao et al.,
2023). De acuerdo a Mukherjee et al. (2022), este ataque no se da solo a nivel micelial, sino que
el parasitismo también puede desarrollarse en los esclerocios, estructuras de resistencia compactas

que contienen reservas alimenticias, suprimiendo de esta forma el resurgimiento del patdgeno.

Figura 4

Accionar del micoparasitismo de Trichoderma spp. sobre hongos patogenos.

Inchmlernm spp. coiling around the host hyphae

~F

appressoria-like structure formation

a.dhosion to the host
hyphae

fungal phytopathogen

Fuente: Tomado de Tyskiewicz et al. (2022).

Accion Indirecta

Resistencia inducida. A diferencia del micoparasitismo, los mecanismos por medio de los
cuales Trichoderma spp. otorga resistencia a las plantas no han sido esclarecidos en su totalidad;
sin embargo, se ha indicado que dicha resistencia se puede dar a nivel sistémico o local, de acuerdo
al estadio de la planta al momento de interaccionar con el simbionte, asi por ejemplo, una relacion
temprana de este con la semilla permite tener una proteccion sistémica, mientras que si la

inoculacion se da en las hojas se trata de una respuesta local en la reduccion de los efectos de



POTENCIAL BIOCONTROLADOR DE CEPAS NATIVAS DE Trichoderma spp. 35

patogenos (Adnan et al., 2019). Se asume que tales efectos son mediados por fitohormonas
producidas en mayores cantidades cuando 7richoderma spp. forma parte del conjunto,
favoreciendo de esta manera la produccion de metabolitos secundarios por parte de las plantas,
compuestos como enzimas, polifenoles, flavonoides, lignina y proteinas solubles que se asocian
con propiedades de defensa natural frente a fitopatégenos, incluyendo hongos y nematodos

(Nawrocka & Matolepsza, 2013; Pandey et al., 2023; Yan et al., 2021).

Solubilizacién y secuestro de nutrientes. La captacion mayoritaria de los nutrientes por
parte de Trichoderma spp. juega un papel indirecto en el biocontrol de patdgenos, relacionado
ademas con el rapido crecimiento de las especies del género. Asi pues, informacion experimental
respalda la utilizacion de nutrientes en suelos que de otra forma se desaprovecharian por parte de
las plantas, donde, se beneficia el reciclaje del nitrégeno, solubilizacion del fosfato, reduccion de
Cu (IT) y Fe (III)); en cuanto a la accidon controladora, por ejemplo, este tltimo elemento se une a
sideroforos producidos por Trichoderma spp. sufriendo una trasformacion que lo lleva de hierro
insoluble a soluble, facilitando la absorcion de hierro para uso de las plantas, estas terminan por
agotar el recurso, disminuyendo su concentracion en el suelo para el aprovechamiento por parte
de otras formas de vida como diversos patdgenos, entorpeciendo por tanto su desarrollo (Dutta

et al., 2022; Tyskiewicz et al., 2022).
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Marco legal

En Colombia, para el 2012 se presento6 la “Politica Nacional para la Gestion Integral de
la Biodiversidad y sus Servicios Ecosistémicos (PNGIBSE)”, propuesta dentro de la cual se
incorporan estrategias que buscan preservar la biodiversidad que distingue al pais en el exterior,
incluyendo en el término ademaés de fauna y flora, a los genes de todos los organismos nativos, las
especies de estos, asi como la totalidad de los ecosistemas que habitan dado que se refleja en ellos
una posible dependencia nacional para el aprovechamiento de recursos, permitiendo instaurar
procesos beneficiosos para el crecimiento socioecondomico y cultural de la poblacion. La politica
mencionada propone la necesidad de hacer un uso responsable de los recursos bioldgicos,
promoviendo ademas la concientizacion de la sociedad en general sobre su relevancia (Politica
Nacional para la Gestion integral de la Biodiversidad y sus Servicios Ecosistémicos, 2012).

Partiendo de esto, en primer lugar, el aprovechamiento de los recursos bioldgicos de
Colombia se encuentra protegido conforme a lo contemplado en el Decreto 2811 de 1974,
entendiendo que los recursos naturales renovables son considerados como patrimonio nacional,
extendiéndose a cualquier recurso bioldgico extraido de afluentes, capa terrestre o maritima.

Lo anterior en cuanto a aspectos generales relacionados con el uso de bienes bioldgicos y
genéticos; sin embargo, especificamente para efectos de las actividades agricolas, es el Instituto
Colombiano Agropecuario (ICA), la entidad que regula el beneficio formal de estos. De esta forma,
en la Resolucion 0375 de 2004, se encuentran consignados los requisitos a cumplir para el
“Registro y Control de los Bioinsumos y Extractos Vegetales de uso agricola en Colombia”,
a fin de evitar riesgos potenciales que afecten la integridad de los Colombianos, brindando para
ello informacidn y acompafiamiento oportuno en el desarrollo, implementacion y distribucion de

este tipo de productos; normativa que incluye insumos destinados al control de plagas, en donde,
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el articulo 7° establece los deberes de las personas responsables de su produccion, exigiendo el uso
unicamente de los recursos de una zona delimitada y autorizada; recursos que deben conservarse
bajo estrictas condiciones de bioseguridad y por ultimo atender a las pautas instauradas por el ICA.
Por otra parte, estos bioinsumos deben ser sometidos a ensayos que determinen su rendimiento en
instalaciones propicias que cuenten con la autorizacion del ente regulador, sometiéndose al
cumplimiento de las disposiciones contempladas en la Resolucion 698 de 2011.

Recientemente, en la Resolucion 068370 de 2020, se formalizaron los lineamientos para el
registro de productores, asi como los pardmetros a seguir por estos para desarrollar actividades de
produccion, envase e importacion de bioinsumos de uso en la agricultura. Normativa que
posicionaria el potencial del género Trichoderma dentro de las definiciones de “Inoculante
biolégico” y/o “agente microbial para control de plagas” segun sea el caso. En relacion al
empleo de microorganismo dentro de las formulaciones, se debe indicar en la solicitud del registro
el tipo de bioinsumo, al igual que el género/especie del organismo que haga parte de su
composicion y la concentracion expresada en Unidades Formadoras de Colonias (UFC) o esporas
por unidad de volumen/masa; estableciendo la pureza microbiologica de las bioformulaciones
frente a agentes infecciosos para plantas o animales (incluido el hombre).

En otro orden de ideas, como institucion la Universidad de Pamplona cuenta con la
aprobacion para realizar “actividades de recoleccion de especimenes de especies silvestres de
la diversidad biolégica con fines de investigacion cientifica no comercial” conforme a lo
estipulado en el Decreto 1376 de 2013, estatuto que fue establecido por el Ministerio de Ambiente
y Desarrollo Sostenible, dentro del que se garantiza el aprovechamiento de estos recursos para el

fortalecimiento de la investigacion cientifica de las Universidades nacionales.
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Metodologia
Coleccion de aislados agricolas
Se evaluaron cepas de Trichoderma spp. procedentes de diversos cultivos agricolas de
Pamplona (N. de S.), conservadas en el semillero de Investigacion en Microbiologia y
Biotecnologia (SIMBIO) de la Universidad de Pamplona; se seleccionaron aislamientos agricolas
especificos codificados como Th2, Th4, Th5, Thi2, Thi4 y Thl9. En relacién a los aislados

evaluados, cada uno es originario de un area o plantacion agricola especificada en la Figura 5.

Figura 5

Georreferenciacion de zonas muestreadas para los aislamientos evaluados.

Universidad

* De Pamplona Aislamiento Cultivo de procedencia Vereda

Th2 Arveja Monteadentro
Th4 Huerta organica de hierbas  Monteadentro

Parque anwc‘ipig"l' by

Agueda GRS Ths Huerta organica de hierbas  Monteadentro
Th12 Ajo Monteadentro
Th14 Fresa Monteadentro

) Th19 Arveja Zulia

e

ota. oogle Earth (s.f). https://earth.google.com/web/@7.37283528, Todos los derechos reservados 2022 por
Google. Adaptado con permiso del autor. Fuente: Autor.
Caracterizacion fenotipica
Observaciones morfologicas

Las caracteristicas morfologias de las seis cepas se establecieron segliin lo propuesto por
Chen & Zhuang (2017), con una breve modificacion. Para esto se partio de cultivos de entre 4 dias
de crecimiento a 25 °C en PDA, posteriormente se tomaron discos de 5 mm de diametro del
crecimiento activo que se dispusieron a 1 cm del borde de las cajas de Petri (9 cm), empleando

para cada cepa los siguientes medios: PDA, SNA, CMD y Avena (ver Apéndice A). En su
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incubacion se consideraron parametros como someterlas a fotoperiodos de luz/oscuridad, 12 h
cada uno, mantenidas a temperatura ambiente durante una semana; realizando ademas la medicion
diaria del crecimiento radial descrito por cada cepa a fin de establecer velocidades de crecimiento.
En relacion a las caracteristicas microscopicas, se establecieron realizando montajes en fresco con
una solucion de KOH al 3 %, empleando ademas un estereoscopio con el proposito de visualizar
la posible presencia de exudados. Para efectos de la identificacion presuntiva a nivel de especie,
se describid la estructuracion del micelio a escala microscopica, asociando las observaciones a la

diferenciacion de especies de la clave dicotdmica asignada por Gams y Bissett (2002).

Ecofisiologia

La influencia de factores como pH y temperatura sobre el crecimiento de las cepas de
Trichoderma spp. se determind conforme a lo planteado por Villamizar et al. (2021). De esta
forma, se partio de cultivos en PDA de 10 dias con los que se prepard una suspension de conidios
de concentracién 1 x 10° conidios/mL. Para esto los conidios se tomaron del medio de cultivo con
una solucion de Tween 80 al 0,5 %, realizando el ajuste de la concentracion requerida mediante el
uso de una cdmara de Neubauer. Una vez preparada la suspension de conidios, se inocularon 10
uL en PDA cuyo pH fue ajustado a 3, 5, 7 y 9 usando NaOH o HCI 0,1 N segun correspondiera, e
incubando a 25 °C durante 7 dias. Asi mismo, se sembraron 10 puL de la suspension en cajas de
PDA para incubar a diversas temperaturas (15 °C, 20 °C, 25 °C, 30 °C y 35 °C), por el mismo
periodo de tiempo. En ambos casos se tomaron mediciones diarias del desarrollo micelial de forma
perpendicular a fin de considerar el efecto de dichos parametros sobre los didmetros de

crecimiento.
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Caracterizacion factores de virulencia y servicios ecosistémicos
Las actividades enzimaticas de los aislados de Trichoderma spp. se establecieron de forma
cualitativa, inoculando las cepas en cada uno de los medios correspondientes e incubando a 25 °C

durante al menos 4 dias, realizando observaciones diarias a fin de evidenciar posibles variaciones.

Glucanasas

Frente a la ausencia de pruebas cualitativas se optd por la preparacion del medio agar
salvado de trigo, WBA, por sus siglas en inglés Wheat Bran Agar (ver Apéndice A), donde, el
salvado de trigo es la Uinica potencial fuente de carbono para el desarrollo de las cepas (Eida ef al.,
2011). De acuerdo a la informacion presentada por Biswas ef al. (2019), se reportd que usando el
salvado como sustrato es posible medir una produccion representativa de f-1,4-glucanasa. Asi
mismo se realizd un proceso de extraccion de B-glucanos a partir del salvado de trigo, triturando
en primer lugar las particulas del cereal para luego someter a una extraccion usando NaOH 0,1 M,
dejando en reposo por 45 minutos. A continuacidn, el material insoluble se retir6 filtrando la
solucion para luego adicionar etanol en una concentracion 25 % (vol/vol), precipitando de manera
presuntiva B-1,3 y B-1,4-glucanos (Redmond & Fielder, 2013). Finalmente se reformulé el WBA

reemplazando el salvado de trigo por el precipitado obtenido.

Celulasas

En este ensayo cada cepa se sembro en el medio agar carboximetilcelulosa (CMC) (ver
Apéndice A). Transcurrido el tiempo apropiado se realizo la revelacion de acuerdo a lo descrito
por Castillo et al. (2015), anadiendo rojo Congo 0,05 % hasta cubrir completamente la superficie

del medio, se dejo transcurrir 10 minutos para posteriormente destefiir las placas con NaCl 1M
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permaneciendo en reposo por 1 hora. A continuacion, se retird la solucion salina para cubrir con
acido acético al 2 % durante 10 segundos. Por Ultimo, se tomd como resultado positivo para

celulasas aquellas cepas en las que se manifestd una zona de aclaramiento a su alrededor.

Proteasas

Esta capacidad se evalu6 en el medio Skim Milk (ver apéndice A), sefalando si las cepas
presentan esta caracteristica mediante la formacion de halos de hidrolisis que rodean el crecimiento
fingico (Amid et al., 2018); a fin de posibilitar la observacion de dichas zonas de aclaramiento se
sugiri6é una incubacion solo durante dos dias, debido a que el rdpido crecimiento de Trichoderma

spp. llega a cubrir estas areas, dificultando su apreciacion (Acero, 2010).

Amilasas

Se inocularon los aislados sobre agar almidéon (Apéndice A), empleando el método de
puncion. Transcurridos cuatro dias de incubacion se us6 Lugol como revelador, afiadiéndolo sobre
las cajas asegurandose de cubrir totalmente la superficie del medio, luego se descart6 el exceso y

se indicd como positivas las cepas cuyo crecimiento fingico mostrd halos claros en su contorno

(Acero, 2010).

Amonificacion
Para este ensayo cada una de las cepas se inocul6 en el medio urea (Apéndice A), en el cual
la actividad de las ureasas se evidencia por el viraje del amarillo al rosado-rojizo, producto de

hidrolisis de urea y consecuente produccion de amoniaco (Exposito et al., 2010).
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Nitrificacion
La prueba para determinar si las cepas pueden actuar como agentes nitrificantes se efectud
sembrandolas en agar amonio (ver Apéndice A), tomando como resultado positivo aquellas que

pudiesen crecer luego del periodo de incubacion establecido (N. C. R. Moreno & Lozano, 2006).

Actividad antagonica in-vitro frente a Fusarium spp. y Botrytis spp.

Cada una de las cepas de Trichoderma spp. fue sometida a ensayos in-vitro de antagonismo
con el proposito de determinar su potencial biocontrolador frente a aislados locales también
agricolas de Fusarium spp. y Botrytis spp. conservados en SIMBIO. La capacidad antagdénica de
las cepas fue evaluada mediante la determinacion de aspectos como la potencial competencia por
nutrientes y espacio entre el antagonista y los fitopatdgenos, posible micoparasitismo, grado de
invasion y el porcentaje de inhibicion del crecimiento radial de los patdgenos vegetales.

Conforme a lo descrito por Liu ef al. (2020), inicialmente se cultivaron tanto las cepas del
antagonista como del fitopatdgeno en PDA a 25 °C durante 5 dias. Después del periodo de
incubacion se tomaron discos de 5 mm de su micelio, ubicando cada uno en extremos opuestos de
cajas de Petri (90 mm) con PDA. Los cultivos duales se incubaron a 25 °C por un lapso de 10 dias,
realizando el seguimiento de las mediciones del radio de crecimiento para cada organismo, cada
ensayo ejecutado ademads con controles negativos de los patdogenos; esta determinacion in-vitro
contd con tres replicas.

En contraste, se intentd proporcionar pardmetros equitativos para el desarrollo tanto del
patégeno como del antagonista mediante el enfrentamiento de estos en AES (Ver Apéndice A), de

acuerdo a la composicion expuesta por Herran y Garcia (2015).
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Identificacion de estrategias de micoparasitismo

Partiendo de los cultivos duales se realizaron montajes en fresco con KOH 3 % de las zonas
de confluencia entre el micelio del antagonista y el patogeno, esto con la finalidad de observar
microscopicamente los posibles mecanismos de interaccion entre hifas que forman parte del

micoparasitismo propio del género Trichoderma.

Estimacion del Porcentaje de Inhibicion del Crecimiento Radial (PICR)

El PICR permite indicar el grado de capacidad antagonica de las cepas controladoras, por
lo que se tomaron en cuenta las medidas del crecimiento radial de los fitopatdgenos en los cultivos
duales tradicionales y sus testigos durante 10 dias en oscuridad constante (Rodriguez & Wang,
2020), a fin de estimar el porcentaje de inhibicion al aplicar la formula presentada por Ezziyyani

et al. (2004);,

picr = FL=R% 100
= —_—a0c
R1

Donde, R1 comprende la medida del crecimiento del fitopatogeno en el testigo y R2

obedece al desarrollo radial del mismo en los enfrentamientos.

Determinacion del grado de invasion

Las observaciones del desarrollo micelial de Trichoderma spp. en cercanias o sobre los
fitopatogenos permitieron establecer de forma cualitativa el nivel de invasion alcanzado por el
antagonista, lo anterior conforme a la categorizacion propuesta por Ezziyyani et al.(2004),

consignada en la Tabla 2, ensayo in-vitro que conto con tres replicas.
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Tabla 2

Rangos de capacidad antagonica y asignacion del poder biocontrolador.

Grado Capacidad antagonica Poder biocontrolador
0 Ninguna invasion de la superficie de la cepa patdgena Muy malo
1 Invasion de 4 de la superficie de la cepa patogena Malo
) Invasion de 2 de la superficie de la cepa patogena Deficiente
3 Invasion total de la superficie de la cepa patogena Bueno

Invasion total de la superficie de la cepa patogena
esporulacion sobre ella Muy bueno

Fuente: Tomado de las escalas descritas por Ezziyyani et al. (2004) y Astorga et al. (2014).

Analisis estadistico

Las mediciones obtenidas en cada uno de los procesos antes mencionados fueron
analizadas mediante el analisis de varianza (ANOVA) simple o multifactorial seglin fuese el caso,
empleando el método LSD (Least significant difference) como test de comparaciones multiples,
evaluando la influencia de los parametros asignados para un nivel de significacion del 5 %; usando

como software estadistico Statgraphics Centurion 19.
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Resultados y analisis
Caracterizacion fenotipica
A continuacidn, se presentan los resultados fenotipicos correspondientes a las cepas

agricolas nativas, exponiendo su conducta en diversos medios y pardmetros de crecimiento.

Observaciones morfologicas

Durante esta fase se emple6 el medio SNA y CMD con el proposito de promover la
esporulacion y mejorar la visualizacion de fidlides y clamidosporas de los aislados, sin embargo,
para la estimacion de los tamafios de las estructuras se tomaron en cuenta las desarrolladas en PDA
debido a que, en muchas ocasiones en SNA la morfologia de los conidios no es constante, llegando
a variar considerablemente (Merjan, 2017). En el caso del agar avena, su consideracion dentro la
caracterizacion se relaciond con la estimulacion de la esporulacion, asi como propiciar la
identificacion eventual del estado teleomorfo en alguna de las cepas debido a que se ha descrito
en pocas especies (Rezusta et al., 2007; Torres et al., 2015).

En general, el desarrollo micelial de las cepas seleccionadas evidencid caracteristicas
diferenciales entre cada una de ellas en los medios propuestos, destacando los mejores
crecimientos en PDA y agar avena, medios en los cuales todas la cepas desarrollaron micelio aéreo
en comparacion con las pustulas de conidiacion y micelio sumergido apreciado en los medios
restantes ; no obstante, de acuerdo al seguimiento diario presentado en el Apéndice B, adoptan las
caracteristicas propias del género al desarrollar colonias blancas que con el transcurso del periodo
de incubacidn se tornaban verdes, sefialando ademas su peculiar olor con ligera percepcion a coco
generado por la habilidad de ciertas especies para sintetizar compuestos aromaticos volatiles, como

el caso del 6-pentil-a-pirona u otros que llegan incluso a actuar como sustancias antibioticas, utiles
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dentro del potencial biocontrolador (Manoharachary et al., 2020). Las estructuras de resistencia,
clamidosporas, fueron formadas en cada uno de los medios por todos los aislados, asociado a un
prolongado tiempo de incubacion, con un mayor nimero en SNA y CMD, estableciendo que se
trataba de clamidosporas subglobosas terminales conforme a la caracterizacion morfologica
realizada por Hua et al. (2021).

La cepa aislada del cultivo de arveja en la vereda Monteadentro (742), cubri6 la totalidad
de la caja de PDA y agar avena para el quinto dia, iniciando desde este momento la conidiacion,
asi mismo en estos medios fue evidente la formacion de anillos concéntrico, donde la esporulacion
fue mayor. Por otra parte, para el sexto dia en SNA y CMD el radio de la colonia hialina alcanzé
los 90 mm, desarrollando gradualmente pustulas de conidiacion que se tornaron completamente
verdes al finalizar el seguimiento del crecimiento (ver Apéndice Figura B1), presentando exudado
solo en las pustulas del medio CMD (Figura 6-F). A nivel microscopico, esta primera cepa tuvo
una configuracién levemente ramificada, fidlides lageniformes terminales solitarias, conidios
verdes lisos cuyo tamafio fue estimado en 4,2 pm x 4,7 um (ver Apéndice C1). Atendiendo a estas
observaciones, se identifico de forma presuntiva el aislado como 7. longibrachiatum (Apéndice
D), caracteristicas que concuerdan con la descripcion del clado Longibrachiatum realizada por
Samuels ef al. (2012). Sin embargo, en ocasiones las observaciones morfoldgicas no permiten una

diferenciacion clara entre 7. longibrachiatum y T. pseudokoningii (Prameeladevi et al., 2018).
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Figura 6

Morfologia caracteristica del aislado Th2.

Nota. (A-D) Cultivos de 7 dias a 25 °C (A. PDA; B. Avena; C. SNA; D. CMD); (E, F) Pustulas de conidiacion (E.
SNA, 7 dias; F. CMD, 7 dias); (G-J) Conidioforos y fialides, 7 dias (G. PDA; H. Avena; I. SNA; J. CMD); K.
Clamidosporas en CMD 7 dias; L. Conidios en agar avena, 7 dias. Fuente: Autor

En los medios ensayados 7/4 alcanz6 el borde opuesto de la caja al sexto dia (ver Apéndice
B2), evidenciando de manera cualitativa un menor grado de esporulacion en PDA y avena en
relacion a la cepa Th2; sin embargo, la tonalidad de la colonia es mas fuerte debido a un mayor
indice de conidiacion en los dias posteriores; en SNA y CMD las pustulas superficialmente tenian

exudados (Figura 7). Microscopicamente, 7h4 desarrolla conididforos continuamente ramificados,

con hasta tres fidlides por rama (Figura 7-1), la forma de las fidlides es lageniforme con conidios
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subglobosos de tonalidad verde, estimando el tamafio de estos Gltimos en 4,1 pm x 3,9 um en PDA
(ver Apéndice C2); descripcion que se asemeja posiblemente a los agregados de T. harzianum
(Apéndice D), que comparte similitudes con las especificaciones de Tang ef al. (2022) para la

especie en PDA y CMD.

Figura 7

Morfologia caracteristica del aislado Th4.

SNA, 7 dias; F. CMD, 7 dias); (G-J) Conidi6foros y fialides, 7 dias (G. PDA; H. Avena; 1. SNA; J. CMD); K.
Clamidospora en CMD, 7 dias; L. Conidios en SNA, 7 dias. Fuente: Autor

Th5 completd su crecimiento en los medios el dia 6, momento donde fue evidente el inicio

de la conidiacion y la formacion de anillos concéntricos en PDA (ver Apéndice B3); se observaron
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exudados sobre las pustulas de los medios SNA y CMD (Figura 8). Las microscopias muestran
conidioforos ramificados, fidlides lageniformes y conidios levemente cilindricos de 3,0 pm x 2,7
pm (Apéndice C3); atributos asociados de forma presumible a 7. koningii de acuerdo a lo indicado
en el Apéndice D; el crecimiento descrito en PDA junto a las medidas de los conidios se
correlacionan con la descripcion realizada por Samuels ef al. (2006) para los agregados de la

especie.

Figura 8

Morfologia caracteristica del aislado Th5.

Nota. (A-D) Cultivos de 7 dias a 25 °C (A. PDA; B. Avena; C. SNA; D. CMD); (E, F) Pustulas de conidiacion (E.
SNA, 7 dias; F. CMD, 7 dias); (G-J) Conidioforos y fialides, 7 dias (G. PDA; H. Avena; 1. SNA; J. CMD); K.
Clamidosporas en CMD, 7 dias; L. Conidios en CMD, 7 dias. Fuente: Autor.
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En relacion al aislado del cultivo de ajo, 7412 complet6 su crecimiento en agar avena al
sexto dia, mientras que, en PDA, SNA y CMD esto se logré al término del séptimo dia. La
tonalidad de las colonias en los medios PDA y avena tiende a ser levemente fuerte en contraste
con los demas aislados, notando igualmente el inicio de la esporulacion para el quinto dia (ver
Apéndice B4). En la figura 9, El crecimiento en SNA y CMD aparenta seguir la formacion de
anillos en la disposicion de las pustulas, en comparacion con las demas cepas, en donde, la
localizacion de estos cumulos de esporas fue difusa; encontrando ademas exudados en las pustulas
de CMD; microscopicamente 7/1/2 esta conformada por conididforos ramificados de hasta 6 pym
de ancho, fialides lageniformes, conidios lisos redondos de aproximadamente 2,8 um x 2,8 pm en
PDA (ver Apéndice C4), conidios que conforme a la Figura 9-L presentan una tonalidad verde
oscura. Estas especificas caracteristicas permitieron identificar a 7472 de manera presuntiva como
T’ atroviride (Apéndice D). La descripcion de Thi2 se relaciona con la de Samuels ef al. (2002),
quienes, sefialaron una tendencia por parte de la especie para desarrollar sus fidlides en angulos
cercanos a los 90°, también mencionan que 7 atroviride puede ser confundida con 7. aggressivum

al tener fidlides de tamafios semejantes.
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Figura 9

Morfologia caracteristica del aislado Thi2.

Nota. (A-D) Cultivos de 7 dias a 25 °C (A. PDA; B. Avena; C. SNA; D. CMD); (E, F) Pustulas de conidiacion (E.
SNA, 7 dias; F. CMD, 7 dias); (G-J) Conidioforos y fialides, 7 dias (G. PDA; H. Avena; I. SNA; J. CMD); K.
Clamidospora en SNA, 7 dias; L. Conidios en SNA, 7 dias. Fuente: Autor.

En la cepa procedente del cultivo de Fresa la esporulacion fue menor para el quinto dia en
PDA y avena, incrementando para el dia siguiente; sin embargo, la tonalidad en este punto es tenue
en contraste con los demas aislados. El crecimiento de 7/4/4 cubrid los medios ensayados en su
totalidad al finalizar el dia 7 (ver Apéndice B5). De acuerdo la Figura 10, la cepa present6 exudados

sobre las pustulas en CMD y SNA, destacando que la de este ultimé medio se considerd de mayor

tamafo; adicionalmente el micelio esta conformado por conidioforos ramificados constantemente
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con fialides lageniformes, que en sus extremos desarrollan conidios lisos cuyo tamafio se estimo
en 3,2 um x 3,4 um en PDA (Apéndice C5); obedeciendo a esta descripcion se infiere que 7h14
puede corresponder a 7. citrinoviride (ver Apéndice D), correspondencia que semejante a la
apariencia de la colonia en PDA y las descripciones microscopicas presentadas para la especie por

Park et al. (2005) y Fan et al. (2020).

Figura 10

Morfologia caracteristica del aislado Thl4.

Nota. (A-D) Cultivos de 7 dias a 25 °C (A. PDA; B. Avena; C. SNA; D. CMD); (E, F) Pustulas de conidiacion (E.
SNA, 7 dias; F. CMD, 7 dias); (G-J) Conidioforos y fialides, 7 dias (G. PDA; H. Avena; 1. SNA; J. CMD); K.
Clamidosporas en CMD, 7 dias; L. Conidios en CMD, 7 dias. Fuente: Autor.
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Por otro lado, el aislado del cultivo de arveja en la vereda el Zulia fue la cepa que a primera
vista mostro un crecimiento mayormente diferencial, resaltando que la extension del micelio en
los primeros tres dias fue lenta, ocupando la totalidad de los medios al dia 6 (Ver Apéndice B6). A
diferencia de las otras cepas, en Thl9 la esporulacion es notable en los surcos de elevacion del
micelio aéreo a partir de donde se separan los anillos concéntricos caracteristicos. Otro rasgo
distintivo de Th19 fue el desarrollo de abundante micelio aéreo compacto, ya que en las demas
cepas el micelio aéreo era escaso y laxo. De las pustulas formadas en SNA y CMD, solo la de este
ultimo present6 exudado. La configuracion de la cepa a nivel microscopico fue de conidioforos
poco ramificados, fidlides lageniformes y conidios lisos de tamafio estimado en 3,4 pm x 3,5 pm
en PDA (Apéndice C6); por lo que toda esta descripcion en conjunto con la produccion de
pigmento por parte de la cepa en PDA como se observa en la Figura 11, permitio que se le asignara
de manera presuntiva la especie 7. reesei (ver Apéndice D), esta identificacion podria ser
constatada con las observaciones realizadas en PDA para la especie por Suesca (2012), donde se

evidenciaron caracteristicas comparables.
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Figura 11.

Morfologia caracteristica del aislado Thl9.

Nota. (A-D) Cultivos de 7 dias a 25 °C (A. PDA-anverso; B. PDA-reverso; C. Avena; D. SNA; E. CMD); (F, G)
Pustulas de conidiacion (F. SNA, 7 dias; G. CMD, 7 dias); (H-K) Conidiéforos y fialides, 7 dias (H. PDA; 1. Avena;
J. SNA; K. CMD); L. Clamidosporas en CMD, 7 dias; M. Conidios en SNA, 7 dias. Fuente: Autor.

Referente a uno de los pardmetros de incubacion, si bien la exposicion directa a fuentes
luminicas resultar perjudicial para algunos géneros de hongos al inhibirlos, Trichoderma spp.
encuentra en este factor un apoyo para su propagacion, al propiciar la conidiacién de ciertos
ejemplares (Chavez et al., 2008; Morla et al., 2010). De hecho, Ellison et al. (1981), hacen

referencia a que la incubacion bajo fotoperiodos permite visualizar la formacion de los anillos

concéntricos caracteristicos del género, indicando que suelen ser regiones donde se induce la
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esporulacion durante los momentos de luz, siendo necesario en algunos casos estancar el
crecimiento del micelio vegetativo para que inicie la conidiogénesis; esta informacion permite
dilucidar el por qué esta etapa fue evidente luego de que las cepas nativas cubrieran la mayor parte
de los medios de cultivo; al respecto Khurana et al. (1993) estiman que este suceso tiene lugar
entre los dias 5 a 6, periodo comparable con los dias promedios en los que inicié la esporulacion
en las cepas evaluadas.

En otro orden de ideas, una de las caracteristicas por las que destaca el género Trichoderma
es por desarrollarse en poco tiempo, siendo este un rasgo diferencial entre las especies de la seccion
Trichoderma spp. sefialada por Gams & Bissett (2002), motivo por el que se estimaron las
velocidades de crecimiento radial (VCR) descritas por las cepas en cada uno de los medios
empleados, esto mediante un andlisis de regresion lineal del seguimiento diario presentado en
Apéndice El, a fin de valorar una posible diferenciacion en la tasa de crecimiento.

La Tabla 3 muestra las velocidades de crecimiento radial de cada una de las cepas en los
diferentes medios ensayados, donde, se considera que existen diferencias significativas entre las

velocidades establecidas en PDA en relacion a las desarrolladas en los demas medios
(p<0,05); contemplando una variaciéon superior entre las mayores y menores velocidades por
medio, asi por ejemplo, en PDA Thi2 crece radialmente a una mayor velocidad con respecto a
Th19 (0,78 mm/h > 0,60 mm/h) sefialando entre estas la mayor variacion entre cepas; en agar avena
Th4 crece rapido a diferenciade Th5 'y Thi2 (0,69 mm/h > 0,60 mm/h),; Th19 describid una mejora
tasa de crecimiento que 74174 (0,68 mm/h > 0,56 mm/h), y por ultimo 742 superé en VCR a Thi2
(0,65 mm/h > 0,54 mm/h). No obstante, existe una similitud entre las medias de las velocidades

de las cepas en general (p=0,4247), determinando de esta forma que se desarrollan indistintamente

(Apéndice E2).
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Tabla 3

Velocidad de crecimiento radial (VCR).

Velocidad de crecimiento radial (mm/h)

Cepa

PDA Agar avena SNA CMD
Th2 0,75 0,68 0,67 0,65
Th4 0,70 0,69 0,65 0,59
ThS 0,76 0,60 0,65 0,60
Thi2 0,78 0,60 0,58 0,54
Thi4 0,72 0,65 0,56 0,59
Thi9 0,60 0,64 0,68 0,58

Nota. Velocidades de crecimiento radial descritas en los medios propuestos (LSD, p<0,05). Fuente: Autor.

Ecofisiologia

Efecto del pH sobre el desarrollo de Trichoderma spp. Fue posible estimar el impacto
de este parametro sobre el desarrollo de micelio aéreo y esporulacion de las cepas, destacando que
los conidios de cada una de ellas germinaron de forma adecuada para los valores de pH evaluados.
En términos generales, describen un crecimiento diametral similar con leves variaciones entre la
escala de pH planteada; sin embargo, la diferenciacion del efecto de estos valores es marcada en
las observaciones realizadas al finalizar el periodo de incubacién, evidenciada por la desigualdad

en los patrones de esporulacion presentados en la Figura 12.
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Figura 12

Desarrollo micelial de las cepas bajo la influencia del pH.

pH 3 pH 5 pH 7 pH 9

Thd

Th12

Nota. Crecimiento de cepas en cuatro pH diferentes incubadas a 25 °C, 7 dias. Fuente: Autor.
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De la anterior figura se destaca que el crecimiento y esporulacion manifestado fue
semejante en 7Th2, Thi12 y Thi4 en los cuatro valores de pH, reduciendo gradualmente el grado de
conidiacion a medida que incrementa el pH. 7h5 presentdé un comportamiento analogo, no
obstante, fue el unico de los aislados donde el pH ligeramente alcalino impidié la esporulacion.
Por otra parte, para Th4 se considera que las variaciones de pH no alteran la conidiacion de forma
significativa; pero en el caso de Th/9, en pH 3 disminuye el surgimiento de micelio aéreo,
presentandose solo en los extremos del crecimiento, donde la esporulacion fue escasa de
coloracion verde, aunque poco perceptible; mostrando un mayor indice de esporulacion a pH 5.

Con respecto a la coloracion en la esporulacion visible, la tonalidad es notablemente fuerte
apH 9 para Th2, Th4, Thi2 y Thi4, resaltando ademads una tonalidad amarilla. La conidiacion en
Thl19 tuvo tonalidades verdes y amarillas tenues, especificamente en pH 7 y 9; en relacion a la
produccion de pigmento caracteristico de este aislado, no fue evidente en el desarrollo de la escala
de pH, sino que en su lugar el reverso de las colonias se tornd de una coloracion crema.

Ademas de las caracteristicas cualitativas, el efecto del pH sobre el didmetro de crecimiento
(DC) de las cepas fue otro punto a considerar, al establecer que el crecimiento no era uniforme
dentro de un mismo valor de pH ni entre las cepas (ver Apéndice F1), por lo que para tener un
determinante de comparacidon se contrastaron los DC del dia en que al menos una de estas
completara su extension sobre el medio, razon por la que se analizaron los valores obtenidos para
el cuarto dia de ensayo.

La Figura 13 muestra una representacion del comportamiento de las cepas con respecto a
las variaciones de pH, permitiendo establecer en ella como el desarrollo de estas a un valor

particular determina el didmetro de crecimiento de la colonia.
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Figura 13
Efecto del pH en el crecimiento de las cepas de Trichoderma spp.

pH

Th2
Th4

Ths

Th12

Th14

Th19

72 81 90

45 54 63

Max

Nota. Efecto del pH sobre el diametro de las colonias (mm) para el dia 4. La intensidad de color aumenta hacia los
valores maximos del DC (LSD, p<0,05). Fuente: Autor.

De esta manera, destaca el desarrollo de 742 debido a que se comporté de manera similar
dentro de la escala de pH evaluada, completando en su mayoria el crecimiento sobre el medio para
el cuarto dia, mientras que para Th4 y Th5 esto solo ocurrié a pH 5 y pH 7. Resalta, ademas, el
patron de los DC descritos por Thi2 y Thi4, cepas que suponen una conducta inversamente
proporcional, en otras palabras, en la medida en que aumenta el valor de pH, disminuye el didmetro
de crecimiento, obteniendo mayores mediciones en los pH acidos. Por otra parte, 7419 logr6 un
mejor crecimiento a pH acido en contraste con el valor neutro y alcalino, donde, los DC no
superaron los 60 mm. Existen diferencias significativas entre los didmetros de crecimiento de la
columna alcalina y las acidas (ver Apéndice F2), efecto que se visualiza en la anterior figura al

encontrar una mayor intensidad de color en las dos primeras columnas en contraste con la Gltima,
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presentando alli la mayoria de las cepas sus minimos DC. Por otro lado, la ausencia de diferencias
significativas en los pH intermedios permite inferir que estos podrian considerarse con valores
optimos para el desarrollo de la mayoria de las cepas de Trichoderma spp.

Aunque se encontraron desigualdades en aspectos como la esporulacion y diferencias en
los DC para un dia especifico, se hace necesario destacar que ninguno de los pH inhibi6 la
germinacion de los conidios ni el diametro de crecimiento final de los aislados puesto que, al
finalizar el ensayo hacia el dia 7 todos alcanzaron los 90 mm, lo que permite inferir que estas cepas
pueden ser expuestas a un amplio rango de pH sin afectar su crecimiento.

La capacidad de las cepas de Trichoderma spp. para adaptar su crecimiento a diferentes
valores de pH se fundamenta en el potencial del género como agente de control biologico (ACB),
debido a que, al tratarse de un organismo comun en suelos estd expuesto a una cantidad de factores
ambientales que de no ser contrarrestados afectarian los mecanismos de biocontrol. Dentro de estos
factores destaca el pH, dado que si el ambiente no es adecuado se reprime la produccion de
metabolitos implicados en la inhibicidon de patdgenos, por lo que la estrategia que emplea el género
es equilibrar el pH de su nicho ecoldgico (Moreno ef al., 2007).

Daryaei et al. (2016) sugieren que someter las especies de Trichoderma spp. a una escala
diferenciada de pH ocasiona cambios en la morfologia, tasa de crecimiento y esporulacion de los
organismos, asi, por ejemplo, informaron que al cultivar 7. atroviride en valores de pH desde 3,5
a 8,5, la esporulacion increment6 desde el valor acido hasta el ensayo en pH 6,5; no obstante, la
cantidad de conidios sufri6 una disminucion hacia el valor alcalino, conducta que se asemeja a la
manifestada por las cepas Th5 y Thi?2.

Por otra parte, en relacion a la tasa de crecimiento, 7. koningiopsis experimenta bajas

velocidades a pH 4,5 mientras que, especies como 7. hamatum y T. spirale se desarrollan bien en
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valores que van desde 4,5 a 7,5 (Wang et al., 2022); T. longibrachiatum ha registrado valores
maximos de crecimiento dentro del rango a pH 6,5 y 7,5 (Shahid et al., 2011); por su parte en este
ultimo valor de 7. harzianum describe un crecimiento lento con baja esporulacion (M. Moreno
et al.,2007) . Enel caso de T. viride, Romero (2012) menciona que el pH puede causar variaciones
en la apariencia y textura de las colonias asi como en la esporulacion, evidenciando que mas alla
de propiciar la produccion de conidios, exponer la especie a pH 5 permite una esporulacion verde
y una alta tasa de crecimiento, a diferencia de la alcalinidad, donde, la esporulacion puede variar
entre verde claro a amarillo, y genera una disminucion en el crecimiento.

Efecto de la temperatura sobre el desarrollo de Trichoderma spp. Someter las cepas a
variaciones de temperatura logr6 afectar notablemente el crecimiento de estas, demostrado en las
modificaciones que sufrid la configuracion de las colonias. La incubacion a 15 °C dificulté la
germinacion de las esporas al provocar que el surgimiento del micelio sea lento, destacando
ademas que las bajas temperaturas impidieron totalmente el desarrollo de 7/4/2. Los conidios de
Th2 germinaron desde los 15 °C hasta los 30 °C; en las temperaturas intermedias el desarrollo de
micelio fue similar con indicios de conidiacion en tonalidad amarilla, mientras que, el grado de
esporulacion fue notario a 30 °C para el séptimo dia; sin embargo, bajo esta ultima temperatura el
borde de la colonia no fue filamentoso regular, en su lugar se torné ondulado; el comportamiento
de Th4 y Th5 fue similar, aunque no se observo esporulacion en ninguno de los casos, se diferencia
el borde de las colonias a 30 °C, desarrollando un micelio fino con normalidad al principio, pero
a medida que continuaba la incubacion sobre este micelio se superponia mas crecimiento dando la
apariencia de pétalos con bordes lobulados. Por su parte, 7412 desarroll6 un micelio suelto y ligero
a 20 °C, que se compacto en la medida en que se increment6 la temperatura de incubacion. En

Thl4 fue evidente la formacion de un anillo concéntrico como producto de una leve esporulacion
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verde, fase que no se observo a 25 °C pese a que la disposicion del micelio fue semejante; por el
contrario, a 30°C esta cepa describio la configuracion antes mencionada de “pétalos”. Toda esta

descripcion se visualiza en la Figura 14.

Figura 14

Desarrollo micelial de las cepas en las temperaturas evaluadas.

15°C 20°C 25°C 30°C 35°C

Y

Th2

Th4

Th5

Th12

Th14

Th19

Nota. Crecimiento descrito por las cepas en diversas temperaturas al completar el dia 7. Fuente: Autor.
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Th19 se comportd de manera regular a 20 °C, 25 °C y 30 °C, al presentar colonias de
micelio aéreo denso, desarrollando una mayor esporulacion a 25 °C. En relacion a la produccion
de pigmento, esta parece no ser afectada drasticamente dado que la tinica variacion perceptible es
la intensidad de la colocacion, que conforme a la Figura 15 es mayor a 30°C; destacando que a 15
°C fue inhibida la sintesis de pigmento. Por otro lado, la incubacion de las cepas a 35 °C inhibid
la germinacion de los conidios, a excepcion de 74179, en donde, pese a que el didmetro de la colonia

fue reducido la produccion del pigmento fue tenue.

Figura 15

Efecto de la temperatura sobre la produccion de pigmento por Thi9.

Nota. Produccion de pigmento en: A. 20 °C; B. 25 °C; C. 30 °C; D. 35 °C, crecimiento de 4 dias. Fuente: Autor.

Dentro del rango de temperaturas ensayadas, las cepas tuvieron un tendencia a completar
su crecimiento para el cuarto dia (Apéndice G1), por lo que se analiz6 el efecto de dicho pardmetro
sobre los didmetros de crecimiento hasta este punto, representando el comportamiento de las cepas

en la Figura 16, donde, a primera vista destaca la represion del crecimiento en la mayor
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temperatura, estableciendo que la exposicion a 35 °C inhibid la germinacion de las esporas,
exceptuando a Th19; en el extremo opuesto, la temperatura mas baja no reprime la germinacioén
de los conidios pero, tiene un impacto directo sobre el didmetro de crecimiento al generar que su
incremento sea paulatino. Se estima que todas las cepas desarrollan un crecimiento 6ptimo entre
los 20 °C y 25 °C, no obstante, la excepcion es Thi2 dado que para el cuarto dia el DC fue
evidentemente mayor a 30 °C. Asi mismo, se evidencio un patron similar entre las cepas a 30 °C,
estimando para todas ellas diametros de crecimiento que oscilaron entre un rango de 54 mm a 72

mm.

Figura 16

Efecto de la temperatura en el crecimiento de Trichoderma spp.

Temperatura °C

15° 20° 25° 30° 35°

Th2

Th4

ThS

Th12

Th14

Th19

Min

0 18 36 54 72 90

Nota. Efecto del pH en el diametro de las colonias (mm) para el dia 4. La intensidad de color aumenta hacia los valores
maximos del DC (LSD, p<0,05). Fuente: Autor.
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El analisis estadistico establecid diferencias significativas entre los didmetros de
crecimiento descritos a 15 °C y 35 °C con respecto a las mediciones de las temperaturas restantes
(»<0,05); del mismo modo indica que existen similitudes entre los valores relacionados a 20 °C y
25 °C, asi como de las mediciones registradas por la primera de estas y la de 30 °C (ver Apéndice
G2), indicando de esta manera en las cepas una conducta mesofila al valorar que su crecimiento

es optimo dentro de un intervalo de 20 °C - 30 °C.

La germinacion y desarrollo de las cepas a 15 °C puede estar relacionada con su adaptacion
a las temperaturas ambientales de Pamplona dado que el valor medio del municipio es de 16 °C
(Pamplona, s. f.), resaltando que se han registrado incluso temperaturas maximas de 20 °C (Anual
v Mensual Del Tiempo - Pamplona, Colombia, s. f.); lo anterior debido a que aunque durante los
primeros dias se observo una etapa de retraso (sin crecimiento aparente), posteriormente fue

factible el crecimiento de los aislados.

Trichoderma es un género de hongos que adapta su crecimiento a un amplio espectro de
temperaturas, comportamiento evidente en las cepas evaluadas. De hecho, se considera que la
adaptacion a temperaturas especificas llega a ser un factor que posibilita la discriminacion
preliminar entre especies, asi, por ejemplo, 7. harzianum y T. atroviride se diferencian en las tasas
de crecimiento a 30 °C - 35 °C, donde, solo la primera de ellas describe un rapido crecimiento que,
a diferencia de la segunda el crecimiento es nulo en la mayor temperatura; de acuerdo a esta
informacion podria descartarse la caracterizacion preliminar del aislado 744 dado que su
comportamiento siguid la conducta mencionada para la tltima especie. Esta diferenciacion de
temperaturas también podria aplicarse para la verificacion de especies del clado Longibrachiatum
ya que Samuels et al. (2012), indican que las especies pertenecientes a dicha seccion tienden a

desarrollarse adecuadamente en temperaturas superiores a los 35 °C, que en ocasiones se podrian
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catalogar como posibles patdogenos animales; por lo que, segin esta informacion, de las cepas
asignadas de forma presumible al clado (Th2, Thi4 y Thi9), solo Thl9 cumpliria esta
particularidad. Park et al. (2005), argumentan que 7. citrinoviride establece su temperatura optima
de crecimiento a 35 °C al exponer un rapido desarrollo, lo que supone una desconfianza con la

identificacion preliminar.

Aunque existen registros de crecimiento entre 15 °C - 35 °C, es mayor la proporcion de
especies que se desarrollan a 20 °C. Especies como 7. afroharzianum, T. atrobrunneum, T.
guizhouense y T. gamsii, ademas de las ya mencionadas, presentan patrones proporcionales de
crecimiento, incrementando sus DC en razén al aumento de la temperatura en un rango desde los
10 °C a 25 °C, momento desde el cual, si se continua ampliando el rango hacia mayores
temperaturas se da un descenso en la tasa de crecimiento, sin embargo, especies como 7. orientale
sustentan un crecimiento satisfactorio por encima de los 25 °C, incluso hasta los 40 °C (Chihat

etal., 2021).

Ademas del DC, la variacion de temperaturas influye en el proceso de conidiacién, al
respecto Gezgin et al. (2020), indicaron que especies como 7. atroviride y T. citrinoviride llevan a
cabo este proceso desde los 15 °C hasta los 35 °C, con una mayor produccion en las temperaturas
intermedias, llegando incluso a reprimir la esporulacion cuando las especies son sometidas a
temperaturas menores o mayores; los autores implican adicionalmente otro factor dentro del
proceso, que es la exposicion a una fuente luminica, mejorando el crecimiento de Trichoderma
spp. en temperaturas que van desde los 15 °C hasta los 30 °C. Por su parte, Carro et al. (2021),
menciona que en este tipo de ensayos la concentracion de inoculo inicial es un factor determinante
al evaluar el crecimiento a 15 °C, donde, concentraciones de 2 x 107 UFC/mL favorecen el

incremento de la tasa de crecimiento en 7. gamisii.
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Caracterizacion factores de virulencia y servicios ecosistémicos

Las cepas de origen agricola exhibieron resultados positivos para la mayor parte de ensayos
planteados, identificando de manera cualitativa en todas ellas la produccion de enzimas implicadas
en los mecanismos antagénicos propios del género.

La potencial produccion de glucanasas se determin6 mediante el ensayo de medios cuya
composicion incluia fuentes presumibles de B-glucanos, en el caso del WBA segin lo informado
por Biswas ef al. (2019), este recurso puede ser suministrado por el salvado de trigo; de esta forma
se implement6 el medio AEB-G, que comprendia una reformulacion del WBA, reemplazando el
salvado por el precipitado de una extraccion quimica de B-glucanos. El desarrollo de las cepas en
el primer medio describié un micelio aéreo abundante de color blanco (Primera fila. Figura 17),
que conforme transcurrid el periodo de incubacion se tornd verde alrededor del area de
inoculacion, formando en el centro pustulas de conidiacion para cada una de las cepas a excepcion
de Th19, donde, el proceso de conidiacién no present6 la formacion de dichas estructuras (Figura
17). En cuanto al medio AEB-G, la sustitucion del cereal significé una disminucion en la fuente de
carbono, razon por la cual el micelio se desarrollo de forma sumergida, translucida, con abundantes
pustulas de conidiacién a manera de un unico anillo concéntrico; asi, con el proposito de ratificar
si este efecto estaba relacionado con los componentes, se inocularon las cepas en agar
bacteriologico (AB) a fin de comparar el crecimiento en ausencia de otra fuente nutricional,
evidenciando en el crecimiento un comportamiento difuso con menor indice de esporulacion que
se presenta en la tercer fila de la Figura 17 (AB), conducta que podria obedecer al agotamiento de

las reservas de energia predispuestas en el micelio (Pitson ef al., 1993).
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Figura 17

Prueba para la deteccion cualitativa de glucanasas.

Th2 Th4 Th5 Th12 Th14 Th19

AER-G ||

AB

Nota. Ensayo cualitativo para la potencial produccion de glucanasas 7 dias. Fuente: Autor.

Los B-glucanos estan constituidos por unidades de glucosa entrelazadas con enlaces
glicosidicos, algunas estructuras mas simples formadas por un solo enlace y sin ramificaciones son
denominadas como B-glucanos no celuloliticos; cominmente se les encuentra formando parte de
las paredes celulares de los hongos como el B-1,3-glucano (Xiao et al., 2023). Enzimas como las
glucanasas acttian sobre estas macromoléculas al hidrolizarlas en oligosacaridos o monosacaridos
conforme a la actividad endo o exo- B-glucanasas. A nivel bioldgico se considera que dichas
enzimas representan un aporte nutricional importante para hongos micoparasitarios al permitir el
ataque de la presa, lisando su pared celular. La expresion de enzimas como las f-1,3-
endoglucanasa, B-1,3-exoglucanasa y la [-1,6-endoglucanasa propician el desarrollo del
micoparasitismo de especies del género Trichoderma, informando principalmente la actividad de
las B-1,3 y B-1,6-endoglucanasa en T reesei, T. viride, T. virens y T. harzianum (Gao et al., 2021;

Nawaz et al., 2023).
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En la Tabla 4, se dispone la valoracion de la expresion enzimatica que, de la misma forma
ocupa un rol importante dentro del biocontrol y potenciales servicios ecosistémicos del género; la
actividad cualitativa se establecié de acuerdo a una escala del 1 al 5 conforme al grado de
visualizacion de los halos formados respecto a la produccion de celulasas, proteasas y amilasas; y
en el caso de la amonificacion de acuerdo a la coloracion rosado leve o intenso del reverso de las

colonias (Ver apéndice H).

Tabla 4

Actividad enzimatica registrada por las cepas.

Cepa Celulasas Proteasas Amilasas Amonificacion Nitrificacion
Th2 +/1 +/1 +/4 +/3 +
Th4 +/3 +/2 +/3 +/4 +
Ths +/2 +/3 +/2 +/3 +
Thi2 +/5 +/5 +/5 +/3 +
Thi4 +/5 +/3 - +/1 +
Thi9 +/4 +/4 - +/5 +

Nota. La valoracion de la actividad enzimatica tuvo en cuenta una calificacion entre 1-5, denotando con 5 el mayor
grado de expresion cualitativa. Fuente: Autor.

Con lo anterior se evidencio que las cepas Thi2, Thi4 y Thi9 presentaron un mayor grado
de expresion para celulasas y proteasas, resaltando un elevado indice de sintesis de amilasas para
la primera de estas. En relacion a la capacidad amonificante, las cepas exhiben una hidrolisis lenta

de urea; ademas, de ostentar un potencial como organismos nitrificantes.
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La celulosa es un componente estructural de plantas y algas, en la que la glucosa esta unida
mediante enlaces B-1,4 y rodeada de polisacaridos hemicelul6sicos unidos a ella por puentes de
hidrogeno, otorgandole de esta forma resistencia frente a la hidrolizaciéon quimica o bioldgica; no
obstante, enzimas habitualmente conocidas como celulasas tienen la capacidad de escindir el
enlace glucosidico. Dentro de todas las actividades enzimaticas descritas en Trichoderma spp., la
produccion de celulasas es la mas estudiada, hasta el punto de mejorar la produccion de la enzima
en la especie 7. reesei para uso industrial (Andrade et al., 2023). Sin embargo, se ha determinado
que la expresion de celulasas en este género puede favorecer dos procesos, por una parte, son utiles
para el establecimiento de la interaccidon simbidtica del organismo con las plantas al favorecer el
ingreso a la raiz, situacion en la que la actividad de la enzima debe ser limitada; en segundo lugar,
las celulasas promueven la degradacion de Hongos Fitopatogenos (HFP), proceso que ha sido

informado en 7. longibrachiatum, T.viride, T. asperellum y T. brevicompactum (Gutiérrez et al.,

2015; Mukherjee ef al., 2022)

Ademas de las quitinasas y glucanasas cuya expresion esta fuertemente relacionada con las
estrategias de micoparasitismo en Trichoderma spp., las proteasas representan una actividad
significativa dentro del proceso de degradacién que, por otro lado, estdn involucradas en la
inhibicion enzimatica patogénica de HFP (Deng et al., 2018; Xiao et al., 2023); esta ultima
actividad ha sido descrita en especies como 7. virens, T. atroviride, T. harzianum y T. reesei

(Mukherjee et al., 2022).

Igualmente, se ha asignado un papel litico a las amilasas dentro del comportamiento
parasitario de Trichoderma spp. aunque no se considera sustancial en 7. harzianum de acuerdo con
De Azevedo et al. (2000). La sintesis de esta enzima ha sido registrada en pocas especies, tal es el

caso de T pseudokoningii'y T. viride (Abdulaal, 2018; Mahmood & Rahman, 2008). Por otra parte,
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las cepas evaluadas evidenciaron una degradacion lenta de urea y desarrollo sobre agar amonio,
pese a que en este ultimo el micelio aéreo fuera ausente. La caracterizacion de dichas actividades
permite prever el potencial de las cepas en primer lugar como agentes que participan en la
amonificacion, proceso que es llevado a cabo por microrganismos que habitan el suelo y median
la mineralizacion de moléculas organicas conformadas por aminas o amidas como la urea, con el
proposito de generar amonio (Fath, 2019). En segundo lugar, se destaca la capacidad nitrificante,
donde, las cepas consiguen la transformacion del amonio en nitrato que en condiciones normales
podria ser asimilado en cultivos (Li et al., 2023). Tanto el amonio como el nitrato generado por
Trichoderma spp. proporciona formas organicas de nitrogeno que son aprovechables dentro del
metabolismo de las plantas, favoreciendo por ejemplo la produccion de aminoécidos y el proceso
de fotosintesis, promoviendo a grandes rasgo mejoras en el crecimiento (Antinez et al., 2014).
Aunque la informacion respecto a estos procesos en Trichoderma spp. es escasa, recientemente la
amonificacion fue descrita por Baazeem efal. (2021) en 7. hamatum, sefialando ademas la
importancia de las ureasas dentro de la recircularizacion de los nutrientes. Por su parte, Wu et al.
(2022) describieron la importancia del potencial nitrificante del género dentro de la solubilizacion
de requerimientos nutricionales, asi como el biocontrol e induccion de resistencia en los cultivos;
estos autores enfatizan en la posibilidad de implementar biofertilizantes usando 7. asperellum
como organismo inhibidor del N20 para promover una agricultura libre de emisiones de gases de

efecto invernadero (Gao et al., 2023).

Actividad antagonica in-vitro frente a Fusarium spp. y Botrytis spp.
La capacidad antagonica de los aislados se determind considerando aspectos como las

estrategias de micoparasitismo, nivel de invasidon y competencia por nutrientes, comparando para
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el primer factor las estructuras comunmente desarrolladas por los patogenos vegetales en PDA (ver
Apéndice Figura I1-12).

En general, al realizar los cultivos duales la interaccion antagonista-fitopatdogeno inicio
entorno al cuarto dia, donde, las observaciones permitieron indicar que visualmente el micelio del
antagonista se vuelve menos compacto en la medida en que este se acerca o crece sobre el HFP.
Por su parte, con respecto al comportamiento de las cepas en el AES (Agar Extracto de Suelo),
estas desarrollaron micelio sumergido que en su mayoria formo pustulas de conidiacion a partir
del dia 4, por lo que las mediciones del crecimiento radial no se tomaron en cuenta para la
determinacion del PICR; el incremento de radial de los testigos sobre el medio mencionado varid
en los patogenos de plantas en relacion al crecimiento descrito en PDA, por consiguiente,
Fusarium spp. logrdé un mejor avance en dicho medio, mientras que en el caso de Botrytis spp. el

crecimiento en el AES se redujo (ver Apéndice I3).

Antagonismo in-vitro frente a Fusarium spp.

Th2 detuvo el crecimiento de Fusarium spp. para el quinto dia del ensayo, momento a partir
del cual Trichoderma spp. continud acercandose al fitopatdgeno hasta el punto de comenzar a
crecer sobre este, iniciando la esporulacion en su superficie para el noveno dia. Conforme a la
Figura 18, Th2 logré desarrollarse y esporular hasta cubrir la totalmente el micelio del patogeno,
completando este proceso para el dia 15. En el apartado referente al crecimiento en AES, esta cepa
formd dos anillos concéntricos conformados por pustulas de conidiacion, seguidos de micelio
sumergido que se desplego hasta el extremo en donde se dispuso el patogeno, la formacion de
pustulas de conidiacion en dicha zona evidencioé nuevamente la capacidad del aislado para invadir

el espacio ocupado por el HFP. Microscopicamente dentro de las estrategias de micoparasitismo
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destaco el enrollamiento y adhesion de las hifas de 742 a las del fitopatdgeno, estableciendo una

posible vacuolizacion citoplasmatica de este.

Figura 18

Ensayo antagonico, Th2 contra Fusarium spp.

= 10 mm 2 “,-y«;' : v, ,‘/’ - 'j“ 00 pm -
Nota. Cultivo dual Th2 (izquierda)-Fusarium spp. (derecha): A. Enfrentamiento PDA (anverso), 10 dias; B.
Enfrentamiento PDA (reverso), 10 dias; C. Enfrentamiento PDA, 15 dias; D. Enfrentamiento AES, 10 dias; Estrategias
de micoparasitismo: E. La adhesion de las hifas de Th2 a las de Fusarium spp. (ATh2/F) provocé la vacuolizacion del
citoplasma del HFP (VcF); F. Enrollamiento de Th2 sobre la hifa del HFP (EnTh2/F). CF: Conidios Fusarium spp.;

HTh2: Hifa Th2. Fuente: Autor.

La extension del crecimiento de Fusarium spp. fue obstaculizada por 744 en el sexto dia,
iniciando para el dia 9 el proceso de conidiacion en una tonalidad amarilla en el punto de
interaccion; resaltando la esporulacion amarilla del antagonista que recubridé el micelio del

fitopatogeno al culminar el dia 15 (Figura 19). Aunque el desarrollo de pustulas en el medio AES
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fue difuso, muchas de estas se situaron cerca del patdgeno y otras sobre el micelio translucido de
este, considerando que su radio de crecimiento se establecié en aproximadamente 32 mm. En
cuanto al micoparasitismo, 744 se aferra a las hifas del HFP mediante el desarrollo de estructuras
comunmente denominadas como ganchos provocando una vacuolizacion citoplasmatica,

observando ademas el enrollamiento del antagonista sobre el patdogeno vegetal.

Figura 19

Ensayo antagonico, Th4 contra Fusarium spp.

. 10 mm 7 2 o

Nota. Cultivo dual Th4 (izquierda)-Fusarium spp. (derecha): A. Enfrentamiento PDA (anverso), 10 dias; B.
Enfrentamiento PDA (reverso), 10 dias; C. Enfrentamiento PDA, 15 dias; D. Enfrentamiento AES, 10 dias; Estrategias
de micoparasitismo: E. Gancho de Trichoderma spp. sobre la hifa del fitopatogeno (GTh4) y vacuolizacion del
citoplasma (VcF); F. Enrollamiento del antagonista sobre el HFP (EnTh4/F). HF: Hifa Fusarium spp.; HTh4: Hifa
Th4. Fuente: Autor.
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Por su parte, Th5 contuvo el crecimiento del fitopatdogeno regularmente para el dia 5,
desarrollando una tenue esporulacion sobre €l que se intensifico hacia el dia 15 en tonalidad
amarilla (Figura 20); en AES se definieron tres anillos concéntricos de pustulas de conidiacion,
donde, el tltimo fue interrumpido por el crecimiento radial alcanzado por Fusarium spp.; ThS
emplea como estrategia de parasitismo el reconocimiento y posterior enrollamiento en las hifas del
patdgeno vegetal, que el ultimas genera el debilitamiento de las paredes celulares y favorece una

potencial lisis.

Figura 20

Ensayo antagonico, ThS contra Fusarium spp.

10 mm

Nota. Cultivo dual Th5 (izquierda)-Fusarium spp. (derecha): A. Enfrentamiento PDA (anverso), 10 dias; B.
Enfrentamiento PDA (reverso), 10 dias; C. Enfrentamiento PDA, 15 dias; D. Enfrentamiento AES, 10 dias; Estrategias
de micoparasitismo: E. Enrollamiento sobre el fitopatdgeno (EnTh5/F); F. Vacuolizacion citoplasmatica del HFP. HF:
Hifa Fusarium spp.; HTh5: Hifa Th5. Fuente: Autor.
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El comportamiento descrito por 7412 indico la capacidad para detener el crecimiento de
HFP al terminar el sexto dia, cinco dias después de esto comenzd a esporular sobre este pasando
de una tonalidad verde a amarilla que fue més notable para el dia 15 (Figura 21), abarcando una
mayor zona de intervencion sobre el micelio del patdogeno; referente al comportamiento en AES,
no fue evidente la formacion de pustulas de conidiacion en el extremo del fitopatégeno. Thi2
demostrd la formacion de ganchos que le permitieron anclarse las hifas de Fusarium spp., asi

mismo se identifico el enrollamiento sobre sus hifas.

Figura 21

Ensayo antagonico, Thi2 contra Fusarium spp.

10 mm

Nota. Cultivo dual Th12 (izquierda)-Fusarium spp. (derecha): A. Enfrentamiento PDA (anverso), 10 dias; B.
Enfrentamiento PDA (reverso), 10 dias; C. Enfrentamiento PDA, 15 dias; D. Enfrentamiento AES, 10 dias; Estrategias
de micoparasitismo: E. Gancho del antagonista sobre la hifa de HFP (GTh12) y vacuolizacidn citoplasmatica (VcF);
F. Enrollamiento sobre el fitopatogeno (EnTh12/F). HF: Hifa Fusarium spp.; HTh12: Hifa Th12; ETh12: Estructura
Trichoderma spp.; CF: Conidios Fusarium spp. Fuente: Autor.

e 10 mm 2 / i 1)
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La interrupcion del crecimiento de Fusarium spp. por parte de la cepa Thi14 se estimo entre
el sexto dia, momento para el cudl se hizo evidente un mayor surco de separaciéon comparado con
el desarrollado por los demas aislados, zona a partir de la cual el micelio del antagonista se hace
difuso. En este caso, la esporulacion fue mayor en el inoculo inicial y el punto de interaccion
antagonista-fitopatdgeno, encontrando una franja verde que se torna amarilla directamente en la
superficie del micelio del HFP (Figura 22), también fue evidente la esporulacion del antagonista
sobre este en AES, al desarrollar plstulas de conidiacion en el espacio ocupado por su micelio.
Del mismo modo, microscopicamente el accionar del 7/ 14 sobre las hifas de Fusarium spp. fue la

aprehension por medio de ganchos y enrollamiento.
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Figura 22

Ensayo antagonico, Thi14 contra Fusarium spp.
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Nota. Cultivo dual Thl4 (izquierda)-Fusarium spp. (derecha): A. Enfrentamiento PDA (anverso), 10 dias; B.
Enfrentamiento PDA (reverso), 10 dias; C. Enfrentamiento PDA, 15 dias; D. Enfrentamiento AES, 10 dias; Estrategias
de micoparasitismo: E. Gancho del antagonista sobre la hifa de HFP (GTh14); F. Enrollamiento sobre el HFP
(EnTh14/F) y vacuolizacidn citoplasmatica (VVcF). HF: Hifa Fusarium spp.; HTh14: Hifa Th14. Fuente: Autor.

Th19 describié una conducta notablemente diferencial en el cultivo dual con Fusarium
spp., resaltando que al ser una cepa de crecimiento relativamente lento permitié que el fitopatégeno
extendiera su crecimiento radial hasta el séptimo dia, momento en el que se dio inicio a la
interaccion antagonista-fitopatdgeno; no obstante, aun sin esporular directamente en la superficie

de si mismo, 7419 comenzo6 este proceso en primer lugar sobre el micelio del HFP como se

evidencia en la Figura 23.
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Figura 23

Ensayo antagonico, Th19 contra Fusarium spp.

10 mm : : : 10 mm
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Nota. Cultivo dual Th19 (izquierda)-Fusarium spp. (derecha): A. Enfrentamiento PDA (anverso), 7 dias; B.
Enfrentamiento PDA (reverso), 7 dias; C. Enfrentamiento PDA, 10 dias; D. Enfrentamiento AES, 10 dias; Estrategias
de micoparasitismo: E. Adhesion del antagonista sobre el HFP (ATh19/F) y vacuolizacion citoplasmética (VcF); F.
Enrollamiento del antagonista sobre el fitopatdgeno (EnTh19). CF: Conidios Fusarium spp.; HF: Hifa Fusarium spp.
Fuente: Autor.

La conidiacién completa por la anterior cepa se alcanz6 después de diez dias; resaltando
que el desarrollo del fitopatdgeno no fue uniforme, sino que por el contrario se extendi6 hacia el
borde superior e inferior de la caja de Petri. La sintesis de pigmento caracteristico de esta cepa de
Trichoderma spp. podria estar implicada como un mecanismo de antibiosis, lo anterior debido a
que en primera instancia para el quinto dia se observd un surco de inhibicién que separaba los

extremos del crecimiento radial del antagonista y el fitopatdgeno, zona en la que posteriormente

Th19 desarroll6 un crecimiento difuso hasta cubrir el micelio de Fusarium spp., acentuando a su
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vez la coloracion del pigmento a medida en que se acercaba al patdogeno vegetal (Figura 23-B);
cabe recalcar que solo bajo la presencia de 7/ 19, Fusarium spp. produjo un pigmento en el reverso
de la colonia de tonalidad violacea; igualmente, en el medio alternativo (AES) se indico la
formacion de pustulas de conidiacion sobre el crecimiento radial del fitopatogeno (CRF), ademas
de ser evidente la produccion de pigmento en el area de inoculacion de este. En cuanto a las
apreciaciones microscopicas, esta cepa antagdnica se adhiere y enrolla al fitopatdégeno, causando
de forma presumible la vacuolizacion de su citoplasma.

Las descripciones presentadas evidencian de ante mano el micoparasitismo y la forma en
la que cada cepa invade el crecimiento radial de Fusarium spp., apreciaciones que pueden
considerarse como mecanismos de accion directa; no obstante, la competencia por nutrientes y por
ende de espacio, fue ratificada al contrastar las VCR y los valores radiales de crecimiento, en el
primer caso las VCR en PDA de los testigos con respecto a los valores estimados para cada
antagonista en el mismo medio; comparando ademads el avance radial diario del antagonista y
fitopatogeno en los cultivos duales.

Las velocidades de crecimiento radial registradas para los controles del fitopatogeno y los
antagonistas se disponen en la Tabla 5, donde, los valores estimados para los seis antagonistas
superan en casi tres veces la VCR de Fusarium spp. (p=0,0008), las diferencias significativas
(Apéndice Tabla I1) permite determinar de manera preliminar que en efecto existiria una
competencia por nutrientes y espacio dado que Trichoderma spp. se desarrolla a una mayor

velocidad que el patogeno.
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Tabla 5

Relacion VCR estimadas con Fusarium spp.

Cepa Velocidad de crecimiento radial (mm/h)
Fusarium spp. 0,27

Th2 0,75

Th4 0,70

Ths 0,76

Thi2 0,78

Thi4 0,72

Thi9 0,60

Nota. VCR descritas por las cepas en PDA (LSD, p<0,05). Fuente: Autor.

Asi mismo, en la Figura 24 es notorio el avance radial diario de todas las cepas de
Trichoderma spp. con respecto al patdégeno ensayado. Sin embargo, en este caso la tasa de
crecimiento del HFP solo se mantuvo constante durante los dos primeros dias dado que, a partir
del siguiente dia en la mayoria de ensayos el avance radial se redujo considerablemente hasta el
punto de interaccién antagonista-fitopatogeno, lo que permitiria inferir que las cepas de
Trichoderma spp. incorporan nutrientes a una mayor velocidad e incrementa la tasa de
metabolismo. Dentro de esta representacion grafica cabe resaltar que la presencia del fitopatogeno
si bien, genera un descenso en el crecimiento radial de las cepas hacia el punto de interaccion
mencionado, no detiene por completo el crecimiento de los antagonistas dado que todos estos

alcanzaron los 90 mm de radio u 80 mm para 7Th19.
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Figura 24

Crecimiento radial diario en cultivos duales con Fusarium spp.
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Nota. Mediciones medias del CR, 10 dias para los cultivos duales con Fusarium spp. en PDA: A. Th2; B. Th4; C. Th5;
D. Thi2; E. Thi4; F. Thi9. Fuente: Autor.

Micoparasitismo y competencia por nutrientes forman parte del mecanismo antagénico de
Trichoderma spp., en el cual se ha descrito que el proceso se desarrolla siguiendo etapas, asi, por
ejemplo, se considera que inicialmente en el punto de interaccion antagonista-patdogeno en primera

instancia tiene lugar una etapa de reconocimiento, donde, Trichoderma spp. se une a la lectina del
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HFP por intervencion de hidrofobinas, dando lugar al enrollamiento de las hifas, aqui se da el
acople de proteinas transmembranales que promueven la expresion de genes implicados en etapas
posteriores; a continuacion, el micoparasito forma estructuras denominadas apresorios o ganchos
que tienden a ser abultados debido a que, dentro de ellos se acumulan solutos como el glicerol con
el proposito de estrujar las hifas de la presa e invadirlas, sin embargo, Trichoderma spp. debe
valerse de la sintesis de las enzimas de virulencia anteriormente descritas y quitinasas, para
proseguir con la degradacion de la pared celular del huésped que pierde estructuras vacuoladas,
causando finalmente la muerte de este; el éxito en estas etapas también se sustenta en la rapida
velocidad de crecimiento de las especies del género dado que al competir por recursos se genera

el debilitamiento del patdgeno y disminucion de su poblacion (Dutta ef al., 2023).

En general las cepas analizadas presentaron estrategias de parasitismo similares entre si;
sin embargo, se ha informado la posibilidad de que cada especie desarrolle un mecanismo
diferente, indicando que 7. atroviride experimenta un control positivo para la sintesis de
metabolitos ademas de las enzimas; para 7. reesei se incrementa la concentracion de celulasas y
sintetiza ademas hemicelulasas, y en 7. virens parece ser necesaria la sintesis de gliotoxinas

(Atanasova et al., 2013; Mukherjee ef al., 2022).

El micoparatisimo de 7richoderma spp. exhibido frente a Fusarium spp. ha sido registrado
en 1. brevicompactum al sintetizar enzimas hidroliticas que degradaron la estructura de F
oxysporum (Huang et al., 2021). Sui et al. (2022) y Andrade et al. (2023) citan la habilidad de
depredacion de Trichoderma spp. en otras especies como F. solani F. culmorum y F
pseudograminearum, por su parte, Baazeem ef al. (2021) menciona a T. harzianum , T. atroviride
y T. longibrachiatum como potentes inhibidores de la sintesis de micotoxinas en Fusarium spp.

que de acuerdo a Prashanth er al. (2023) estaria indicado por la competencia de nutrientes y
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antibiosis. También se ha evidenciado que la competencia por nutrientes mitiga el desarrollo de £
graminearum mediante la actividad de enzimas como la reductasa férrica sintetizada por 7. gamsii
al favorecer una mejor captacion de hierro relacionada con el area que abarca su micelio (Zapparata

etal.,2021).

Estimacion del Porcentaje de Inhibicion del Crecimiento Radial (PICR) de Fusarium
spp. Para la valoracion del PICR fue necesario tomar en cuenta las mediciones de los radios de
crecimiento final del fitopatogeno en cada uno de los cultivos duales, asi como el crecimiento

radial de este en el testigo para el décimo dia (Rodriguez & Wang, 2020).

En la figura 25 se presentan los porcentajes de inhibicion del crecimiento radial de
Fusarium spp. alcanzados por cada una de las cepas de Trichoderma spp. (Th19, Thi4, Thi2, ThS,

Th4, Th2).
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Figura 25

PICR de Fusarium spp. conseguido por las cepas de Trichoderma spp.

Th19 56,6 %

Th14 59,8 %

Th12 62,3 %
Ths 64,5 %

Th4 63,9 %

Th2 60,9 %
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Nota. Porcentajes de inhibicion del crecimiento radial de Fusarium spp. (PICR) alcanzados por las cepas de
Trichoderma spp. para el dia 10 (LSD, p<0,05). Fuente: Autor.

La anterior figura dejo percibir que la inhibicion en general es mayor al 50 %. Se
registraron porcentajes maximos de inhibicion para Th5, Th4 y Thi2 del 64,5 %, 63,9 %y 62,3 %
respectivamente; sin embargo, no se considera que exista una variacion relevante con los
porcentajes obtenidos por Th2 y Thi4 (ver Apéndice Tabla 12). Aunque se supone una cercania
entre los seis valores de PICR, existe una diferencia significativa con respecto al valor estimado
para Thi9 en contraste con los valores maximos (p=0,0499), indicando de esta manera que la cepa

inhibe el CRF en menor medida.

Esta capacidad para inhibir el crecimiento radial de Fusarium spp. se ha descrito en 7.
atroviride en un 92,11 % por Nofal et al. (2021), quien ademas determind el PICR de tres aislados
no identificados cuyos valores fueron cercanos a los estimados en las cepas nativas evaluadas,

ordenados de manera descendente 67,88 %, 67,41 % y 52,58 %. Leal et al. (2021), informaron un
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62 % de inhibicion del patdogeno para dos cepas de 7. asperellum, sin embargo, su analisis
establecid que un aislado logré una mayor inhibiciéon del 64 %, indicando que es un valor
significativamente mayor al anterior; asi mismo, se identific6 la capacidad de imbibicion de F.
oxysporum por parte de 1. atroviride en un 71,25 % en estudios realizados por Yogalakshmi et al.

(2021).

Antagonismo in-vitro frente a Botrytis spp.

Botrytis spp. detuvo su crecimiento al enfrentarse a 7h2 para el cuarto dia, desde alli este
Trichoderma spp. continué desarrollando su micelio sobre el del patdgeno, esporulando en ¢l a
partir del octavo dia y finalizando este proceso al dia 10 a manera de anillos concéntricos; en el
AES la disposicion de las pustulas de conidiacion en los primeros dias indico la formacion de dos
anillos concéntricos, luego de ellos la distribucion de las pustulas deja de ser uniforme hasta
alcanzar la superficie del CRF (Figura 26). Por otra parte, el micoparasitismo evidenciado fue el
enrollamiento de las hifas del fitopatdgeno (EnTh2/B) y vacuolizacion citoplasmatica, ademas vale

la pena mencionar que no se encontraron esporas de este, pero si clamidosporas del antagonista.
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Figura 26

Ensayo antagonico, Th2 contra Botrytis spp.

5 -4 X > ‘ - /

Nota. Cultivo dual Th2 (izquierda)-Botrytis spp. (derecha): A. Enfrentamiento PDA (anverso), 7 dias; B.
Enfrentamiento PDA (reverso), 7 dias; C. Enfrentamiento PDA, 10 dias; D. Enfrentamiento AES, 10 dias; Estrategias
de micoparasitismo: E. Enrollamiento (EnTh2/B), presencia de clamidosporas (CITh2); F. vacuolizacion de Botrytis
spp. (VcB). HB: Hifa Botrytis spp.; HTh2: Hifa Th2. Fuente: Autor.

Th4 demostrd6 un comportamiento semejante, llegando al borde del crecimiento del
patogeno para el quinto dia, esporulando en mayor medida sobre su micelio en una tonalidad verde
al dia 10; dicha esporulacion también destaco sobre la superficie del fitopatdgeno en el AES
(Figura 27). Como medida de micoparasitismo, Th4 logra adherirse y generar la vacuolizacion del

citoplasma del HFP; en las microscopias se apreciaron estructuras pertenecientes a conidioforos

del antagonista, pero no esporas o conidiéforos del fitopatdgeno.
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Figura 27

Ensayo antagonico, Th4 contra Botrytis spp.

10 mm

10 mm '/

Nota. Cultivo dual Th4 (izquierda)-Botrytis spp. (derecha): A. Enfrentamiento PDA (anverso), 7 dias; B.
Enfrentamiento PDA (reverso), 7 dias; C. Enfrentamiento PDA, 10 dias; D. Enfrentamiento AES, 10 dias; Estrategias
de micoparasitismo: E. Adhesion de las hifas del antagonista sobre las del HFP (ATh4/B); F. Vacuolizacién del
citoplasma del HFP (VcB). HB: Hifa Botrytis spp.; HTh4: Hifa Th4; ETh4: Estructura Th4. Fuente: Autor.

Por su lado, Th5 contuvo el avance del fitopatogeno hacia el sexto dia; para el décimo dia
de ensayo esta cepa esporuld totalmente sobre si misma y continu6 el crecimiento en la superficie
del patdgeno, alcanzando la esporulacion completa en torno al dia 15 (Figura 28). En el AES se
establecieron las ptstulas en cuatro anillos concéntricos, el tltimo de ellos parece ser interrumpido
por el CRF, sin embargo, es notable la esporulacion de la cepa de Trichoderma spp. directamente

sobre el disco de inoculacion de Botrytis spp.; Th5 parasita este HFP al adherirse y enrollarse, se

reitera la presencia de estructuras correspondientes al antagonista.



POTENCIAL BIOCONTROLADOR DE CEPAS NATIVAS DE Trichoderma spp. 89

Figura 28

Ensayo antagonico, Th5 contra Botrytis spp.
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Nota. Cultivo dual Th5 (izquierda)-Botrytis spp. (derecha): A. Enfrentamiento PDA (anverso), 10 dias; B.

Enfrentamiento PDA (reverso), 10 dias; C. Enfrentamiento PDA, 15 dias; D. Enfrentamiento AES, 10 dias; Estrategias

de micoparasitismo: E. Formacion de ganchos sobre la hifa de HFP (GTh5); F. Enrollamiento sobre el fitopatogeno
(EnTh5/B). HB: Hifa Botrytis spp.; HTh5: Hifa Th5; ETh5: Estructura Trichoderma spp. Fuente: Autor.

Thi12 nuevamente detiene el CRF al quinto dia y desarrolla una esporulacion amarillenta

sobre el micelio de este para el dia 10 (Figura 29), esporulacion que también tuvo lugar en el area

de crecimiento del fitopatogeno en el AES. El ataque del antagonista sobre el fitopatdogeno esta

mediado por el acercamiento y adhesion del primero hacia el segundo, generando posteriormente

una alteracion en la estructura de sus hifas.



POTENCIAL BIOCONTROLADOR DE CEPAS NATIVAS DE Trichoderma spp. 90

Figura 29

Ensayo antagonico, Thi2 contra Botrytis spp.

10 mm

Nota. Cultivo dual Thl2 (izquierda)-Botrytis spp. (derecha): A. Enfrentamiento PDA (anverso), 7 dias; B.
Enfrentamiento PDA (reverso), 7 dias; C. Enfrentamiento PDA, 10 dias; D. Enfrentamiento AES, 10 dias; Estrategias
de micoparasitismo: E-F. Adhesion del antagonista sobre el HFP (ATh12/B) y vacuolizacion de su citoplasma (\VcB).
HB: Hifa Botrytis spp.; HTh12: Hifa Th12. Fuente: Autor.

De igual manera, Th14 estanco el crecimiento radial de este patdogeno vegetal para el quinto
dia de ensayo, completando el crecimiento y conidiacion amarillenta sobre este; sin embargo, para
el dia 15 el color de la esporulaciéon se tornd verde (Figura 30). Sobre el AES en principio la
distribucion de las pustulas de conidiacion se dio a manera de delgados anillos concéntricos,
encontrando que para el décimo dia las pustulas se esparcieron hacia el CRF. Como estrategias de
micoparasitismo en esta cepa se identificaron la adhesion a Botrytis spp. y vacuolizacion

citoplasmatica.
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Figura 30

Ensayo antagonico, Th14 contra Botrytis spp.

— 10 mm : 10 X .
Nota. Cultivo dual Th14 (izquierda)-Botrytis spp. (derecha): A. Enfrentamiento PDA (anverso), 10 dias; B.
Enfrentamiento PDA (reverso), 10 dias; C. Enfrentamiento PDA, 15 dias; D. Enfrentamiento AES, 10 dias; Estrategias
de micoparasitismo: E. vacuolizacion citoplasmatica del HFP (VcB); F. Adhesion de hifas del antagonista sobre la del
HFP (ATh14/B) y vacuolizacion del citoplasma del fitopatdgeno (VcB). HB: Hifa Botrytis spp.; HTh14: Hifa Th14;
CITh14: Clamidospora Th14. Fuente: Autor.

Th19 detuvo el crecimiento radial de Botrytis spp. al completar el quinto dia, generando
una leve liberacion de pigmento en PDA, sin embargo, a diferencia de las demas cepas, no continu6
su crecimiento sobre Botrytis spp., pero se observo la presencia de escasas pustulas cerca al inoculo
del fitopatdgeno en el décimo dia (Figura 31-C). Por otra parte, en el AES el desarrollo de micelio
translucido por 7h19 transcurrié con normalidad hasta el séptimo dia, a partir de este momento se

dio inicio al surgimiento de pustulas de conidiacion sobre el inoculo y crecimiento radial inicial
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del fitopatdgeno. A nivel microscopico la interaccion se da mediante la adhesion, enrollamiento y

vacuolizacion de las hifas del HFP ensayado.

Figura 31

Ensayo antagonico, Th19 contra Botrytis spp.

10 mm

Nota. Cultivo dual Th19 (izquierda)-Botrytis spp. (derecha): A. Enfrentamiento PDA (anverso), 7 dias; B.
Enfrentamiento PDA (reverso), 7 dias; C. Enfrentamiento PDA, 10 dias; D. Enfrentamiento AES, 10 dias; Estrategias
de micoparasitismo: E. Enrollamiento del antagonista sobre el fitopatdgeno (EnTh19); F. Adhesion del antagonista
sobre el HFP (ATh19/B) y vacuolizacion citoplasmatica (\VcB). HB: Hifa Botrytis spp. Fuente: Autor.

Ademas de la invasion del antagonista sobre Botrytis y las estrategias de micoparasitismo
desarrolladas, se consider6 como mecanismo indirecto de accién la competencia por nutrientes,

estableciendo una diferenciacion entre las velocidades de crecimiento de 7richoderma spp. y el

patogeno vegetal. De manera que, la Tabla 6 contiene las velocidades de crecimiento en PDA de
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los organismos, donde, como primera impresion destaca la VCR del patogeno dado que su valor
no presenta una diferencia estadisticamente significativa al establecido para 7419 (Apéndice Tabla
I1), por lo que esta similitud indica que el CR de estos bajo ciertos parametros podria igualarse,

anulando posiblemente la competencia por nutrientes.

Tabla 6

Relacion VCR estimadas con Botrytis spp.

Cepa Velocidad de crecimiento radial (mm/h)
Botrytis spp. 0,51

Th2 0,75

Th4 0,70

Ths 0,76

Thi2 0,78

Thi4 0,72

Thi9 0,60

Nota. VCR descritas por las cepas en PDA, no existe una diferencia significativa entre las casillas sombreadas (LSD,
2<0,05). Fuente: Autor.

Por otro lado, en la Figura 32 se presenta de forma grafica el seguimiento del crecimiento
radial descrito en los cultivos duales, dentro de los que destaca el avance radial de 742 sobre el del
fitopatogeno superandolo en cerca de 8 mm durante los primeros dos dias. La conducta del CR
para Th4, Th5 y Thi2 fue similar, mientras que en el caso de Thi4 y Thi9 el CR del patogeno
vegetal fue similar al de las cepas, encontrando una mayor diferenciacion hacia el tercer y cuarto
dia respectivamente. Aunque 7479 no cubri6 totalmente el micelio del fitopatdgeno como las

demas cepas, visualmente es notoria la diferencia entre su crecimiento radial y el de Botrytis spp.
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pese a que permitié un mayor avance de este durante los enfrentamientos, motivo por el que a nivel

in-vitro se infiere la manifestacion de la competencia por nutrientes.

Figura 32

Crecimiento radial diario en cultivos duales con Botrytis spp.
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Nota. Mediciones medias del CR, 10 dias para los cultivos duales con Botrytis spp. en PDA: A. Th2; B. Th4; C. Th5;
D. Thi2; E. Thi4; F. Thi9. Fuente: Autor.
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Las observaciones del comportamiento de Trichoderma spp. frente a Botrytis spp. estan
relacionas con las estrategias de micoparasitismo mencionadas en la seccion de Fusarium spp.; sin
embargo, un rasgo diferencial con este patdogeno es que en las microcopias no se establecio la
presencia de esporas que pertenecieran a Botrytis spp.; de acuerdo con la revision de Dutta et al.
(2023), la sintesis de proteasas desempefia un factor crucial en el control de este patogeno, debido
a que en muchos analisis el control por competencia por recursos nutricionales no es suficiente, de
esta forma, las proteasas han sido implicadas en la obstaculizacion del desarrollo de procesos
patogénicos, al grado de reducir la germinacion de los conidios y la biomasa de los tubos

germinales, ademads de inactivar las enzimas del patdgeno que agreden el tejido vegetal.

T’ longibrachiatum se ha considerado como una especie potente en el control de B. cinerea
mediante el establecimiento de relaciones simbioticas con las raices de las plantas, evidenciado
incrementos en las cantidades de flavonoides y lignina (Prashanth ef al., 2023). También se han
establecido que 7. viride y T. atroviride actian como promotores de crecimiento e inductores de

resistencia sistémica frente a este fitopatdgeno (Andrade et al., 2023).

Estimacion del Porcentaje de Inhibicion del Crecimiento Radial (PICR) de Botrytis
spp. Frente a este fitopatdgeno se registraron porcentajes maximos de inhibicion con las cepas
Th4, Th5 y Th2, cuyos porcentajes pueden considerase homodlogos valorados en promedio en 64,1
%. Nuevamente las cepas lograron contrarrestar mas del 50 % del crecimiento radial del patogeno,
sin embargo, el menor valor registrado fue el de 7h19 (57,6 %), que de acuerdo al analisis
estadistico (Apéndice Tabla 13), exhibe diferencias significativas con los PICR de las cepas de

mayor inhibicion.
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Figura 33

PICR de Botrytis spp. conseguido por las cepas de Trichoderma spp.

Th19 57,6 %

Th14 62,7 %
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Nota. Porcentajes de inhibicion del crecimiento radial de Botrytis spp. (PICR) alcanzados por las cepas de
Trichoderma spp. para el dia 10 (LSD, p>0,05). Fuente: Autor.

Frecuentemente se considera que los porcentajes de inhibicion pueden variar
considerablemente de acuerdo a las especies del antagonista que se evalten; de esta forma, para 7.
harzianum se informaron valores bajos de inhibicion del 36 % por Palacios et al. (2020), pero
también se indican valores promedio del 72,5 % para la misma especie (Calle & Fernanda, 2019).
Por su parte, los aislados nativos de Trichoderma spp. evaluados por Villalpando ef al. (2016),
inhibieron el crecimiento radial de B. cinerea en un rango del 36% - 46 %; y en el caso de T.
asperellum se ha logrado reducir el crecimiento radial de este HFP en un 75,6 % (Pincay et al.,
2021). Estas referencias establecen que la capacidad de Trichoderma spp. como ACB frente a
Botrytis spp. es heterogénea y podria implicar otros factores de los cuales dependeria la alta o baja

inhibicién del crecimiento radial.
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Determinacion del grado de invasion

Considerando todos los aspectos anteriormente mencionados, se estableci6 el grado de
capacidad antagonica y poder biocontrolador para cada una de las cepas evaluadas de Trichoderma
spp. frente a los dos patdogenos propuestos; la informacion se recopila en Tabla 7, incluyendo
ademas otros indicadores que tendrian una influencia directa en el comportamiento de las cepas

como agentes de biocontrol.

Tabla 7
Potencial antagonico de las cepas evaluadas frente a los fitopatogenos.

Indicador
Grado de Poder Competencia por
antagonismo biocontrolador sustrato
F B F B

Cepa Micoparasitismo

F B
Th2
Th4
ThS
Thi2
Thi4
Thi9 + -

Nota. La columna F'indica los valores asignados al comportamiento de las cepas frente a Fusarium spp. mientras que

la B contiene el registro de valores contra Botrytis spp., el grado de antagonismo y poder biocontrolador fue

establecido conforme a lo planteado por Ezziyyani ef al. (2004) y Astorga ef al. (2014). Fuente: Autor.

4 Muy bueno

+ 4+ + + +
+ 4+ + + W

En todas las cepas evaluadas se establecid la capacidad antagénica como grado 4, debido
a que esporularon sobre cada uno de los fitopatdgenos, sefialando para la totalidad de aislados un
poder biocontrolador “muy bueno”, lo anterior conforme a la categorizacion propuesta por
Ezziyyani et al. (2004), a la que anos mas tarde Astorga et al. (2014) incorporaron un calificativo
para el poder biocontrolador de acuerdo al grado de antagonismo. A nivel nacional, se ha indicado
que cepas de T. harzianum ostentan este mismo grado de antagonismo en ensayos con Fusarium

spp. (Suarez Meza et al., 2008). En relacion a Botrytis spp., aislados de Trichoderma spp. se han
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desarrollado en al menos 2/3 de la superficie del medio o directamente colonizaron la colonia de
este HFP, aislados a los que se les asigno el grado I y II en la escala de Bell en estudios realizados
por Calle y Fernanda (2019) y Villalpando ef al. (2016) que podrian relacionarse con el grado 3 o

4 de la categorizacion de Ezziyyani et al. (2004) y Astorga et al. (2014).

Con efectos de comparar la capacidad antagdnica de una cepa comercial y una nativa, Pérez
(2021) informo el grado 2 tanto para la cepa comercial como para su aislado codificado como TN4
en ensayos in-vitro frente a Fusarium spp. en Pamplona, Norte de Santander; quien, ademas
determind que el aislado presentaba mejor capacidad antagénica en los ensayos en campo en
relacion al comercial, al inhibir totalmente la fitopatologia causada por el patdégeno vegetal en
cultivos de lechuga. Por su parte, Ramos (2021) demostré que una cepa nativa presenta mejores
rendimientos en el control de un fitopatdogeno que un aislado oriundo y una cepa comercial; en
este caso, el autor evaluo el potencial biocontrolador de un aislado procedente de Bucarasica (N.
de S.) y un aislado nativo de Pamplona (N. de S.), para las que se registraron los grados 0 y 4
respectivamente, el rendimiento de este tltimo fue notorio al relacionar la capacidad antagénica
del aislado nativo y una cepa comercial, donde, pese a que en ambos casos el grado fue de 4, el
aislado nativo permiti6 la inhibicién de Botrytis spp. para el dia 4, mientras la cepa comercial lo
logro al sexto dia. Lo anterior permite inferir que la adaptacion a las condiciones ambientales de
la region puede potenciar el efecto antagénico de cepas nativas, con las cuales el biocontrol sea

mas efectivo en comparacion con biopreparados comerciales.

Estas favorables valoraciones son producto del sinergismo que puede existir con los demas
indicadores. De ellos, el micoparasitismo es uno de los mejores procesos para reprimir el avance
de los fitopatogenos, en donde, ademas de la competencia por nutrientes esta estrechamente

relacionada la produccion de algunos otros metabolitos con accion antifingica. ComUnmente
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Trichoderma spp. de define como un parasito microtrofo-necrétrofo, que toma nutrientes de
hongos a los que les induce la muerte, sin embargo, también se ha descrito la conducta de
hemibiotrofos, en la que el dafio estructural hacia el patoégeno se da de manera paulatina y el

antagonista puede vivir intracelularmente por un periodo de tiempo (Mukherjee et al., 2022).

De manera paralela, la competencia por nutrientes potencializa la eficacia del género
Trichoderma para controlar diversos patogenos, debido a que este indicador puede colonizar
rapidamente la raiz de las plantas, obstaculizando la invasion de patogenos al captar
apresuradamente todos los nutrientes y oxigeno que requieren los fitopatdgenos para su desarrollo

(Prashanth et al., 2023; Yao et al., 2023).
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Conclusiones

Las caracteristicas morfologicas de las cepas evaluadas permitieron realizar una
identificacion presuntiva a nivel de especie, sin embargo, pueden no representar con certeza la
identidad que se registraria con una caracterizacion molecular. Pese a lo anterior, las cepas
pertenecen posiblemente a 7. longibrachiatum, T. harzianum, T. koningii, T. atroviride, T.
citrinoviride y T. reesei.

La ecofisiologia de las cepas de Trichoderma spp. fue diversa, no obstante, permiti6 indicar
la capacidad de las cepas para adaptarse a condiciones que pueden ser adversas para el desarrollo
de otros organismos, propiedad que se considera necesaria en un agente de control biologico.

La actividad enzimatica propia de los organismos agricolas evidenci6 aptitudes favorables
dentro del potencial biocontrolador del género, que propician el desarrollo de estrategias de
micoparasitismo y la potencial promocion del crecimiento vegetal.

Las cepas nativas evaluadas exhiben bajo condiciones in-vitro un potencial biocontrolador
semejante frente a Fusarium spp. y Botrytis spp., mediante factores dentro de los que puede haber
sinergismo como el micoparasitismo, la competencia por nutrientes y la agresividad para inhibir
el desarrollo de los fitopatdgenos. Asi mismo, las estrategias de micoparasitismo desarrolladas

pueden estar validadas por la caracterizacion enzimadtica cualitativa registrada.
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Recomendaciones
Los factores ambientales pueden causar variaciones en el comportamiento de 7richoderma
spp., limitando su efectividad como biocontrolador, por lo que debe considerarse realizar los
ensayos bajo condiciones que asemejen la dindmica agricola de la region, sugiriendo de esta forma
la realizacion de ensayos en campo. Se aconseja la identificacion genotipica de las cepas con mejor
desempefio en el control de los fitopatogenos, asi como la caracterizacion de indicadores
vinculados a la antibiosis y cuantificar la actividad enzimadtica, de tal forma que eventualmente sea

posible realizar el escalado para el desarrollo de posibles bioinsumos.
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Tabla A

Composicion medios de cultivo

Apéndices

Apéndice A

Composicion de los medios de cultivo propuestos.

Medio

PDA

CMD

SNA

Agar avena

Basal modificado quitina

Agar salvado de trigo

Agar precipitado B-ghicanos

CMC

Skim milk

Agar almidén

Agar urea

Agar amonio

Agar extracto de suelo

Composicion

Almidén de patata (infusion)
Dextrosa
Agar

Harina de maiz
Dexfrosa
Agar

Fosfato monopotdsico
Nitrato de potasio
Sulfato de magnesio
Clomuro de potasio
Glucosa

Sacarosa

Agar

Agua destilada
Avena

Agar

Sulfato de magnesio

Sulfato de amonio

Fosfato monopotdsico
Acido cifrico monohidratado
Agar

Quitina coloidal

Purpura de bromocrescl
Agua destilada

Salvado de trigo
Sulfato de zinc
Sulfato de cobre (II)
Agar

Agua destilada

Precipitado p-ghicanos
Sulfato de zinc

Sulfato de cobre (II)
Agar

Agua destilada

Carboximetilcelulosa

Extracto de levadura

Peptona universal

Sulfato de amonio

Clomuro de calcio

Fosfato monobdsico de potasio
Fosfato dibdsico de potasio
Agar

Agua destilada

Leche desnatada
Apgar nutritivo
Agua destilada

Almidén hidrosoluble
Cloranfenicol
Extracto de levadura
Agar

Peptona

Glucosa

Clomuro de sodio
Fosfato disodico
Dihidrégenofosfato de potasio
Rojo de fenol

Agar

Sulfato de amonio
Carbonato de calcio
Fosfato de potasio
Sulfato de magnesio
Cloruro de sodio
Sulfato ferroso

Agar

Agua destilada

Agar

Glucosa

Fosfato dibisico de potasio
Extracto de suelo
Agua destilada

Fuente: Elaboracion propia.

Cantidad

4z
20g
15g
40g
20¢g
15g

lg

lg
05g
05g
02g

10g
25g
25g
05g
05g
02g
2g
15¢
1000 mL

10% (p/v)
25p
1000 mL
10g
50mg
3g
12g
lg
lg
5g
28
08g
0012 ¢
15g

Fuente

Composicién segin BD-Difco

(Ruietal., 2023)

(Romero, 2011)

Composicion segin BD-Difco

(Hernandez Melchor et al, 2023)

(Eida et al., 2011)

Adaptado de Eida et al. (2011)

(Rodriguez & Vives, 2012)

(Amid etal , 2018)

(Acero, 2010)

Composicién segin OXOID

(Moreno & Lozano, 2006)

(Herran & Garcia, 2015)
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Apéndice B
Seguimiento caracterizacion fenotipica

Figura B1

Seguimiento del desarrollo descrito por Th2 en diferentes medios, 7 dias.

PDA

SNA

CMD

Avena

Fuente: Autor.

Figura B2

Seguimiento del desarrollo descrito por Th4 en diferentes medios, 7 dias.

1 2 3 4 5 6 7

PDA

SNA

CMD

Avena

Fuente: Autor.
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Figura B3

Seguimiento del desarrollo descrito por Th5 en diferentes medios, 7 dias.

1 2 3 4 5 6 7

PDA

SNA

Avena |

Fuente: Autor.

Figura B4

Seguimiento del desarrollo descrito por Thl2 en diferentes medios, 7 dias.

Fuente: Autor.



POTENCIAL BIOCONTROLADOR DE CEPAS NATIVAS DE Trichoderma spp. 123

Figura BS

Seguimiento del desarrollo descrito por Thi14 en diferentes medios, 7 dias.

Fuente: Autor.

Figura B6

Seguimiento del desarrollo descrito por Th19 en diferentes medios, 7 dias.

Fuente: Autor.
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Tabla C1

Apéndice C

Caracterizacion macroscopica y microscopica

Caracteristicas a nivel macroscopico y microscopico en los medios ensayados, Th2.

Nivel

Macroscopico

Microscopico

Morfologia
Micelio
Forma
Color
Colonia
Borde
Brillo
Textura
Hifas
Conidiéforo
Forma
Fialides
Tamafio
Forma
o Tamafo
Conidios
Pared
Color
Clamidosporas

Fuente: Autor.

PDA

Buen
crecimiento,
poco  micelio
aéreo

Radial,
anillos
concéntricos
Blanco,
tornandose
verde al
esporular

con

Regular
Opaco

Algodonosa,
granulosa

Septadas
Simple
Casi cilindrica
8,9x 15,6 um
Circular
4,2 x 4,7 pm
Lisa
Verde

Medio de Cultivo
SNA CMD
Micelio  sumergido
traslucido, sin Micelio traslicido
micelio aéreo, mayor sumergido, sin
induccion de micelio aéreo
esporulacion
Radial, con anillos Radial, con anillos
concéntricos concéntricos
Traslucido, con Traslucido, con
formacion de formacion de
pustulas de pustulas de
conidiacion conidiacion
Filamentoso Filamentoso
Opaco Opaco
Granular Granular
Septadas Septadas
Simple Simple
Lageniforme Lageniforme
No se diferencian 7.5x 18,5 um
claramente
Circular Circular
6,5x 6,1 um 5,6 x5,1 um
Lisa Lisa
Verde Verde

Subglobosa terminal

124

AVENA

Buen
crecimiento,
abundante
micelio aéreo

Radial,
anillos
concéntricos

con

Blanco que se

torna verde al

esporular
Regular
Opaco

Algodonosa,
granulosa

Septadas
Simple
Lageniforme

7,7x 16 pm

Circular
6,9 x 6,8 um
Lisa
Verde
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Tabla C2

Caracteristicas a nivel macroscopico y microscopico en los medios ensayados, Th4.

Nivel

Macroscdpico

Microscopico

Morfologia
Micelio
Forma
Color
Colonia
Borde
Brillo
Textura
Hifas
Conididforo
o Forma
Fialides
Tamafio
Forma
Conidios Tamafio
Pared
Color
Clamidosporas

Fuente: Autor.

PDA

Buen
crecimiento,
poco micelio
aéreo

Radial,
anillos
concéntricos
Blanco,
tornandose
verde
amarillento al
esporular

con

Regular

Opaco
Algodonosa,
granulosa

Septadas
Ramificado
Lageniforme
6,2 x 12,5 pm

Circular a
subgloboso

4,1 x 3,9 pm
Lisa
Verde

Medio de Cultivo
SNA CMD
M1ce}19 sumerglqo Micelio
traslacido, sin L
. , traslacido
micelio aéreo, . .
. . sumergido, sin
mayor induccién de e
-y micelio aéreo
esporulacion
Radial, sin anillos qulal, con
. anillos
concéntricos L
concéntricos
Trasluacido, con Traslucido, con
formacion de formacion de
pustulas de pustulas de
conidiacion conidiacion
Filamentoso Filamentoso
Opaco Opaco
Granular Granular
Septadas Septadas
Ramificado Ramificado
Lageniforme Lageniforme
8,4x 16 um 6,7 x 14,6 pm
Circular a Circular a
subgloboso subgloboso
6,9x7,2 um 7,1 x 6,8 um
Lisa Lisa
Verde Verde

Subglobosa terminal

AVENA

Buen
crecimiento,
abundante
micelio aéreo

Radial,
anillos
concéntricos

con

Blanco que se
torna verde al
esporular

Regular

Opaco
Algodonosa,
granulosa

Septadas
Ramificado
Lageniforme
9x 15,1 pm

Circular

5,7x5,1lum
Lisa
Verde
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Tabla C3

Caracteristicas a nivel macroscopico y microscopico en los medios ensayados, ThS.

Nivel Morfologia
Micelio
.g Forma
2
RS}
2
S
g
> Colonia Color
Borde
Brillo
Textura
Hifas
Conididforo
Forma
o Fialides .
.2 Tamano
o
o
Q
8 Forma
S
= Conidios Tamafio
Pared
Color
Clamidosporas

Fuente: Autor.

PDA

Buen
crecimiento,
poco micelio
aéreo

Radial,
anillos
concéntricos

con

Blanco que
se torna
verde al
esporular

Regular
Opaco

Algodonosa,
granulosa

Septadas
Simple
Lageniforme

6,6 x 16,1
pm

Circular
2,7x 3,0 um
Lisa
Verde

Medio de Cultivo
SNA CMD
Micelio sumergido  Micelio

traslucido, sin micelio
aéreo, mayor induccion
de esporulacion

Radial, con anillos
concéntricos de
pustulas

Traslucido, con

formacion de pustulas
de conidiacion

Filamentoso
Opaco
Granular

Septadas
Ramificado

Lageniforme

7,6 x 13,1 pm

Circular a subgloboso
5,1 x5,2 um
Lisa
Verde

trasliicido
sumergido, sin
micelio aéreo

Radial, con
anillos
concéntricos de
pustulas

Traslucido, con
formacion  de
pustulas de
conidiacién
Filamentoso

Opaco
Granular

Septadas
Ramificado

Lageniforme
7,2 x 14,5 pm

Circular a
subgloboso
6,8 x 6,3 um
Lisa
Verde

Subglobosa terminal

126

AVENA

Buen
crecimiento,
abundante
micelio aéreo

Radial,
anillos
concéntricos

con

Blanco que se

torna verde al

esporular
Regular
Opaco

Algodonosa,
granulosa

Septadas
Ramificado

Lageniforme

6x12 um

Circular
4x4,3 um
Lisa
Verde
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Tabla C4

Caracteristicas a nivel macroscopico y microscopico en los medios ensayados, Thi?2.

) Medio de Cultivo
Nivel Morfologia
PDA SNA CMD AVENA
Buen Micelio sumergido Micelio .
.. . . Buen crecimiento,
.. crecimiento, traslicido, mayor traslucido
Micelio ST . . . abundante
poco micelio induccion de sumergido, sin T
, . Lo micelio aéreo
aéreo esporulacion micelio aéreo
Radial, con . . . Radial, con Radial, con
. Radial, sin anillos . .
o) Forma leves anillos L anillos anillos
.2 o concéntricos . .
& concéntricos concéntricos concéntricos
2 Blanco que se Traslucido, con Traslucido, con
S ., ., Blanco que se
= torna  verde- formacién de formacion  de
Q Color . , , torna verde al
Coloni amarillo al pustulas de pustulas de
S olonia 0 e ., esporular
esporular conidiacion conidiacion
Borde Regular Filamentoso Filamentoso Regular
Brillo Opaco Opaco Opaco Opaco
Textura Algodonosa, Granular Granular Algodonosa,
granulosa granulosa
Hifas Septadas Septadas Septadas Septadas
Conidi6foro Ramificado Ramificado Ramificado Ramificado
Filid Forma Lageniforme Lageniforme Lageniforme Lageniforme
ialides
.% Tamafio 8,3 x 19,6 um 8,7x 15,3 um 6x 11,5 um 6,2 x 12,9 pm
8 Forma Circular Circular a Circular a Circular a
o subgloboso subgloboso subgloboso
Q
E Conidios Tamafio 2,8x2,8 um 5,9x 6,3 pum 5x5,3 um 5,6 x 5,7 pum
Pared Lisa Lisa Lisa Lisa
Color Verde Verde Verde Verde
Clamidosporas Subglobosa terminal

Fuente: Autor.
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Tabla CS

Caracteristicas a nivel macroscopico y microscopico en los medios ensayados, Thi4.

Nivel

Macroscopico

Microscopico

Morfologia
Micelio
Colonia  Forma

Color

Borde

Brillo
Textura

Hifas
Conidiéforo

Fialides Forma
Tamano

Conidios  Forma
Tamafio

Pared

Color

Clamidosporas

Fuente: Autor.

PDA

Buen
crecimiento,
poco micelio
aéreo

Radial, con
leves  anillos
concéntricos
Blanco que se
torna verde al
esporular

Regular
Opaco

Algodonosa,
granulosa
Septadas

Ramificado
Lageniforme
8x 16,1 um

Circular

3,2x3,4 um
Lisa
Verde

Medio de Cultivo
SNA CMD
Micelio sumergido Micelio
traslicido, mayor traslucido
inducciéon de sumergido, sin
esporulacion micelio aéreo
Radial, con anillos Radial, con
concéntricos anillos
concéntricos
Traslacido, con Traslacido, con
formacién de formacion  de
pustulas de pustulas de
conidiacion conidiacion
Filamentoso Filamentoso
Opaco Opaco
Granular Granular
Septadas Septadas
Ramificado Ramificado
Lageniforme Lageniforme
7,8 x x16 pm 7,6 x 15,4 um
Circular a Circular a
subgloboso subgloboso
5,7x 6,5 pm 5,3x 5,7 pum
Lisa Lisa
Verde Verde

Subglobosa terminal

AVENA

Buen
crecimiento,
abundante
micelio aéreo

Radial, con
leves anillos
concéntricos
Blanco que se
torna verde al
esporular

Regular
Opaco

Algodonosa,
granulosa
Septadas

Ramificado
Lageniforme
7,9 x 15,8 pm

Circular

5,5x 5,5 um
Lisa
Verde
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Tabla Cé

Caracteristicas a nivel macroscopico y microscopico en los medios ensayados, Thi9.

Nivel

Macroscopico

Microscopico

Morfologia
Micelio
Forma
Colonia Color
Borde
Brillo
Textura
Hifas
Conidiéforo
L Forma
Fialides
Tamafio
Forma
Conidios ~ T2mafio
Pared
Color
Clamidosporas

Fuente: Autor.

PDA

Buen
crecimiento,
denso,
abundante
micelio aéreo y
menor
esporulacion
Radial, con
anillos
concéntricos
bien definidos

Blanco que se
torna verde al
esporular

Regular
Opaco

Algodonosa,
granulosa

Septadas
Ramificado
Lageniforme
7,2x 15,4 pm

Circular
3,4x3,5 um

Lisa
Verdes

Medio de Cultivo
SNA CMD
Micelio sumergido .
. E1C9 Micelio
traslacido, sin L
S . traslucido
micelio aéreo, . .
. ., sumergido, sin
mayor induccién de e
-y micelio aéreo
esporulacion

Radial, con anillos
concéntricos

Traslucido, con
formacién de
pustulas de
conidiacion
densamente
agrupadas
Filamentoso

Opaco
Granular

Septadas
Ramificado
Lageniforme
6,1 x 14 pm

Circular a
subgloboso

3,7x4,2 um
Lisa
Verdes

Radial,
anillos
concéntricos

con

Traslucido, con
formacion  de
pustulas de
conidiacion
Filamentoso

Opaco
Granular

Septadas
Ramificado
Lageniforme
8,2 x 13,4 pm

Circular a
subgloboso

3,8x4,4 um
Lisa
Verdes

Subglobosa terminal

AVENA

Buen
crecimiento,
abundante
micelio aéreo y
menor
esporulacion

Radial,
anillos
concéntricos

con

Blanco que se
torna verde al
esporular

Regular
Opaco

Algodonosa,
granulosa

Septadas
Ramificado
Lageniforme
6,8x 17,9 pm

Circular

4,4x5 pum
Lisa
Verdes
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Tabla D1
Identifica

Aislado

Th2

Th4

Ths

Thi2

Thi4

Thi9

Apéndice D

Identificacion preliminar a nivel de especie

cion presuntiva segun clave taxonomica de Gams & Bissett (2002).

Clave taxondmica para Trichoderma

1(b) Conidios derramados o fasciculados a pustulados, los conidios a menudo son verdes; conidioforos con frecuentes ramas laterales; fidlides en su mayoria
lageniformes a ampuliformes.

2(a) Ejes principales del conidioforo largos con ramas secundarias cortas, que no se ramifican extensamente; ramas y fidlides que frecuentemente surgen solas,
particularmente las terminales; conidios lisos, pero a veces con ornamentacion llamativa, sinuosa, en forma de alas o ampollada.

Clave de especies seccion Longibrachi

1(b) Conidios generalmente de paredes lisas o algunos conidios con extensiones pustuladas de la capa exterior de la pared.

2(b) Conidioforos muy escasamente ramificados; fialides casi cilindricas y apenas o nada constreflido en la base; los conidios en su mayoria son mayores que 4,0 x
2,5 pm.

4(b) Conidios generalmente de menos de 5,0 pm.

6(a) Conidios de cilindricos cortos a ovoides, con una base conicamente ahusada, 4,0-5,5 x 2,0-2,5 um; reverso sin colorear. . .. ........... T. longibrachiatum

1(b) Conidios derramados o fasciculados a pustulados, los conidios a menudo son verdes; conidioforos con frecuentes ramas laterales; fidlides en su mayoria
lageniformes a ampuliformes.

2(b) Conididforos ramificandose repetidamente; ramas y fidlides pareadas o verticiladas, también las que estan en posicion terminal; conidios de paredes lisas o
Verrugosos.

3(b) Conidioforos y ramas estrechas y flexibles (eje principal de hasta 6 um de ancho); fialides principalmente en verticilos de 2 o 3(-5), lageniformes a subulados;
conidios siempre verdes.

Clave de especies seccion Trichoderma

1(b) Colonias de crecimiento mas rapido.

3(b) Conidios subglobosas a elipsoidales cortas u ovadas.

4(b) Conidios subglobosas a elipsoidales cortas.

5(a) Conidios completamente maduras de color verde palido, 2,5-3,5 X 2,1-3,0 HIN. . . .. oottt ittt et et et e T. harzianum

1(b) Conidios derramados o fasciculados a pustulados, los conidios a menudo son verdes; conidiéforos con frecuentes ramas laterales; fidlides en su mayoria
lageniformes a ampuliformes.

2(b) Conididforos ramificandose repetidamente; ramas y fidlides pareadas o verticiladas, también las que estan en posicion terminal; conidios de paredes lisas o
Verrugosos.

3(b) Conidioforos y ramas estrechas y flexibles (eje principal de hasta 6 pm de ancho); fidlides principalmente en verticilos de 2 o 3(=5), lageniformes a subulados;
conidios siempre verdes.

Clave de especies seccion Trichoderma

1(b) Colonias de crecimiento mas rapido.

3 (a) Conidios cilindricos, 3,0-4,8 X 1,9-2,8 LML . . .. ... e s . T. koningii

1(b) Conidios derramados o fasciculados a pustulados, los conidios a menudo son verdes; conidiéforos con frecuentes ramas laterales; fidlides en su mayoria
lageniformes a ampuliformes.

2(b) Conididforos ramificandose repetidamente; ramas y fialides pareadas o verticiladas, también las que estan en posicion terminal; conidios de paredes lisas o
Verrugosos.

3(b) Conidiéforos y ramas estrechas y flexibles (eje principal de hasta 6 pm de ancho); fidlides principalmente en verticilos de 2 o 3(-5), lageniformes a subulados;
conidios siempre verdes.

Clave de especies seccion Trichoderma

1(b) Colonias de crecimiento mas rapido.

4(b) Conidios subglobosas a elipsoidales cortas.

5(b) Los conidios completamente maduros se vuelven de color verde oscuro.

6(b) Conidios completamente maduros de paredes lisas, generalmente de 2,6 23,8 x 2,2 a3, 4 um. . ......... .. . i T. atroviride

1(b) Conidios derramados o fasciculados a pustulados, los conidios a menudo son verdes; conidioforos con frecuentes ramas laterales; fidlides en su mayoria
lageniformes a ampuliformes.

2(a) Ejes principales del conidioforo largos con ramas secundarias cortas, que no se ramifican extensamente; ramas y fialides que frecuentemente surgen solas,
particularmente las terminales; conidios lisos, pero a veces con ornamentacion llamativa, sinuosa, en forma de alas o ampollada.

Clave de esp seccion L ibrachi

1(b) Conidios generalmente de paredes lisas o algunos conidios con extensiones pustuladas de la capa exterior de la pared.

2(a) Conidioforos con ramas laterales que cominmente se ramifican una o dos veces dos veces; fidlides claramente constrefiidas en la base; conidios en su mayoria
mas pequefios que 4,0 X 2,5 pm.

3(a) Colonias con areas conidiales que tipicamente forman pustulas grandes y compactas; conidiacion en tonos amarillo verdoso u oliva oscura en cultivos mas
antiguos; conidios elipsoidales y en su mayoria mas pequefios que 3,5 X 2,0 [T . .. .o o .ttt ittt e e T. citrinoviride

1(b) Conidios derramados o fasciculados a pustulados, los conidios a menudo son verdes; conidiéforos con frecuentes ramas laterales; fialides en su mayoria
lageniformes a ampuliformes.

2(a) Ejes principales del conidioforo largos con ramas secundarias cortas, que no se ramifican extensamente; ramas y fialides que frecuentemente surgen solas,
particularmente las terminales; conidios lisos, pero a veces con ornamentacion llamativa, sinuosa, en forma de alas o ampollada.

Clave de esp en seccién Longibrachi

1(b) Conidios generalmente de paredes lisas o algunos conidios con extensiones pustuladas de la capa exterior de la pared.

2(a) Conidioforos con ramas laterales que cominmente se ramifican una o dos veces dos veces; fidlides claramente constrefiidas en la base; conidios en su mayoria
mas pequefios que 4,0 x 2,5 pm.

2(b) Conidiéforos muy escasamente ramificados; fialides casi cilindricas y apenas o nada constreiiido en la base; los conidios en su mayoria son mayores que 4,0 x
2,5 pm.

4(b) Conidios generalmente de menos de 5,0 pm.

6 (b) Conidios ovoides a elipsoides, 3,5-4,5 x 2,3-3,0 pm; colonia exudando amarillo pigmento enelagar. ................. ... ...oiiiiino... T. reesei

Fuente: Autor.
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Tabla E1

Crecimiento radial descrito por las cepas agricolas en los medios de caracterizacion fenotipica

Cepa  Medio

PDA
SNA
CMD
Avena
PDA
SNA
CMD
Avena
PDA
SNA
CMD
Avena
PDA
SNA
CMD
Avena
PDA
SNA
CMD
Avena
PDA
SNA
CMD

Avena

Th2

Th4

Th5

Thi2

Thi4

Thi9

1
20
18
12
25
19
13
19
22
24
20
18
22
19
13
17
19
22
16
20
21
19
19
20
18

Mediciones diarias del crecimiento radial

2
37
27
34
40
37
30
34
38
41
34
35
37
40
26
33
35
40
27
32
36
35
35
35
22

3
55
41
48
56
52
43
44
54
58
50
47
51
56
38
45
48
57
38
45
50
50
51
47
25

Apéndice E

4
76
58
65
74
74
61
60
71
79
67
65
70
76
51
61
65
77
54
62
68
66
68
60
57

5
90
75
80
90
84
77
75
88
87
82
76
86
82
63
74
80
90
66
75
83
80
84
76
75

Dia

6
90
90
90
90
90
90
90
90
90
90
90
90
87
78
87
90
90
83
90
90
90
90
90
88

7
90
90
90
90
90
90
90
90
90
90
90
90
90
90
90
90
90
90
90
90
90
90
90
90

8
90
90
90
90
90
90
90
90
90
90
90
90
90
90
90
90
90
90
90
90
90
90
90
90

9
90
90
90
90
90
90
90
90
90
90
90
90
90
90
90
90
90
90
90
90
90
90
90
90

131

10
90
90
90
90
90
90
90
90
90
90
90
90
90
90
90
90
90
90
90
90
90
90
90
90

Nota. Las casillas sombreadas sefialan el dia en que la cepa completo su crecimiento radial (mm). Fuente: Autor.
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Tabla E2

Prueba de Multiple Rangos para las VCR; método, 95,0 porcentaje LSD

Cepa Casos Media LS Sigma LS Grupos Homogéneos
Thi2 4 0,625 0,0240298 A
Thi9 4 0,625 0,0240298 A
Thi4 4 0,63 0,0240298 A
ThS 4 0,6525 0,0240298 A
Th4 4 0,6575 0,0240298 A
Th2 4 0,6875 0,0240298 A
Contraste Sig.  Diferencia +/- Limites
Thi2 - Thi4 -0,005 0,0724337
Thi2 - Thi9 0 0,0724337
Thi2-Th2 -0,0625 0,0724337
Thi2 - Th4 -0,0325 0,0724337
Thi2 - ThS -0,0275 0,0724337
Thi4 -Thi9 0,005 0,0724337
Thi4 - Th2 -0,0575 0,0724337
Thi4 - Th4 -0,0275 0,0724337
Thi4 - ThS -0,0225 0,0724337
Thi9 - Th2 -0,0625 0,0724337
Thi9 - Th4 -0,0325 0,0724337
Thi9 - ThS -0,0275 0,0724337
Th2 - Th4 0,03 0,0724337
Th2 - Th5 0,035 0,0724337
Th4 - Th5 0,005 0,0724337

Nota. En la parte superior se presenta un grupo homogéneos, por lo que no existen diferencias significativas entre las
VCR de las cepas. En el segundo apartado, se designa con un asterisco las parejas de cepas que presentan diferencias
significativas con un nivel de confianza del 95,0%. (p>0,05). Fuente: Autor.
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Apéndice F
Crecimiento diametral de Trichoderma spp. en la escala de pH

Tabla F1

Seguimiento del crecimiento diametral dentro de la escala de pH.

Dia
Cepa Pl 1 2 3 4 5 6 7
3 6,5 39,5 70,5 85,5 90 90 90
5 7,25 49 80,25 90 90 90 90
Th2 7 6,5 375 64,75 89,5 90 90 90
9 5,75 29 51,5 89,25 90 90 90
3 0 25,75 4525 71,25 90 90 90
5 0 30,25 60 89 90 90 90
Th 7 0 2725 46 87,75 90 90 90
9 0 21 39,25 78,5 90 90 90
3 0 26,5 55 83,75 87,75 90 90
s 5 0 26,75 57 90 90 90 90
7 0 16 4525 84,75 90 90 90
9 0 16,75 275 62,75 86 90 90
3 875 38 55,5 90 90 90 90
s 5 8,5 20,5 51,25 88,75 90 90 90
7 0 16 4 82,25 90 90 90
9 0 9 32,25 66,5 84,5 90 90
3 8,5 36,75 70,5 90 90 90 90
s 5 0 14,5 46,25 87,5 90 90 90
7 0 1 3525 71,5 89,5 90 90
9 0 12 2775 58 79,5 90 90
3 5 2825 70,75 90 90 90 90
_ 5 0 10,25 30,25 82,25 90 90 90
7 0 5,75 11,25 44,5 79 90 90
9 0 9,5 19,5 58,25 85,5 855 90

Nota. Medidas medias del crecimiento diametral de las cepas dentro de la escala de pH ensayada (mm), 7 dias. Las
casillas sombreadas sefialan los valores de DC seleccionados para el analisis. Fuente: Autor.



POTENCIAL BIOCONTROLADOR DE CEPAS NATIVAS DE Trichoderma spp. 134

Tabla F2

Prueba de Multiple Rangos para el efecto del pH sobre los DC; método, 95,0 porcentaje LSD.

pH Casos Media LS Sigma LS Grupos Homogéneos
9 6 68,8833 4,31221 A

7 6 76,7083 4,31221 AB

3 6 85,0833 4,31221 B

5 6 87,9167 4,31221 B
Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
3-5 -2,83333 12,9984
3-7 8,375 12,9984
3-9 * 16,2 12,9984
5-7 11,2083 12,9984
5-9 * 19,0333 12,9984
7-9 7,825 12,9984

Nota. En la parte superior se presentan dos grupos homogéneos, en los que no existen diferencias significativas entre
los valores de pH que comparten una misma columna de letras. En el segundo apartado, se sefialan con un asterisco

las parejas de cepas que presentan diferencias significativas con un nivel de confianza del 95,0%, (p<0,05). Fuente:
Autor.
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Apéndice G
Crecimiento diametral de Trichoderma spp. a diferentes temperaturas
Tabla G1.

Seguimiento del crecimiento diametral dentro de un rango de temperatura.

Cepa °C Dia
1 2 3 4 5 6 7
15 0 0 6 13 27 36 50
20 21 29 59 90 90 90 90
Th2 25 32 43 79 90 90 90 90
30 25 31 49 65 76 83 90
35 0 0 0 0 0 0 0
15 0 0 4 8 13 33 57
20 11 20 41 80 90 90 90
Th4 25 27 37 73 90 90 90 90
30 22 28 46 64 77 88 90
35 0 0 0 0 0 0
15 0 20 28 40 61
20 0 12 58 75 90 90 90
ThS 25 7 26 69 90 90 90 90
30 6 21 35 59 78 87 89
35 0 0 0 0 0 0 0
15 0 0 6 8 10 10 12
20 0 5 20 47 80 87 90
Thi2 25 0 8 19 41 83 85 90
30 5 23 35 73 86 90 90
35 0 0 0 0 0 0 0
15 0 10 23 38 53 67
20 0 19 60 88 90 90 90
Thi4 25 11 36 67 90 90 90 90
30 9 24 39 63 77 84 87
35 0 0 0 0 0 0 0
15 0 0 8 18 27 38 49
20 0 17 47 72 90 90 90
Thi9 25 9 33 65 90 90 90 90
30 10 31 58 76 90 90 90
35 0 4 5 6 8 9 10

Nota. Mediciones medias del crecimiento diametral de las cepas dentro del rango de temperaturas ensayada (mm), 7
dias. La casilla sombreada sefiala los valores de DC seleccionados para el andlisis. Fuente: Autor.
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Tabla G2

Prueba de Multiple Rangos para el efecto de la temperatura sobre los DC; método; 95,0 porcentaje LSD.

T° Casos Media LS Sigma LS Grupos Homogéneos
35 6 1,04167 4,44368 A

15 6 15,0417 4,44368 B
30 6 66,6667 4,44368 C
20 6 75,2083 4,44368 CD
25 6 81,75 4,44368 D
Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
15-20 * -60,1667 13,1089
15-25 * -66,7083 13,1089
15-30 * -51,625 13,1089
15-35 * 14,0 13,1089
20-25 -6,54167 13,1089
20-30 8,54167 13,1089
20-35 * 74,1667 13,1089
25-30 * 15,0833 13,1089
25-35 * 80,7083 13,1089
30-35 * 65,625 13,1089

Nota. En la parte superior se presentan tres grupos homogéneos, en los que no existen diferencias significativas entre
las temperaturas que comparten una misma columna de letras. En el segundo apartado, se indican con un asterisco las
parejas de cepas que presentan diferencias significativas con un nivel de confianza del 95,0%, (p<0,05). Fuente: Autor.
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Apéndice H
Caracterizacion factores de virulencia y servicios ecosistémicos

Figura H1.

Determinacion cualitativa de celulasas.

Nota. Halos formados por la degradacion de celulosa en medio CMC: A. Th2; B. Th4; C. Th5; D. Thi2; E. Thi4; F.
Th19; incubacion 4 dias a 25 °C. Fuente: Autor.

.
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Figura H2

Determinacion cualitativa de proteasas.

Nota. Halos desarrollados en medio SM: A. Th2; B. Th4; C. Th5; D. Thi2; E. Thi4; F. Th19; incubacion 2dias a 25
°C. Fuente: Autor.




POTENCIAL BIOCONTROLADOR DE CEPAS NATIVAS DE Trichoderma spp. 139

Figura H3

Determinacion cualitativa de amilasas.

A B

Nota. Degradacion de almidon: A. Th2; B. Th4; C. Th5; D. Thi2; E. Thi4;F. Th19; incubacion 5 dias a 25 °C. Fuente:
Autor.
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Figura H4

Evaluacion del potencial amonificante en medio urea.

Nota. El viraje del medio indica una reaccion positiva: A. Th2; B. Th4; C. Th5; D. Thi2; E. Thi4; F. Thi19; 4 dias de
incubacién a 25 °C. Fuente: Autor.
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Figura HS

Evaluacion del potencial nitrificante en medio amonio.

Nota. Capacidad del crecimiento en el medio amonio: A. Th2; B. Th4; C. Th5; D. Thi2; E. Thi4; F. Th19; incubacion
7 dias a 25 °C. Fuente: Autor.



POTENCIAL BIOCONTROLADOR DE CEPAS NATIVAS DE Trichoderma spp. 142

Apéndice I
Caracteristicas macro y microscopica de los HFP ensayados
Figura I1

Control de desarrollo de Fusarium spp. en PDA.

Nota. Desarrollo habitual de Fusarium spp. en PDA: A. Anverso, 10 dias; B. Reverso, 10 dias; C. Hifas de HFP, 7
dias; D. Conidios HFP 7 dias. Fuente: Autor.
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Figura I12.

Control de desarrollo de Botrytis spp. en PDA.

Nota. Desarrollo habitual de Botrytis spp. en PDA: A. Anverso, 15 dias; B. Reverso, 15 dias; C. Hifas de HFP, 7 dias;
D. Conidios HFP 7 dias. Fuente: Autor.
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Figura I3.

Crecimiento radial descrito por los fitopatogenos en PDA y AES.

100
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-e—-AES 7 145 235 33 39 485 545 61 685 74
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Nota. Testigos de los fitopatogenos frente a los que se enfrentaron las cepas de Trichoderma spp.: A. Fusarium spp.,
10 dias; B. Registro del crecimiento radial diario de Fusarium spp. en PDA y AES; C. Botrytis spp., 10 dias; D.
Registro del crecimiento radial diario de Botrytis spp. en PDA y AES. Fuente: Autor.
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Tabla I1

Prueba de Multiple Rangos para las VCR de los testigos, método; 95,0 porcentaje LSD.

Cepa Casos Media Grupos Homogéneos
Fusarium 3 0,266667 A

Botrytis 3 0,51 B

Th19 1 0,6 BC

Th4 1 0,7 CD

Th14 1 0,72 CD

Th2 1 0,75 D

Th5 1 0,76 D

Th12 1 0,78 D

Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
Botrytis - Fusarium * 0,243333 0,0757542
Botrytis - Th12 * -0,27 0,107133
Botrytis - Th14 * -0,21 0,107133
Botrytis - Th19 -0,09 0,107133
Botrytis - Th2 * -0,24 0,107133
Botrytis - Th4 * -0,19 0,107133
Botrytis - Th5 * -0,25 0,107133
Fusarium - Th12 * -0,513333 0,107133
Fusarium - Th14 * -0,453333 0,107133
Fusarium - Th19 * -0,333333 0,107133
Fusarium - Th2 * -0,483333 0,107133
Fusarium - Th4 * -0,433333 0,107133
Fusarium - Th5 * -0,493333 0,107133
Th12 - Th14 0,06 0,13121
Th12-Th19 * 0,18 0,13121
Th12 - Th2 0,03 0,13121
Th12 - Th4 0,08 0,13121
Th12 - Ths 0,02 0,13121
Th14 - Th19 0,12 0,13121
Th14 - Th2 -0,03 0,13121
Th14 - Th4 0,02 0,13121
Th14 - Ths -0,04 0,13121
Th19 - Th2 * -0,15 0,13121
Th19 - Th4 -0,1 0,13121
Th19 - Ths * -0,16 0,13121
Th2 - Th4 0,05 0,13121
Th2 - Th5 -0,01 0,13121
Th4 - Th5 -0,06 0,13121

Nota. El apartado superior presenta cuatro grupos homogéneos, en los que no existen diferencias significativas entre
las velocidades de crecimiento si comparten una misma columna de letras. En el segundo apartado, se sefialan con un
asterisco las parejas de cepas que presentan diferencias significativas con un nivel de confianza del 95,0%, (p<0,05).
Fuente: Autor.
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Tabla 12

Prueba de Multiple Rangos para el PICR de Fusarium spp.; método; 95,0 porcentaje LSD.

PICR .Cepa Casos Media Grupos Homogéneos
Thi9 6 56,6 A

Thi4 6 59,7833 AB

Th2 6 60,9333 AB

Thi2 6 62,3333 B

Th4 6 63,9 B

ThS 6 64,5 B

Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
Thi2 - Thi4 2,55 5,2939
Thi2 - Thi9 * 5,73333 5,2939
Thi2 - Th2 1,4 5,2939
Thi2 - Th4 -1,56667 5,2939
Thi2 - ThS -2,16667 5,2939
Thi4 -Thi9 3,18333 5,2939
Thi4 - Th2 -1,15 5,2939
Thi4 - Th4 -4,11667 5,2939
Thi4 - ThS -4,71667 5,2939
Thi9 - Th2 -4,33333 5,2939
Thi9 - Th4 * -7,3 5,2939
Thi9 - ThS * -7,9 5,2939
Th2 - Th4 -2,96667 5,2939
Th2 - ThS -3,56667 5,2939
Th4 - ThS -0,6 5,2939

Nota. En la tabla superior se presentan dos grupos homogéneos, en los que no existen diferencias significativas entre
los valores de PICR si comparten una misma columna de letras. En el segundo apartado, se indican con un asterisco
las parejas de cepas que presentan diferencias significativas con un nivel de confianza del 95,0%, (p<0,05). Fuente:
Autor.
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Tabla I3

Prueba de Multiple Rangos para el PICR de Botrytis spp.; método; 95,0 porcentaje LSD.

PICR .Cepa Casos Media Grupos Homogéneos
Th19 6 57,5833 A
Th12 6 62,3333 AB
Th14 6 62,6667 AB

Th4 6 64,0667 B
Th5 6 64,0667 B
Th2 6 64,25 B
Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
Th12 - Th14 -0,333333 5,94235
Th12-Th19 4,75 5,94235
Th12 - Th2 -1,91667 5,94235
Th12 - Th4 -1,73333 5,94235
Th12 - Th5 -1,73333 5,94235
Th14-Th19 5,08333 5,94235
Th14 - Th2 -1,58333 5,94235
Th14 - Th4 -1,4 5,94235
Th14 - Th5 -1,4 5,94235
Th19 - Th2 * -6,66667 5,94235
Th19 - Th4 * -6,48333 5,94235
Th19 - Ths * -6,48333 5,94235
Th2 - Th4 0,183333 5,94235
Th2 - Th5 0,183333 5,94235
Th4 - Th5 0 5,94235

Nota. En la parte superior se presentan dos grupos homogéneos, en los que no existen diferencias significativas entre
los valores de PICR si comparten una misma columna de letras. En el segundo apartado, se indican con un asterisco
las parejas de cepas que presentan diferencias significativas con un nivel de confianza del 95,0%, (p>0,05). Fuente:
Autor.
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Apéndice J
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Apéndice K
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