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RESUMEN
En el presente trabajo se evaluaron caracteristicas fisiologicas, bioquimicas y
genéticas de 23 cepas silvestres de Trichoderma spp., relacionadas con su
capacidad para antagonizar in vitro a microorganismos fitopatégenos. Los ensayos
de confrontacion en cultivos duales y las pruebas de inhibicidn evidenciaron a la cepa
CMU-8 de T. atroviride como la mejor antagonista contra los microorganismos
fitopatogenos de prueba, los cuales fueron los hongos Colletotrichum
gloeosporioides, C. coccodes, Fusarium pseudocircinatum y F. mexicanum, y los
oomicetes Phytophtora cinnamomi y P. capsici. La cepa CMU-218 de T. viride fue la
mejor productora de enzimas hidroliticas extracelulares (celulasas, quitinasas,
proteasas y xilanasas) asociadas al micoparasitismo. Los patrones de amplificacion
obtenidos para las cepas del complejo T. harzianum con iniciadores dirigidos a
secuencias repetitivas simples (ISSR) y para la amplificacion de elementos
repetitivos (rep-PCR), mostraron de tres a cinco genotipos. Los dendrogramas
generados indican que existe flujo genético entre las localidades de procedencia de
las cepas, o bien posiblemente estén separando a las especies cripticas del complejo
T. harzianum. Se seleccionaron nueve cepas de genotipos distintos de T. harzianum
para evaluar la variacion en la capacidad metabdlica y de conidiacion empleando el
ensayo de microarreglos fenotipicos (MFs) con placas Biolog. La cepa que mostré la
mayor versatilidad metabdlica fue la cepa CMU-183 (n=80), mientras que aquella que
mostré una menor capacidad en la utilizacion de sustratos fue la CMU-51 (n=30). Los
sustratos en los que se observé mayor conidiacion fueron D-celobiosa, D-fructosa, D-
galactosa, D-gentobiosa y D-trealosa. La cepa que produjo conidas maduras en la
mayor cantidad de fuentes de carbono fue la CMU-25 (n=23) y la que lo hizo en
menos fuentes de carbono fue la CMU-43 (n= 9). Los resultados sugieren que entre
las cepas de estudio se presenta micoparasitismo, antibiosis y competencia por
nutrientes como estrategias antagonicas contra microorganismos fitopatégenos. La
estrategia de caracterizacion de cepas de Trichoderma spp. empleada en el presente
trabajo permite la generacién de informacion sobre la biologia basica de
especies/cepas del género, al mismo tiempo que constituye una herramienta para la

seleccion de cepas para el desarrollo de productos de biocontrol.
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SUMMARY

This work aimed at evaluating the physiological, biochemical, and genetic
characteristics associated to the capacity of species and strains of the genus
Trichoderma for antagonizing phytopathogenic microorganisms in vitro. The results
from assays in dual culture and inhibition tests showed that the best antagonistic
strain against the tested phytopathogenic fungi Colletotrichum gloeosporioides, C.
coccodes, Fusarium pseudocircinatum, and F. mexicanum, and the oomycetes
Phytophtora cinnamomi and P. capsici was T. atroviride CMU-8. Trichoderma viride
CMU-218 was the strain that produced more hydrolytic extracellular enzymes
associated to mycoparasitism (cellulases, chitinases, proteases, and xylanases).
Patterns of DNA amplification targeted at inter simple sequence repeats (ISSR) and
repetitive elements (rep-PCR) revealed three to five genotypes in the T. harzianum
complex, the corresponding dendrograms suggesting either that gene flow occurs
between the provenance localities of strains, or that the cryptic species of the
complex are being separately grouped. Nine strains from different genotypes of T.
harzianum were selected for assessment of variations in metabolic capacity and
conidation by means of Biolog Phenotype MicroArrays (PM). Strain CMU-183 (n=80)
showed the highest metabolic versatility and strain CMU-51 (n=30) was the least
capable for substrate utilization. The substrates observed to better promote
conidation were D-cellobiose, D-fructose, D-galactose, and D-trehalose. Strain CMU-
25 (n=23) was the strain that formed mature conidia in the larger number of carbon
sources, while strain CMU-43 (n=9) did it in the lower number of substrates. The
results suggest that the studied strains display mycoparasitism, antibiosis, and
competition for nutrients as antagonistic strategies against phytopathogenic
microorganisms. The approach applied in this work for characterizing strains of the
genus Trichoderma allows for generating information about the biology of its species
and strains, and is a tool for selecting strains for development of biocontrol products.
PALABRAS CLAVE: Confrontacion, Inhibicion, Enzimas, Diversidad, Trichoderma.
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INTRODUCCION GENERAL

Clasificacion del género Trichoderma

El género Trichoderma fue descrito por primera vez en 1794 por Persoon (Samuels
2006) y en la actualidad se reconocen dentro de dicho grupo taxonémico a 254
especies y dos variedades (Bissett et al., 2015). Hasta recientemente se consideraba
que Trichoderma era el estado asexual de formas sexuales dentro del género
Hypocrea, sin embargo, se ha encontrado que en varios casos, especimenes de
Hypocrea y Trichoderma que se consideraban como pares de anamorfo/teleomorfo
consisten de especies separadas; el ejemplo mas representativo en ese sentido lo
constituye H. lixii y T. lixii, que actualmente se consideran especies diferentes
(Chaverri et al. 2015). Debido a ésto, y a la aportacion de estudios sistematicos y
taxonémicos del analisis filogenético proporcionado por las técnicas de biologia
molecular, se ha establecido la regla de nombrar tanto al estado asexual y sexual
como Trichoderma, aunque el nombre de Hypocrea debe de incluirse cuando se
habla por primera vez de alguna especie dentro del género (Bissett et al., 2015).

De acuerdo a revisiones recientes sobre los grupos y subgrupos taxonémicos
dentro de los hongos, y del propio género, la clasificacion completa del género
Trichoderma seria (Tabla 1): Reino Fungi, Subreino Dikarya, Phylum Ascomycota,
Pezizomycotina, Clase Sordariomycetes, Subclase Hypocreomycetidae, Orden
Hypocreales y familia Hypocreaceae (Hibbett et al., 2007; Kubicek y Druzhinina,
2014; Rossman et al., 2013).

Tabla 1. Clasificacion del género Trichoderma.

Reino Fungi

Subreino Dikarya

Phylum Ascomycota
Subdivision Pezizomycotina
Clase Sordariomycetes
Subclase Hypocreomycetidae
Orden Hypocreales
Familia Hypocreaceae
Género Trichoderma

3
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Aspectos bioldgicos y ecoldgicos generales del género Trichoderma

Algunas especies del género Trichoderma se consideran oportunistas exitosos
pudiendo colonizar una gran variedad de habitats (Kubicek y Druzhinina, 2014).
Estas especies pueden ser encontradas en ambientes acuaticos, en el suelo de
ecosistemas terrestres, y como parte de la microbiota de restos vegetales, incluidos
madera y mantillo (Atanasova, 2014; Kubicek y Druzhinina, 2014). Las especies del
género Trichoderma presentan una gran versatilidad de estilos de vida en estos
ambientes, los cuales se basan en dos modos principales de nutricion, que son el
saprotrofismo y la biotrofia (Atanasova, 2014). El modo de vida saprofitico de
algunas especies del género se debe en buena medida a su capacidad para producir
una gran diversidad de enzimas hidroliticas extracelulares, varias de ellas
relacionadas con la degradacion de polisacaridos de la pared celular vegetal
(Strakowska et al., 2014). Las interacciones biotréficas de las especies del género
se presentan con una amplia gama de grupos bioldgicos, y una de las mas
ampliamente documentadas es el micoparasitismo. En sus interacciones con otros
hongos, Trichoderma spp. puede colonizar superficialmente tejidos y colonias de
otras especies fungicas, o atacar la pared celular degradandola para invadir a su
contraparte, de tal forma que su comportamiento ecoldgico en ese sentido oscila
entre el micotrofia, en la que no mata a su hospedero, hasta el hiperparasitismo
necrotréfico, en el que acaba matando al hospedero (Druzhinina et al., 2011). Otra
relacion bidtica que ha cobrado gran relevancia en los ultimos afios es la capacidad
de especies de Trichoderma para establecerse como endofitos de plantas, no solo de
la raiz (Singh et al., 2014), sino también de las partes areas de la planta (Larran et
al., 2007; Bailey et al., 2008; Hosseyni-Moghaddam y Soltani, 2014). La presencia de
Trichoderma spp. en la rizésfera, y su interaccion como enddfito de raiz, induce en la
planta la respuesta de defensa contra fitopatégenos y promueve su crecimiento
(Harman et al., 2004; Singh et al., 2014; Olmedo-Monfil y Casas-Flores, 2014); otro
efecto importante de la interaccion es la disminucién del estrés abidtico y la
optimizacién en la incorporacion de nutrimentos del suelo y el uso eficiente del N por
parte de la planta (Shoresh et al., 2010).

Aunque el saprofitismo y las interacciones bidticas con hongos y plantas son
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quiza los aspectos ecologicos mas evaluados en Trichoderma spp., las especies del
género mantienen relaciones con una gama mas amplia de grupos bioldgicos,
incluido el parasitismo hacia nematodos (Mukherjee et al., 2013) y seres humanos
(Sandoval-Denis et al., 2014).

Ciclo de vida de Trichoderma spp.

El crecimiento del micelio de Trichoderma sobre un sustrato eventualmente lleva a la
produccion de esporas asexuales, proceso que es dependiente de la fuente de
carbono (Friedl et al., 2008) y es regulado por diversos factores que incluyen ciclos
endoégenos de la hifa y factores ambientales como la iluminacion, el pH, la tensién de
oxigeno e inclusive el dafio mecanico (Steyaert et al., 2010). En la fase sexual del
ciclo de vida de Trichoderma spp., la evidencia gendomica y experimental en algunas
especies del género ha mostrado que éstas presentan heterotalismo bipolar (Seidl et
al. 2009), es decir, la plasmogamia de entrecruzamiento sexual solo se puede
presentar entre hifas de individuos que contienen genes determinantes de cruza
sexual diferentes y complementarios, denominados matl-1 y matl-2, los cuales se
encuentran en el mismo locus pero no presentan similitud en su secuencia. Dicho
patron de cruzamiento sexual ha sido caracterizado experimentalmente unicamente
en T. reesei (Seidl et al. 2008) y mediante evidencia gendmica en T. virens y T.
atroviride, en cuyos genomas solo se ha encontrado uno de los dos genes de tipos
de apareamiento (Schmoll et al., 2016). El analisis genébmico de T. reesei, T. virens y
T. atroviride también ha permitido describir el sistema de feromonas peptidicas y de
receptores de dichas feromonas, gracias a su homologia con especies de

ascomicetes bien caracterizadas en ese sentido (Schmoll et al., 2016).

Aplicaciones biotecnoldgicas de Trichoderma spp.

Produccién de enzimas

Sin duda alguna la especie mas importante en la produccién de enzimas de utilidad
industrial ha sido T. reesei, de la cual se identific6 inmediatamente su poder
celulolitico (Schuster y Schmoll, 2010). Al paso del tiempo se han probado diversos

sustratos para la produccién de la actividad celulolitica al mismo tiempo que se han
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aplicado estrategias de genética molecular para la obtencion de cepas
sobreproductoras. Después de los resultados obtenidos con T. reesei, se incremento
el interés en la busqueda de actividad celulolitica en otras especies del género, de tal
forma que a la fecha se han detectado genes y actividades de exo-3-1,4-glucanasas,
endo-B-1,4-glucanasas, B -Glucosidasas en varias especies de Trichoderma spp.
(Strakowska et al., 2014). El analisis genbmico comparativo de T. reesei, T. virens y
T. atroviride ha mostrado que el numero de genes de celulasas y xilanasas no es
muy distinto entre las tres especies, y de hecho estas ultimas producen un numero
mayor de celulasas que la primera, no obstante que T. reesei es considerada
saprofitica y las otras dos como micoparasiticas (Schmoll et al., 2016). Aun mas, T.
reesei produce una cantidad mas baja de celulasas en comparacién con otras
especies de hongos ascomicetes, no obstante, su éxito industrial como hongo
celulolitico se debe a que las pocas celulasas que expresa, las secreta en gran
cantidad, constituyendo en conjunto entre el 70 y el 80% de la proteina secretada por
dicha especie (Schmoll et al., 2016).

En afos mas recientes se ha utilizado el analisis protedmico en Trichoderma
spp. para evaluar la produccion de CAZimas, posible castellanizacion de CAZyme,
Carbohydrate Active Enzymes, como se les ha denominado en inglés, o el CAZoma,
posible castellanizacion de CAZome, término analogo al empleo del sufijo omica en
transcriptomica, gendmica, protedmica, etc., usado para designar el analisis masivo
de datos en distintos procesos bioldgicos. En particular, ha sido de especial interés
en analisis de secretoma, es decir, las proteinas que son secretadas al medio de
cultivo, esto debido al creciente interés por la produccion de bioetanol y
carbohidratos de bajo peso molecular a partir de residuos vegetales (Singhania et al.,
20013; Bischof et al., 2016). Asi, se ha realizado el estudio del secretoma de T.
reesei para encontrar una combinacion éptima de enzimas que permita el tratamiento
de biomasa vegetal para la obtencién de biocombustibles (Adav et al., 2012). No
obstante, el analisis comparativo del secretoma de la cepa Rut C30 de T. reesei, con
el de la cepa S4F8 de T. asperellum, muestra que esta ultima produce un conjunto
de enzimas lignoceluloliticas mas completo que el de la primera, con un mayor

potencial para la hidrolisis de hemicelulosa y celobiosa (Marx et al., 2013). El mismo
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tipo de analisis protedmico en presencia de celulosa o residuos vegetales se ha
realizado en T. harzianum (Do Vale et al., 2012; Gomez-Mendoza et al., 2014; Rocha
et al., 2016).

Las xilanasas son enzimas que también participan en la degradacion de la
pared celular vegetal. Dentro de esta actividad enzimatica se agrupa comunmente a
endoxilanasas y B-xilosidasas, las cuales son enzimas importantes en la hidrolisis de
la xilana, el componente mayoritario de la hemicelulosa. Las endoxilanasas se
encargan en primer término de hidrolizar el homopolimero de 1-4, 3-D-xilopiranosa
generando xilo-oligébmeros (Ahmed et al., 2009), los cuales son procesados por las -
xilosidasas para generar monémeros de xilosa (Knob et al., 2010). En el genoma de
T. reesei se han encontrado cuatro genes que codifican para xilanasas y uno para
xilosidasa (Martinez et al., 2008), por lo que se considera que en el género la
produccion de dichas enzimas es limitada en comparacion con otras especies de
hongos. Como era de esperarse, los genes relacionados con la sintesis de xilanasas
en T. reesei aumentan su transcripcion significativamente cuando el hongo se cultiva
en presencia de rastrojo de trigo (Schmoll et al., 2016). El analisis del secretoma de
T. harzianum en presencia de celulosa muestra la presencia de dichas enzimas (Do
Vale et al., 2012). Ademas, se ha encontrado que algunos genes de xilanasas, junto
con otros miembros de CAZoma, aumentan su transcripcion en procesos de
diferenciacién celular, como la conidiacién en T. reesei (Schmoll et al., 2016), aunque
el papel de dichas actividades enzimaticas en este proceso no esta claro.

Las aplicaciones industriales de las xilanasas secretadas por hongos, incluidas
especies del género Trichoderma, abarcan la produccién de sustancias quimicas
como el xilitol, el tratamiento de alimento para animales de granja, el bioblanqueo de
pulpa para la elaboracion de papel, como aditivos en la industria de los alimentos, o
como componentes de férmulas detergentes, entre otras (Juturu y Wu, 2012).

Otro grupo de enzimas hidroliticas extracelulares de relevancia producidas por
Trichoderma spp. son las quitinasas, las cuales degradan a la quitina, un polimero
estructural en la pared celular de hongos y en el exoesqueleto de insectos. Por lo
anterior, dicha actividad enzimatica ha sido relacionadas con la actividad

entomopatégena y micoparasitica de hongos (Chavan y Deshpande, 2013), y
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particularmente en Trichoderma spp. (Gruber y Seidl-Seiboth, 2012). La actividad
quitinolitica se induce generalmente como un complejo multi-enzimatico que incluye
por lo menos a endo-quitinasas y N- acetil hexosaminidasas, aunque la quitina
también puede ser atacada por desacetilasas (Chavan y Deshpande, 2013; Hartl y
Seidl-Seiboth, 2012). Las glucanasas y las quitosanasas colaboran con las quitinasas
en el proceso de degradacion de la pared celular fungica, ya que las glucanas y la
quitosana constituyen otros de los polimeros importantes en la estructura de la pared
celular de los hongos (Gruber y Seidl-Seiboth, 2012). El analisis gendmico
comparativo ha mostrado que el género Trichoderma ha sufrido una expansion en el
namero de genes que codifican para quitinasas y quitosanasas en relacion a otras
especies fungicas de ascomicetes y basidiomicetes; en particular, las especies
micoparasiticas T. atroviride y T. virens tienen un mayor numero de dichos genes
que el sapréfito T. reesei (Kubicek et al., 2011). El numero de genes de glucanasas
también es mayor en las especies micoparasiticas que en T. reesei, pero la funcion
de la mayoria de dichos genes no ha sido elucidada (Schmoll et al., 2016).

Ademas de sus funciones asociadas a la capacidad micoparasitica y
nematicida de Trichoderma spp., las quitinasas son utiles en la produccion de quito-
oligosacaridos, glucosamina y N- acetil glucosamina a partir de quitina, sustancias
con actividad farmacologica, incluida la actividad antitumoral; el uso de estas
enzimas como aditivos en cremas antifungicas y en medicamentos oftalmicos
también ha sido considerado (Dahiya et al.,, 2006; Nagpure et al., 2014). La
produccion de protoplastos fungicos es otra de las aplicaciones de dicha actividad
enzimatica.

Las proteasas extracelulares también han sido estudiadas en Trichoderma
spp. en relaciéon a su participacion en el micoparasitismo y a algunas aplicaciones
industriales. En el caso de esta actividad enzimatica, el analisis comparativo del
secretoma predicho mediante herramientas bioinformaticas de T. atroviride, T. virens
y T. reesei indica la secrecion de 81, 63 y 61 proteasas, respectivamente;
principalmente de los grupos aspartil y serin proteasas, proteasas parecidas a
subtilisina (subtilisin-like), dipeptidil y tripeptidil peptidasas (Druzhinina et al., 2012).
Esta gran cantidad y variedad de proteasas extracelulares ha sido asociada al
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proceso de micoparasitismo y al ataque a nematodos. Asi, evidencia experimental
muestra la activacion de la transcripcion de genes de proteasas extracelulares de las
tres especies antes mencionadas cuando se confrontan con Rhizoctonia solani (Seidl
et al., 2009). Una cepa de T. cf. harzianum sobreexpresante de una proteasa alcalina
muestra una mejora en la actividad nematicida que la cepa silvestre (Sharon et al.,
2001), mientras que una serin proteasa de T. pseudokoningii posee actividad
nematicida contra el parasito de plantas Meloidogyne incognita (Chen et al., 2009).
Ademas de las enzimas extracelulares descritas con anterioridad, las especies
del género Trichoderma secretan otras enzimas de relevancia biotecnolégica como
las amilasas (Noguchi et al., 2008; Juwon y Emmanuel, 2012), lipasas (Coradi et al.,
2013; Toscano et al., 2013) y cutinasas (Roussel et al., 2014), a las cuales en
general se les ha prestado poca atencién, ya que no existe la misma cantidad de
estudios sobre genes, proteinas y aplicaciones al respecto, en comparacion con las
enzimas anteriormente descritas. Adicionalmente, en el secretoma de diversas
especies de Trichoderma spp. obtenido en diferentes condiciones de cultivo hay
proteinas cuya funcién permanece desconocida (De Lima et al., 2016; Marx et al.,
2013; Do Vale et al., 2012). Lo anterior indica que el potencial biotecnolédgico
derivado de las proteinas y enzimas secretadas por las especies del género
Trichoderma se incrementara de manera significativa en el futuro, conforme se tenga
una mejor descripcidén de la gran diversidad de enzimas que puede producir dicho

grupo taxonémico.

Produccidén de sustancias con actividad bioldgica

Las especies del género Trichoderma producen una gran diversidad de metabolitos
secundarios con distintos tipos de actividad biolégica (Hermosa et al., 2012; Zeilinger
et al.,, 2016). Entre estos, han sido particularmente estudiados los peptaiboles
(Hermosa et al., 2012) o peptaibidticos (Zeilinger et al., 2016), un grupo de péptidos
no ribosomales comunmente lineales, aunque algunos son ciclicos, con una longitud
de 4 a 12 residuos de aminoacidos y pesos moleculares entre los 500 y 2100 Da.
Algunas caracteristicas estructurales de dichos péptidos es el alto contenido de acido

2- amino-isobutirico, la presencia de acido hidroxil- amino en el extremo C- terminal y
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un aminoacido alquilo N-terminal, aunque esta ultima caracteristica no se presenta
en todos los casos (Hermosa et al., 2012).

En la actualidad se tienen registradas aproximadamente 317 estructuras de
peptaiboles, de las cuales alrededor del 80% provienen del género Trichoderma,
particularmente de las especies T. viride, T. harzianum, T. virens, T. brevicompactum
y T. parceramosum/ T. ghanense (Hermosa et al., 2014; Zeilinger et al., 2016). La
sintesis de este tipo de péptidos es realizada por sintetasas de péptidos no
ribosomales conformadas por dominios funcionales, cada uno de los cuales llevan a
cabo pasos especificos del proceso de sintesis como adenilacién, tiolacion y
condensacion (Zeilinger et al., 2016). Los peptabioles producidos por Trichoderma
spp. se han subdividido en cuatro subfamilias, atendiendo tanto a la longitud como a
la presencia de ciertos aminoacidos en determinadas posiciones de la secuencia
(Hermosa et al., 2014). Peptaiboles denominados tricoconias obtenidos de T. koningii
tienen actividad antimicrobiana de amplio espectro, inhibiendo in vitro el crecimiento
de bacterias Gram positivas y hongos (Xiao-Yan et al., 2006). Este tipo de
peptaiboles inducen la apoptosis en F. oxysporum (Shi et al., 2012).

En el caso de las llamadas tricofuminas, obtenidas de una especie de
Trichoderma no identificada, se ha encontrado actividad morfogénica en hongos
fitopatogenos y propiedades neurolépticas en ratones de laboratorio (Berg et al.,
2003). Peptaiboles producidos por T. harzianum tienen actividad contra larvas de
insectos (Shakeri y Foster, 2007). Adicionalmente, se ha demostrado que los
peptaiboles producidos por T. virens participan en la induccion de la resistencia
sistémica en pepino contra la infeccién del tejido foliar de la bacteria fitopatégena
Pseudomonas syringae pv. lachrymans (Viterbo et al., 2007). Por ultimo, otro grupo
de peptaiboles se ha relacionado con funciones auto-regulatorias en Trichoderma
spp., participando en la regulacion de procesos como la germinacion de conidias, el
desarrollo del micelio y la reproduccion sexual y asexual (Hermosa et al., 2014;
Zeilinger et al., 2016).

Otro tipo de metabolitos secundarios identificados en Trichoderma spp.
incluyen a los epipolitiodioxopiperazinas, los policétidos, sideroforos, terpenoides y la

6-pentil pirona (Hermosa et al., 2014; Zeilinger et al., 2016). Algunos de estos
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compuestos son importantes en el proceso de micoparasitismo que se describe
parrafos adelante. Todas estas sustancias incrementan de manera significativa el
potencial biotecnolégico de cepas del género y constituyen un argumento adicional

para el analisis de cepas silvestres.

Biocontrol

Como en cualquier otra area de las ciencias, y particularmente de la biotecnologia,
los términos y conceptos relacionados con el control y manejo biolégico de
enfermedades de plantas de relevancia agropecuaria han ido modificandose con el
tiempo de acuerdo con el entendimiento de los procesos de interaccion entre
microorganismos, y entre estos y la planta. Asi, el término “control biol6gico” o
“biocontrol” en un sentido muy ampio puede ser definido como el control de “un
organismo por parte de otro” (Narayanasamy, 2013). Aunque el término también ha
sido empleado en un sentido mas amplio para designar “el uso de organismos
naturales o modificados, genes o productos de genes para reducir los efectos de
organismos no deseados (patdogenos) y favorecer organismos deseables como
cultivos, arboles, animales, insectos y microorganismos benéficos” (Narayanasamy,
2013). El desarrollo de un microorganismo que controla a otro depende de diversos
factores que favorecen una actividad antagénica, como se explicara mas adelante
para el caso de Trichoderma spp. Aun mas, algunos microorganismos, como es el
caso del grupo taxondmico analizado en el presente trabajo, actuan protegiendo a la
planta de interés tanto de manera directa inhibiendo el desarrollo del patégeno, como
de manera indirecta incrementando el nivel de resistencia de la planta contra el
patdgeno (Narayanasamy, 2013).

Se han descrito tres mecanismos por medio de los cuales las especies del
género Trichoderma interaccionan con el fitopatdégeno, los cuales incluyen la
liberacion de metabolitos con actividad antifungica, la competencia directa por los
nutrientes y el espacio disponibles, y el micoparasitismo (Benitez et al., 2004;
Olmedo-Monfil y Casas-Flores, 2014). Estos mecanismos no actuan de manera
aislada, sino que interaccionan de manera sinérgica obteniendo como resultado una

mayor eficacia en la eliminacion del agente infeccioso. Ademas de la capacidad de
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Trichoderma spp. para atacar o inhibir directamente el crecimiento de
microorganismos fitopatdogenos, también pueden inducir la resistencia en plantas,
tanto sistémica como localmente, contra un amplio numero de enfermedades que
son causadas por bacterias, hongos y virus (Benitez et al., 2004; Olmedo-Monfil y
Casas-Flores, 2014). A continuacioén se describen brevemente las caracteristicas de

cada uno de los mecanismos involucrados en el antagonismo.

a) Micoparasitismo

Las relaciones antagdnicas entre microorganismos se han clasificado en dos
grupos principales atendiendo el nivel de agresividad hacia el hospedero. En el
primer grupo se encuentran las interacciones de tipo biotrofico, en las cuales el
micoparasito se alimenta del hongo blanco sin matarlo. En el segundo grupo se
encuentran las interacciones necrotoficas, en las cuales el hongo micoparasitico
ataca a su presa, primero detectandola y después orientando el crecimiento en dicha
direccion; una vez producido el contacto, Trichoderma spp. se adhiere a su huésped
enrollandose alrededor de éste y formando apresorios, culminando la interaccion con
la lisis de la pared celular y la digestion de los contenidos celulares del hospedero,
causando su muerte (Leeder et al., 2011). Como ya se comentd previamente,
algunas de las enzimas secretadas por el micoparasito juegan un papel muy
importante en la eliminacion del hongo patégeno. No existe evidencia contundente
sobre el tipo de sefal que es detectada por Trichoderma spp. para percibir a un
hongo hospedero, aunque se piensa que la accidn de enzimas hidroliticas del propio
micoparasito permiten la liberacion de moléculas sefializadoras liberadas de la pared
celular de la presa (Benitez et al., 2004; Olmedo-Monfil y Casas-Flores, 2014). Por
otra parte, se ha demostrado que las lectinas juegan un papel importante en el
enrollamiento de Trichoderma spp. alrededor de la hifa del fitopatdgeno (Leeder et
al., 2011; Olmedo-Monfil y Casas-Flores, 2014).

b) Antibiosis
Como se menciond lineas arriba, las especies de Trichoderma spp. producen

metabolitos toxicos, volatiles y no volatiles, que impiden el desarrollo de
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microorganismos fitopatdégenos. Entre esos metabolitos se encuentran pironas,
terpenoides, esteroides y policétidos (Olmedo-Monfil y Casas-Flores, 2014). En el
caso especifico de compuestos volatiles, se ha documentado la produccion de
alcoholes, cetonas, alcanos, furanos, mono- y sesquiterpenos, asi como pironas. A
este arsenal de sustancias hidrosolubles y volatiles, hay que agregar a los péptidos
no ribosomales descritos con anterioridad, entre los que destacan los peptaiboles
(Olmedo-Monfil y Casas-Flores, 2014). La secrecion de estas sustancias se ha visto
claramente correlacionada con la capacidad de biocontrol, ya que la purificacion y
aplicaciéon de antibiético tienen los mismos resultados sobre el fitopatdgeno que si se
aplica todo el hongo. EI modo de accion de la mayoria de los antibidticos

identificados se desconoce.

c) Competencia

En comparacién con otras especies fungicas, las especies del género
Trichoderma poseen una gran versatilidad fisiolégica que les permite utilizar una gran
variedad de nutrientes organicos e inorganicos del suelo. Esta caracteristica hace de
Trichoderma spp. excelentes competidores por espacio y nicho en distintos
ambientes, particularmente en el suelo. Ademas de la gran variedad de enzimas
extracelulares descritas anteriormente, que le permiten degradar diferentes tipos de
polimeros, la capacidad para capturar nutrientes en baja concentracién en el entorno
y transportarlos al interior celular son cualidades del género que contribuyen a su
éxito como colonizador. Por ejemplo, el hierro en suelo se encuentra comunmente en
formas insolubles, poco biodisponibles, lo que lo hace escaso para los
microorganismos. Algunas cepas de Trichoderma spp. sintetizan y secretan
sideroforos y péptidos capaces de quelar dicho metal y transportarlo al interior de la
célula. Se ha propuesto que la competencia por hierro es un mecanismo por el cual
Trichoderma spp. puede suprimir el crecimiento de Fusarium spp., aunque dicho
mecanismo no parece ser igual de eficiente para suprimir otros fitopatégenos
(Olmedo-Monfil y Casas-Flores, 2014).

En el caso de nutrientes organicos, se ha propuesto que Trichoderma ssp.,

particularmente T. harzianum, es capaz de competir en ambientes de baja
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concentracion de glucosa por su capacidad para transportar al interior celular
eficientemente dicho monosacarido. En esta especie se ha descrito un transportador
con alta afinidad para la glucosa, denominado Gtt1, que se expresa solamente en
ambientes donde la glucosa esta presente en muy baja concentracion (Benitez et al.,
2004).

Una caracteristica adicional relacionada con el éxito de Trichoderma spp.
como competidor en suelo es su capacidad para sensar y responder a cambios de
pH en el entorno. Mutantes de T. virens con un regulador transcripcional clave para
la respuesta a modificaciones de pH, crecen mas lentamente a pH arriba de 7 y
muestran una capacidad disminuida para sobrecrecer a Rhizotconia solani y

Sclerotium rolfsii, aun en medio acido (Olmedo-Monfil y Casas-Flores, 2014).

d) Induccién de resistencia en plantas

La induccion de resistencia en plantas por parte de Trichoderma ha sido
menos estudiada en comparacion con las respuestas inducidas por rizobacterias, ya
que la mayor parte de trabajos se han enfocado en la proteccion contra infecciones
mediante los mecanismos de ataque directo al fitopatégeno anteriormente descritos.
En un primer mecanismo denominado resistencia sistémica inducida (ISR, por sus
siglas en inglés), se ha documentado que la induccidn de resistencia sistémica en
plantas por parte de Trichoderma spp. estd mediada por las fitohormonas acido
jasmomico y etileno, con las cuales la planta reconoce al hongo (Olmedo-Monfil y
Casas-Flores, 2014). En un segundo mecanismo denominado resistencia sistémica
adquirida (SAR, por sus siglas en inglés) y mediado por acido salicilico, Trichoderma
spp. induce en la planta la expresion de genes relacionados con patogénesis. La
induccién de resistencia contra fitopatdgenos ha sido probada experimentalmente en
diversos sistemas planta-patdégeno que incluyen Botrytis cinerea y Colletotrichum
lindemuthianum en frijol, Alternaria solani en tomate, Phytophthora parasitica en
tabaco, tanto mediante la aplicacion de indculos como de extractos de Trichoderma

spp. (Olmedo-Monfil y Casas-Flores, 2014).

14



Morales-Gallardo, S. l U.M.S.N.H., 2016

Seleccidén de cepas silvestres de Trichoderma spp. para procesos de biocontrol
La seleccion de cepas silvestres de Trichoderma spp. de distintas regiones del
mundo con fines biotecnoldgicos, y en particular en la busqueda de candidatos para
el desarrollo de productos de biocontrol, se ha llevado a cabo por mas de tres
décadas. La literatura generada en ese sentido ha mostrado una gran variabilidad
intra e interespecifica en la capacidad para antagonizar a especies de hongos y
oomicetes fitopatdgenos por parte de las cepas/especies analizadas (Anees et al.,
2010; Consolo et al., 2012; ElI-Komy et al., 2015; Hirpara et al., 2016). Asi, la
evidencia muestra que no es posible basarse en estudios previos para predecir qué
especie del género Trichoderma de una coleccion en particular resultara mejor
antagonista contra determinadas especies/cepas de microorganismos fitopatogenos.
Dependiendo del origen de las cepas analizadas y de las especies de fitopatégenos
contra las que se confrontan, en algunos casos se ha documentado que cepas de T.
virens y T. koningii son mejores antagonistas que otras de las especies evaluadas de
manera simultanea, mientras que en otros estudios se reportan cepas de T.
harzianum como las mas eficientes, y en otros casos cepas de T. gamsii.

En algunos de los trabajos realizados para la seleccion de cepas de
Trichoderma spp. con fines de biocontrol se ha intentado establecer correlacién entre
la capacidad antagodnica in vitro y la produccion de enzimas hidroliticas extracelulares
o de metabolitos hidrosolubles, encontrando resultados contrastantes dependiendo
de la referencia consultada (Consolo et al., 2012; EI-Komy et al., 2015; Nath et al.,
2014). También se ha realizado analisis de agrupamiento empleando distintos
marcadores genéticos para evaluar la correlacion entre los genotipos encontrados y
las caracteristicas fenotipicas de las cepas de Trichoderma spp. evaluadas. En este
caso tampoco coinciden diversos de los estudios realizados, ya que mientras que en
algunos casos se documenta dicha correlacion, en otros no se encuentra (Consolo et
al., 2012; Hirpara et al., 2016).

No existe uniformidad en la estrategia empleada para la seleccion de cepas,
aunque en la mayoria de los casos la confrontacidén en cultivos duales entre cepas de
Trichoderma spp. de interés y los fitopatégenos de prueba prevalece como el ensayo

inicial importante. A partir de ahi algunos analisis consideran complementar con los
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ensayos de inhibicién de crecimiento por metabolitos hidrosolubles o volatiles (Nath
et al., 2014). En otros casos se analiza la produccion de enzimas hidroliticas
extracelulares de manera cualitativa o cuantitativa (Consolo et al., 2012; dos Reis
Almeida et al., 2007), mientras que ciertos autores realizan ensayos de biocontrol in
planta (Alamri et al., 2012) y en campo (Avila-Miranda et al., 2006). Sin embargo, son
pocos los casos en los que se combina el analisis de antagonismo con pruebas
bioquimicas, metabdlicas y genéticas (Consolo et al., 2012; Hirpara et al., 2016; Nath
et al., 2014).

Por todo lo anterior, la seleccion de cepas del género Trichoderma con fines
de biocontrol no puede considerarse un asunto concluido, particularmente en
regiones en las no se han colectado cepas y que tienen relevancia agronémica, con
cultivos que son atacados por especies o variedades de microorganismos
fitopatégenos de dificil contencidon y que causan pérdidas econémicas. En el estado
de Michoacan se han aislado cepas de especies de hongos fitopatdgenos de cultivos
de relevancia agronémica, como es el caso de Fusarium mexicanum que infecta al
mango, o de Colletotrichum coccodes, que ataca a plantas de jitomate (S. P.
Fernandez- Pavia y G. Rodriguez-Alvarado, comunicacién personal). A la fecha, no
se ha probado experimentalmente la capacidad de Trichoderma spp. para
antagonizar a dichas especies. En ésta entidad también se han obtenido variantes
geograficas de oomicetes fitopatbgenos como Phytophthora cinnamomi, que infecta
arboles de aguacate, un cultivo de gran relevancia socioecondmica para Michoacan.
La presencia de éstos y otros microorganismos fitopatégenos en la entidad hace
necesaria la busqueda de estrategias de control, que incluyan alternativas al uso de
plaguicidas y pesticidas quimicos, como lo es el biocontrol. Sin embargo, a la fecha
no se ha probado la eficiencia de cepas de Trichoderma spp. nativas del estado de
Michoacan contra las especies de fitopatdgenos anteriormente mencionadas.

Diversos trabajos han documentado que el aislamiento y caracterizacion de
cepas de Trichoderma spp. de nuevas regiones geograficas o de nichos particulares
aportan nuevas especies al género o cepas de especies previamente descritas, pero
con caracteristicas fisiologicas particulares (Kullnig et al., 2000;Hoyos-Carbajal et al.,
2009; Migheli et al., 2009; Zachow et al., 2009; Belayneh-Mulaw et al., 2010; Gal-
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Hemed et al., 2011). En algunos casos se ha documentado que los taxa de cierto
nicho/region, exhiben actividad antagonista contra especies de hongos fitopatégenos
de la misma region/nicho de donde fueron aisladas las cepas de Trichoderma spp.
(Belayneh-Mulaw et al., 2010; Gal-Hemed et al., 2011), algo que no siempre es el
caso, como lo muestra la amplia variacion en las caracteristicas antagonicas,
fisiologicas y bioquimicas de cepas de Trichoderma spp. de los estudios citados
parrafos arriba.

En el Laboratorio de Conservacién y Biotecnologia Microbiana del Centro
Multidisciplinario de Estudios en Biotecnologia de la Facultad de Medicina Veterinaria
de la Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo se ha establecido un
cepario de especies silvestres del estado Michoacan (Arredondo-Santoyo, 2009) con
fines de conservacion del germoplasma y de evaluacion del protencial biotecnoldgico
de la diversidad de hongos de la entidad. Entre las cepas de dicha coleccion se han
identificado 23 cepas pertenecientes al género Trichoderma de las especies T.
harzianum (n=14), T. olivascens (n=1), T. trixiae (n=1), T. viridialoum (n=1), T.
tomentosum (n=2), T. koningii (n=1), T. atroviride (n=1), T. viride (n=1) y T. gamsii
(n=1) (Cazares-Garcia et al., 2016). Se desconoce la capacidad antagdnica contra
microorganismos fitopatégenos de dichas cepas, y en el caso de las cepas de T.
harzianum, que constituyen el grupo mas numeroso, se desconoce la variabilidad
genética y cualquier caracteristica fisiologica o metabdlica que pueda estar asociada
a su potencial como agente de biocontrol. Por lo anterior, la caracterizacion de esta
colecciéon de cepas de Trichoderma, particularmente en relacion a su potencial para
el biocontrol de microorganismos fitopatdgenos, es el principal objetivo del presente

trabajo.
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HIPOTESIS

Las cepas de Trichoderma spp. aisladas de distintos ecosistemas del estado
de Michoacan, son antagonistas de microorganismos fitopatégenos provenientes de
la misma entidad, pero presentan diversidad en las caracteristicas fisiolégicas y

genéticas asociadas a dicho proceso.

OBJETIVOS
General
Evaluar caracteristicas fenotipicas y genotipicas en cepas silvestres de
Trichoderma spp. de relevancia en el antagonismo contra microorganismos
fitopatdgenos.

Particulares

I. Determinar la capacidad de cepas silvestres de Trichoderma spp. para

antagonizar in vitro a microorganismos fitopatogenos.

II.  Analizar cualitativamente la produccién de enzimas hidroliticas extracelulares

en las cepas de interés.

lll.  Evaluar la diversidad genética en cepas de Trichoderma harzianum.

IV. Determinar la diversidad metabdlica en cepas de Trichoderma harzianum.
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Objetivo 1

Antagonismo in vitro hacia
microorganismos fitopatégenos

'

Confrontacién en
cultivos duales

1

Hongos

Fusarium mexicanum

Fusarium pseudocircinatum

Colletotrichum coccodes

Colletotrichum gloeosporioides

Objetivo 2 l l

Determinacidn cualitativa de enzimas Diversidad intraespecifica
hidroliticas extracelulares

de T. harzianum

Objetivo 3 | Objetivo 4
Xilanasas l l
l Celulasas I i
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Inhibicién del Proteasas |
crecimiento iti
Quitinasas P —
14 cepas
1 UP- PCR ISSR’s rep-PCR
Oomicetos | | |
l ,
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Microplacas
Biolog

Figura 1. Estrategia general
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CAPITULO 1

ANALISIS DE LA CAPACIDAD ANTAGONICA IN VITRO DE CEPAS SILVESTRES
DE Trichoderma spp. CONTRA MICROORGANISMOS FITOPATOGENOS

RESUMEN

Se evaluo la capacidad de 23 cepas silvestres de Trichoderma spp. colectadas en el
estado de Michoacan para antagonizar microorganismos fitopatégenos. Se realizaron
ensayos de confrontacién en cultivos duales y pruebas de inhibicion en cajas de Petri
de 95 mm de diametro con medio Vogel. Todas las cepas de Trichoderma evaluadas
mostraron el nivel mas alto de antagonismo (clase 1) contra los oomicetes
Phytophtora cinnamomi y Phytophtora capsici, creciendo sobre ellos y evitando el
desarrollo de micelio. El 87% (20/23) de las cepas evaluadas mostré el maximo nivel
de antagonismo contra los hongos fitopatdgenos Colletotrichum gloeosporioides,
Colletotrichum coccodes y Fusarium pseudocircinatum. Contra Fusarium mexicanum
solo tres cepas de T. harzianum (CMU-14, CMU-16, CMU-90), asi como T. viride
(CMU-218) y T. atroviride (CMU-8) mostraron el nivel mas alto de antagonismo. En
los ensayos de inhibicién, los fitopatdgenos se inocularon en medio en el cual
previamente habian crecido las cepas de Trichoderma spp. El 91% (21/23) de las
cepas inhibieron completamente el crecimiento de P. cinnamomi y P. capsici. Para C.
gloeosporioides y C. coccodes, solo dos y ocho cepas de Trichoderma spp.,
respectivamente, lograron inhibir completamente el crecimiento. Contra F.
pseudocircinatum solo tres de las cepas de estudio mostraron inhibicion total y para
F. mexicanum ninguna cepa logré dicho nivel. Los resultados muestran que las
cepas de estudio tienen un alto potencial para su aplicacion en procesos de
biocontrol, destacandose la cepa de T. atroviride (CMU-8). Es la primera vez que se
prueba el antagonismo de las especies T. trixiae, T. olivascens y T. viridialoum contra
microorganismos fitopatdgenos, y en la que se analiza el antagonismo de cualquier
especie de Trichoderma contra F. mexicanum, especie que mostrd gran resistencia

al ataque de cepas biocontroladoras.
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INTRODUCCION

A partir del conocimiento de que Trichoderma ssp. podia antagonizar contra
microrganismos fitopatégenos, en la década de 1980-1990 se iniciaron los estudios
para la evaluacion de cepas silvestres de Trichoderma spp. contra microorganismos
fitopatégenos de diversas plantas de relevancia agrondmica. Desde los primeros
reportes en ese sentido se documentd tanto la variacion inter e intraespecifica de
Trichoderma spp. en su capacidad de antagonizar in vitro contra organismos
fitopatdogenos, como diferencias en la eficacia del antagonismo de una misma cepa
contra distintas especies de fitopatégenos (Bell et al., 1982; Kohl y Schldsser, 1989;
Jackson et al., 1991; Worasatit et al., 1994). Estudios mas recientes en diversas
regiones geograficas y ecosistemas han confirmado esta gran variacion intra e
interespecifica en la efectividad de cepas de Trichoderma spp. para antagonizar
contra diferentes microorganismos fitopatégenos. Esto muestra la necesidad de
seguir aislando y caracterizando cepas antagonistas de distintas regiones,
particularmente cercanas geografica y ecoldégicamente a las cepas de fitopatégenos
que se desea controlar. A continuacion se presentan antecedentes recientes de los
resultados de estudios de seleccién de cepas en distintas partes del mundo.

Algunos estudios de seleccién han iniciado a partir de cepas de diferentes
especies, de tal forma que se ha seleccionado por especie y por cepa la capacidad
antagodnica. Por ejemplo, al analizar la capacidad antagonica contra Sclerotium rolfsii
de 11 cepas de las especies T. harzianum (n=4), T. viride (n=2), T. virens (n=1), T.
hamantum (n=1), T. koningii (n=1), T. pseudokoningii (1) y una cepa no identificada,
las unicas cepas analizadas de T. virens y T. koningii mostraron los mejores niveles
de inhibicion del fitopatégeno, seguidas de cepas de T. viride y T. harzianum (Hirpara
et al., 2016). Mientras que la mejor cepa mostré un modo de accidon micoparasitico
enrollandose sobre el fitopatégeno, el segundo mejor antagonista y otras de las
cepas mostraron la antibiosis como estrategia principal. Los dos mejores
antagonistas T. virens y T. koningii, inhibieron la peroxidacion de lipidos del
fitopatdégeno, proceso esencial en la formacion de esclerocios los cuales son
estructuras de resistencia y propagacion. En estas mismas cepas de Trichoderma se

mostré la produccidn de una gran variedad de metabolitos bioactivos contra el
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patdogeno cuando se crecieron en presencia de paredes celulares de éste. Al realizar
un analisis de agrupamiento utilizando marcadores tipo SRAP (Sequence Related
Amplified Polymorphism), las cepas no se agruparon por especies, y el agrupamiento
por capacidad antagdénica mencionado por los autores no fue significativo (Hirpara et
al., 2016). Este estudio muestra como una buena capacidad antagonica en cepas de
Trichoderma de distintas especies se basa en estrategias diferentes, en este caso
micoparasitismo por sobrecrecimiento del fitopatdgeno (T. virens) y antibiosis (T.
koningii).

En otro estudio similar se evaluaron 16 cepas de las especies T. velutinum, T.
harzianum, T. hamatum, T. tomentosum y T. gamsii, resultando los mejores
antagonistas contra R. solani en cultivos duales cepas de esta ultima especie. Los
niveles de inhibicién de crecimiento en cultivos duales oscilaron entre 2 y 46% con
variaciones inter e intraespecificas significativas (Anees et al., 2010). Al igual que en
el estudio anteriormente citado, también se encontrd variacion en el mecanismo de
antagonismo entre las cepas analizadas; mientras que las cepas que mejor
inhibieron el crecimiento lo hicieron antes de entrar en contacto con el fitopatégeno
(sin enrollarse), otras cepas entraron en contacto con el micelio de R. solani
enrollandose e inhibiendo su crecimiento. De manera interesante, algunas de las
cepas no inhibieron el crecimiento de R. solani, no obstante que fueron capaces de
enrollarse alrededor de sus hifas. En concordancia con los resultados de inhibicion
obtenidos en cultivos duales, la mayoria de las cepas mas efectivas fueron las que
presentaron resultados positivos en la produccion de moléculas hidrosolubles como
mecanismo de inhibicién. Dichas moléculas pueden ser sustancias con actividad
antibidtica o enzimas hidroliticas (Narayanasamy, 2013). Aunque se presentd
evidencia de inhibicion del crecimiento de R. solani por produccién de sustancias
volatiles, el porcentaje de inhibicion del fitopatégeno fue muy bajo, inferior al 33%
(Anees et al., 2010). Las cepas de T. gamsii que antagonizaron mejor in vitro, fueron
capaces de antagonizar al patégeno en suelo y reducir significativamente la infeccion
de este en plantulas de zanahoria, mediante la induccién de resistencia. Estos
resultados muestran que los ensayos in vitro son efectivos para seleccionar cepas

eficientes para su aplicacién in vivo. Nath et al. (2014) analizaron 18 cepas de
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Trichoderma spp., de las cuales nueve mostraron maxima capacidad antagodnica
contra Phytophthora colocasiae; dichas cepas fueron identificadas por filogenia
molecular como T. asperellum (n=7), T. longibrachiatum (n=1) y T. harzianum (n=1),
siendo esta ultima la que present6é el mayor porcentaje de inhibicidon de crecimiento
del fitopatdgeno en cultivos duales, asi como la mejor inhibicién por produccion de
metabolitos difusibles y por compuestos volatiles. Dicha cepa también presento la
maxima actividad de 3-1-3 glucanasa de las cepas evaluadas, pero no de quitinasa,
aunque los niveles de actividad de esta ultima fueron altos. ElI dendrograma
generado empleando marcadores AFLP separ6 a al unica cepa de T. harzianum de
las siete cepas de T. asperellum, pero en estas ultimas no se observé agrupamiento
relacionado con la capacidad antagonica o el area geografica de procedencia de las
cepas (Nath et al., 2014).

El analisis de 33 cepas de las especies T. harzianum (n=20), T. virens (n=11)
y T. koningii (n=2) contra los hongos fitopatdgenos Alternaria sp., Bipolaris
sorokiniana, Fusarium graminearum, F. solani y Pyricularia oryzae, mostré una
amplia variacion intra e interespecifica de la capacidad antagonista in vitro, siendo
cepas de la primera especie las que mejores resultados de inhibicién presentaron
(Consolo et al., 2012). Ademas, las tres cepas mas efectivas para la inhibicion del
crecimiento de los fitopatogenos evaluados también presentaron las actividades
hidroliticas mas altas de [B-1-3 glucanasa, quitinasa y proteinasa, aunque la
correlacion entre actividad hidrolitica y antagonismo varié dependiendo de la cepa de
Trichoderma spp. y el fitopatdgeno de prueba.

Como se mencion6 anteriormente, a diferencia de los ejemplos anteriores en
los que se partié de cepas de distintas especies de Trichoderma, en otros trabajos se
han analizado cepas de la misma especie para seleccionar aquella con los mejores
resultados en las confrontaciones duales in vitro. En algunos de estos trabajos
también se ha intentado correlacionar la capacidad antagdnica con la produccion de
enzimas hidroliticas extracelulares, o con la produccion de metabolitos hidrosolubles.
Adicionalmente, en algunos de los reportes aqui documentados se ha evaluado la
diversidad genética empleando distintos marcadores, intentando encontrar patrones

de agrupamiento que correlacionen las caracteristicas fenotipicas de las cepas

32



Morales-Gallardo, S. l U.M.S.N.H., 2016

evaluadas. Por ejemplo, al analizar la capacidad micoparasitica de 15 cepas de T.
harzianum en cultivos duales contra Rhizoctonia solani, se encontré que el micelio de
todas producia enrollamientos sobre el micelio del fitopatdgeno, aunque algunas
cepas lo hacian con mayor frecuencia (dos Reis Almeida et al., 2007). No se
encontro correlacion entre la capacidad de las cepas para producir los enrollamientos
y las actividades hidroliticas extracelulares relacionadas con la degradacion de la
pared celular fungica, incluyendo quitinasa, N-acetil-B-D-glucosaminidasa y p-1-3
glucanasa. De manera interesante, las cepas analizadas presentaron una gran
variabilidad tanto en la capacidad de enrollamiento como en las actividades
enzimaticas evaluadas (dos Reis Almeida et al., 2007). En contraste, un estudio mas
reciente en el que se analizan cinco cepas de T. harzianum, las dos que mostraron
los mejores niveles de antagonismo contra Fusarium oxysporum fueron también las
que mostraron los mayores niveles de actividad enzimatica de [(-1-3 glucanasa,
quitinasa y N-acetilglucosaminidasa (Lopez-Mondéjar et al., 2011).

Esta misma correlacion entre la capacidad de produccion de enzimas
hidroliticas extracelulares y la efectividad del antagonismo in vitro documentada en el
estudio anterior en T. harzianum también ha sido observada en otras especies de
Trichoderma. Por ejemplo, al evaluar el antagonismo de 30 cepas de T. asperellum
en cultivos duales con Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici se encontré un rango de
inhibicion de crecimiento del fitopatégeno que oscilo entre el 32 y el 71% (ElI-Komy et
al., 2015). Las actividades de quitinasa y (3-1-3 glucanasa también mostraron una
amplia variacion entre las cepas analizadas, presentandose una correlacién positiva
entre la capacidad de produccion de ambas hidrolasas con la capacidad antagdnica
contra F. oxysporum, es decir, las cepas con mayor actividad fueron también las
mejores antagonistas. El patrén de agrupamiento generado empleando marcadores
RAPD mostré una gran variacion genética entre las cepas de estudio, pero no hubo
correlacion entre los grupos genéticos formados con la capacidad antagodnica o la
produccion de enzimas hidroliticas (EI-Komy et al., 2015).

Ademas de las variaciones intra e interespecificas observadas en los
experimentos in vitro e in vivo, pruebas complementarias de invernadero y en campo

también han mostrado diversidad en la capacidad de sobrevivencia y antagonismo
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de T. harzianum. Asi, el analisis microscépico de cultivos duales de una cepa
silvestre de T. harzianum mostré una interaccion micoparasitica de este contra
distintos microorganismos fitopatdégenos, incluidos Rhizoctonia solani, Fusarium
oxysporum, Alternaria alternata, Macrophomina phaseolina, Pythium ultimum vy
Exserohilum rostratum (Alamri et al., 2012). Al emplear paredes celulares de hongos
fitopatogenos como fuente de carbono en cultivos liquidos, la cepa mostré altos
niveles de actividad enzimatica de a-1-3 glucanasa, 3-1-3 glucanasa y quitinasa,
pero no presentd actividad de proteasa. Ademas, no obstante que el filtrado
extracelular en las mismas condiciones de cultivo mostré la produccion de distinto
tipo de fenoles por parte de T. harzianum, dicho filtrado no inhibid el crecimiento de
los fitopatégenos in vitro. No obstante, la aplicacion en invernadero de la cepa
analizada, sola o en conjunto con una cepa de Bacillus subtilis, protegi¢ a semillas y
plantas de tomate, lechuga y pepino contra los fitopatogenos ensayados,
principalmente contra F. oxysporum (Alamri et al., 2012).

Otro estudio realizado en cinco cepas de la misma especie biocontroladora,
mostré diferencias significativas en la capacidad endorricica y de colonizacion de la
rizésfera, asi como en el control de la pudricidon blanca provocada por Sclerotium
cepivorum en campos de cultivo de ajo, en un periodo de dos anos (Avila-Miranda et
al., 2006). Las cepas recuperadas del suelo por aislamiento en cultivo durante los
dos afnos de estudio se analizaron mediante patrones AFLP, los cuales concordaron
con las cepas inicialmente inoculadas y las diferenciaron de las cepas nativas.

Todos los antecedentes expuestos con anterioridad muestran que es dificil
predecir con seguridad, basandose en estudios previos, qué especie de Trichoderma
sera mas efectiva como antagonista in vitro contra una especie de fitopatdogeno en
particular. Mientras que en algunos estudios cepas de T. virens y T. koningii han
resultado mejores antagonistas, en otros mas han sido cepas de T. harzianum, y aun
en otro han sido cepas de T. gamsii, dependiendo de la especie o grupo de especies
de fitopatégenos evaluados. Otro aspecto importante ha sido la gran variabilidad
intraespecifica que reportan estos estudios, ya comentada previamente. Ademas,
también es importante destacar que mientras algunos trabajos encuentran

correlacién entre la capacidad antagodnica in vitro y la produccion de enzimas
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hidroliticas extracelulares o de metabolitos hidrosolubles, en la mayoria de los casos
no se presenta dicha correlacion. Por ultimo, cuando se ha realizado analisis de
agrupamiento, en general, no se ha encontrado correlacion entre los grupos
genéticos formados y las caracteristicas fenotipicas de las cepas de Trichoderma
spp. evaluadas.

Por todo lo anterior, en este apartado del trabajo se establecié el objetivo de
evaluar la capacidad antagonica in vitro de las cepas de estudio de Trichoderma spp.
con las que se contaba en el cepario (ver introduccion general). Con los resultados
de este apartado, se buscaron correlaciones bioquimicas y genéticas, lo cual se

expone y discute en los capitulos siguientes.

MATERIALES Y METODOS

Cepas de estudio

Se analizaron un total de 23 aislados silvestres los cuales forman parte del Cepario
Michoacano Universitario (CMU), perteneciente al Laboratorio de Conservacion y
Biotecnologia de Microorganismos del Centro Multidisciplinario de Estudios en
Biotecnologia, Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, de la Universidad
Michoacana de San Nicolas de Hidalgo (Michoacan, México). Las cepas de
Trichoderma estudiadas se obtuvieron de distintos ecosistemas de bosque templado
del estado de Michoacan (Tabla 1), y previamente se les asigndé una clave de
identificacion que consiste en las siglas del nombre del cepario seguido del numero
que hace referencia a su localizacion (Arredondo-Santoyo, 2009). La identificacion
genético molecular de las cepas fue realizada por Cazares-Garcia et al. (2016). Se
utilizd ademas como cepa de referencia la cepa IMI206040 de T. atroviride
proporcionada por el Dr. Alfredo Herrera-Estrella del LANGEBIO- CINVESTAV,
Unidad Irapuato.

Las cepas de los microorganismos fitopatdogenos fueron donadas por la Dra.
Sylvia Fernandez Pavia y el Dr. Gerardo Rodriguez Alvarado del Instituto de
Investigaciones Agropecuarias y Forestales (lIAF) de la Universidad Michoacana de
San Nicolas de Hidalgo (Tabla 2). Incluyen cuatro especies de hongos y dos

especies de oomicetos del género Phytophtora.
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Tabla 1. Datos de las cepas silvestres de Trichoderma spp. (Cazares-Garcia et al. 2016).

Clave CMU Especie Localidad de colecta Tipo de vegetacion
CMU-1 H. lixii/T. harzianum Puerto Madrofio (Atécuaro) Bosque Pino-Encino
CMU-14 H. lixii/T. harzianum Parque Nacional “José Ma. Morelos”, Charo Bosque Pino-Encino
CMU-16 H. lixii/T. harzianum Parque Nacional “José Ma. Morelos”, Charo Bosque Pino-Encino
CMU-18 H. lixii/T. harzianum Parque Nacional “José Ma. Morelos”, Charo Bosque Pino-Encino
CMU-19 H. lixii/T. harzianum Parque Nacional “José Ma. Morelos”, Charo Bosque Pino-Encino
CMU-23 H. lixii/T. harzianum Presa Gachupina. Cd. Hidalgo Bosque Pino-Encino
CMU-25 H. lixii/T. harzianum Presa Gachupina. Cd. Hidalgo Bosque Pino-Encino
CMU-34 H. lixii/T. harzianum Parque Nacional “José Ma. Morelos”, Charo Bosque Pino-Encino
CMU-43 H. lixii/T. harzianum Cuto de la Esperanza Pastizal

CMU-44 H. lixii/T. harzianum Presa Gachupina. Cd. Hidalgo Bosque Pino-Encino
CMU-51 H. lixii/T. harzianum Patzcuaro Bosque Pino-Encino
CMU-90 H. lixii/T. harzianum Puerto Madrofio (Atécuaro) Bosque Pino-Encino
CMU-181 H. lixii/T. harzianum Puerto Madrofio (Atécuaro) Bosque Pino-Encino
CMU-183 H. lixii/T. harzianum Puerto Madrofio (Atécuaro) Bosque Pino-Encino
CMU-8 H. atroviridis/T. atroviride Parque Nacional “José Ma. Morelos”, Charo Bosque Pino-Encino
CMU-21 T. gamsii Presa Gachupina. Cd. Hidalgo Bosque Pino-Encino
CMU-66 H. olivascens/T. olivascens Presa Gachupina. Cd. Hidalgo Bosque Pino-Encino
CMU-231 T. trixiae Puerto Madrofio (Atécuaro) Bosque Pino-Encino
CMU-236 T. viridialboum Puerto Madrofio (Atécuaro) Bosque Pino-Encino
CMU-218 H. rufa/T. viride Puerto Madrofio (Atécuaro) Bosque Pino-Encino
CMU-221 T. tomentosum Puerto Madrofio (Atécuaro) Bosque Pino-Encino
CMU-222 T. tomentosum Puerto Madrofio (Atécuaro) Bosque Pino-Encino
CMU-234 H. koningii/T. koningii Puerto Madrofio (Atécuaro) Bosque Pino-Encino

Medios de cultivo

Se empled el medio minimo Vogel (MMV) para el cultivo y mantenimiento del micelio
vegetativo de los aislados de Trichoderma spp., asi como para la generacién de
La solucion stock (50X) del (g/L):
NasCeHs07-5H20, 150; KH2PO4, 250; NH4NOs3, 100; MgSO4-7H20, 10; CaClz-2H20,

5; biotina (5 mg/100 mL etanol al 50%), 5 mL; solucién de oligoelementos, 5 mL.

inéculos. MMV esta compuesta por

Tabla 2. Datos de los aislados silvestres de microorganismos fitopatdégenos.

Clave Especie Cultivo/planta que infecta Localidad de Procedencia
COLMM7  Fusarium pseudocircinatum Caoba (Swietenia sp.) Tecoman, Col.
MICMM21  Fusarium mexicanum Mango (Mangifera indica) Buenavista Tomatlan, Mich.
CCJT-1 Colletotrichum coccodes Jitomate (Solanum lycopersicum)  Morelia, Mich.
- Colletotrichum gloeosporioides Formio (Phormium tenax) Morelia, Mich.
- Phytophthora cinnamomi Aguacate (Persea americana) Atécuaro, Mich.
CH-11 Phytophthora capsici Chile (Capsicum annuum) Cuitzillo, Mich.
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La solucién de oligoelementos contiene (g/L): acido citrico-2H20, 5; ZnS04-H20, 5;
FeClz-6H20, 1; CuS04-5H20, 0.25; MnCl2:4H20, 0.072; H3BO3, 0.05; Na2Mo0O4-2H20,
0.05. Para la siembra de las cepas, el stock se diluyé en agua destilada hasta
obtener una concentracion final 1X y se adicion6 1.5% de glucosa y agar
bacteriologico (15 g/L). Los medios se esterilizaron a 121 °C (15 Ib/in2) por 15

minutos.

Ensayos de antagonismo

Para evaluar la actividad antagdnica de Trichoderma spp. se utilizé la técnica de
Cherif y Benhamou (1990), la cual se describe brevemente a continuaciéon. Para
cada experimento se inoculé en un extremo de cajas Petri de 9.0 cm de diametro
con MMV un disco de 6 mm de diametro con micelio en crecimiento activo de las
distintas especies de hongos fitopatégenos, permitiendo el desarrollo de la colonia a
28 °C durante 3 a 5 dias. Esto se hizo para permitir que la colonia del fitopatégeno
alcanzara un tamano adecuado debido a su lento crecimiento. Posteriormente, en el
otro extremo de la caja se inoculé un disco de 6 mm de diametro tomado del
borde de colonias en crecimiento activo de los distintos aislados de Trichoderma
spp. Las cepas se inocularon a una distancia de 6 cm y se incubaron a 28 °C,
en obscuridad. A los 15 dias de la confrontacion se clasifico el tipo de antagonismo
segun Bell et al. (1982), mediante la escala: 1 = Trichoderma sobrecrece
completamente al fitopatégeno y cubre totalmente la superficie del medio, 2 =
Trichoderma sobrecrece las dos terceras partes de la superficie del medio, 3 =
Trichoderma vy el fitopatdgeno colonizan cada uno aproximadamente la mitad de la
superficie y ningun organismo parece dominar al otro. Todos los ensayos se
realizaron por triplicado para cada una de las cepas de Trichoderma, confrontada

con cada una de las cepas de microorganismos fitopatdgenos.

Ensayos de inhibicién
Se utilizé el método del papel celofan (Dennis y Webster, 1971), que consistié en
cortar papel celofan en circulos de 9.0 cm de diametro, los cuales se lavaron con

agua destilada y se esterilizaron a 121 °C (15 Ibs/in?) por 15 min. Los circulos de
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papel celofan asi preparados se colocaron en condiciones asépticas en campana de
flujo laminar sobre cajas de Petri con MMV solidificado. En el centro de la placa de
Petri, sobre el papel celofan depositado en el medio MMV, se colocaron inoculos
cilindricos de 6 mm de diametro tomados del borde de colonias en crecimiento
activo de los distintos aislados de Trichoderma spp., incubandose a 28 °C.
Cuando el micelio cubrié % partes de la superficie del medio de cultivo, en campana
de flujo laminar se retir6 el papel celofan con la colonia fungica adherida. En el mismo
medio, en experimentos independientes se inocul6 de la manera previamente descrita
a cada una las especies de microorganismos fitopatdgenos, incubandose a 28 °C y
midiendo cada 24 h el diametro del crecimiento radial. De la misa manera, en el
mismo medio de cultivo se inoculé e incub6 una caja control, en la que no habia
crecido previamente Trichoderma spp. El experimento finalizé cuando el micelio del
microorganismo fitopatdégeno del cultivo control llend la caja de Petri. Los ensayos se
realizaron por triplicado. Para determinar el porcentaje de inhibiciéon del crecimiento
micelial de los fitopatégenos, se utilizé la siguiente formula: % de inhibicion = [(D1-
D2)/D1x100] (Worasatit et al., 1994); donde: D1 = diametro de la colonia del
microorganismo fitopatégeno creciendo en cajas con MMV libre de inhibidores y D2 =
diametro de la colonia del mismo microorganismo creciendo en cajas con MMV, en la
cual previamente crecid Trichoderma spp. sobre el papel celofan. Se clasifico el tipo
de inhibicién segun su nivel de actividad, donde: clase 1 = Trichoderma spp. inhibe
del 67 al 100% del crecimiento del fitopatdégeno, clase 2 = Trichoderma spp. inhibe
del 34 al 66% del crecimiento del fitopatégeno, clase 3 = Trichoderma spp. inhibe del

1 al 33% del crecimiento del fitopatdgeno.

RESULTADOS

Ensayos de antagonismo

Los ensayos de antagonismo en cultivos duales de las 23 cepas de Trichoderma
estudiadas contra los fitopatégenos evaluados mostraron resultados heterogéneos.
El tipo de antagonismo observado segun la clasificacién de Bell et al., (1982) descrita
en la seccion de Materiales y Métodos, contra C. gloeosporioides fue

predominantemente clase 1 (79%), no obstante, también se observé antagonismo
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clase 2 (17%) y clase 3 (4%) (Tabla 3). En esta confrontacién las especies de
Trichoderma que mostraron los niveles de antagonismo mas altos fueron T.
harzianum (CMU-1, CMU-14, CMU-16, CMU-18, CMU-23, CMU-25, CMU-34, CMU-
51, CMU-90, CMU-181, CMU-183); T. atroviride (CMU-8); T. olivascens (CMU-66); T.
trixiae (CMU-231); T. viridialoum (CMU-236); T. viride (CMU-218); T. tomentosum
(CMU-221) y T. koningii (CMU-234). Los ensayos de antagonismo contra C.
coccodes, evidenciaron antagonismo clase 1 (87%) y clase 2 (13%), siendo las
especies de T. harzianum (CMU-1, CMU-14, CMU-16, CMU-18, CMU-23, CMU-25,
CMU-34, CMU-43, CMU-44, CMU-51, CMU-90, CMU-181, CMU-183); T. atroviride
(CMU-8); T. olivascens (CMU-66); T. trixiae (CMU-231); T. viridialoum (CMU-236); T.
viride (CMU-218); T. tomentosum (CMU-221) y T. koningii (CMU-234) las que
presentaron el nivel de antagonismo mas alto (Tabla 3). El antagonismo contra F.
mexicanum fue clase 1 (22%), clase 2 (61%) y clase 3 (17%) siendo el fitopatogeno
mas resistente al antagonismo contra las cepas de Trichoderma spp. evaluadas
(Tabla 3). Para dicho fitopatégeno, la especie T. harzianum (CMU-14, CMU-16,
CMU-90); T. atroviride (CMU-8); T. viride (CMU-218) mostraron los mejores
resultados de antagonismo. Los ensayos de antagonismo contra F. pseudocircinatum
fueron clase 1 (87%), clase 2 (9%) y clase 3 (4%), presentando la menor eficiencia
en confrontacion la especie T. tomentosum (CMU-222); seguida de T. harzianum
(CMU-44) y T.gamsii (CMU-21).

El antagonismo contra los dos oomicetos evaluados, P. cinnamomi y P.
capsici fue de clase 1 (100%), ya que todas las cepas de Trichoderma analizadas

fueron capaces de sobrecrecer eficientemente a estos fitopatdgenos (Tabla 3).
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Antagonismo

Fitopatégeno Clase 1 Clase 2 Clase 3

C. coccodes

CMU 14 CMU- 66 CMU -221

F. mexicanum . g ..¢£

CMU-14 CMU-2128 CMU-2 CMU-!S CMU-66 CMuU-221 CMU-34

o8 e 0D ¢

CMU-231 CMu-21 CMU-44 Cmu-222

P. cinnamomi

P. capcisi

s P
CmMu-z21 CMU-234

CMU-34

Figura 1. Ensayos de confrontacién de cepas de Trichoderma spp. contra hongos y oomicetes
fitopatdgenos. En todos los ensayos la cepa de Trichoderma esta inoculada en el lado derecho vy el
fitopatdgeno en el lado izquierdo de la placa de Petri. El nimero de cepa de Trichoderma spp. aparece
debajo de cada placa y los nombres de los fitopatégenos de prueba en cada linea aparecen a la
izquierda. Se muestran resultados representativos de cada nivel de antagonismo encontrado en las
cepas de Trichoderma spp. Los niveles de antagonismo del mas fuerte al mas débil son: clase 1 >
clase 2> clase 3.

Pruebas de inhibicion de crecimiento de fitopatégenos

En los ensayos de inhibicion del crecimiento micelial de los fitopatdgenos en medio
de cultivo sélido, en el que previamente se habia incubado a Trichoderma spp. se
encontraron niveles de inhibicion variables.

De acuerdo a la escala de actividad descrita previamente, los niveles de
inhibicién obtenidos para C. gloeosporioides fueron: clase 1 (9%), clase 2 (13%) y
clase 3 (78%), dicho fitopatdogeno fue inhibido totalmente en placas en las que se
habia precultivado a T. atroviride (CMU-8), mientras que la inhibicion fue
completamente nula en placas en donde habian crecido las cepas de T. harzianum
(CMU-1, CMU-19, CMU-23, CMU-25), T. gamsii (CMU-21), T. tomentosum (CMU-
222) y T. koningii (CMU-234). El resto de las cepas de Trichoderma mostraron un

porcentaje de inhibicidon parcial que oscil6 entre 3.7 % - 76% (Tabla 4).
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Tabla 3. Nivel de antagonismo de cepas silvestres de Trichoderma contra microorganismos
fitopatégenos.

Fitopatégeno?

Especie/cepa C. gloeosporioides  C. coccodes  F. mexicanum F. pseudocircinatum P. cinnamomi P. capsici

T. harzianum
CMU-1
CMU-14
CMU-16
CMU-18
CMU-19
CMU-23
CMU-25
CMU-34
CMU-43
CMU-44
CMU-51
CMU-90
CMU-181
CMU-183
T. atroviride
CMU-8
T. gamsii
CMU-21
T. olivascens
CMU-66
T. trixiae
CMU-231
T. viridialbum
CMU-236
T. viride
CMU-218
T. tomentosum
CMU-221
CMU-222
T. koningii
CMU-234
T. atroviride

IMI206040 2 2

" Los niveles de antagonismo estan indicados por numero y color: clase: 1 (gris oscuro) Trichoderma sobrecrece
completamente al fitopatégeno y cubre totalmente la superficie del medio, 2 (gris claro) Trichoderma sobrecrece las
dos terceras partes de la superficie del medio, 3 (blanco) Trichoderma y el fitopatdégeno colonizan cada uno
aproximadamente la mitad de la superficie y ningiin organismo parece dominar al otro.
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En C. coccodes los niveles de inhibicién obtenidos fueron clase 1 (35%), clase
2 (52%) y clase 3 (13%), siendo inhibido totalmente por T. atroviride (CMU-8),
mientras que la inhibicién fue baja para el caso de cepas de T. harzianum (CMU-43,
CMU-51, CMU-90). El resto de las cepas de Trichoderma mostraron un porcentaje de
inhibicién parcial que mostré variaciones del 33.7 % — 93.5% (Tabla 4).

El crecimiento de Fusarium mexicanum de acuerdo a la escala de inhibicion
fue clase 2 (22%) y clase 3 (78%), siendo inhibido en un 50% por T. harzianum
(CMU-16), mientras que el resto de las cepas de Trichoderma analizadas mostraron
un porcentaje de inhibicion parcial, menor a dicho porcentaje, variando entre 11.8% —
42.7% (Tabla 4).

En Fusarium pseudocircinatum se obtuvieron niveles de inhibicién clase 1
(4%), clase 2 (13%) y clase 3 (83%). Este patdégeno fue inhibido en un 80% por T.

41



Morales-Gallardo, S. l U.M.S.N.H., 2016

atroviride (CMU-8), mientras las cepas que no presentaron inhibicién fueron T.
harzianum (CMU-1, CMU-90, CMU-183), T. olivascens (CMU-66), T. tixiae (CMU-
231), y T. viride (CMU-218). El resto de las cepas analizadas de Trichoderma

mostraron un porcentaje de inhibicion parcial entre 4.5 % - 35.8% (Tabla 4).

Inhibicion
Clase 1 Clase 2 Clase 3

CMU-231 CMU-68 CMU-19 CMU-21

Fitopatogeno

C. gloeosporioides

o (@ '.ﬁ e 0
CMU-8 mU-ﬂi CMU-1 CMU-23 CMU-43 CMU-30 CMU-51

- non.o.
C;l-.l.;s CMU-236 I. CMU-181 CmMuU-25 CMU-1 CMU-183

CMU-8 CMU-34 CMU-181 CMuU-222 CMU-SIJ CMU-66 CMU-2231

e

CMU-44 CMU-222 CMU-21

. 4

CMU-44 CMU-222 CMU-218

P. cinnamomi

CMU-43

P. capcisi

CMU-50 CMU-236 CMU-221

Figura 2. Ensayos de inhibicién de cepas de Trichoderma spp. contra hongos y oomicetos
fitopatégenos. En todas las figuras se muestra el crecimiento de la colonia del hongo u oomiceto
correspondiente en placas de Petri en las que previamente habia crecido hasta fase logaritmica media
la cepa de Trichoderma en ensayos independientes. El nimero de cepa de Trichoderma spp. aparece
debajo de cada placa y los nombres de los fitopatdgenos de prueba en cada linea aparecen a la
izquierda. En el caso de los oomicetes se marcé tenuemente el borde de la colonia en los resultados
del nivel de inhibicién clase 3, debido a que por las caracteristicas del micelio la colonia no es visible
en la fotografia tomada. Se muestran solo algunos resultados representativos de cada clase.

La inhibicién del crecimiento de Phytophthora cinnamomi fue de clase 1 (87%) y
clase 3 (13%), mostrando una inhibicion del 100% las cepas de T. harzianum
(CMU19, CMU-25, CMU-34, CMU-43, CMU-181, CMU-183), T. atroviride (CMU-8), T
trixiae (231), T. viridialoum (236). La cepa que no fue capaz de inhibir el crecimiento

de este oomyceto fue T. harzianum (CMU-44). El resto de las cepas analizadas de
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Trichoderma mostraron un porcentaje de inhibicion parcial entre 31.8 % — 98.3%

(Tabla 4).

Tabla 4. Inhibicion de crecimiento de microorganismos fitopatégenos por parte de las cepas de
Trichoderma spp.

Fitopat6geno*

Especie/cepa C. gloeosporioides  C. coccodes F. mexicanum F. pseudocircinatum P. cinnamomi P. capsici
T. harzianum
CMU-1 3 1) 2 (62.9) 3 (16) 3 (0.8)
CMU-14 3 (3.7 2 (60 3(16.4) 3(14.1)
CMU-16 3(33.1) 2 (55) 3(33.5)
CMU-18 3 (10) 3(21.8) 3 (30)
CMU-19 3 (0 3(18.5) 3(11.6)
CMU-23 3 (0 2 (62.5) 3(17.2) 3 (9.1)
CMU-25 3 (0) 2 (65.2 3(11.8) 3 (6)
CMU-34 2 (43.5) 3(26.2) 2 (35.8)
CMU-43 3 (43) 3(16.2) 3(17.9) 3 (45)
CMU-44 3 (9.1) 2 (36.4) 3(32.9) 3(21.6)
CMU-51 3(21.8) 3(33.3) 3(24.1) 3(22.7)
CMU-90 2 (34.7) 3(30.8 2 (34.3) 3 (0)
CMU-181 3(21.2) 2(41.4) 2 (34.5)
CMU-183 3 (3.9 2(38.1) 3(16.4) 3 (0)
T. atroviride
cvu-s  INNINICONINNNE0EN 3 (25  [N(E0E) o0 R ooy
T. gamsii
CMU-21 3 (0) | 1(925) 3(21.6) 3(20.8)
T. olivascens
CMU-66 2 (61) 2 (46.6) 3(16.4) 3 (0
T. trixiae
cvu-231 [N 2 (62 3(28.7) 3 (0
T. viridialbum
CMU-236 3 (10) 2 (62) 2 (42.7) 3(19.1)
T. viride
CMU-218 3 (5.8) 2(47.2) 3(17.2) 3 (0
T. tomentosum
CMU-221 3(15.8) 3(19.1) 3(28.3)
CMU-222 3 (0) 2 (37.5) 2 (35.4) 2 (33.9) 3(31.8) 3 (0.4)
T. koningii
CMU-234 3 2(33.7) 3 (20 3(27.9) 1.9  1(802)
T. atroviride
IMI206040 2(654) 2009 3eon) |G GO0 o0

" Los distintos niveles de inhibicion se muestran en color y con nimero, entre paréntesis aparece el porcenatje de
inhibicién con respecto al crecimiento de cada fitopatégeno en un medio control, en el que previamente no habia
crecido una cepa de Trichoderma spp. Clave: Inhibicion clase 1 (cuadros gris oscuro), Trichoderma spp. inhibe del 67
al 100% el crecimiento del fitopatégeno; Inhibicién clase 2 (cuadros gris claro), Trichoderma spp. inhibe del 34 al 66%
del crecimiento del fitopatégeno; Inhibicién clase 3 (cuadros blancos), Trichoderma spp. inhibe del 1 al 33% del
crecimiento del fitopatégeno.

En Phytophthora capsici los niveles observados de la escala de inhibicion fueron

clase 1 (87%) y clase 2 (13%), siendo inhibido totalmente por las cepas de T.
harzianum (CMU-1, CMU-16, CMU-18, CMU-19, CMU-23, CMU-25, CMU-34, CMU-
90, CMU-181, CMU-183), T. atroviride (CMU-8), T. olivascens (CMU-66), T. trixiae
(231), T. viridialbum (236) y T. tomentosum (CMU-221). Las cepas que no lograron
inhibir a dicho fitopatégeno fueron T. harzianum (CMU-44), T. viride (CMU-218) y T.

tomentosum (CMU-222). El resto de las cepas analizadas mostraron un porcentaje

de inhibiciéon parcial pero significativamente alto, que varié entre 80.2% — 96.4%

(Tabla 4).
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DISCUSION

En este apartado del trabajo se evalud la capacidad de las 23 cepas de
Trichoderma spp. de estudio contra distintos microorganismos fitopatdégenos que
atacan cultivos y especies vegetales del estado de Michoacan. En concordancia con
estudios previos de evaluacion de cepas silvestres, se encontré una gran variacion
intra e interespecifica en la capacidad para antagonizar e inhibir el crecimiento de
fitopatogenos por parte de las cepas de estudio. Algunas de las especies de
Trichoderma spp. analizadas en el presente trabajo han sido ampliamente
documentadas como biocontroladoras de hongos y oomicetos fitopatdgenos,
mientras que otras especies no han sido descritas como antagonistas previamente.
Ademas de aquellas especies que ya se han evaluado en estudios anteriores, en el
presente trabajo se analizdé su capacidad antagdnica contras especies de
microorganismos fitopatégenos con las que no se han reportado estudios con
anterioridad. Por todo esto, el presente trabajo aporta nuevo conocimiento sobre
Trichoderma spp. en relacion a su capacidad antagonica.

Las especies T. olivascens (CMU-66), T. viridialoum (CMU-236) y T. trixiae
(CMU-231) aqui analizadas son de reciente descripcion (Jaklitsch et al., 2013), yala
fecha no se ha realizado ningun estudio para comprobar su actividad antagonica in
vitro contra microorganismos fitopatégenos. En el caso de las dos primeras especies,
el material analizado para su descripcion inicial incluyd muestras de México, mientras
que en el caso de la ultima especie se ha registrado en Estados Unidos, ademas de
que es muy posible que se encuentre en Sudameérica, probablemente Colombia, por
lo que el reporte para México es congruente con la distribucion geografica de su
descripcion inicial (Jaklitsch et al., 2013). Las cepas de referencia para la descripciéon
de las especies de T. olivascens, T. viridialoum y T. trixiae se aislaron de madera
muerta, ademas, las dos ultimas se encuentran en suelo y la segunda especie en
corteza de arboles (Jaklitsch et al., 2013). El sustrato del que provienen las cepas
aqui estudiadas de las tres especies es el cuerpo fructifero de especies de
basidiomicetes no identificadas (Cazares-Garcia et al., 2016), lo que de alguna

manera las relaciona como habitantes del suelo de los ecosistemas muestreados. No
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obstante, es muy factible que al encontrarse en tejido de basidiocarpo, dichas
especies estén relacionadas con el decaimiento de esta estructura, o bien, sean
potencialmente micoparasiticas que atacan al basidiocarpo. De manera interesante,
en el caso particular de T. trixiae, desde su descripcion inicial se considerd la
posibilidad de que fuera fungicola, lo que concuerda con el sustrato de procedencia
de la cepa aqui analizada.

Las tres especies mencionadas en el parrafo anterior mostraron el mismo
patrén de antagonismo en cultivos duales hacia los fitopatégenos de prueba, el valor
de antagonismo mas alto de la escala (clase 1) en cultivos duales con todos los
fitopatdgenos evaluados excepto F. mexicanum, con el cual presentaron un valor de
clase 2, el siguiente mas alto de la escala. En contraste, en los ensayos de inhibicion
de crecimiento por secrecion de metabolitos hidrosolubles las tres cepas mostraron
pobre o nula inhibicién contra F. pseudocircinatum, y valores variables, aunque todos
bajos, hacia F. mexicanum. Otra diferencia importante fue en la inhibiciéon de
crecimiento hacia C. gleosporoides, contra quien T. viridialoum (CMU-236) present6
un valor de inhibicién del 10%, que contrasta con los valores superiores al 60% de T.
olivascens y T. trixiae. Estos resultados sugieren que estas tres especies atacan a
los ascomicetes fitopatdgenos mediante el mecanismo de micoparasitismo
empleando el ataque directo al micelio, mientras que contra oomicetos emplean tanto
este mecanismo como la antibiosis. También, los resultados obtenidos muestran que
estas nuevas especies de Trichoderma tienen potencial para su aplicaciéon en
productos de biocontrol en campo; no obstante, es necesario realizar pruebas en
invernadero para evaluar si dichas cepas son competitivas como antagonistas de los
fitopatdogenos aqui empleados. Por ultimo los datos aqui presentados refuerzan los
hallazgos de estudios previos (Bae et al., 2011) que muestran la importancia de
seguir realizando la busqueda de nuevas cepas y el estudio de nuevas especies del
género Trichoderma, en términos del potencial antagonico y biocontrol contra
fitopatogenos.

De las especies de Trichoderma aqui estudiadas, T. harzianum es una de las
que mas se ha analizado alrededor del mundo contra distintos microorganismos

fitopatdbgenos. Como se documentd en la introduccion de este capitulo, en afios
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recientes cepas de dicha especie se han confrontado in vitro con éxito contra cepas
de las mismas especies o del mismo género de los fitopatdbgenos aqui evaluados,
incluyendo a especies del género Fusarium como F. graminearum, F. solani
(Consolo et al.,, 2012), F. oxysporum (Lépez-Mondéjar et al., 2011; Alamri et al.,
2012). Adicionalmente, se ha demostrado el antagonismo in vitro de T. harzianum
contra Colletotrichum acutatum y C. gloeosporioides (Zivkovi¢ et al., 2010). Cepas de
esta misma especie también se han probado con éxito in planta contra la antracnosis
de Colletotrichum graminicola en maiz (Harman et al., 2004) y de C. acutatum en
fresa (Freeman et al., 2004). En el caso del género oomicete aqui estudiado, se ha
demostrado el antagonismo in vitro y proteccién de plantas en invernadero y campo
por parte de cepas de T. harzianum contra la infeccion por especies de
Phytophthora, incluidas P. cactorum (Smith et al., 1990; Porras et al., 2007), P.
capsici (Ahmed et al., 1999; Ezziyyani et al., 2005), P. erythroseptica (Etebarian et
al., 2000) y P. colocasiae (Nath et al., 2014). Sin embargo, a la fecha no existe
ningun reporte anterior al presente trabajo que evalue la capacidad de cepas de T.
harzianum para antagonizar contra F. mexicanum, F. pseudocircinatum. Aunque
existe un reporte de antagonismo de Trichoderma spp. contra P. cinnamomi
(Chambers et al., 1995) y la proteccion de T. harzianum de semillas de pino contra
dicho patégeno (Kelley, 1976).

De todas las cepas evaluadas, la que mostré los mejores resultados en los
dos ensayos fue T. atroviride (CMU-8). La gran variacibn observada en los
mecanismos de antagonismo de Trichoderma spp. contra microorganismos
fitopatdogenos, principalmente hongos y oomicetes, puede explicarse en parte por
diferencias en los mecanismos de regulacidon de la transcripcion de genes
relacionados con la competencia y el micoparasitismo. El analisis transcriptomico
comparativo entre T. atroviride, T. virens y T. reesei en presencia de Rhizoctonia
solani, mostré que mientras el primero incrementaba la transcripcion de genes
relacionados con el metabolismo secundario, B-glucanasas de la familia GH16,
proteasas y proteinas pequenas secretadas ricas en cisteina; en el segundo
sobresalidé la expresion de genes de biosintesis de gliotoxina y sus precursores,

mientras que en el tercero se incrementd la transcripcion de genes de celulasas,
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hemicelulasas y transportadores de solutos (Atanasova et al., 2013). Estos patrones
de transcripcion reflejan diferencias en las estrategias de micoparasitismo de T.
atroviride y T. virens, y son coherentes con el estilo de vida primordialmente
saprofitico de T. reesei. Asi, mientras T. atroviride emplea una estrategia de
antibiosis y de secrecion de enzimas hidroliticas para antagonizar el fitopatégeno, T.
virens sigue una estrategia de “envenenamiento” con gliotoxina. La expresion de
genes que codifican para enzimas hidroliticas de polisacaridos de la pared celular
vegetal de T. reesei es coherente con el estilo de vida sapréfito en el modelo
evolutivo que propone que dicha especie pasé de micoparasito a sapofito “siguiendo”
a presas (basidiomicetes) ligninoliticas en su nicho (Seidl et al., 2009; Druzhinina et
al., 2011). No obstante, dicho perfil transcriptomico también puede resultar en
antagonismo contra fitopatégenos, ya que le permite a T. reesei competir por
nutrientes con éste, inhibiendo su crecimiento por falta de nutrimentos (Atanasova et
al., 2013). Se ha propuesto que esta regulacién transcripcional diferencial puede
deberse a una mayor abundancia de reguladores de la transcripcion de genes
relacionados con micoparasitismo en T. atroviride y T. virens, en relacion a T. reesei.
También se ha planteado la posibilidad de que los genes relacionados con
micoparasitismo se encuentren en regiones no sinténicas entre las especies
micoparasiticas y entre éstas y la especie preferencialmente saprofitica, lo que
ocasiona que dichos genes se encuentren en ambientes de regulacion
transcripcional distintos (Atanasova et al., 2013). Estos estudios pueden explicar las
diferencias interespecificas encontradas en el presente trabajo en relacion a la
capacidad antagonica contra las especies de microorganismos fitopatogenos
evaluadas.

Aunque el andlisis transcriptomico anteriormente descrito compara especies
distintas de Trichoderma spp., los resultados de los analisis de seleccion de cepas
biocontroladoras en todo el mundo presentados con anterioridad, y los del presente
trabajo, sugieren que es muy factible que mecanismos similares de regulacion
transcripcional diferencial estén operando a nivel intra-especifico.
Independientemente de la especie, cuando se analizan distintas cepas de regiones

geograficas cercanas o distantes, se observa una gran variaciéon en la eficiencia para
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inhibir el crecimiento de distintas especies de microorganismos fitopatégenos en
cultivos duales, para inhibir el crecimiento en experimentos de produccion de
moléculas hidrosolubles (enzimas y metabolitos) y en experimentos de inhibicion por
moléculas volatiles, asi como para producir enzimas hidroliticas extracelulares. No
obstante, a la fecha no se ha realizado un estudio en el que se analicen las
diferencias transcriptomicas intraespecificas de Trichoderma spp. en presencia de
algun fitopatégeno.

Por otra parte, se ha documentado desde hace tiempo el hecho de que la
capacidad antagoénica in vitro de Trichoderma spp. es influenciada por condiciones
de incubacioén no evaluadas en el presente trabajo. Entre los factores analizados en
los primeros estudios de antagonismo se encontré que el medio de cultivo en donde
se desarrollan los experimentos de confrontacion constituye un factor determinante
en los resultados del antagonismo (Whipps, 1987). Mas recientemente se ha
documentado que en T. atroviride factores como el pH, la actividad de agua (Daryaei
et al., 2016a), la temperatura y la luz (Daryaei et al., 2016b), son importantes en la
efectividad con la que dicha especie antagoniza contra R. solani. A futuro seria
importante analizar dichas variables en el antagonismo de las cepas de estudio, con
la finalidad de encontrar aquellas cepas que puede ser efectivas contra fitopatdégenos

en una amplia gama de condiciones ambientales.
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CAPITULO 2

PRODUCCION DE ENZIMAS HIDROLITICAS EXTRACELULARES EN CEPAS
SILVESTRES DE Trichoderma spp.

RESUMEN

Se estudi® de manera semicuantitativa la produccidon de enzimas hidroliticas
extracelulares de 23 cepas silvestres de Trichoderma spp. Para la deteccion de
celulasas y quitinasas se emplearon los sustratos celulosa-azure y quitina-azure,
resepectivamente; mientras que para la deteccion de proteasas se empleo gelatina, y
para la de xilanasas el sustrato fue xilana revelando la actividad con una solucion de
Lugol (I2/Kl). ElI 48% (11/23) de las cepas analizadas mostraron produccion de
celulasas, aunque en bajo nivel. En el caso de la actividad de quitinasa, el 17%
(4/23) de las cepas mostraron niveles altos de produccion, 48% (11/23) niveles
intermedios y el resto no mostrd dicha actividad. En contraste, 74% (17/23) y 56%
(13/23) de las cepas mostraron alta produccion de xilanasa y proteasa extracelular,
respectivamente. La mejor cepa productora de enzimas hidroliticas fue la cepa
CMU-218 de T. viride, seguida de la cepa CMU-19 de T. harzianum y CMU-66 T.
olivascens. Las 14 cepas de T. harzianum analizadas motraron variabilidad en la
produccion de las cuatro actividades enzimaticas, destacandose la CMU-19 como la
mejor. Las dos cepas de T. tomentosum también mostraron variabilidad en la
produccion de las actividades enzimaticas evaluadas. Los resultados obtenidos
muestran una correlacién parcial con los ensayos de antagonismo, ya que la cepa
CMU-8 de T. atroviride que fue la mejor antagonista en los ensayos de confrontacién
y de inhibicién (capitulo 1), no presentd actividad de proteasa, mostrd niveles
intermedios en la actividad de celulasa y quitinasa, y solo present6 el valor maximo
de actividad de xilanasa. Sin embargo, la cepa CMU-218 de T. viride, que presentd
los niveles mas altos de antagonismo en cultivos duales pero no en ensayos de
inhibicion, fue la mejor productora de enzimas hidroliticas. Estos resultados sugieren
que la cepa CMU-8 utiliza como mecanismo de antagonismo principalmente la
antibiosis, mientras que la cepa CMU-218 es micoparasitia y competidora por

nutrientes.
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INTRODUCCION

Estudios previos han documentado la gran variabilidad existente entre especies y
variantes geograficas de la misma especie de Trichoderma spp., en relaciéon a la
produccion de enzimas hidroliticas extracelulares. En varios de estos trabajos se ha
buscado establecer correlaciones entre la capacidad antagénica y la capacidad para
producir enzimas hidroliticas extracelulares, particularmente aquellas relacionadas
con la degradacion de la pared celular de microorganismos fitopatdgenos. Los
resultados obtenidos a la fecha no son consistentes, ya que en algunos casos se ha
podido establecer la correlacion entre dichas variables y en otros casos no se ha
encontrado relacion alguna. En los siguientes parrafos se presentan trabajos en los
cuales se han obtenido resultados contradictorios a nivel inter e intraespecifico.

La falta de correlacion entre la produccidn de enzimas hidroliticas
extracelulares y el potencial antagénico de Trichoderma spp. contra microorganismos
fitopatdgenos ha sido documentada desde los estudios iniciales de seleccion de
cepas silvestres (Sreenivasaprasad y Manibhushanrao, 1990). Ademas, el analisis
filogenético en combinacién con el estudio bioquimico muestran que aunque existe
correlacion entre la capacidad de produccion de enzimas hidroliticas extracelulares
en ciertas especies del género Trichoderma, no existe correlacion entre especie,
capacidad de produccion de enzimas y antagonismo contra fitopatdgenos (Sanz et
al., 2004). Mas recientemente, al analizar diversas cepas silvestres de T. harzianum,
no se encontré correlacién entre la frecuencia de formacién de enrollamientos del
micelio en las cepas de estudio sobre Rhizoctonia solani y la produccion de
quitinasa, N-acetil-B-D-glucosaminidasa y 3-1-3 glucanasas (dos Reis Almeida et al.,
2007). De manera similar, el andlisis de cepas endofiticas y de rizésfera de
Trichoderma spp. no mostré correlacién entre la capacidad antagonica in vitro y en
pruebas de invernadero contra Fusarium oxysporum que infecta plantas de platano;
de hecho, ninguna de las cepas, salvo una de especie no identificada, mostré dicha
actividad enzimatica en los ensayos cualitativos realizados (Thangavelu y Gopi,
2015). En el caso particular de ciertas especies, esta falta de correlacién se ha
documentado a nivel intraespecifico; por ejemplo, en cepas provenientes de la

germinacion de conidias individuales de T. koningii, no se encontré6 ninguna
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correlacion entre la produccion extracelular de quitinasa, glucanasa, celulasa o
xilanasa de las cepas analizadas con la capacidad micoparasitica in vitro contra R.
solani, o la capacidad para proteger a plantas de trigo contra la pudricién de raiz
ocasionada por dicho fitopatégeno (Worasatit et al., 1994).

En resultados contrastantes con las referencias anteriormente citadas, el
analisis de cepas silvestres de Trichoderma spp. mostré que las tres cepas que
presentaron los mayores valores de actividad extracelular de quitinasa, (-1-3
glucanasa y proteinasa, también fueron las que presentaron mejores niveles de
antagonismo e inhibicién del crecimiento de distintos hongos fitopatégenos (Islam et
al., 2016). Dichas cepas fueron identificadas como T. harzianum, T. asperellum y T.
virens. Una cepa de T. harzianum seleccionada entre 336 aislados de hongos
silvestres mostrd niveles altos de actividad extracelular de $-1-3 y B-1-6 glucanasa y
quitinasa (Alamri et al., 2012). En concordancia con estos estudios, se documento
una correlacion positiva entre aquellas cepas de Trichoderma que presentaron los
mejores niveles de antagonismo contra Sclerotium rolfsii, y el nivel de actividad
extracelular de exoquitinasa, aunque en el caso de [-1-3 glucanasa, dicha
correlacion fue débil (John et al., 2015); la cepa que mostrd los mejores niveles de la
primera enzima y antagonismo fue identificada como T. harzianum. En contraste,
Gajera y Vakharia (2010) reportan una correlacion positiva entre la produccion de las
tres enzimas hidroliticas quitinasa, B-1-3 glucanasa y proteasa, con la capacidad
antagodnica de cepas de Trichoderma spp. de diferentes especies contra Aspergillus
niger. Esta correlacion entre capacidad para producir enzimas extracelulares
hidroliticas que degradan la pared celular fungica y el antagonismo o biocontrol de
hongos fitopatogenos también ha sido reportada a nivel intraespecifico,
particularmente en el caso de T. asperellum, en el cual aquellas cepas con mayores
niveles de actividad extracelular de quitinasa y glucanasa fueron las mejores
antagonistas de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (EI-Komy et al., 2015).

Recientemente, el estudio de cepas silvestres de Trichoderma spp. mostrd
que las mejores productoras de N-acetil-B-glucosaminidasa y B-1-3 glucanasa
también mostraban mayor eficacia en campo para proteger al frijol comun contra

Sclerotinia sclerotiorum; el analisis de componentes principales en dicho estudio
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indica que los ensayos in vitro tanto de éstas actividades enzimaticas como del
micoparasitismo contra los esclerocios del fitopatdgeno, son buenos predictores de
cepas con potencial para el biocontrol (Geraldine et al., 2013).

También se ha documentado la induccién de actividades enzimaticas
hidroliticas en cepas silvestres de Trichoderma spp. cuando se cultivan en presencia
de paredes celulares de hongos fitopatdgenos. Asi, cepas de T. harzianum, T.
tomentosum, T. asperellum y T. ghanense crecidas en presencia de paredes
celulares de los fitopatégenos, mostraron actividades extracelulares de quitinasa, B-
1,3-glucanasa y proteasa (Qualhato et al., 2013); el nivel de actividad vari6 entre las
cepas analizadas, dependiendo de la pared celular en la que se cultivd. La
produccion de actividad extracelular de quitinasa y B-1,3-glucanasa de cepas de T.
hamatum y T. harzianum en presencia de micelio inactivado de distintos
fitopatdégenos también ha sido reportada (Witkowska y Maj, 2002).

Tanto la construccién de transformantes como la purificacion de enzimas o el
uso de extractos enzimaticos crudos han contribuido a establecer relaciones entre las
enzimas hidroliticas extracelulares y el micoparasitismo. La construccion de
transformantes de T. virens que sobre-expresan (-1,3- y B-1,6-glucanasa muestra
que, aunque se disminuye su capacidad se esporulaciéon, no se afecta la capacidad
de antagonismo in vitro contra microorganismos fitopatégenos y se incrementa el
biocontrol de los mismos en plantas de algodén (Djonovic et al., 2007). Un
incremento en la actividad contra R. solani también se ha documentado para
transformantes de T. harzianum (Limoén et al., 1999) y de T. virens (Pozo et al., 2004)
que sobre-expresan constitutivamente genes de quitinasa y proteasa,
respectivamente, en relacion a la cepa silvestre. En el caso del efecto de enzimas
hidroliticas sobre microorganismos fitopatégenos, se ha demostrado que una o-
glucanasa de T. harzianum posee actividad fungicida, siendo capaz de inhibir la
germinaciéon de conidias y el desarrollo del micelio de hongos fitopatégenos (Ait-
Lahsen et al., 2001). Ademas, evidencia experimental muestra que las enzimas
hidroliticas extracelulares producidas por Trichoderma spp., particularmente T.
harzianum, son capaces de degradar la pared celular del oomiceto Pythium ultimum,

del ascomicete Fusarium equisetii, y del basidiomicete Rhizoctonia solani (Inglis y
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Kawchuk, 2002). También se ha documentado que extractos crudos con actividad de
celulasa de una cepa silvestre de T. asperellum son capaces de causar dafo celular
al micelio de Colletotrichum gloeosporioides (de los Santos-Villalobos et al., 2013).
En el caso de proteasas extracelulares de Trichoderma spp., estas han mostrado
tanto actividad nematicida (Suarez et al.,, 2004) como antifungica (Elad y Kapat,
1999), purificadas y en extractos crudos, respectivamente.

Mas recientemente, las herramientas oomicas han incrementado el
conocimiento de la relacién entre la produccién de enzimas hidroliticas y la
capacidad antagonica o de biocontrol de cepas de Trichoderma spp. Estudios
realizados en una cepa silvestre de T. harzianum en confrontacion con S.
sclerotiorum muestran que algunos genes que codifican para quitinasas y glucanasas
incrementan sus niveles de transcripcidn de manera significativa durante la
interaccién T. harzianum-fitopatégeno, sin embargo, en algunos de los genes
analizados la respuesta transcripcional depende del tipo de célula con la que se esté
confrontando la cepa micoparasitica, ya sea micelio, esclerocio o apotecio (Troian et
al., 2014). Dichas observaciones se han relacionado con el cambio cualitativo y
cuantitativo que ocurre en la composicién de polimeros de la pared celular fungica,
de acuerdo a los procesos de diferenciacion celular (Troian et al.,, 2014).
Observaciones similares de incremento transcripcional en genes que codifican para
enzimas que degradan la pared fungica se han documentado en la interaccion entre
cepas silvestres de T. asperellum y Phymatotrichopsis omnivora (Guigén-Lopez et
al., 2015). En concordancia con el analisis de transcripcion, el analisis protedmico en
cepas silvestres de T. harzianum muestra que en presencia de Macrophomina
phaseolina, Fusarium sp. y R. solani se secretan al medio enzimas hidroliticas como
endoquitinasa, (B-glucosidasa, a-1,3-glucanasa, y proteasa, entre otras, las cuales
son activas (Monteiro et al., 2010).

Por otra parte, ademas del interés en relacionar la capacidad antagénica con
la produccion de enzimas hidroliticas extracelulares, algunos trabajos que realizan la
caracterizacion de cepas silvestres de Trichoderma spp. se enfocan en la produccion
de enzimas hidroliticas de relevancia para la degradacién de la pared celular vegetal,

tanto por razones ecoldgicas como por motivos biotecnoldgicos. El interés ecoldgico
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por describir la capacidad de Trichoderma spp. para degradar la pared celular
vegetal es guiado por la necesidad de describir con precision el estilo de vida que las
especies del género tienen en el ambiente del cual son originarias. A su vez, el
interés biotecnoldgico se ha ido modificando con el tiempo, pasando de evaluar la
posible utilidad de Trichoderma spp. en el composteo, a la produccion de
biocombustibles derivados de biomasa vegetal residual. Entre las especies
estudiadas del género Trichoderma, T. reesei se ha destacado como buena
degradadora de celulosa y hemicelulosa, los polisacaridos mas abundantes de la
pared celular (Gusakov, 2011; Kubicek, 2013).

El analisis de 119 cepas de 12 especies distintas de Trichoderma spp.
aisladas de madera en descomposicion mostré que todas ellas eran capaces de
degradar celulosa y presentaron actividad extracelular de xilanasa (Btaszczyk et al.,
2015). No obstante, dicho estudio mostré variaciones inter e intra-especificas
estadisticamente significativas en la produccion de celulasa, pero no mostrd
diferencias en la actividad de xilanasa. De la misma forma, el analisis de 193 cepas
de Trichoderma spp., mostré que éstas se acomodaban en 22 especies distintas y
que cepas representativas de cada una de estas especies producia quitinasa,
proteasa y -1,3-glucanasa extracelulares (Kamala et al., 2015).

Los estudios previamente citados muestran que existe una gran variacion intra
e interespecifica en la produccion de enzimas hidroliticas extracelulares de
Trichoderma spp. A la fecha, aun no esta claro el origen de esta gran variabilidad en
los distintos trabajos realizados. Aunque dicha variabilidad puede deberse en parte a
diferencias en las condiciones de incubacion y de determinacion de las actividades
enzimaticas de interés, es muy factible que también estén participando factores
intrinsecos de las cepas de estudio, como la presencia de un numero variable de
genes de las actividades enzimaticas evaluadas o una regulacién transcripcional
distinta entre las especies/cepas estudiadas a cada caso. Dicha variabilidad
genotipica y fenotipica estaria relacionada en principio con el estilo de vida y la
localidad geografica de las cepas analizadas en los distintos estudios.

En el analisis de cepas de Trichoderma spp. con fines de seleccién para

biocontrol u otras aplicaciones biotecnoldgicas, en general, la caracterizacion inicial
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de cepas silvestres se realiza en medio solido suplementado con sustratos que al ser
degradados originan un cambio de color en el medio de cultivo, o bien la hidrodlisis del
sustrato en cuestion se revela con algun reactivo. Estos estudios cualitativos son
importantes debido a que permiten la seleccion de cepas para un analisis cuantitativo
de actividad enzimatica mas detallado en medio liquido. En este trabajo en particular,
fue de especial interés la deteccion cualitativa de quitinasa, proteasa, celulasa y
xilanasa extracelular de las cepas de estudio. Por esta razén, unicamente se
comenta sobre la deteccidn de dichas actividades enzimaticas en esta introduccion.

La actividad celulolitica se ha evaluado empleando carboximetilcelulosa
(CMC) seguida de un revelado posterior con rojo Congo, para visualizar la zona de
hidrolisis (Cabero et al., 2012). En algunos trabajos se han empleado tanto el ensayo
con CMC como la capacidad de crecimiento en celulosa cristalina (Avicel) como
fuente de carbono, con la finalidad de seleccionar cepas de Trichoderma spp.
productoras de actividad celulolitica (Florencio et al., 2012). Otra técnica para evaluar
la produccién de actividad celulolitica en Trichoderma spp. es el cultivo en medio con
celulosa expandida (swollen—cellulose) en presencia de acido fosofdrico, en este
caso se detecta un halo claro de hidrdlisis, sin necesidad de revelar (Jiang et al.,
2011). Todos estos medios detectan actividad celulolitica en general, sin distinguir
una actividad enzimatica especifica del conjunto de enzimas que se encargan de la
hidrdlisis de la celulosa. Para el caso de la deteccion especifica de actividad de -
1,3-glucanasa, se emplea laminarina en el medio (Kamala et al., 2015).

Para la identificacion cualitativa de la produccion de la actividad de proteasa
extracelular en Trichoderma spp. se ha utilizado tanto gelatina (Consolo et al., 2012)
como leche descremada (Kamala et al., 2015) en el medio de cultivo, revelandose la
actividad como una zona clara de hidrdlisis alrededor de la colonia. Para la deteccion
de quitinasa se ha empleado medio suplementado con quitina coloidal (Kamala et al.,
2015).

La deteccion de actividad extracelular de xilanasa en medio sdélido se ha
realizado empleando xilana comercial, comunmente de abedul, y un revelado
cubriendo la placa con solucién de Lugol, considerando una reaccion positiva la

aparicion de una coloracion amarilla contra el fondo purpura que adquiere el medio
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en las zonas en las que la xilana no se ha degradado (Pointing, 1999; Torres y de la
Cruz, 2013).

Un método empleado para la deteccidon de actividad celulolitica en hongos
emplea el sustrato celulosa —azur, en dicho método se coloca en tubos de vidrio una
capa de medio basal sin sustrato, sobre dicho medio se coloca una capa del mismo
medio pero con el sustrato; el hongo se inocula sobre la capa de medio con sustrato
y la actividad positiva se revela por la migracion del colorante azur hacia la capa de
medio sin sustrato (Deacon et al., 2006; Simonis et al., 2008). EI mismo método es
empleado para detectar la actividad de quitinasa en hongos, pero en este caso el
sustrato es quitina-azur (Deacon et al., 2006; Simonis et al., 2008). Aunque en
algunos estudios empleando dichos métodos se han incluido cepas de Trichoderma
spp. (Deacon et al., 2006), durante el desarrollo de este trabajo no se encontré un
antecedente en el que estos métodos se emplearan en una coleccién de cepas
silvestres del género Trichoderma, como se realizé aqui.

Con base en lo anterior, es factible aseverar que los antecedentes sobre
produccion de enzimas y micoparasitismo contra fitopatégenos de Trichoderma spp.
no permiten anticipar de manera precisa cual sera el resultado al analizar nuevas
variantes geograficas de la misma especie, aun de aquellas mejor estudiadas como
T. harzianum. Por lo anterior, en el presente capitulo se decidié evaluar de manera
semicuantitativa la produccion de enzimas hidroliticas extracelulares en las cepas de
estudio de Trichoderma spp., principalmente aquellas actividades relacionadas con
micoparasitismo y degradacion de la biomasa vegetal. La produccidn de enzimas
hidroliticas extracelulares se realizé empleando métodos de deteccion en placa que
han mostrado su utilidad para seleccionar cepas de relevancia biotecnologica a bajo

costo.

MATERIALES Y METODOS

Deteccion de actividades enzimaticas hidroliticas extracelulares

Protocolo para la deteccidn de celulasas y quitinasas

La deteccidon de las actividades enzimaticas de celulasa y quitinasa se realizé en
medio basal compuesto por (g/L): C4aHi2N20s, 5; KH2PO04, 1; MgS047H20, 0.5; extracto

60



Morales-Gallardo, S. l U.M.S.N.H., 2016

de levadura, 0.1; CaC12°2H20, 0.001, de acuerdo a Pointing (1999). Se agregaron 6
mL de medio basal a tubos de ensayo de 15 mL con una inclinacién de 45°, una vez
gelificado el medio basal se agreg6 una cubierta de 0.6 mL del medio compuesto por
(g/L): extracto de levadura, 2; azure-celulosa (Sigma, USA) o azure-quitina (Sigma,
USA), 4.38 de c/u en medios independientes y agar, 15. Ambos medios fueron
previamente esterilizados a 121 °C (15 Ibf/in?) por 15 min. Una vez gelificado el
medio de cobertura con el sustrato se colocaron inoculos cilindricos de 6 mm de
diametro tomados del borde de colonias en crecimiento activo de los distintos
aislados de Trichoderma spp., los tubos con medio asi inoculados se incubaron a 28
°C. La presencia de cada actividad enzimatica fue monitoreada durante 12 dias,
relacionando los cambios de color en el medio basal con el nivel de actividad
enzimatica de cada uno de los aislados de Trichoderma. Los ensayos de las dos
enzimas se realizaron por triplicado. El fundamento de la técnica indica que cuando
la cepa en estudio posee la actividad buscada, ésta libera al colorante (azure) del
resto de la molécula, el cual difunde al medio basal cambiando su color. La escala de
actividad que se utilizé fue: clase 1= actividad enzimatica alta (color violeta); clase 2=
actividad enzimatica intermedia (color azul claro); clase 3= actividad enzimatica baja

(sin cambio de coloracion).

Protocolo para la deteccion de xilanasas

Para la deteccion de ésta actividad enzimatica se utilizé el método de Pointing
(1999), el cual se describe brevemente a continuacién. Los inéculos para este
ensayo consistieron de cilindros de 6 mm de diametro tomados del borde de
colonias en crecimiento activo de los distintos aislados de Trichoderma spp. crecidos
en Medio Basal Xilanolisis (MBX) compuesto por (g/L): C4H12N20s, 5; KH2POu4, 1;
extracto de levadura, 0.1; MgSO4 -7H20, 0.5; CaCl -2H20, 0.001; peptona, 0.1 y agar
bacteriologico 1.6%, suplementado con 0.4 % de glucosa. Para la deteccion de
xilanasas al MBX se le adicion6 4% de xilana (Sigma, USA) y 1.6% de agar. Ambos
medios se esterilizaron a 121 °C (15 Ibf/in?) por 15 min. El medio asi preparado se
inoculd con los distintos aislados de Trichoderma spp. e incubé a 28 °C en

oscuridad, revelando las placas cuando el diametro de la colonia alcanzo los 5 cm (2-
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4 dias, dependiendo de la cepa) para evidenciar la actividad enzimatica. El revelado
se realizé inundando las placas con solucién de Lugol (I2/KI) durante 5 minutos y
enjuagando posteriormente con agua destilada. La degradacién de xilano alrededor
de las colonias aparece como un area de color amarillo opaco contra un color azul
purpura/rojizo de xilano no degradado. Una reaccion positiva indica la degradacion
del sustrato por endoxilanasa y B-xilosidasa. Se clasifico la actividad enzimatica por
la intensidad de la coloracion y el diametro del halo, usando la siguiente escala: clase
1 = Alta actividad enzimatica, diametro del halo 4.1 — 5.5 cm, clase 2 = Actividad
enzimatica intermedia, diametro del halo 2.1 — 4.0 cm, clase 3 = Actividad enzimatica

baja, diametro del halo 0 - 2 cm.

Protocolo para la deteccion de proteasas

Para detectar la actividad proteolitica se utilizé el método de Hankin y Anagnostakis
(1975) empleando gelatina de piel porcina (Sigma, USA) 0.4 % como sustrato de
proteina y agar 1.6% a pH 6. El medio se esterilizé a 121 °C (15 Ibf/in?) por 15 min y
se dispens6 en placas de Petri de 9 cm de diametro, inoculandose en el centro de la
placa con cilindricos de 6 mm de diametro tomados del borde de colonias en
crecimiento activo de los distintos aislados de Trichoderma spp. cultivados en MMV
(ver Capitulo 1). Se incubd a 28 °C durante 1 a 2 dias, dependiendo de la cepa, hasta
que la colonia alcanzé 30 mm de diametro. Como agente revelador se utilizé una
solucion saturada de sulfato de amonio, la cual precipita la proteina no degradada
opacando el medio de cultivo, observandose una zona clara alrededor de la colonia
debida a la hidrdlisis de proteina, en donde no hubo precipitacion. Se clasifico la
actividad enzimatica por el diametro del halo, de acuerdo a la siguiente escala: clase
1 = Alta actividad enzimatica, diametro del halo 2.1 — 3.0 cm, clase 2 = Actividad
enzimatica intermedia, diametro del halo 1.1 — 2.0 cm, clase 3 = Actividad enzimatica

baja, diametro del halo 0 - 1 cm.

RESULTADOS
Deteccidon de actividad de celulasa extracelular
De acuerdo a la escala de actividad enzimatica utilizada se evidenciaron cepas
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en clase 1 (4%), clase 2 (43%) y clase 3 (53%), de las 23 cepas silvestres
analizadas (Tabla 1). En el caso de las cepas de T. harzianum se observo
variabilidad intraespecifica, presentando 5 cepas (35.7%) actividad intermedia
y el resto con actividad baja. Solo la especie T. atroviride (CMU-8) presento el

mayor nivel de actividad.

Deteccion de quitinasa extracelular

En los ensayos de deteccion de actividad enzimatica de quitinasa extracelular
17% de las cepas presentaron el nivel 1, 48% el nivel 2 y un 35% el nivel 3
(Tabla 1). Para el caso de las cepas de T. harzianum, un 14.3% de éstas
presentd el nivel mas alto de produccion enzimatica, el 35.7% presentaron el

nivel mas bajo, y el resto (50%) el nivel intermedio.

Deteccion de actividad de xilanasa extracelular

Para esta actividad enzimatica se encontr6 que un 74% de las 23 cepas
analizadas mostraron el nivel 1, un 21.7% el nivel 2 y el 4.3 % el nivel 3 (Tabla
1). En este caso la mayoria (64.3%) de las cepas de T. harzianum mostraron
altos niveles de produccion enzimatica, ubicandose en el nivel 1. Solo una de
las cepas (CMU-51) mostro el nivel 3. Salvo esta cepa, todas las cepas del
resto de especies evaluadas presentaron niveles intermedios y altos de
produccion de xilanasa, también se observaron niveles mayores de produccién
de esta enzima que la cepa de referencia IMI de T. atroviride por cepas de T.
harzianum (CMU-14, CMU-18 y CMU-19).
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Actividad enzimatica

Enzima Clase 1 Clase 2 Clase 3

Celulasa I I I I I I
CMU-14 CMU-43 CMU-868 CMU-221 CMU-24 CMU-21 CMU-222

Quitinasa I I I I
CMU-14 CMU-218 CMU-E8 CMU-43 CMU-68 CMU-221 CMU-34 Ccmu-z24 CMU-222

——

Proteasa

CMU-14 CMU-218 CMU-E CMU-43 CMU-68 CMU-221 CMU-34 CMU-21 CMuU-222

- Bl
Xilanasa L
CMU-14 CMU-218 CMU-2 CMU-43 CMU-88 CMU-221 CMU-24 CMU-21 CMU-222

Figura 1. Produccién de enzimas hidroliticas extracelulares de las cepas de Trichoderma spp.
En el caso de los ensayos de celulasa y quitinasa se considero la cantidad de colorante azur liberada
al medio base. Para los ensayos de produccion de proteasa se consideré el diametro del halo blanco
alrededor de la colonia. El indicio de actividad de xilanasa fue la presencia y extension del halo
amarillo en el medio de cultivo. En la parte inferior de cada imagen se muestra la clave de cada una
de las cepas de Trichoderma spp. y a la izquierda se especifica la actividad enzimatica evaluada en
cada linea. Se muestran solo algunos resultados representativos de cada actividad. Ver Materiales y
Métodos para detalles.

Deteccion de actividad de proteasa extracelular

En el caso de la actividad de proteasa extracelular, el 57% de las cepas
mostraron el nivel 1, 13% el nivel 2 y 30% el nivel 3 (Tabla 1).
Aproximadamente el 64.2% de las cepas de T. harzianum presentaron el mayor
nivel de produccidon de proteasa, solo una de las cepas (CMU-90) presento el
nivel intermedio y el resto (28.6%) mostraron el nivel mas bajo de produccion.
Las cepas de T. atroviride, T. gamsii y CMU-222 de T. tomentosum también

presentaron niveles de actividad proteolitica baja.
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Tabla 1. Niveles de produccidon de enzimas hidroliticas extracelulares de
las cepas de Trichoderma spp.

Actividad enzimatica®

Especie/cepa Celulasa Quitinasa Proteasa Xilanasa

T. harzianum
CMU-1
CMU-14
CMU-16
CMU-18
CMU-19
CMU-23
CMU-25
CMU-34
CMU-43
CMU-44
CMU-51
CMU-90
CMU-181
CMU-183
T. atroviride
CMU-8
T. gamsii
CMU-21 2
T. olivascens
CMU-66 2
T. trixiae
CMU-231 3
T. viridialbum
CMU-236 2
T. viride
CMU-218 2
T. tomentosum
CMU-221
CMU-222
T. koningii
CMU-234 2 2(1.1)
Control 3 3(0.0) 3(0.0)
" Para las actividades de celulasa y quitinasa las clases se definieron por la intensidad de color
liberada al medio basal en el tubo de prueba: clase 1, actividad enzimatica alta, presentando color
violeta en el tubo; clase 2, actividad enzimatica intermedia, presentando color azul claro en el tubo;
clase 3, actividad enzimatica baja, sin cambio de coloracion en el tubo. Para xilanasa las clases se
determinaron por el diametro del halo amarillo: clase 1, actividad enzimatica alta, diametro del halo
4.1-5.5 cm; clase 2, Actividad enzimatica intermedia, diametro del halo 2.1-4.0 cm; clase 3, actividad
enzimatica baja, diametro del halo 0-2 cm. Para la actividad de proteasa las clases se definieron por
el diametro del halo (blanco) de hidrolisis de la gelatina: clase 1, actividad enzimatica alta, diametro
del halo 2.1-3.0 cm; clase 2, actividad enzimatica intermedia, diametro del halo 1.1-2.0 cm; clase 3,
actividad enzimatica baja, diametro del halo 0-1 cm. En la escala de color, actividades enzimaticas
altas se muestran en recuadros color gris oscuro, actividad intermedia en cuadros color gris claro y
baja actividad en cuadros color blanco. En los resultados de las actividades de proteasa y xilanasa
aparece entre paréntesis el diametro de los halos. Ver Figura 1 y Materiales y Métodos para detalles.

3(0.0) 2(3.8

2 i2.2i

WWWWNWNWWNWWNN

3(0.0)

3(0.0)

2 (4.0)

2(2.0)

3(0.0)

DISCUSION
En este apartado del trabajo se analizd la produccién de enzimas hidroliticas
extracelulares relacionadas con la degradacién de polimeros de la pared celular de
hongos y de plantas. En general, de acuerdo con trabajos realizados previamente en
el analisis de cepas silvestres de diferentes especies de Trichoderma spp. de
diversas regiones geograficas, los resultados mostraron una gran variacion inter e
intraespecifica en la produccién de las actividades enzimaticas evaluadas.

En relacidon a la produccion de celulasa, la mayoria de las cepas estudiadas

mostraron bajo nivel de actividad en las condiciones de incubacion y deteccion
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utilizadas. La cepa que mostré el mayor nivel de actividad celulolitica ha sido
identificada previamente como T. atroviride (CMU-8). Este resultado es congruente
con la evidencia gendmica que muestra que dicha especie produce, al igual que T.
virens, mas actividad celulolitica que T. reesei, a pesar de que este ultimo es
considerado saprofito y los dos primeros micoparasitos (Schmoll et al., 2016). Esto
no obstante que el numero de genes de celulasa y xilanasa no es significativamente
distinto entre las tres especies. La actividad evidenciada en el ensayo utilizado en el
presente trabajo no es capaz de distinguir entre las distintas actividades enzimaticas
asociadas a la degradacion de celulosa, como exo-B-1,4 glucanasas, endo-p-1,4
glucanasas, B-Glucosidasas, entre otras, por lo que a futuro seria interesante
explorar en mayor detalle la capacidad de la cepa CMU-8 para producir y secretar
este tipo de enzimas en diferentes condiciones de cultivo.

No todos los estudios concuerdan con el resultado aqui obtenido, ya que
previamente se ha descrito que cepas silvestres del complejo T. viridescens, que
incluye entre otras a T. atroviride, T. koningiopsis y T. viride, son pobres productoras
de celulasa extracelular; en contraste con cepas de T. gamsii y T. longibrachiatum
que fueron las mejores productoras de dicha actividad enzimatica, y de T. koningii y
T. citrinoviride (del complejo T. harzianum), evaluadas como productoras moderadas
(Btaszczyk et al., 2015). Por otra parte, las cepas de T. gamsii (CMU-21) y T. koningii
(CMU-234) mostraron un nivel intermedio o moderado de actividad celulolitica,
concordando el resultado de esta ultima cepa con el analisis previamente citado, no
asi el de la primera. Por lo anterior, parece evidente que no todas las cepas
silvestres de T. atroviride parecen coincidir con el analisis genémico de la cepa de
referencia, en relacion a la capacidad para producir actividad de celulasa.

En el caso de algunas de las especies aqui evaluadas, son escasos los
antecedentes en la literatura para realizar comparaciones, debido en parte al hecho
de que estas son de reciente descripcion. Por ejemplo, las especies T. trixiae (CMU-
231), T. olivascens (CMU-66) y T. viridialoum (CMU-236) fueron descritas
recientemente como parte del complejo T. viridescens (Jaklitsch et al., 2013). El
unico analisis previo de las especies del complejo en cuanto a la produccion de

celulasas describe a T. trixiae, y en general las especies del complejo T. viridescens,
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como malas productoras de actividad de celulasa, en comparacion con cepas
silvestres de otras especies del género (Btaszczyk et al., 2015). Estas tres especies
han sido aisladas de madera y corteza en descomposicién de distintas especies
arboreas, por lo que son consideradas de habitos saproéfitos, aunque se ha propuesto
que T. trixiae puede ser fungicola (Jaklitsch et al., 2013). Por lo anterior, parece
contradictorio de acuerdo al habitat identificado en las especies tipo, que dichas
cepas tengan baja actividad celulolitica, lo que hace interesante evaluar las cepas de
estas especies en otras condiciones de cultivo, con la finalidad de explorar la
posibilidad de que produzcan actividad celulolitica.

Todavia es incipiente la cantidad de genomas cerrados con las que se cuenta
dentro del género y, aun mas, de genomas de la misma especie para comparaciones
intra-especificas, por lo que el posible origen genético de dichas variaciones entre
cepas de T. atroviride, y otras especies del género, esta por dilucidarse. Sin
embargo, una aproximacion genético-bioinformatica que permite evaluar el potencial
celulolitico de algunas de las especies aqui estudiadas es el numero de genes que
codifican para enzimas relacionadas con la hidrolisis de celulosa (incluidas
endoglucanasas, celobiohidrolasas y B-glicosidasas) reportados en el Genbank. En
ese sentido T. viride tiene el maximo de genes celuloliticos reportados, con 19,
seguida de T. harzianum con 10 y de T. koningii con 4 (Strakowska et al., 2014). Al
igual que en el caso de las incongruencias entre estudios comentadas para T.
atroviride, los resultados del presente trabajo no parecen correlacionar
completamente con dicha abundancia de genes, ya que la cepa de T. viride (CMU-
218) aqui analizada mostré un nivel intermedio de actividad de celulasa; no obstante,
la cepa de T. koningii (CMU-234) mostré también un nivel intermedio de produccion
de celulasa, en congruencia con el bajo numero de genes para dicha actividad
reportados para esta especie en el Genbank.

En contraste con la actividad de celulasa, la mayoria de las cepas de estudio
mostraron una alta actividad de xilanasa, siendo algunas cepas de T. harzianum,
particularmente CMU-51, y la uUnica cepa de T. trixiae, las peores productoras de
dicha actividad. En general, estos resultados concuerdan con analisis previos que no

muestran diferencias significativas en la actividad de xilanasa entre cepas de T.
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atroviride, T. gamsii, T. koningii y T. harzianum (Bfaszczyk et al., 2015). Sin embargo,
el presente trabajo muestra ademas variabilidad intraespecifica en el caso de la
ultima especie.

La actividad extracelular de proteasa fue la que mayor viariabilidad intra e
interespecifica mostré entre las cepas analizadas. Asi, mientras que algunas cepas
de T. harzianum mostraron el mayor nivel de produccion, otras mostraron el nivel
mas bajo. Cepas de T. harzianum de otras regiones geograficas han sido reportadas
como buenas productoras de proteasas (Consolo et al., 2012; Kamala et al., 2015;
Islam et al., 2016) y la amplia variacion en actividad proteolitica entre cepas
silvestres de este taxén ha sido previamente observada (Consolo et al., 2012; Islam
et al., 2016). Las cepas de las especies T. viride (CMU-219) y T. tomentosum (CMU-
221) también mostraron alto nivel de proteasa. Analisis de otras cepas silvestres
concuerda con el resultado de la primera, pero no de la segunda especie (Kamala et
al., 2015). Por otra parte, este es el primer reporte en el que se documenta que
especies del complejo T. viridescens, como T. trixiae (CMU-231) y T. olivascens
(CMU-66), pueden ser buenas productoras de actividad proteolitica extracelular.

Respecto a la actividad de quitinasa, cuatro cepas mostraron el nivel mas alto
de produccion, dos de ellas de T. harzianum (CMU-51 y CMU-181), y las cepas de T.
trixiae (CMU-231) y T. viride (CMU-218). Al igual que en los casos del resto de
actividades enzimaticas estudiadas, las cepas de T. harzianum mostraron diversidad,
ya que también hubo cepas con actividad intermedia y baja. Analisis previos de
cepas silvestres también presentan a cepas de T. harzianum (Consolo et al., 2012;
John et al.,, 2015; Islam et al., 2016) como buenas productoras de actividad
quitinolitica, junto con cepas de T. viride/H. rufa (Gajera y Vakharia, 2010; Kamala et
al., 2015). Como se comentd anteriormente para las otras actividades enzimaticas,
todavia es escasa la informacion respecto a la capacidad de cepas de T. trixiae para
producir enzimas hidroliticas, incluida la actividad de proteasa. Por lo anterior, el
presente estudio representa el primer reporte de este taxon en relacién a su
capacidad para producir proteasas extracelulares. Las dos cepas de T. tomentosum
(CMU-221, CMU-222) evaluadas se mostraron como malas productoras de

proteasas, en contraste con estudios previos que muestran cepas de esta especie
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entre las mejores productoras de dicha actividad enzimatica (Kamala et al., 2015). No
obstante, la produccién media a mala de T. koningii (CMU-234) si es congruente con
reportes previos (Kamala et al., 2015), en algunos casos acompafiada de alta
variacion intraespecifica en dicha especie (Worasatit et al., 1994).

Se ha propuesto que la gran variacién intra e interespecifica en la produccién
de enzimas hidroliticas extracelulares de Trichoderma spp. puede deberse por la
complejidad de los sistemas regulatorios que participan en la expresion de genes
relacionados con dichas actividades enzimaticas, los cuales aun en variantes
geograficas de la misma especie pueden estar sujetos a diferentes velocidades de
evolucion y adaptacion, debido a distintas condiciones de presion selectiva (Lopes et
al., 2012).

La relacibn entre la capacidad antagonica contra microorganismos
fitopatégenos (ver capitulo 1) y la produccion de enzimas hidroliticas extracelulares
en las cepas de Trichoderma spp. analizadas en el presente trabajo, no es del todo
clara. Por una parte, la cepa de T. viride (CMU-218) fue una de las mejores
antagonistas y, salvo la actividad de celulasa, muestra el nivel mas alto en la
produccion de enzimas hidroliticas. Mientas que la cepa de T. atroviride (CMU-8),
que presentd los mismos niveles de antagonismo que T. viride, es mala productora
de proteasas y productora intermedia de quitinasas. Adicionalmente, las cepas de T.
harzianum que presentaron los mejores niveles de antagonismo (CMU-14, CMU-16 y
CMU-90), mostraron alta actividad de xilanasas y proteasas, pero no de las otras dos
enzimas hidroliticas. Por ultimo, aunque T. trixiae (CMU-231) no mostré el nivel mas
alto de antagonismo contra F. mexicanum, si presentd el nivel mas alto contra el
resto de fitopatdogenos, asi como el nivel mas alto de actividad de proteasas y
quitinasas.

Por todo lo anterior, puede afirmarse que el presente trabajo es congruente
con estudios previos en los que se muestra alta variacion intra e interespecifica en la
produccion de enzimas hidroliticas extracelulares, y que dicha capacidad es mas
dependiente de la cepa que de la especie de Trichoderma. Lo mismo puede
afirmarse para la correlacion entre actividad de enzimas hidroliticas extracelulares y

antagonismo contra fitopatdgenos. Estos resultados resaltan la importancia de seguir
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analizando cepas silvestres de distintas especies de Trichoderma provenientes de
diferentes sustratos y regiones geograficas, dado que cada coleccién de cepas
analizadas no necesariamente responde con los resultados de estudios previos.

Por ultimo, las cepas CMU-8 de T. atroviride y CMU-218 de T. viride se
perfilan como candidatos ideales para continuar los estudios que lleven a la
generacion de un producto para su uso agricola en el estado de Michoacan, como
herramienta de biocontrol. Esto debido a su capacidad antagénica y de inhibicién de
distintos fitopatégenos (ver Capitulo 1) y a la produccién de algunas de las enzimas

hidroliticas extracelulares evaluadas.
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CAPITULO 3

DIVERSIDAD GENETICA EN CEPAS SILVESTRES DE Trichoderma
harzianum

RESUMEN

Se evalu6 la diversidad genética de 14 cepas de T. harzianum empleando seis
iniciadores para la amplificacion de regiones de ADN comprendidas entre secuencias
repetitivas simples (inter simple sequence repeat, ISSR), dos universales para la
generacion de huellas genéticas (universal primers, UP-PCR) y tres para la
amplificacion de elementos repetitivos (rep-PCR). Los iniciadores UP-PCR no
generaron productos de amplificacion en todas las cepas, por lo que no se utilizaron
en el analisis. Cuatro de los iniciadores ISSR y los tres de rep-PCR generaron
patrones de bandeo complejos en todas las cepas analizadas. Dichos iniciadores
mostraron polimorfismos entre las cepas de estudio y permitieron la construccién de
dendrogramas, los cuales en todos los casos generaron cuatro genotipos principales,
apareciendo genéticamente distinta la cepa CMU-1 aislada de Atécuaro, la cual no
se agrupd con otras cepas del mismo sitio de procedencia. Las cepas CMU-90
(Atécuaro), CMU-51 (Patzcuaro), se agruparon en la mayoria de los dendrogramas
junto con CMU-14 (Charo) y CMU-16 (Charo). Las cepas CMU-181 y CMU-183 de
Atécuaro, permanecieron agrupadas en la mayoria de los dendrogramas; al igual que
las cepas CMU-23 y CMU-25 de Ciudad Hidalgo. Los resultados indican que existe
flujo genético de cepas del complejo T. harzianum entre las localidades de
procedencia. Las causas de la variacion genética de las cepas analizadas se
desconocen, pero es posible que los marcadores utilizados estén separando a las
cepas de estudio entre especies cripticas del complejo T. harzianum. Los
marcadores empleados son utiles en para la diferenciacion genética de T. harzianum,
pero deben de incluirse mas cepas de cada uno de los sitios de muestreo, con la
finalidad de establecer de manera mas precisa la estructura de la poblacion y

encontrar marcadores asociados a potencial para el biocontrol.
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INTRODUCCION

La tipificacion se define como el analisis fenotipico o genotipico de aislados por
debajo del nivel taxondmico de especie, el cual se realiza con la finalidad de generar
conjuntos de datos o huellas (fingerprint) especificas de una cepa o clona (van
Belkum et al., 2007). La tipificacion de una cepa fungica también ha sido establecida
como la habilidad para identificar a dicha cepa a nivel de especie y de discriminarla
entre individuos dentro de una misma especie (Taylor et al., 1999). Los métodos de
tipificacion pueden basarse en caracteristicas fenotipicas o genotipicas, siendo en
este ultimo caso denominada genotipificacion o tipificacion genética. Para los fines
de este apartado del trabajo, las técnicas de tipificacion fenotipica no seran
abordadas.

La diversidad genética entre cepas de T. harzianum mediante técnicas
moleculares se ha determinado empleando diferentes marcadores y con diferentes
fines. Los primeros marcadores de tipificacion molecular aplicados para el estudio de
diversidad genética intraespecifica en hongos fueron los patrones de aloenzimas,
analisis denominado MLEE (MultiLocus Enzyme Electrophoresis) (Taylor et al., 1999;
Schlétterer, 2004; Gil-Lamaignere et al., 2003). El principio basico de dicha técnica
es que se pueden distinguir variantes (alelos) de enzimas mediante electroforesis en
geles nativos debido a las diferencias en tamafo y carga ocasionadas por
sustituciones de aminoacidos; diferentes actividades enzimaticas son reveladas
mediante tinciones especificas en el gel (Taylor et al., 1999). Esta técnica ha sido
empleada principalmente para diferenciar entre especies de Trichoderma (Stasz et
al., 1988; Siddiquee et al., 2007; Kredics et al., 2012) y para evaluar la diversidad de
cepas de T. harzianum (Zamir et al., 1985; Siddiquee et al., 2007; Kredics et al.,
2012). En particular, la técnica ha tenido relevancia para la identificacién de cepas de
Trichoderma de interés clinico, relacionadas con infecciones en humanos (Szekeres
et al., 2006).

Uno de los primeros métodos de diferenciacion entre cepas fungicas mediante
el analisis del ADN fue el establecimiento de cariotipos mediante la separacion de
cromosomas en electroforesis de campos pulsados (PFGE, Pulse Field Gel

Electrophoresis) (Taylor et al., 1999; Gil-Lamaignere et al., 2003). En esta técnica,
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los cromosomas de las cepas de estudio se separan en geles de agarosa sobre lo
que se cambia cada determinado tiempo la orientacién del campo eléctrico aplicado,
y los patrones revelan tanto el numero de cromosomas de cada cepa como las
diferencias en los tamafos de estos. En el caso de Trichoderma spp., la técnica se
aplicé en la década de 1990-2000 para localizar genes en cromosomas especificos
(Carter et al., 1993; Herrera-Estrella et al., 1993). En términos de tipificacion, se
utilizé para diferenciar entre especies y establecer hipotesis evolutivas (Herrera-
Estrella et al., 1993), asi como para diferenciar cepas en T. reesei (Mantyla et al.,
1992) y T. harzianum (Gémez et al., 1997).

El polimorfismo en la longitud de los fragmentos de restriccion (RFLP,
Restriction Fragment Lenght Polymorphism) fue también de los primeros métodos
genético-moleculares utilizados para evaluar diferencias inter e intraespecificas en
hongos (Taylor et al., 1999; Gil-Lamaignere et al., 2003), en un inicio realizando la
restriccion directa del ADN de las cepas y la posterior identificacion de variantes
mediante una sonda de prueba en ensayos de hibridacion Southern; posteriormente
las variantes fueron analizadas a partir de la restriccién de productos de amplificacion
obtenidos mediante PCR. En Trichoderma spp., la primera variante de este ensayo
se utilizé para resolver conflictos en la diferenciacion entre especies (Meyer et al.,
1992; Bowen et al., 1996) y para diferenciar entre genotipos de una misma especie,
incluidas cepas de T. harzianum (Muthumeenaksh et al., 1994; Bowen et al., 1996).
La aproximacion RFLP mediante PCR (RFLP-PCR) ha sido empleada desde hace
varios afos principalmente para distinguir entre especies de Trichoderma (Hermosa
et al., 2000; Park et al., 2005; Latha et al., 2002; Lieckfeldt et al., 2009), mas que
para analizar variacion intraespecifica.

Ademas de la técnica de RFLP-PCR anteriormente mencionada, la
introduccién del ensayo de PCR permitié el uso de una gran variedad de técnicas de
tipificacion y diferenciacion genética inter e intraespecifica en hongos. Entre las
técnicas basadas en PCR que se han utilizado por muchos afios se encuentran la
amplificacion al azar de regiones polimoérficas de ADN, la cual ha recibido distintos
nombres, siendo los mas comunes el ensayo RAPD (Randomly Amplified
Polymorphic DNA) y el AP (Arbitrary Primer-PCR) (Welsh y McClelland, 1990;
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Williams et al.,, 1990). Una variante de este ensayo es la UP-PCR (Universally
Primed-PCR), en la cual se utilizan iniciadores de mayor longitud que la de los
ensayos RAPD y temperaturas de alineamiento mas altas (Bulat et al., 1998). El
ensayo RAPD se puede agrupar con otras técnicas para el analisis de variacion
genética intraespecifica en hongos que se basan en la PCR y generan multiples
productos de amplificacion, los cuales pueden ser analizados en geles de agarosa.
Estas otras técnicas incluyen la amplificacion de regiones delimitadas por elementos
repetitivos simples tipo microsatélites (ISSRs, Inter-Simple Sequence- Repeats)
(Zietkiewicz, 1994), la deteccioén de polimorfismos en la longitud de los fragmentos de
restriccion amplificados (AFLPs, Amplified Fragment Length Polymorphisms) (Vos et
al., 1995) y la amplificacion de elementos repetitivos rep-PCR (BOX, REP y ERIC),
esta ultima originalmente disefiada para bacterias (Versalovic et al., 1994).

La amplificacion de regiones al azar, ya sea mediante RAPD o AP, ha sido
utilizada para distinguir cepas de T. harzianum de otras especies del género
(Maymon et al., 2004; Shanmugam et al., 2008; Lépez-Mondéjar et al., 2011) y
evaluar diversidad genética intraespecifica (Sharma et al., 2009; Lopez-Mondéjar et
al., 2011). El analisis RAPD también mostrd que distintos genotipos de T. harzianum
pueden coexistir en un mismo habitat, revelando la gran variacion genética de la
especie dentro de una misma poblacion (Wuczkowski et al., 2003). Los marcadores
RAPD se han usado en combinacion con cariotipos para diferenciar genotipos entre
cepas de T. harzianum sensu lato (Gémez et al., 1997). Ademas de su empleo en
estudios de diversidad y diferenciacion de cepas de Trichoderma spp., la técnica
RAPD se conserva como una herramienta para la generacion de SCARs (sequence-
characterized amplified region) que permiten el disefio de iniciadores especificos de
cepa dentro de T. harzianum, los cuales pueden ser empleados para la identificacion
de aislados de la cepa, o para el seguimiento de estos en campo (Chen et al., 1999;
Rubio et al., 2005; Naeimi et al., 2011). Este tipo de estudios es importante para
evaluar la persistencia de una cepa biocontroladora en suelo una vez que se aplica, y
por lo tanto la necesidad de volver a aplicar o no el producto. En el caso de cepas de
T. harzianum que atacan cultivos de champifidén (Agaricus bisporus), la generacion

de SCARs permite distinguir biotipos particularmente agresivos y dificiles de
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erradicar (Chen et al.,, 1999). La amplificacion mediante UP-PCR ha sido utilizada
como herramienta para ayudar a resolver conflictos taxondmicos en el género
Trichoderma (Bulat et al., 1998), identificar cepas dentro del género (Lubeck et al.,
2000; Cumagun et al., 2000) y diferenciar genotipos dentro de T. harzianum (Lubeck
et al., 1999; Cumagun et al., 2000).

Las técnicas de tipificacion mediante AFLP y rep-PCR han sido utilizadas en
diferentes especies de hongos (Toda et al., 1999; Vanhee et al., 2010),
particularmente patégenos de humanos y de plantas, sin embargo, no han sido
utiizadas ampliamente en especies del género Trichoderma. Patrones de
agrupamiento obtenidos mediante AFLPs permiten evaluar la diversidad genética
intraespecifica de distintas especies de Trichoderma (de Souza et al., 2006; John et
al., 2015) y para diferenciar cepas de T. harzianum de otras especies del género
(Buhariwalla et al., 2005; Vahabi et al., 2009; Nath et al., 2014; John et al., 2015).
Este marcador de tipificacion ha permitido identificar cepas de T. harzianum
aplicadas en campo para biocontrol y diferenciarlas de las cepas nativas; las cepas
biocontroladoras aplicadas son recuperadas por aislamiento y cultivo para conocer
su tiempo de permanencia en suelo (Avila-Miranda et al., 2006). En cuanto a la
técnica de tipificacion por rep-PCR, el ensayo BOX ha sido util para diferenciar entre
cepas de T. viride y T. reesei (Grosch et al., 2006) y diversidad intraespecifica en T.
harzianum (Hassan et al., 2014), en esta ultima especie también se ha comprobado
la utilidad de los ensayos REP y ERIC como método de tipificacion (Hassan et al.,
2014).

Los marcadores ISSR son capaces de separar y agrupar cepas de T.
harzianum de cepas de otras especies del género (Consolo et al., 2012) y de revelar
la diversidad intraespecifica de T. harzianum (Hassan et al., 2014; Stocco et al.,
2016). El ensayo ISSR ha sido también aplicado para evaluar la estabilidad genética
de cepas de T. harzianum y de otras especies del género durante el proceso de
criopreservacion (Broughton et al., 2012). Una de las caracteristicas del ensayo PCR,
es una mayor reproducibilidad que los ensayos RAPD, debido a las temperaturas de
alineamiento mas altas (Nybom et al., 2014), algo que comparte con los rensayos
rep-PCR.
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El analisis de microsatélites o secuencias repetitivas simples (SSR, Simple
Sequence Repeats) se ha introducido en la ultima década como una herramienta
importante para la diferenciacién entre cepas y el analisis poblacional de hongos
(Araujo, 2014; Dutech et al., 2007). Los microsatélites son repeticiones de
secuencias cortas de entre 2 a 6 nucledtidos en longitud, que se encuentran a lo
largo del genoma eucariotico (Li et al., 2002). En esta técnica, a diferencia de todas
las anteriormente mencionadas, es necesario conocer a priori las caracteristicas de
las regiones genéticas que se desean amplificar, lo cual es esencial para el disefio
de iniciadores (Dutech et al., 2007). Otra de las caracteristicas de los marcadores
SSR es que son co-dominantes, es decir los alelos alternativos se pueden analizar
en cada individuo y poblacion, debido a las diferencias en el tamafno de los
amplicones entre los individuos analizados. Esto contrasta con los marcadores
mencionados anteriormente, salvo MLEE y cariotipo, lo cuales son marcadores
dominantes, ya que solo se puede diferenciar entre ausencia y presencia de bandas,
sin que la ausencia sea un alelo real. En el caso de los AFLPs, se han desarrollado
métodos de andlisis para trabajarlos como marcadores co-dominantes en el analisis
poblacional. Esto porque se pueden analizar en electroferogramas los productos e
amplificacion marcados con fluorescencia, algo que no es posible para el resto de
marcadores mencionados con anterioridad.

De manera interesante, el analisis de SSR para tipificar o diferenciar entre
cepas de Trichoderma spp. es incipiente. El primer estudio se realizé analizando el
genoma de T. atroviride para disefar iniciadores que fueron utiles para diferenciar
cepas de diferentes regiones geograficas y para localizar variantes genéticas en la
rizosfera (Geistlinger et al., 2015). Un estudio reciente realizé6 mineria de datos sobre
los genomas de T. atroviride, T. harzianum, T. reesei, y T. virens para analizar la
abundancia, caracteristicas y distribucion de SSRs en dichas especies (Mahfooz et
al., 2016). El analisis permitio el disefio de iniciadores para la amplificacion de SSR
en las cinco especies y se evaludé su aplicacion para el analisis poblacional en T.
atroviride y T. harzianum (Mahfooz et al., 2016). A la fecha, estos dos son los Unicos

trabajos empleando SSR para la tipificacion de Trichoderma spp.
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Con los avances recientes en secuenciacion de genomas, las técnicas de
tipificacion han evolucionado de patrones de bandeo en geles, como las técnicas
descritas en lo parrafos anteriores, al analisis de secuencias genéticas y gendmicas y
se han incorporado también técnicas instrumentales avanzadas. En el analisis de
genes se han evaluado diferencias de un solo nucleétido (SNPs, Single Nucleotide
Polymorphisms) en uno o varios genes (MLSA, Multi Locus Sequence Analysis;
MLST, Multi Locus Sequence Typing), o en genomas completos (Araujo et al., 2014).
El uso de hibridacion con microarreglos también ha sido una tecnologia empleada
para la comparacidon genética entre cepas (Araujo et al., 2014). Por ultimo, en anos
recientes se ha incrementado la tipificacion de hongos mediante una variante de
espectrometria de masas con aplicacion de laser sobre la muestra denominada
MALDI-TOF, por sus siglas en inglés (MALDI-TOF, Matrix-assisted laser
desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry) (Araujo, 2014; Singhal et al.,
2015), la cual ha sido empleada para discriminar entre especies y entre cepas de
Trichoderma spp. (De Respinis et al.,, 2010). La descripcion detallada y sus
aplicaciones en hongos de dichas técnicas estan fuera de los alcances del presente
trabajo.

A pesar del rapido avance en las técnicas de analisis gendmico y la
disponibilidad de marcadores co-dominantes (SNPs y microsatélites) derivadas de
éste, el uso de marcadores dominantes continua siendo una herramienta util en el
analisis genético poblacional debido a las ventajas que ofrece. La aplicaciéon de
dichos marcadores no necesita del conocimiento previo sobre el genoma de la
especie a estudiar, y permite la deteccion de diferencias intraespecificas a lo largo
de todo el genoma de organismos con diferentes niveles de ploidia. Salvo las
variantes técnicas de AFLPs que emplean marcaje con fluorescencia y se analizan
mediante electroforesis capilar, las técnicas de fingerprint con marcadores
dominantes son sencillas y pueden desarrollarse en geles de agarosa y analizarse
con equipo basico de biologia molecular, lo que los hace una opcion de bajo costo
para el analisis genético de poblaciones de especies animales y vegetales, asi como
de microorganismos procaridticos y eucarioticos. La posibilidad de homoplasia en

bandas del mismo tamarfio y de que algunos de los loci no sean neutros, asi como la

82



Morales-Gallardo, S. l U.M.S.N.H., 2016

dificultad para asignar homocigocidad/heterocigocidad, han sido algunas de las
principales limitaciones asociadas al uso de marcadores dominantes en estudios de
genética de poblaciones, ampliamente documentadas en el caso de los AFLPs.
Estas mismas ventajas y limitaciones son aplicables a otros marcadores de
caracteristicas similares como los ISSRs, los ensayos rep-PCR (incluidos BOX, ERIC
y REP) y los RAPDs; en este ultimo caso se agrega la falta de reproducibilidad. La
combinacion entre si, o con marcadores co-dominantes, permite superar estas
desventajas, siendo aplicados al analisis de heterocigocidad, diferenciacién genética
intra e inter poblacional, migracion y dispersién, estructura poblacional, asociaciones
genotipo-ambiente, flujo genético, entre otros.

Desde los primeros trabajos de tipificacion molecular en T. harzianum a la
fecha, uno de los objetivos comunes ha sido establecer correlaciones entre un
genotipo y un fenotipo determinado o alguna caracteristica de relevancia
biotecnolégica. Por lo anterior, debido a la diversidad en el antagonismo in vitro hacia
microorganismos fitopatégenos (Capitulo 1) y en la produccion de enzimas
hidroliticas (Capitulo 2), en este apartado del trabajo se plante6é el objetivo de
analizar la diversidad genética en las cepas de T. harzianum de estudio. La intencion
era conocer el numero de genotipos presentes en las cepas de dicha especie aqui
estudiadas e identificar la posible relacion entre un genotipo particular y las
caracteristicas fenotipicas analizadas en los capitulos anteriores. Para realizar el
analisis genéticos se eligieron los marcadores ISSR y UP-PCR, debido a su
reproducibilidad, capacidad de diferenciacion entre cepas de Trichoderma spp.
previamente probada, la posibilidad de aplicarlos sin conocimiento previo del genoma
de la especies y cepas analizadas, facilidad de desarrollo y posibilidad de
interpretacion de datos, y por ultimo, su costo relativamente bajo comparado con
técnicas de tipificaciéon de mayor reproducibilidad.

Ademas del interés en establecer relaciones entre genotipo y fenotipo, el
desarrollo de un producto de biocontrol para llevar a su comercializacion involucra
diferentes etapas de un proceso que incluye, entre otras el descubrimiento de una
cepa adecuada, la produccion en masa y su registro. En el caso de esta ultima etapa,

el registro de una cepa especifica requiere que su identidad y estabilidad sean
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determinadas con la maxima precision posible, lo cual es de vital importancia para
asegurar la estabilidad genética del producto y para proteger la propiedad intelectual
(Avis et al., 2001). Por otra parte, una tipificacién adecuada de cepas de Trichoderma
spp. empleadas en productos de biocontrol permite evaluar su permanencia en
campo, lo que es importante para evaluar el tiempo de accion del producto aplicado,

y por lo tanto su periodicidad de aplicacion (Avila-Miranda et al., 2006).

MATERIALES Y METODOS

Cepas analizadas

Se evaluaron las cepas de H. lixii/ T. harzianum (CMU-1, CMU-14, CMU-16, CMU-
23, CMU-25, CMU-43, CMU-51, CMU-90 y CMU-183), de la coleccion de cepas de

interés en el proyecto.

Extraccion de ADN

El ADN gendmico se extrajo de cultivos en medio solido agar papa dextrosa (PDA)
con 5 dias de incubacion. Se recupero el micelio y se congelé con N2 liquido, se
macero, se transfirio a un tubo de microcentrifuga de 1.5 mL y se adicionaron 500 uL
buffer de lisis (SDS 0.5%, NaCl 250 mM, EDTA 25 mM, Tris-HCI 200 mM, pH 8.5).
Se agrego el mismo volumen de fenol/cloroformo/alcohol isoamilico (1:1:1), se agito
en vortex por 1 min y se centrifugé a 1500 g. La fase acuosa se recupero, se tratd
con RNAsa (0.5U/ yL a 37 °C por dos horas), se extrajo nuevamente con
fenol/cloroformo (1:1), y se centrifugé de la manera previamente descrita; de la fase
acuosa recuperada el ADN se precipitd con el mismo volumen de isopropanol frio. La
pastilla se lavé con etanol (70%), se secd a temperatura ambiente y se resuspendid
en 30 pL de H20 destilada desionizada estéril. La integridad del ADN se corroboré en

geles de agarosa al 1% tefiidos con SYBER Green (Invitrogen, USA).

Ensayos de amplificacién mediante PCR
El ADN gendmico de cada una de las cepas de H. lixii/ T. harzianum se utiliz6 como
molde para la amplificacion con distintos oligonucleétidos usados para generar

huellas genéticas (fingerprint) de hongos mediante la generacion de patrones de
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bandeo complejos (Tabla 1). Las reacciones de amplificacion se realizaron en un
volumen final de 10 yL. Para todas las muestras la concentracion de la mezcla de
reaccion fue la misma: 10 mM de Buffer Tris-HCI pH 8.0; 2.5 mM de MgCl2; 0.2 mM
de cada dNTP; 0.2 mM de oligonucleétido; 0.5 U de Tag DNA polimerasa
recombinante (Invitrogen, USA); 25 ng/uL de ADN; el volumen final se ajustd con
H20 destilada desionizada estéril a 10 yL. Las reacciones de PCR se realizaron en
un termociclador de gradiente modelo Veriti (Applied Biosystem, USA) mediante el
siguiente protocolo de amplificacién: un ciclo inicial de desnaturalizacion a 95 °C por
7 min, seguido de 33 ciclos de desnaturalizacién a 95 °C por 1 min, alineamiento a 48
°C por 1 min y extension a 72 °C por 2 min, con una extension final a 72 °C durante
10 min. Los productos de amplificacion obtenidos se analizaron en geles de agarosa
al 1.5%, corridos a 100 V y tefiidos con SYBER Green (Invitrogen, USA).

Andlisis de geles
Para la determinacion del numero y el tamafio de las bandas generadas para cada
cepa con cada uno de los iniciadores utilizados se utilizé el software Gelanalyzer

(Lazar y Lazar, http://www.gelanalyzer.com/).

Tabla 1. Oligonucledtidos utilizados para el analisis de diversidad genética en T. harzianum.

Primer Secuencia (5 >3’) Referencia
ISSR1 CTA CAC ACACAC ACA CAC
ISSR2 AG AG AGAGAGAGAGAGTA
ISSR3 ACA CAA CAA CAA CAA CAA
ISSR4 GAG AGA GAG AGA GAG AACC
ISSR5 AGA GAG AGA GAG AGAG Consolo et al., 2012
ISSR6 AATG AATG AATG AATG
UP-PCR(3-2) TAAGGGCGGTGCCAGT
UP-PCR(AA2M2) CTGCGACCCAGAGCGG
REP 1 CG CG CATC GGC Hassan et al., 2014
REP 2 CG CTTATC GGCCTAC
ERIC 2 AAGTAAGTGACTGGGGTGAGC Alves et al., 2006

Construccion de dendrogramas
A partir de los patrones de amplificacidon obtenidos se construyé una matriz
dicotomica de 1 (presencia de banda) y 0 (ausencia de banda). Dicha matriz fue

utilizada para calcular las distancias euclidianas entre las cepas mediante el
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algoritmo de Ne y Li (Dice) y con éstas distancias se generé un dendograma
mediante el criterio UPGMA, ambas operaciones se realizaron en el programa PAST
ver. 1.81 (Hammer et al., 2001).

RESULTADOS

Al realizar los ensayos de amplificacion se encontré que los dos iniciadores UP, asi
como los inicidores ISSR2 e ISSR6 no mostraron amplificacién en todas las cepas
analizadas o generaron un numero muy limitado de bandas (menos de 4) en algunas
de éstas. Por esta razén, no se incluyeron los resultados de dichos iniciadores en
este apartado y ya no fueron utilizados en analisis posteriores.

Con los iniciadores se presentaron patrones de bandeo complejos en todas las
cepas analizadas, generando un numero variable de bandas. Dentro de la
marcadores tipo ISSR, el iniciador ISSR5 fue el que generé un mayor numero de
bandas con tamafos entre 350 y 4000 Kb (Fig. 1). El iniciador ISSR3 fue el que
generd el menor numero de bandas entre las cepas de estudio con tamafios entre
1100 y 5000 Kb.
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Figura 1. Patrones de amplificacién de las cepas de Trichoderma harzianum con distintos iniciadores
ISSR. Gel de agarosa al 2% (p/v) tefiido con bromuro de etidio. En cada carril aparece el numero de
cepa CMU correspondiente y M indica el marcador de peso molecular, 1 Kb ladder plus (Invitrogen,
USA). En cada gel aparece el nombre del iniciador utilizado.
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En el caso de los iniciadores empleados para amplificar elementos repetitivos
el iniciador ERIC2 generé un mayor numero de bandas entre las cepas de estudio,
con tamafios entre 350 y 3500 Kb (Fig. 3). El iniciador REP1 fue el que generd un

menor numero de bandas, con tamafos entre 1000 y 3500 Kb.

M 1 14 16 18 19 23 25 34 43 44 51 90 181 183 M 1 14 16 18 19 23 25 34 43 44 51 90 181 183

-
- -
e SS38sS
1650 -

CE A R K R B

M 1 14 16 18 19 23 25 34 43 44 51 90 181 183

2000 _— e .._-=

il ----TzEEzE-S==
e -___ - —

1,000 - Ty — -

I - - EEmE -

650 e L L L L L Ty

500 == ==

400

Figura 2. Patrones de amplificacion de las cepas de Trichoderma harzianum con iniciadores para
elementos repetitivos (rep-PCR). Gel de agarosa al 2% (p/v) tefiido con bromuro de etidio. En cada
carril aparece el numero de cepa CMU correspondiente y M indica el marcador de peso molecular, 1
Kb ladder plus (Invitrogen, USA). En cada figura aparece el nombre del iniciador utilizado.

Con cada uno de los patrones de amplificacion obtenidos se construyeron
patrones de agrupamiento para evaluar la diversidad genética intraespecifica en las
de cepas de T. harzianum analizadas. En el caso de los marcadores ISSR, se
generaron agrupamientos similares, aunque con diferencias en la colocaciéon de
algunas de las cepas analizadas. De manera interesante, en general,
independientemente del marcador, algunas de las cepas siempre aparecieron
agrupadas, por ejemplo, CMU-51 y CMU90, CMU-14 y CMU-16. Por otra parte, la
cepa CMU-1 siempre apareci6é separada del resto de las cepas analizadas (Fig. 3).
Ademas, no se encontré que las cepas se agruparan de acuerdo a la localidad de

proveniencia, en ese sentido también destaca el caso de las cepas CMU-51 y
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CMU90, quienes no obstante de provenir de Patzcuaro y Atécuaro, respectivamente,
permanecen agrupadas, como se menciond anteriormente. Por ultimo, es de
destacar la cepa CMU-34, que con todos los iniciadores empleados aparece

genéticamente diferenciada del resto de cepas provenientes de Charo.
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Figura 3. Dendogramas generados con los resultados de amplificacion de los iniciadores ISSR en las
cepas de T. harzianum. Con la matriz dicotémica obtenida se calculdé la similitud (S) usando el
coeficiente de correlacion de Pearson y a partir de ésta se genero el patron de agrupamiento mediante
el criterio UPGMA.
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Al igual que los marcadores ISSR, los elementos repetitivos ERIC y REP,
generaron distintos patrones de agrupamiento en las cepas de T. harzianum de
estudio (Fig. 4). Con estos marcadores también se mantuvieron agrupadas algunas
cepas que lo hicieron con los iniciadores ISSR, como los pares CMU-51 y CMU-90,
CMU-14 y CMU-16. En este ultimo caso se agrega la cepa CMU-18 que en la
mayoria de los dendrogramas con ISSR también aparece agrupada con estas dos
cepas. También con estos marcadores la cepa CMU-1 aparece genéticamente
distinta del resto de cepas analizadas, en una rama terminal unica. Al igual que con

los iniciadores ISSR, la cepa CMU-34 de Charo aparece agrupada con otras cepas
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provenientes de distintas localidades. Los patrones de agrupamiento generados con
los elementos repetitivos tampoco muestran congruencia entre la localidad de

procedencia y la similitud genética de las cepas analizadas.
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Figura 4. Dendogramas generados con los resultados de amplificacion obtenidos con iniciadores para
distintos elementos repetitivos en las cepas de T. harzianum. Con la matriz dicotdmica obtenida se
calculd la similitud (S) usando el coeficiente de correlacion de Pearson y a partir de ésta se genero el
patrén de agrupamiento mediante el criterio UPGMA.
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DISCUSION

En este apartado del trabajo se evaluo la diversidad genética entre las cepas de
Trichoderma harzianum de estudio. Salvo los iniciadores ISSR2, ISS6 y los UP
empleados, el resto de iniciadores generaron patrones de amplificacién en todas las
cepas analizadas. En relacion a los iniciadores tipo UP, los resultados obtenidos
contrastan con estudios previos en los que se ha logrado la amplificacion con este
tipo de inciadores en T. harzianum (Bulat et al., 1998; Cumagun et al., 2000; Libeck
et al.,, 2000), algunos de los cuales han servido para separar entre genotipos de
dicho complejo (Lubeck et al., 1999). No obstante, existen otros trabajos con los que

nuestros resultados muestran congruencia, en el sentido de que los iniciadores UP
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muestran pocas bandas de amplificacion en cepas de T. harzianum (Consolo et al.,
2012). Dichos contrastes son una evidencia de la gran variabilidad genética global
que presentan las cepas de T. harzianum, y resaltan la necesidad de probar
diferentes iniciadores con la finalidad de encontrar aquellos mas propicios para
estudiar las relaciones genéticas en una coleccion de cepas silvestres de dicho
taxon.

Dada la capacidad de diferenciacion entre cepas encontradas aqui y en los
escasos trabajos previos (Siddiquee et al., 2012), asi como la reproducibilidad y
facilidad de ejecucion para generar patrones de amplificacion con iniciadores para
ISSR, es de extranar el escaso uso de ésta para el analisis poblacional de
Trichoderma spp. en general y de T. harzianum en particular. Algo similar podria
decirse para los elementos repetitivos, cuyos resultados se discuten a continuacion.
Estos dos marcadores constituyen una herramienta ideal que a futuro sera utilizada
con mas frecuencia para distinguir genotipos en cepas de Trichoderma spp.
provenientes de Michoacan.

En relacion a los resultados de agrupamiento encontrados empleando los
marcadores ISSR, previamente se ha documentado la falta de correlaciéon entre la
localidad de proveniencia y el patron de agupamiento generado con dicho tipo de
marcador en T. harzianum (Siddiquee et al., 2012). Los resultados encontrados en el
presente estudio muestran que los elementos repetitivos son utiles para realizar
discriminacion de cepas y analisis poblacional en este taxdn. En congruencia con los
resultados de este trabajo, el marcador BOX ha sido util para diferenciar cepas de T.
reesei y T. viride (Grosch et al., 2006). En relacién a la diversidad intraespecifica de
T. harzianum empleando elementos repetitivos en el analisis (REP, BOX, ERIC),
nuestros resultados son congruentes con los de Hassan et al. (2014), encontrando
grupos mayoritarios y cepas que se distiguen genéticamente del resto.

En los patrones de agrupamiento obtenidos con los distintos marcadores, la
cepa CMU-1 aislada de Atécuaro aparece genéticamente distinta, ya que no se
agrupo con otras cepas del mismo sitio de procedencia. Por otra parte, las cepas
CMU-90 (Atécuaro), CMU-51 (Patzcuaro), se agruparon con todos los iniciadores, en

la mayoria de los dendrogramas junto con CMU-14 y CMU-16, las dos provenientes
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de Charo. Las cepas CMU-181 y CMU-183, ambas de Atécuaro, permanecieron
agrupadas en la mayoria de los dendrogramas; al igual que las cepas CMU-23 y
CMU-25 de Ciudad Hidalgo.

El origen de la diversidad genética de las cepas de T. harzianum aqui
analizadas se desconoce. Sin embargo, es importante considerar que T. harzianum
es considerado en la actualidad un complejo de especies cripticas (Chaverri et al.,
2015), por lo que es factible que parte de esa variacion se deba al hecho de que se
estan analizando diferentes especies del complejo, las cuales no se pueden distinguir
plenamente a la fecha con el andlisis filogenético realizado (Cazares-Garcia et al.,
2016). Otras explicaciones relacionadas con el ciclo de vida y las frecuencias de
mutacion han sido ofrecidas por Consolo et al. (2012). Asi, se propone que debido a
que Trichoderma presenta especies heterotalicas diploides (Seidl et al. 2009), hay
cepas que pueden variar genéticamente mas rapidamente que otras de acuerdo a la
frecuencia de entrecruzamiento sexual. Por otra parte, mecanismos como la
frecuencia de mutacion, la recombinacién y la migracion (Chaverri et al. 2003;
Sharma et al. 2009) también pueden participar en la generacién de variacidon
genética en T. harzianum.

El hecho de que en este estudio se encuentren cepas provenientes de
diferente localidad con gran similitud genética probablemente este reflejando un
fendmeno de migracién reciente, en el que no se han alcanzado a diferenciar cepas
que provienen de un mismo fondo genético. Este podria ser el caso de los pares de
cepas CMU-51/CMU-90 y CMU-14/CMU-16. Por otro lado, es probable que distintas
cepas provenientes del mismo ecosistema estén sujetas a una presion selectiva
diferente, por lo que se han diferenciado genéticamente, este podria ser el caso de la
cepa CMU-1 proveniente de Charo, la cual se distingue genéticamente del resto de
cepas provenientes del mismo sitio. No obstante, es necesario incluir un mayor
numero de cepas de cada localidad con la finalidad de conocer mas detalladamente
la estructura poblacional del complejo T. harzianum en Michoacan y los mecanismos
que explican dicha estructura. Esto, ademas de permitir un conocimiento ecolégico
de uno de los taxa mas representativos del género Trichoderma ayudaria a la

seleccidon de cepas con caracteristicas genéticas y fisiologicas deseables para ciertas
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aplicaciones biotecnoldgicas, como el caso del biocontrol abordado en el presente

trabajo.
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CAPITULO 4

DIVERSIDAD METABOLICA Y PATRONES DE CONIDIACION EN CEPAS
SILVESTRES DE Trichoderma harzianum

RESUMEN

Se evalud la variacion en la capacidad metabdlica y de conidiacion de nueve cepas
silvestres de T. harzianum empleando el ensayo de microarreglos fenotipicos (MFs)
con placas Biolog®. El criterio para la seleccion de cepas para el analisis metabdlico
fue el resultado del analisis genotipico realizado en el Capitulo 3, seleccionando
cepas de distintos genotipos. Se encontré que los sustratos mejor utilizados para el
crecimiento de las cepas analizadas fueron a-ciclodextrina, acido y-amino-butirico, a-
D-Glucosa, D-Manosa, gentiobiosa y N-acetil-D-glucosamina. Los sustratos menos
utilizados por las cepas de T. harzianum estudiadas fueron N-acetil-D-manosamina,
D-arabinosa, glucoronamida, acido-D-sacérico, L-serina, L-treonina, 2-amino etanol y
putrescina. Se observd una variabilidad significativa en la capacidad de las cepas
analizadas para aprovechar y crecer en los 95 sustratos de las placas Biolog. La
cepa que mostro la mayor capacidad metabdlica fue la cepa CMU-183, mientras que
aquella que mostré una menor capacidad en la utilizacion de sustratos fue la CMU-
51. La capacidad de conidiacién en los distintos sustratos también mostré variacion
entre las cepas de estudio. La cepa que conidié en mayor cantidad de fuentes de
carbono fue la CMU-25 y la que conidié en menos fuentes de carbono fue la CMU-
43. Las cepas fueron capaces de conidiar en 42 fuentes de carbono distintas, pero
los sustratos en los que se observd mayor conidiacion fueron D-celobiosa, D-
fructosa, D-galactosa, gentobiosa y D-trealosa. La variacion metabdlica y de
conidiacién observada puede deberse a que las cepas analizadas son diferentes
especies del complejo T. harzianum. Los resultados son utiles para el crecimiento y
produccion masiva de conidias de las cepas de estudio, con fines de formulacién de

un producto de biocontrol.
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INTRODUCCION

Las especies del género Trichoderma crecen y completan su ciclo de desarrollo en
una gran variedad de sustratos organicos vivos o inertes (Ver Introduccion General).
La gran variedad de habitats y estilos de vida que se presentan dentro del género,
enfrenta a las especies de Trichoderma con una amplia diversidad de condiciones
ambientales en las que se presentan distintos procesos de presion selectiva
(referencia de introduccion de nichos y habitats). Debido a esto, la capacidad de las
especies y cepas de Trichoderma para utilizar una amplia variedad de compuestos
determina en gran medida su probabilidad de sobrevivir en distintos ambientes y
superar condiciones ambientales y ecoldgicas diversas. Aunque en la naturaleza es
factible encontrar monosacaridos, disacaridos y otros carbohidratos de bajo peso
molecular que pueden ser empleados como fuente de C por parte de Trichoderma
spp., las formas mas abundantes de fuentes de C en la naturaleza, particularmente
en suelo y mantillo, son poliméricas. Los polisacaridos, en general cualquier otro
biopolimero proveniente de restos celulares u organismos vivos, deben de ser
hidrolizados extracelularmente a estructuras simples que después son transportadas
al interior celular para ser metabolizadas.

La relevancia ecoldgica y biotecnoldégica de las enzimas hidroliticas
extracelulares en Trichoderma spp. ya se traté en la introduccion general y el
segundo capitulo del presente trabajo. En relacion a los mecanismos de transporte,
estos son importantes para la incorporacion de nutrientes y para la excrecion de
sustancias tdéxicas o metabolitos secundarios, asi como para el mantenimiento de la
homeostasis de iones.

El sistema Biolog se introdujo como técnica de analisis bioquimico-metabdlico
bacteriano a finales de la década de 1970-1980 (Bochner y Savageau, 1977). En
dicho trabajo se describio el uso de sales de tetrazolio para evaluar la capacidad de
un microorganismo para utilizar (catabolizar) un grupo de metabolitos.
Posteriormente ese sistema se convirtié en una placa de 96 pozos con metabolitos
distintos que podian ser ensayados de manera simultanea y que podia ser utilizado
para analizar la diversidad metabdlica de una cepa bacteriana o con fines de

identificacion de especies (Bochner, 1989). Con el incremento en la capacidad de
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analizar no solamente el aprovechamiento de fuentes de C, N, P y S, sino de evaluar
otros aspectos del ambiente de crecimiento como el pH, la sensibilidad a compuestos
quimicos y estrés osmotico, al analisis mediante el sistema Biolog se le defini6 como
Microarreglos Fenotipicos, o MF (Bochner et al., 2001; Bochner, 2003).

Aunque el mismo inventor del sistema Biolog documenta su aplicacién para el
analisis metabdlico de levaduras y hongos filamentosos, no proporciona mayor
detalle sobre los resultados obtenidos (Bochner et al., 2001). Sin embargo, la primera
caracterizacion de diversidad metabdlica sobre cepas silvestres de hongos
filamentosos en la que se realiz6 una correlacion con la diversidad genética fue en
Fusarium compactum (Wildman, 1995; Talbot et al., 1996). Posteriormente se evaluo
la utilidad del sistema Biolog para el analisis de la diversidad funcional de la
comunidad fangica en suelo y mantillo de ecosistemas de bosque y desierto
(Dobranic y Zak, 1999; Sobek, y Zak, 2003). El primer reporte del uso del Biolog en
especies de hongos filamentosos compara la utilizacion de fuentes de carbono entre
Aspergillus nidulans, Aspergillus fumigatus, Magnaporthe grisea y Mycosphaerella
graminicola y realiza la caracterizacion metabdlica de cepas de A. nidulans (Tanzer
et al., 2003). A partir de esos trabajos pioneros, el sistema Biolog y los Microarreglos
Fenotipicos han sido utilizados en diversas areas de la investigacion fungica. En el
analisis ecoldgico, el sistema permite evaluar la capacidad metabdlica de la
comunidad fungica para establecer relaciones con variables ambientales
(Stefanowicz, 2006). En esta misma area, se han estudiado las caracteristicas
ecofisiolégicas de cepas de comunidades saprofiticas en ambientes naturales
(Deacon et al., 2006; Di Lonardo et al., 2013). Ademas, los perfiles metabdlicos
generados con el sistema Biolog pueden combinarse con otras estrategias de
analisis oomico para evaluar la ecofisiologia de una especie, como en el caso de
Aspergillus nidulans y sus transiciones del saprofitismo al parasitismo (Reverberi et
al., 2013). Otras areas de aplicacion del sistema Biolog incluyen la caracterizacion de
especies de relevancia médica (Kaur et al., 2015) y biotecnoldgica (Pinzari et al.,
2014). Recientemente se ha documentado, con la ayuda del Biolog, que el efecto de
fungicidas de uso agricola contra Fusarium kyushuense dependen de la fuente de

carbono, lo cual tiene relevancia en el manejo de este tipo de plagas en campo
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(Wang et al.,, 2016). En taxonomia, los perfiles de utilizacién de metabolitos del
Biolog han sido de ayuda para diferenciacion entre especies en los géneros
Dendryphiella (De la Cruz et al., 2006), Cladosporium (Wirsel et al., 2002; Kobayashi
et al., 2012), Oidiodendron (Rice y Currah, 2005) y Penicillium (Berni et al., 2011),
entre otros.

En el presente apartado de este trabajo el sistema Biolog se empled para
evaluar la diversidad metabdlica intraespecifica en las cepas de Trichoderma
harzianum estudiadas. No son muchos los estudios en los que dicha herramienta se
ha empleado para evaluar diversidad intraespecifica en hongos. Como se comenté
lineas arriba, en el ascomicete anamorfo Fusarium compactum (Wildman, 1995;
Talbot et al., 1996), fue el primero en el que se obtuvieron patrones de diversidad
metabdlica en un poblaciones silvestres. Recientemente se ha analizado la
diversidad metabdlica intraespecifica con esta herramienta en Aspergillus niger,
Aspergillus oryzae y Aspergillus terreus, aunque en un numero limitado de cepas de
cada especie (Rola et al., 2015). En Aspergillus nidulans se han analizado mediante
Biolog una serie de mutantes del gen areA, el cual codifica para un activador
transcripcional de la familia GATA que media la represion catabodlica en el
aprovechamiento de fuentes de N, asegurando la utilizacién preferencial de amonio y
L-glutamina sobre otras fuentes de nitrégeno alternativas. Dicho estudio mostré que
diferentes mutaciones en el gen areA tienen distintos efectos fisiolégicos sobre la
utilizacién de fuentes de C y N (Tanzer et al., 2003). Otras especies de hongos en los
que se ha evaluado la diversidad metabdlica intraespecifica mediante el sistema
Biolog son los basidiomicetes Ganoderma lucidum (Pawlik et al. 2015), Coprinus
comatus (Pawlik et al. 2014) y Flammulina velutipes (Janusz et al., 2015), de
relevancia medicinal y alimenticia.

El sistema Biolog y los Microarreglos Fenotipicos en Trichoderma spp. se ha
empleado como herramienta de ayuda en trabajo taxonomico para caracterizar y
describir nuevas especies como Trichoderma brevicompactum (Kraus et al., 2004),
separar T. strigosellum como nueva especie, distinta de T. strigosum (Lépez-
Quintero et al., 2013); identificar una cepa de Trichoderma longibrachiatum de

relevancia biotecnologia aislada de ambientes marinos (Mohamed-Benkada et al.,
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2006; Ruiz et al., 2007); separar la especie criptica Trichoderma parareesei del
complejo Hypocrea jecorina/T. reesei, asginandola como nueva especie (Atanasova
et al., 2010; Druzhinina et al., 2010); e identificar un grupo de siete nuevas especies
de Asia (Bissett et al., 2003). En un trabajo contemporaneo de estos dos estudios
anteriores, ademas de evaluarse las posibles relaciones entre los patrones de
utilizacién de sustratos con los grupos taxondmicos, se realizaron las primeras
observaciones fisiologicas. Asi, se documento el aprovechamiento global de las
distintas fuentes de carbono de 16 taxa, encontrando que no existia una congruencia
plena entre el patron de aprovechamiento de sustratos y la separacion entre
especies (Kubicek et al., 2003). Se documentd que los sustratos mejor aprovechados
por Trichoderma spp. para su crecimiento fueron D-manitol, N-acetil-D glucosamina,
L-eritritol, glicerol, fructosa, fucosa, L-arabinosa, D-galactosa, y xilitol. Los
compuestos en los que se observd el peor crecimiento de las especies evaluadas
fueron los acidos glicil-L-glutamico, succinamico, a-hidroxibutirico, hidroxifenilacético
y malico, asi como y los sustratos L-prolina, a-cetoglutarato, L-tiamina, putresina,
uridina, psicosa y turanosa. De manera interesante, la unica fuente de nitrégeno que
promovié el crecimiento fue la asparagina. Por ultimo, en este estudio pionero en el
género, se documentd que las cepas de T. harzianum mostraron una mayor
versatilidad para la utilizacion de fuentes de carbono que el resto de especies
evaluadas, asi como una variacion mas amplia en el aprovechamiento de sustratos
entre las cepas analizadas.

Los MF también contribuyeron a diferenciar a Trichoderma pleurotum de
Trichoderma pleuroticola, especies que constituyen las principales plagas asociadas
al cultivo y produccion de Pleurotus ostreatus (seta) alrededor del mundo (Komon-
Zelazowska et al.,, 2007). La diferencia significativa en el aprovechamiento de
sustratos para el crecimiento miceliar de ambas especies, en combinaciéon con
ensayos de confrontacién Trichoderma- P. ostreatus, permitié establecer la hipotesis
de que T. pleuroticola ha seguido un patrén evolutivo similar al de otras especies
saprofiticas y micoparasiticas de la clada Harzianum, constituyendo el riesgo de
infeccion mas importante en la produccién de P. ostreatus; por otra parte T.

pleurotum aparece como plaga en el proceso de produccién de setas de manera
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secundaria, con un nicho mas bien asociado a la colonizacion y aprovechamiento de
los sustratos vegetales empelados en dicho proceso. De manera interesante, en este
mismo estudio se encontraron similitudes fisioldgicas y de antagonismo entre T.
pleuroticola y T. aggressivum, esta ultima especie plaga de cultivos de Agaricus
bisporus (champifién), lo que en parte sirvio como base para el establecimiento de la
hipotesis anteriormente descrita (Komon-Zelazowska et al., 2007).

Otros trabajos se han enfocado mas en la aplicacion del sistema Biolog en la
evaluacion de distintos aspectos fisiologicos y de desarrollo de especies dentro del
género y su relacion con el potencial biotecnolégico o el estilo de vida de las
especies de Trichoderma analizadas. El analisis Biolog sobre la cepa tipo QM 6a de
T. reesei (Hypocrea jecorina), de mutantes y transformantes derivadas de esta, y de
cepas silvestres de la misma especie, mostré que la primera presenta caracteristicas
metabdlicas distintas de las cepas silvestres de reciente aislamiento (Druzhinina et
al., 2006). Por ejemplo, las cepas silvestres crecieron mejor que la cepa tipo en N-
acetil-D-glucosamina y en los acidos fumarico, quinico, succinico, y bromosuccinico
que la cepa tipo. Otro aspecto interesante de dicho trabajo fue el hecho de que
mutantes hiper e hipo productoras de celulasa extracelular derivadas de la cepa tipo
mediante distintos tipos de mutagenos presentaron patrones metabdlicos similares a
ésta, lo que indicaba que los procesos de mutagénesis no habian modificado la
fisiologia global de las cepas. Dos aspectos aplicados de interés en este trabajo
fueron la documentacion de los sustratos que incrementaban la produccion de
celulasa extracelular (D-sorbitol y acido sacarico) en las mutantes estudiadas, y la
observacion de que transformantes con un plasmido de resistencia a higromicina
presentaban variaciones metabdlicas debidas a la zona de integracion del plasmido y
no al numero de copias que se integraban. De manera interesante, aunque en este
trabajo se forma un grupo de sustratos en los que se favorece la conidiacién, no se
discute dicho resultado en detalle.

Recientemente se utilizo el sistema Biolog para ayudar en la diferenciacion de
dos cepas de Trichoderma cf. atroviride, una de las cuales sirvid como base para el
desarrollo de productos comerciales de biocontrol (Lange et al., 2016). Dichas cepas

no pudieron ser diferenciadas mediante secuencias genéticas utilizadas para ese fin
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dentro del género, incluidos entre otros los genes tefl, ech42 y la region ITS
nucleares, asi como el gen cox1 mitocondrial, por lo que fue necesaria la
secuenciacion gendmica para generar marcadores de identificacién genética. No
obstante de la gran similitud genética entre ambas cepas, el sistema Biolog reveld
diferencias en los patrones de utilizacién de fuentes de carbono para el crecimiento y
la conidiacion de éstas. Aun mas, el analisis de mutantes en dos genes que
presentaron SNP entre las cepas de estudio mostré diferencias fisiologicas y
metabdlicas significativas, aunque las causas de esto no quedaron claramente
establecidas (Lange et al., 2016). Asi, este estudio en particular muestra la
relevancia del uso simultaneo de gendmica con Biolog para la caracterizacion
estructural y funcional de cepas que ya se encuentran en uso comercial.

En la misma linea del trabajo anterior, el sistema Biolog fue utilizado para
evaluar cepas del complejo T. harzianum que se caracterizaban por presentar altos
niveles de quitinasa extracelular. Aqui la idea era encontrar marcadores genéticos y
fisiologicos que permitieran seleccionar cepas de T. harzianum sensu lato con alta
actividad quitinolitica extracelular (Nagy et al., 2007). En el primer tipo de marcadores
se encontraron alelos en las secuencias de las regiones genéticas ITS1, ITS2 y tef1,
que permiten identificar a cepas sobre-productoras de quitinasa. En relacién a un
posible marcador fisioldgico, el sistema Biolog mostré que de las 95 fuentes de
carbono analizadas, las cepas sobre-productoras de quitinasa no crecian en N-acetil-
B-D-manosamina; ademas, se encontrdé que la actividad quitinolitica exacerbada en
dichas cepas no les conferia un mejor crecimiento en N-acetil-B-D-glucosamina o
glucosamina, sustratos de la enzima (Nagy et al., 2007).

Al analizar el efecto de la luz sobre el crecimiento miceliar de Hypocrea
atroviridis, el analisis apoyado en el sistema Biolog mostré que en condiciones de
iluminacion continua o fotoperiodo, un grupo de 17 sustratos, que incluyd
monosacaridos, polioles y oligosacaridos, es decir sustratos relacionados con la
degradacion de la pared celular vegetal, estimularon el crecimiento (Friedl et al.,
2008a). Este resultado es congruente con el estilo de vida saprofitico y de exposicion
a radiacion solar en suelo de Trichoderma spp. (Hypocrea). En la misma especie el

sistema Biolog permiti6 encontrar grupos de fuentes de carbono que estimulan la
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esporulacion asexual (conidiacion): aquellas que permiten la esporulacion en la
oscuridad, y con las cuales en presencia de luz se estimula dicho proceso de
diferenciacion celular; aquellas donde hay esporulacion en la oscuridad y la luz no
estimula el proceso; y aquellas en presencia de las cuales el hongo presenta una
mejor conidiacion que en la oscuridad (Friedl et al., 2008b). También se encontré que
en sustratos como los acidos organicos y los aminoacidos H. atroviridis no es capaz
de conidiar. Tanto en el crecimiento miceliar como en el proceso de esporulacion, se
encontré que los fotoreceptores juegan un papel importante en la seleccién y el
efecto de las fuentes de carbono (Friedl et al., 2008a, b). Ademas, se mostrd que la
fuente de carbono es el factor principal que define el proceso de condiacion y que la
luz juega un papel catalitico, en contraste con las hipotesis previas que planteaban la
iluminacion como la variable mas importante en dicho proceso (Fried! et al., 2008b).

Son pocos los estudios en los que se ha utilizado el sistema Biolog para
caracterizar cepas silvestres de Trichoderma spp. con potencial para su aplicacién en
productos de biocontrol de plagas de cultivos de relevancia agricola. En ese sentido
Kumar et al. (2011) analizan 18 cepas de Trichoderma spp. de distintas especies
que muestran potencial para antagonizar diversas especies de hongos fitopatdgenos,
comparando el patron de agrupamiento generado mediante los resutados del sistema
Biolog, con el obtenido mediante el analisis de polimorfismos genéticos empleando
marcadores RAPDs. Aunque las diferencias en los patrones de agrupamiento entre
los dos métodos empleados (Biolog/RAPDs) son evidentes, los resultados de dicho
trabajo son dificiles de interpretar y discutir debido a que los autores nunca definen a
que especie pertenece cada una de las cepas estudiadas y tampoco proporcionan
informacion sobre diferencias intra o interespecificas en la utilizacion de sustratos.

En un estudio muy similar al realizado en el presente trabajo, se analizan
genética y fisiolégicamente 21 cepas pertenecientes a las especies T. asperellum, T.
harzianum, T. tomentosum y T. koningiopsis, para evaluar su capacidad de
antagonizar in vitro contra Sclerotinia sclerotiorum (Lopes et al., 2012). En dicho
trabajo, las cepas de T. harzianum presentan un patrén de agrupamiento generado
con los resultados del sistema Biolog que difiere del generado mediante el analisis

filogenético. Adicionalmente, dentro de los grupos formados por las cepas de T.
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harzianum se observa variacién entre las cepas analizadas. En general, las fuentes
de carbono en las que se observdé un mejor crecimiento de las cepas de estudio
fueron D-glucosa, glicerol, D-manitol, N-acetil-D-glucosamina, i-eritritol, gentiobiosa,
D-arabitol, D-fructosa, dextrina, y xilosa.

Todos los antecedentes anteriormente expuestos muestran la importancia del
sistema Biolog y los microarreglos fenotipicos en el analisis fenotipico y la
caracterizacion de hongos en general, y de Trichoderma spp. en particular, y como la
combinacién de dicha herramienta con el analisis gendmico proporciona un nivel muy
fino para el estudio de cepas de relevancia biotecnoldgica. No obstante, la aplicacion
de perfiles metabdlicos en la diferenciacion de cepas con potencial aplicaciéon en
biocontrol de plagas de relevancia agricola es escasa, particularmente para evaluar
diversidad intraespecifica dentro de T. harzianum. Por lo anterior, en este trabajo se
planted la necesidad de utilizar el sistema Biolog en este ultimo sentido, analizando

las cepas de T. harzianum de estudio.

MATERIALES Y METODOS

Cepas de estudio

En este caso se estudiaron unicamente las cepas de H. lixii/ T. harzianum (CMU-1,
CMU-14, CMU-16, CMU-23, CMU-25, CMU-43, CMU-51, CMU-90, y CMU-183),
debido a que el objetivo era analizar la variacidn intraespecifica y cepas de dicha
especie con distintos genotipos, de acuerdo a como fueron definidos en el capitulo

anterior. Asi, hay representantes de los cuatro grupos genéticos para este analisis.

Patrones de aprovechamiento de sustratos

Las cepas se inocularon en Agar Extracto de Malta (AEM) al 2% y se incubaron a 28
°C, en foto-periodo de 12 horas luz y 12 horas oscuridad hasta observar formacion
abundante de conidios (5 — 12 dias, dependiendo de la cepa). Las conidias obtenidas
se resuspendieron en tubos de ensayo de borosilicato con 16 mL de solucion estéril
de Phytagel (0.25% Phytagel, 0.03% Tween 40, H2044e). La suspension se ajustd a
un valor de 75 (+/- 2) de transmitancia a una longitud de onda de 590 nm. Se

adicionaron 100 pL de suspension conidial en cada uno de los pozos de la
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MicroPlaca FF Biolog® (Biolog, Inc., Hayward, CA.) incubandose en oscuridad a
28°C. Se realizaron mediciones de absorbancia a 490 nm (actividad mitocondrial) y
750 nm (produccién micelial) utilizando el lector de microplacas Biolog MicroStation™
Reader (Biolog, Inc., Hayward, CA.). Con las lecturas obtenidas a 750 nm se generé
un Mapa de Calor (Heatmap) empleando el software MeV v4.0 (Lopes et al., 2012).
Ademas de los patrones de asimilacion y crecimiento, también se
documentaron los patrones de conidiacion de las cepas de estudio en las distintas
fuentes de carbono de la MicroPlaca FF Biolog® 8 dias después de su inoculacion a
28 °C. El interés en dicho analisis surgiéo de manera circunstancial, después de haber
terminado las determinaciones de asimilaciéon y crecimiento, ya que a la fecha
existen muy pocos reportes del uso de las placas Biolog® FF para analizar la

conidicacion en hongos.

Generacién de dendrogramas

A partir de los patrones de aprovechamiento de sustratos de las palcas Biolog® se
construy6 una matriz dicotémica de 1 (utilizacién) y 0 (no utilizacion) con base en las
lecturas generadas a 750 nm después de 3 dias de incubacién. Dicha matriz fue
utilizada para calcular las distancias euclidianas entre las cepas mediante el
algoritmo de Ne y Li (Dice) y con éstas distancias se generé un dendrograma
mediante el criterio UPGMA, ambas operaciones se realizaron en el programa PAST
ver. 1.81 (Hammer et al., 2001).

RESULTADOS

Diversidad metabdlica en T. harzianum

La cepa que mostré la mayor versatilidad metabdlica fue la cepa CMU-183, mientras
que aquella que mostré6 una menor versatilidad en la capacidad de utilizacion de
sustratos fue la CMU-51 (Fig. 1).
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Figura 1. Mapa de calor de asimilacion de fuentes de carbono en las cepas de T. harzianum de
estudio. El bajo crecimiento micelial es representado por el color verde claro (0 £ A750 0.3<), un alto
crecimiento micelial es representado por el color rojo (0.6 A750 0.725<). Un crecimiento micelial
intermedio es representado por el color negro (0.4< A750 0.55<). El rectangulo color azul indica la
cepa que asimilé mayor cantidad de fuentes de carbono (CMU-183) y el rectangulo amarillo indica la
cepa que asimilé menor cantidad de fuentes de carbono (CMU-51). Los corchetes en color gris indican
las fuentes de carbono menos asimiladas por las cepas evaluadas de manera general. El crecimiento
micelial se evalu6 a 750 nm.

El ensayo de asimilacién de sustratos mostré que los sustratos mejor metabolizados
por la mayoria de las cepas de T. harzianum fueron a-ciclodextrina, acido y-amino-
butirico, a-D-glucosa, D-manosa, gentiobiosa y N-acetil-D-glucosamina (Fig. 2 A).

Los sustratos menos metabolizados por las cepas de T. harzianum estudiadas fueron
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N-acetil-D-manosamina, D-arabinosa, glucoronamida, acido-D-sacarico, L-serina, L-

treonina, 2-amino etanol, y putrescina (Fig. 2 B).

Fuente de carbono Fuente de carbono Cepas
+ a-Ciclodextrina = N-acetil-D-manosamina
Acido y-Aminobutirico D-arabinosa
a-D-Glucosa Glucuronamida
D-Manosa Acido D-sacarico
A Gentiobiosa B L-serina

N-Acetil-D-Glucosamina L-Threonine
D-Arabitol 2-aminoetanol
D-Celobiosa Putrescina
D-Fructosa Uridina
D-Galactosa Adenosinab'Monofosfato
D-Glucosamina Tween 80 CMU-183
Glicerol D-Melecitosa CMU-183
Glicogeno a-metil-D-galactosido CMU-183
Acido 2-ceto-D-Glucoronico Sedoheptulosa CMU-183
D-Manitol Acido y-hidroxibutirico CMU-183
B-Metil-D-Glucdsido Acido p-hidroxifenilacético CMU-90
D-Xilosa Acido lactico D- Metil Ester CMU-183
Acido Fumarico D-acido malico CMU-183
Acido Sebacico + Alaninamida CMU-183

= Acido Succinico L-Ornitina CMU-183

Acido L-Piroglutamico

Figura 2. Perfiles de asimilacion de sustratos. 2(A). Fuentes de carbono mejor asimiladas por cepas
de T. harzianum, en esta columna fueron ordenadas de (+) que fueron asimiladas por todas las cepas
a (-) en la parte inferior que fueron asimiladas por 7 u 8 cepas. 2(B) Fuentes de carbono menos
asimiladas por cepas de T. harzianum ordenadas de (-) que no fueron asimiladas por ninguna cepa a
(+) que fueron asimiladas por alguna de las cepas de estudio.

Con los resultados obtenidos a partir de los patrones de aprovechamiento de
sustratos se construyé una matriz dicotdmica la cual se utiliz6 para construir un
dendrograma con base en las distancias euclidianas obtenidas (Figura 3). El
dendrograma obtenido agrup6é a las cepas de estudio en tres grandes ramas,
correspondientes a las cepas con capacidad metabdlica menor (Grupo [), intermedia
(Grupo II) y mayor (Grupo Ill). La capacidad metabdlica de las cepas no presentd
relacion con su origen geografico, ya que en cada uno de los tres grupos se

presentaron cepas provenientes de diferentes localidades.
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Figura 3. Dendograma de asimilacion de fuentes de carbono. Se generd a partir de la asimilacion de
fuentes de carbono de las cepas de T. harzianum apreciandose la formacion de tres grandes gupos.
Al lado de cada cepa se muestra la localidad de colecta y aislamiento. Lateral a esta columna se
encuentra el numero de fuentes de carbono asimiladas (FCA), por las cepas de estudio.

Al continuar la incubacion de las placas Biolog® con cada una de las cepas de
estudio, después de terminado el analisis de crecimiento y asimilacion de fuentes de
carbono, se encontré que éstas mostraron una capacidad diferencial para conidiar en
los distintos sustratos evaluados. La cepa que conidié en mayor cantidad de fuentes
de carbono fue la CMU-25 (Fig.4A), mientras que la cepa que conidi® en menos
fuentes de carbono fue la CMU-51 (Fig.4B). El resto de las cepas tuvieron una
conidiacién intermedia. En total, las cepas fueron capaces de conidiar en 50 fuentes
de carbono distintas (Fig. 5). No obstante, los sustratos en los que se observé una
mayor conidiacion fueron D-celobiosa, D-fructosa, D-galactosa, gentobiosa y D-

trealosa, en ese orden (Fig. 5).
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Figura 4. Patrones de conidiacién de las cepas de T. harzianum en distintas fuentes de
carbono. Se muestran las placas Blolog ® de las cepas CMU-25 (A) y CMU-51 (B) con mayor y
menor grado, respectivamente de conidiacion y produccién micelial, en las fuentes de carbono
evaluadas. En (C) se muestra un esquema de los patrones de conidiacion en las placas Biolog® de
las cepas T. harzianum estudiadas. El color violeta (1) indica que la cepa asimila la fuente de carbono
pero no crece. El color blanco (2) indica produccion micelial y el color verde (3) muestra la produccion
de conidias maduras. La conidiacion se evalu6 8 dias después de su inoculacion.
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Tabla 1. Patrones de conidiacién de las cepas de T. harzianum en las placas Biolog®.

Cepa Sin crecimiento Micelio Conidiacion
CMU-1 42 22 32
CMU-14 29 23 44
CMU-16 34 30 32
CMU-23 49 19 28
CMU-25 20 26 50
CMU-43 52 14 30
CMU-51 50 22 24
CMU-90 25 28 43
CMU-183 29 22 45

La cepa CMU-51 fue la que conidié en menos fuentes de carbono y las cepas CMU-

25y CMU-183 las que conidiaron en un mayor numero de éstas.

Mayor Menor
conidiacion conidiacion

+ | D-Celobicsa D-Arabinosa

D-Fructosa L-Arabinosa

D-Galactosa L-Fucosa

Gentiobiosa D-Glucosamina

D-Trehalosa Glucosa-1-fosfato

D-Manitol Glicerol

D-Sorbital Glicogeno

a1 Clucosa Acido 2-ceto-D-Glucoronico

D-Manosa a-Metil-D-Galactésido

B-Metil-D-Glucésido B-Metil-D-Galactdsido

D-Psicosa

Acido Bromosuccinico
Acido Succinamico

L-Prolina

v

Figura 5. Fuentes de carbono en las que mas y menos conidiacion se presenté en las cepas de
estudio.
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DISCUSION

El analisis de la fuentes de carbono que promueven el crecimiento y la conidiacion en
Trichoderma spp. es importante desde el punto de vista de la biologia basica de las
especies del género y desde el punto de vista biotecnoldgico, para la obtenciéon de
condias de manera masiva. Empleando el sistema Biolog en T. atroviride (H.
atroviridis) se ha demostrado que la conidiacion depende fundamentealmente de la
fuente de carbono, y que la luz es solo un componente catalitico en dicho proceso
(Friedl et al., 2008b), algo que posiblemente sea comun a las especies del género
Trichoderma. Asi, independientemente del régimen de iluminacion del cultivo, la
seleccion de la fuente de cabono es fundamental para un proceso de condiacion
masiva.

La gran variacion intraespecifica en la capacidad metabdlica de cepas de T.
harzianum utilizando el sistema Biolog encontrada en el presente trabajo corrobora
estudio previos con dicho taxon empleando Ila misma herramienta de analisis
(Kubicek et al., 2003). Se ha propuesto que dicha variabilidad es una de la razones
por las cuales T. harzianum es el taxdbn con mas amplia distribucién geografica
dentro del género (Kubicek et al., 2003). También se ha hipotetizado que la causa de
tal variabilidad puede ser atribuida a la pesencia de un transposon en cepas de T.
harzianum (Kubicek et al., 2003), aunque no ha habido ninguna corroboracion
experimental o bioinformatica posterior de tal aseveracién. Sin embargo, actualmente
se encuentra bien establecido que T. harzianum es un complejo formado por
especies cripticas con una gran similitud genética (Chaverri et al., 2003; Chaverri et
al., 2015), lo que podria explicar la variacion metabdlica, asi como la variabilidad en
los resultados de antagonismo (capitulo 1) y produccion de enzimas hidroliticas
(capitulo 2), encontradas en el presente trabajo. Asi, a futuro seria interesante
analizar si las cepas de T. harzianum aqui analizadas pertenecen a diferentes
especies dentro del complejo, y si esto puede explicar la variabilidad fisiologica y
genética encontrada en el presente trabajo.

En general, las cepas aqui estudiadas mostraron mal crecimiento en N-acetil-
B-D-manosamina. La incapacidad para crecer en dicho sustrato ha sido empleada

como evidencia de cepas con alta actividad quitinolitica (Nagy et al., 2007). Las
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cepas CMU-51 y CMU-183 de T. harzianum mostraron el nivel mas alto y el mas bajo
de actividad quitinolitica, respectivamente (ver capitulo 2). La primera de estas cepas
mostré un crecimiento mas lento que la segunda en el sustrato mencionado, por lo
que dicho resultado parece estar en congruencia con la relacion respecto a la
actividad quitinolitica. Sin embargo, en general, todas las cepas de T. harzianum
mostraron un crecimiento muy lento en N-acetil-B-D-manosamina,
independientemente del nivel de actividad de quitinasa extracelular mostrado. No
obstante, el analisis de actividad quitinolitica aqui realizado fue semicuantitativo, por
lo que aun esta por determinarse si efectivamente las cepas de T. harzianum
analizadas muestran o no congruencia plena con la relacién resecto a la capacidad
de crecimiento en el sustrato antes mencionado (Nagy et al., 2007).

Las diferencias en los resultados de utilizacion de fuentes de carbono entre las
cepas CMU-51 y CMU-183 son muy interesantes, ya que la primera cepa mostro la
capacidad metabdlica mas reducida y la segunda la mas versatil, de todas las cepas
evaluadas. Se ha postulado que las diferencias en las capacidades metabdlicas
reveladas mediante el sistema Biolog pueden ser una herramienta para la
diferenciacién entre especies del complejo T. harzianum (revisado en Atanasova y
Druzhinina, 2010). Entre los sustratos que dicha cepa no puede utilizar se
encuentran los acidos a-cetoglutarico, L-malico y succinamico. Esto es relevante ya
que se ha postulado que la utilizacion de estos sustratos permite diferenciar a T.
pleuroticola de T. aggressivum (Komon-Zelazowska et al., 2007), ambas especies
del complejo T. harzianum. El analisis filogenético empleando las secuencias ITS y
tefl coloca a las cepas CMU-51 y CMU 183 en ramas distintas pero muy cercanas
dentro del complejo T. harzianum (Cazares-Garcia et al., 2016), por lo que los
perfiles metabdlicos pudieran estar definiendo su separacién como especies dentro
del complejo y posiblemente asignando a la cepa CMU-51 como T. aggressivum,
algo que estaria por resolverse con mayor precision a futuro.

Otra caracteristica de las cepas dentro del complejo T. harzianum encontrada

mediante el analisis Biolog, es la capacidad para crecer en presencia de L-
fenilalanina, en contraste con otras especies dentro del género, que no pueden

utilizar dicha fuente de carbono (Kubicek et al., 2003). No obstante, la mayoria de las
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cepas de T. harzianum aqui analizadas no pudieron utilizar dicho sustrato para
crecer, aunque las cepas CMU-23, CMU-25 y CMU-183, si bien lententamente, si
mostraron crecimiento en el. De la misma manera, una caracteristica metabdlica
sobresaliente con respecto a otras especies del género, es la capacidad para crecer
aunque lentamente en los acidos bromosuccinico y hidroxifenilacético (Kubicek et al.,
2003). De las cepas aqui analizadas, la CMU-51 fue la que peor crecimiento mostro
en el primer sustrato y la CMU-183 la que crecié mejor en éste. Mientras que la
CMU-16 y la CMU-90 mostraron mejor crecimiento en acido hidroxifenilacético que el
resto de las cepas analizadas. Nuevamente, una explicacion posible para la falta de
crecimiento de algunas de las cepas estudiadas en presencia de L-fenilalanina, y la
variabilidad observada respecto al crecimiento en los acidos bromosuccinico y
hidroxifenilacético, es que en el presente trabajo se analizaron especies dentro del
complejo T. harzianum distintas de las analizadas en el trabjo previo (Kubicek et al.,
2003).

De manera interesante, mientras que los sustratos en los que se presentd
mejor crecimiento de la mayoria de las cepas de T. harzianum aqui analizadas
fueron a-ciclodextrina, acido y-amino-butirico, a-D-glucosa, D-manosa, gentiobiosa y
N-acetil-D-glucosamina; previamente se ha reportado que D-manitol, N-acetil-D-
glucosamina, L-eritritol, glicerol, fructosa, fucosa, L-arabinosa, D-galactosa, y xilitol,
son los sustratos mejor aprovechados por las distintas especies de Trichoderma para
el crecimiento (Kubicek et al., 2003). En un reporte mas reciente en el que se
analizaron cepas silvestres de las especies T. asperellum, T. tomentosum, T.
koningiopsis y siete cepas T. harzianum, se documentd que en general, las fuentes
de carbono en las que se observd un mejor crecimiento de las cepas de estudio
fueron D-glucosa, glicerol, D-manitol, N-acetil-D-glucosamina, i-eritritol, gentiobiosa,
D-arabitol, D-fructosa, dextrina, y xilosa (Lopes et al., 2012). De este conjunto de
sustratos, solo la N-acetil-D-glucosamina es comun entre los estudios previos vy el
presente trabajo, lo que muestra que conforme se analizan mas cepas de distintas
especies y de diferentes regiones geograficas, es dificil establecer una tendencia
respecto al uso de fuentes de carbono dentro del género Trichoderma. Asi, nuestros

resultados sugieren futuros estudios sobre la capacidad metébolica y una diversidad
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distinta dentro del género a la de los reportes realizados a la fecha.

En relacion a la conidiacién, los sustratos en los que ocurrié dicho fendmeno
de diferenciacién celular en la mayoria de las cepas analizadas fueron D-celobiosa,
D-fructosa, D-galactosa, gentobiosa, D-trealosa, D-manitol y D-sorbitol. Estudios
previos han mostrado sustratos que promueven la conidiacion en T. harzianum y
otras especies del género, que coinciden con los encontrados en el presente trabajo.
Los 10 principales sustratos que en este estudio promovieron la conidiacion en T.
harzianum también lo hacen en T. atroviride (H. atroviridis) (Jakubikova et al., 2006;
Friedl et al., 2008b), bajo diferentes condiciones de cultivo e iluminacion. Se ha
documentado el incremento de la conidiaciéon de T. harzianum cuando se agrega
manitol a medio rico V8 (Harman et al., 1991), la D-trealosa en T. reesei (H. jecorina)
(Druzhinina et al., 2010) y los siete sustratos que fueron los principales promotores
de la conidiacion en este trabajo también la promovieron en T. parareesei nom. prov.
(Druzhinina et al., 2010). Sin embargo, este estudio es congruente con resultados
previos que muestran que existe una diferencia significativa en la utilizacion de
sustratos empleados para conidiacion en diferentes especies de Trichoderma spp.
Asi, mientras que T. reesei solo puede conidiar en siete fuentes de carbono de las 95
que contienen las placas Biolog, T. parareesei nom. prov. puede hacerlo en 62
(Druzhinina et al., 2010), y en este trabajo se encontraron 10 fuentes principales en
los que la mayoria de las cepas de T. harzianum puede conidiar, pero mas de 20
fuentes en total, dependiendo de la cepa.

Se ha postulado que la versatilidad en la utilizacion de fuentes de carbono
para el crecimiento y la conidiacidn, son un reflejo de la capacidad de las especies de
Trichoderma spp. para distribuirse ampliamente en diferentes habitats o para ocupar
un nicho ecoldgico determinado (Druzhinina et al., 2010). Asi, aquellas especies que
tienen una gran versatilidad metabdlica, aprovechando una amplia diversidad de
fuentes de carbono para crecer y producir conidias tenderan a ocupar distintos
habitats y tendran una distribucion geografica mas amplia que aquellas especies con
una versatilidad metabdlica disminuida. De hecho, la comparacion metabdlica, junto
con otros analisis fisioldgicos, bioquimicos y genéticos, entre especies

genéticamente cercanas de Trichoderma spp. puede ayudar a evidenciar especiacion
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simpatrica, con uno de los taxones estudiados especializandose en ocupar el tejido
foliar y siendo mas competitivo como micoparasito, mientras que la otra especie
ocupando el suelo y el mantillo, con menor potencial micoparasitico (Druzhinina et
al., 2010). Asi, la evidencia metabdlica aqui generada puede estar revelando
diferencias en los estilos de vida de las cepas de T. harzianum analizadas, algo que
debe de ser evaluado con mas profundidad en estudios futuros. Ademas, como se ha
comentado previamente, es muy posible que dichas diferencias estén mostrando
especies cripticas distintas dentro del complejo T. harzianum.

Recientemente se ha evaluado el papel de la metiltransferesa LaeA, un
regulador global de la transcripcion, en el proceso de conidiacion de T. atroviride
(Aghcheh et al., 2013). Mutantes con el gen lael no funcional muestran deficiencias
en la conidiacion bajo diferentes condiciones de cultivo, incrementa la sensibilidad al
estrés oxidativo y disminuye la capacidad micoparasitica de T. atroviride. En
contraste, las sobreexpresantes de dicho gen mantienen su capacidad de conidiacon
e incrementan el vigor micoparasitico (Aghcheh et al., 2013). Es muy probable que
dicho gen tenga el mismo papel fisioldégico en otras especies del género, incluida T.
harzianum, por lo que a futuro seria interesante evaluar el proceso de condiacién en
mutantes de dicho gen, en combinacién con distintas fuentes de carbono en T.
harziaum, con la idea de conocer mas a detalle los mecanismos moleculares que
gobiernan la produccién de conidias en dicho taxén. Ademas, es interesante probar
distintas condiciones de iluminacién y determinar el nivel de maduracién de las
conidias en cada condicion de cultivo, como se ha realizado para T. atroviride (H.
atroviridis) (Friedl et al., 2008b).
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DISCUSION GENERAL

La seleccion de cepas de Trichoderma spp. con fines biotecnolégicos se ha
desarrollado desde hace mas de 30 anos evaluando colecciones de aislados de
diferentes partes del mundo. Estos estudios han permitido la generacién de
estrategias que optimizan el proceso de seleccion, los cuales incluyen el analisis de
diferentes caracteristicas fisioldgicas, bioquimicas y genéticas del conjunto de cepas
de interés. En el presente trabajo se empled una estrategia que ha sido utilizada en
diversos trabajos previos, dada la experiencia acumulada por los afios de analisis en
la seleccidn cepas.

Sin duda alguna, los criterios de seleccion mas comunes a todos los trabajos
han sido desarrollados en medio sdlido para analizar in vitro distintos aspectos del
micoparasitismo de Trichoderma spp. Dichos ensayos comprenden la confrontacion
directa en cultivos duales entre las cepas de Trichoderma spp. y el o los
fitopatdogenos de interés, asi como la inhibicion del crecimiento de los fitopatégenos
por sustancias solubles o volatiles producidas por el potencial biocontrolador. Casi de
manera simultanea, a dichos ensayos se incorpord la evaluacién cualitativa o
semicuantitativa, también en cultivo sélido, de la producciéon de enzimas hidroliticas
extracelulares como uno de los criterios de seleccion de cepas con potencial
micoparasitico. En ese sentido cobrd relevancia la produccidon de enzimas
hidroliticas que atacan la pared celular de hongos y de oomicetos. Esto no obstante
que, como se menciono en el capitulo 2, no en todos los estudios se ha presentado
una correspondencia entre la capacidad micoparasitica y la produccion de enzimas
hidroliticas. Todos estos ensayos realizados en cultivo soélido son de un desarrollo
relativamente simple, por lo que permiten el analisis de una gran cantidad de cepas
de manera simultanea. No obstante, para algunos de ellos, como el ensayo de
produccion de enzimas hidroliticas extracelulares o la fermentacion en liquido
empleando distintos sustratos, se han podido desarrollar recientemente métodos
para el analisis en microplacas (Cianchetta et al., 2010; Giese et al., 2014; Linde et
al., 2014), lo que ademas de incrementar el numero de cepas analizadas en un corto
periodo de tiempo, permite hacer una medicion cuantitativa mas precisa para

establecer diferencias mas claras entre las cepas de estudio. Sin embargo, dichas
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técnicas conllevan el uso de equipo como lectores de placas, lo que incrementa los
costos asociados al analisis.

A partir de estos ensayos fundamentales, las estrategias empleadas en la
literatura difieren respecto a los tipos de ensayos que se hacen a las cepas de
interés. En algunos casos se continuan realizando analisis in vitro probando la
efectividad de extractos o filtrados crudos del medio de cultivos liquidos sobre la
inhibicion de fitopatogenos (Alamri et al.,, 2012), mientras que en otros casos se
evalua la produccion de enzimas hidroliticas de manera cuantitativa, también en
cultivos liquidos, con la finalidad de hacer una distincion mas fina entre las cepas de
estudio (dos Reis Almeida et al., 2007; Qualhato et al.,, 2013; Witkowska y Maj,
2002). Recientemente se ha incorporado la estrategia de evaluar en alguna de las
cepas seleccionadas en los pasos previos los niveles de transcripcién de genes que
codifican para enzimas hidroliticas como quitinasas y glucanasas (Troian et al.,
2014). En otros casos se han realizado analisis de promocién del crecimiento in vitro,
particularmente del sistema radicular, empleando Arabidopsis thaliana como planta
modelo (Aleandri et al., 2015).

Después de agotar las posibilidades del analisis in vitro anteriormente
expuestas, la estrategia de diversos trabajos es realizar analisis en macetas,
camaras de crecimiento o invernadero con plantas de interés de una, o un numero
reducido de las cepas, de Trichoderma spp. seleccionadas para evaluar la
efectividad de la proteccion contra patégenos después de las pruebas basicas in
vitro, y tener una aproximacion sobre las posibilidades de su éxito en campo (Anees
et al., 2010; Aleandri et al., 2015; Padder y Sharma, 2011; Saxena et al., 2015). Las
pruebas en campo son una parte muy importante de un estudio en el que se han
seleccionado cepas de Trichoderma como biocontrolador de microorganismos
fitopatdgenos, las cuales van a permitir saber si realmente se cuenta con una cepa
con la cual se puede realizar una formulacion para su uso agricola, aunque son
relativamente mas escasos los estudios que abarcan desde el aislamiento y
seleccién de cepas in vitro, hasta la aplicacion en campo (ej. Avila-Miranda et al.,
2006; Rojo et al., 2016; Thangavelu et al., 2004; Tondje et al., 2007), que los que se

quedan en la evaluacion in vitro, varios de los cuales han sido citados en los
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capitulos del presente trabajo.

El analisis de la estrategia general usada en la literatura para seleccionar
cepas de Trichoderma spp. con potencial biocontrolador presentado anteriormente
no es exhaustivo, pero permite resaltar un aspecto del presente trabajo que
representan una contribucion a dicha estrategia. Esta contribucidén al escrutinio de
cepas de Trichoderma spp. es la adicion del analisis de microareglos fenotipicos
(MF) o patrén metabdlico mediante el sistema Biolog, en combinacion con el analisis
de huella genética mediante marcadores ISSR y rep-PCR. Como se documenta en la
introduccién del capitulo correspondiente, el Biolog como herramienta de analisis
metabdlico ha sido utilizada primordialmente para ayudar a distinguir entre especies
del género, para evaluar diversidad y como ayuda al analisis de procesos fisiologicos
y bioquimicos en cepas “modelo” y sus mutantes de Trichoderma spp. (Atasanova y
Druzhinina, 2010), pero, salvo el trabajo de Lopes et al. (2012), no como criterio en la
seleccion de cepas biocontroladoras. Por otra parte, como también se mencion6 en
el capitulo 3, marcadores para la generacion de huella genética (fingerprinting) han
sido utilizados desde hace tiempo con la idea de evaluar diferencias genéticas en
cepas de Trichoderma spp. y generar patrones que permitan seleccionar genotipos
con potencial biocontrolador. Sin embargo, hasta el presente trabajo la inclusién de
Biolog junto con la generacion de huella genética no habian sido consideradas en
conjunto en una estrategia de seleccion.

El uso de una estrategia adecuada para la seleccion de cepas
biocontroladoras no es cosa menor, ya que ademas de efectiva en costo para
analizar un numero importante de cepas de manera simultdanea, debe de incluir
ensayos que abarquen los diversos mecanismos empleados por Trichoderma spp. en
el proceso de antagonismo (ver Introduccion General). Se ha demostrado que
cuando se usan ensayos de antagonismo diferentes al de confrontacion en placa,
cepas que no habian mostrado buenos resultados en dicho ensayo, muestran
resultados optimos de inhibicion de fitopatdgenos (Schoneberg et al., 2015). Por lo
anterior, en el presente trabajo se realizaron ensayos que permitieron evaluar la
antibiosis (inhibicion de crecimiento, capitulo 1), el antagonismo directo y

micoparasitismo (ensayos de confrontacion en cultivos duales, capitulo 1; produccion
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enzimas hidroliticas, Capitulo 2), y la posible competencia por nutrientes (perfiles
metabodlicos o MF, capitulo 3). No obstante, la produccion de volatiles y el efecto
directo sobre el crecimiento y la induccién de resistencia en la planta son pruebas
que deberan realizarse a futuro en las cepas de estudio, ya que no se abarcaron en
el presente trabajo.

La correlacion entre las variables analizadas de las cepas de Trichoderma
spp., no fue clara. Es decir, la cepa que presento la mejor capacidad antagénica y de
inhibicion de crecimiento, no en todos los casos presentd los mejores niveles de
actividad enzimatica extracelular. En particular, en el caso de las cepas de T.
harzianum, aquellas que mostraron una mayor diversidad metabdlica no fueron las
que presentaron los mejores niveles de antagonismo, inhibicion o produccién de
enzimas hidroliticas extracelulares. Debido a que los analisis de escrutinio de cepas
silvestres de Trichoderma spp. con fines de biocontrol han mostrado que las cepas
analizadas utilizan diferentes mecanismos para el biocontrol, diversos trabajos han
propuesto el uso de mezclas de cepas para el disefio de una formulacién que se
aplique en campo (Aleandri et al., 2015), aunque no siempre las meziclas de cepas
aseguran un mejor resultado.

De las cepas analizadas destaco la de T. atroviride (CMU-8), por sus niveles
de antagonismo e inhibicion y la cepa CMU-218 de T. viride, por su produccion de
enzimas hidroliticas. Algunas cepas de T. harzianum presentaron los mejores niveles
de antagonismo (CMU-14, CMU-16 y CMU-90), asi como altas actividades de
xilanasa y proteasa, y la de T. trixiae (CMU-231) mostré altas actividades de
quitinasa y celulasa, asi como altos valores de antagonismo. Por ultimo, la cepa
CMU-183 de T. harzianum mostré la mayor versatlidad metabdlica. Por lo anterior,
seria factible hipotetizar que una mezcla de algunas de las cepas mencionadas
anteriormente pueda ser lo adecuado para la formulacion de un producto de
biocontrol. A futuro seria interesante evaluar dicha posibilidad analizando la
proteccion de dicha mezcla contra las enfermedades causadas por los fitopatégenos
estudiados en plantas de relevancia agricola del estado de Michoacan, de las cuales
los patdgenos fueron aislados.

El analisis de la utilizacion de fuentes de carbono puede relacionarse
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experimentalmente con la producciéon de enzimas hidroliticas extracelulares, ya que
se ha mostrado que dichas actividades enzimaticas se inducen de manera diferencial
en Trichoderma spp., dependiendo de la fuente de carbono, ademas de residuos
celulares de los fitopatégenos (Kaur et al., 2005). Este tipo de analisis puede ademas
ser complementado con herramientas bioinformaticas y de biologia molecular, ya que
dado el conocimiento de algunos de los genomas de Trichoderma spp. (Schmoll et
al., 2016), es posible disefiar vectores de expresion y obtener transformantes para la
obtencion de cepas sobre productoras de alguna de las actividades enzimaticas de
interés, con la intencion de incrementar su potencial micoparasitico. Las secuencias
que podrian manipularse en ese sentido podrian ser las regiones regulatorias de los
genes de las enzimas hidroliticas de interés, o bien algunos reguladores globales
cuyo efecto positivo sobre micoparasitismo ya ha sido evaluado previamente
(Aghcheh et al., 2013).

Los resultados generados en el analisis de las cepas de T. harzianum
sugieren fuertemente una relacion entre entre genotipo y fenotipo. Asi, las cepas
CMU-23, CMU-43 y CMU-183 que salen agrupadas con todos los marcadores
genéticos utilizados, también muestran el mismo patron de aprovechamiento de
fuentes de carbono y conidiacién en placas Biolog. De manera insteresante, aunque
las dos primeras cepas provienen de localidades distintas, ademas de compartir
genotipo y patrones metabdlicos, salvo la capacidad de inhibicion hacia C. coccodes,
también son muy similares en el patron de antagonismo contra fitoatogenos vy, a
excepcion de la actividad de proteasa, en su capacidad para producir enzimas
hidroliticas extracelulares. El caso de las cepas CMU-14, CMU-16 y CMU-90 es
similar; dichas cepas se agrupan en la mayoria de los dendrogramas generados con
marcadores genéticos y también en los patrones de agrupamiento construidos con
los resultados de las placas Biolog. Aunque en este ultimo caso también se agrupan
con la cepa CMU-25, con lo cual no muestran similitud genética.

Adicionalmente, las cepas CMU-14 y CMU-16, ambas provenientes de Charo,
muestran practicamente los mismos patrones de antagonismo contra fitopatégenos y
de produccién de enzimas extracelulares. Si bien la diferencia notabe entre estas

cepas es la capacidad de inhibicién de crecimiento de F. mexicanum, el fitopatégeno
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mas resistente al ataque de Trichoderma spp. aqui estudiado. En contraste, las
cepas CMU-1 y CMU-51 que no presentan similitud genética y provienen de distintas
localidades, comparten los mismos patrones de aprovechamiento de fuentes de
carbono y conidiacién. Aun mas, salvo la inhibicién contra C. coccodes estas cepas
tienen patrones de antagonismo practicamente iguales, y aunque presentan algunas
diferencias, pueden considerarse malas productoras de enzimas hidroliticas. Asi,
este par de cepas pueden considerarse fisiologicamente similares pero
genéticamente distintas.

Dentro de una especie o grupos taxondmicos estrechamente relacionados,
como el caso del complejo T. harzianum, la relacién entre la variacion genética y las
caracteristicas fenotipicas se establece a diferentes niveles jerarquicos de
organizacion de un sistema biologico (Fig 1., Dalziel et al., 2009). Explicar los
resultados de cepas que comparten el mismo genotipo y fenotipo dentro de este
modelo es relativamente simple, son cepas que se encuentran sujetas tanto a
mecanismos de variacion genética como a presion de seleccion en los distintos
niveles jerarquicos similares. Sin embargo, este modelo también permite explicar la
falta de relacién entre fenotipo y genotipo dentro de los individuos de una poblacion o
entre poblaciones.

En aquellos individuos que presentan una gran similitud genética, pero que no
comparten semejanzas fisiologicas el ambiente puede modificar el resultado
fisioloégico final entre estos afectando distintos niveles de la jerarquia bioldgica
(Figura 1). Por otra parte, aquellas cepas que no comparten genotipos pueden estar
sujetas a una presidon selectiva similar, de tal forma que a partir de variantes
genéticas distintas, el ambiente actua sobre la jerarquia bioldgica para producir un
mismo efecto fisioldgico final en organismos distintos de la misma poblacién o taxa
estrechamente relacionados. Esto podria explicar por que las cepas CMU-1 y CMU-
51, no relacionadas genéticamente, presentan un perfil metabolico muy similar; esta
misma explicacién puede aplicarse al caso de la cepa CMU-90, que no guarda
relacion genética cercana con las cepas CMU-14, CMU-16, pero presenta un perfil

metabodlico similar.
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Figura 1. Conexiones através de los niveles de organizacion bioldgica. La variacion genética puede
influir en el fenotipo a diferentes niveles de organizaciéon bioldgica, afectando finalmente las
capacidades y la posibilidad de adaptaciéon de un organismo completo. ', las variaciones genéticas se
dan por diferentes mecanismos; 2, en el ambiente se incluyen todos los factores bidticos y abidticos
que pueden afectar una caracteristica del organismo en cualquiera de los niveles jerarquicos (tomado
y traducido de Dalziel et al., 2009).

Aunque las cepas de Trichoderma spp. provienen de diferentes localidades,
en general, la mayoria fueron colectadas de areas de bosque templado y se aislaron
asociadas a tejido de basidiocarpo de distintas especies de basidiomicetes. Esto
puede indicar que dichas cepas estan sujetas a presiones selectivas muy similares,
por eso la relacion entre genotipo y fenotipo es estrecha en varias de éstas,
particularmente en las cepas del complejo T. harzianum. No obstante, esto parece
aplicarse también a cepas que provienen de distintas localidades y ecosistemas
como CMU-23 (bosque, Cd. Hidalgo), CMU-43 (pastizal, Cuto de la Esperanza) y
CMU-183 (bosque, Atécuaro); lo que siguiere que dichas cepas comparten estilos de
vida, algo que esta por demostrarse.

En conclusion, la caracterizacion integral de las cepas de Trichoderma spp.
realizada en el presente trabajo, abarcando aspectos ecoldgicos, genéticos,
fisiolégicos y bioquimicos, permite aportar informacién para un mejor entendimiento
de la biologia basica de dicho taxa a nivel regional, al mismo tiempo que provee de

herramientas de decisidn para la seleccion de cepas de relevancia biotecnoldgica.
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CONCLUSIONES PARCIALES

1. En relacién al antagonismo contra microorganismos fitopatégenos, las cepas de
Trichoderma spp. aqui estudiadas presentaron variabilidad en su mecanismo de
accion, mientras que algunas cepas crecen sobre el fitopatdgeno mostrando
caracteristicas micoparasiticas, otras parecen anagonizar por antibiosis, y otras mas

podrian competir por recursos.

2. A nivel inter-especifico, no existe una relacion clara entre antagonismo y
capacidades bioquimicas o metabdlicas en las cepas de Trichoderma spp.

analizadas.

3. En general, a nivel intra-especifico, posiblemente intra- complejo T. harzianum, los
resultados indican que existe una relacion entre genotipo y fenotipo en las cepas

analizadas.

4. El uso de una estrategia integral que incluye datos bioquimicos, fisiolégicos y
genéticos, permite generar de manera simultanea informacion sobre la biologia
basica de las cepas de Trichoderma spp. analizadas y sobre el potencial

biotecnolégico de éstas.

5. Debido a sus capacidades antagonicas y de produccion de enzimas
extracelulares, las cepas CMU-8 de T. atroviride y CMU-218 de T. viride son
candidatos ideales para la generacion de un producto de biocontrol util para el

combate de microorganismos fitopatdégenos en el estado de Michoacan.
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CONCLUSION GENERAL

Las cepas silvestres de Trichoderma spp. de Michoacan analizadas en este trabajo
antagonizaron a la mayoria de fitopatégenos provenientes de la misma entidad,
mostrando diversidad intra en interespecifica en las caracteristicas bioquimicas,

metab
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