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RESUMEN

Phytophthora capsici es un oomiceto fitopatdgeno que ocasiona principalmente marchitez
en chile (Capsicum annuum) y en otras plantas de interés econémico, como Solanum
lycopersicum, S. melongena y Cucurbita pepo. El uso de agroquimicos resulta ser poco
eficaz para el manejo de la enfermedad y genera resistencia en el patégeno,
contaminacion ambiental y afecta la salud humana, por lo que es necesaria la busqueda
de métodos amigables con el medio ambiente. El control biolégico mediante el uso de
organismos antagonicos representa una valiosa alternativa para la proteccion de los
cultivos. Los hongos del género Trichoderma son antagénicos a diversos fitopatdgenos
ya que poseen caracteristicas micoparasiticas y antibiéticas, por lo tanto, algunas
especies son reportadas como excelentes agentes de control biolégico. Sin embargo, los
estudios de Trichoderma sobre P. capsici siguen siendo limitados, por lo que el objetivo
de este trabajo fue evaluar diferentes aislados de Trichoderma spp. obtenidos del follaje
de plantas de Heliconia sp. sobre el crecimiento de Phytophthora capsici in vitro, en
confrontaciones duales y mediante la producciéon de metabolitos secundarios volatiles y
no volatiles producidos por Trichoderma.

Se realizaron confrontaciones duales con un disefio experimental de dos factores
el cual consistioé en evaluar 12 aislados de Trichoderma sp.: HCH-88, HCH-99, HCH-11,
HCH-94, HCH-71, HCH-36, HCH-46, HCH-48, HCH-42, HCH-61, HCH-60, HCH-62 frente
al aislado CPV-282 de P. capsici. Posteriormente se evaluaron en confrontaciones duales
dos aislados de diferentes fenotipos de virulencia de P. capsici CPV-277 Y CPV-279 con
los aislados de Trichoderma HCH-48 y 60; en donde se observd diferencia
estadisticamente significativa en el porcentaje de inhibicion. EI mayor porcentaje de
inhibicion obtenido fue para el aislado CPV-282, por lo cual se seleccion6 este ultimo para
las siguientes pruebas. El aislado HCH-62 mostrd el mayor porcentaje de inhibicién con
58.60 y el aislado HCH-42 el menor con 31.23 frente a P. capsici. En la evaluacién de
metabolitos secundarios volatiles producidos por los diferentes aislados de Trichoderma
spp., se encontro un bajo efecto inhibitorio frente al crecimiento de P. capsici in vitro. En
los diferentes experimentos de metabolitos secundarios no volatiles producidos por los
aislados HCH-48, HCH-88, HCH-42 no se encontro inhibicion significativa en ninguna

concentracion evaluada (5.3, 10, 21 y 25 %) para inhibir el crecimiento de P. capsici in
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vitro. Sin embargo, con el aislado HCH-62 se observo una inhibicion del 100% frente a P.
capsici en la evaluacion a la concentracion de 21%. Por otro lado, se encontré un
incremento en el crecimiento radial con los aislados HCH-88 y 42 de P. capsici con
respecto al control. De acuerdo a los resultados obtenidos se observaron diferencias en
el grado de antagonismo, al parecer debido a los diferentes mecanismos de accion de
los aislados de Trichoderma. El aislado HCH-62 destaco en las diferentes evaluaciones
anteriormente mencionadas, inhibiendo el crecimiento de P. capsici, por lo que, se
sugiere continuar con evaluaciones en invernadero y campo para determinar si el efecto
antagonistico observado in vitro resulta ser eficiente en el biocontrol de P. capsici con
este aislado promisorio de Trichoderma cuando se asocié con el patdgeno en la planta

hospedera.

Palabras clave: Inhibicion, control bioldgico, Heliconia, interaccién, metabolitos

secundarios.
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ABSTRACT

Phytophthora capsici is a phytopathogenic oomycete that mainly causes wilting in pepper
chile (Capsicum annuum) and other plants of economic interest, such as Solanum
lycopersicum, S. melongena and Cucurbita pepo. The use of agrochemicals turns out to
be ineffective for the management of the disease and generates resistance in the
pathogen, environmental contamination and affects human health, so the search for
environmentally friendly methods is necessary. Biological control through the use of
antagonistic organisms represents a valuable alternative for the protection of crops. Fungi
of the genus Trichoderma are antagonistic to various phytopathogens since they have
mycoparasitic and antibiotic characteristics, therefore, some species are reported as
excellent biological control agents. However, Trichoderma studies on P. capsici are still
limited, so the objective of this work was to evaluate different isolates of Trichoderma spp.
obtained from the foliage of Heliconia sp. on the growth of Phytophthora capsici in vitro,
in dual confrontations and through the production of volatile and non-volatile secondary
metabolites produced by Trichoderma.

Dual confrontations were carried out with a two-factor experimental design which
consisted of evaluating 12 isolates of Trichoderma sp .: HCH-88, HCH-99, HCH-11, HCH-
94, HCH-71, HCH-36, HCH-46 , HCH-48, HCH-42, HCH-61, HCH-60, HCH-62 versus
isolate CPV-282 from P. capsici. Later, two isolates of different virulence phenotypes of
P. capsici CPV-277 and CPV-279 with Trichoderma isolates HCH-48 and 60 were
evaluated in dual confrontations; where a statistically significant difference was observed
in the percentage of inhibition. The highest percentage of inhibition obtained was for the
CPV-282 isolate, for which the latter was selected for the following tests. The HCH-62

isolate showed the highest percentage of inhibition with 58.60 and the HCH-42 isolate the

11
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lowest with 31.23 against P. capsici. In the evaluation of volatile secondary metabolites
produced by the different isolates of Trichoderma spp., A low inhibitory effect was found
against the growth of P. capsici in vitro. In the different experiments of non-volatile
secondary metabolites produced by the isolates HCH-48, HCH-88, HCH-42, no significant
inhibition was found at any evaluated concentration (5.3, 10, 21 and 25%) to inhibit the
growth of P. capsici in vitro. However, with the HCH-62 isolate, a 100% inhibition against
P. capsici was observed in the evaluation at the 21% concentration. On the other hand,
an increase in radial growth was found with the isolates HCH-88 and 42 of P. capsici
compared to the control. According to the results obtained, differences in the degree of
antagonism were observed, apparently due to the different mechanisms of action of the
Trichoderma isolates. The HCH-62 isolate stood out in the different evaluations mentioned
above, inhibiting the growth of P. capsici, therefore, it is suggested to continue with
evaluations in greenhouse and field to determine if the antagonistic effect observed in
vitro turns out to be efficient in the biocontrol of P. capsici with this promising Trichoderma

isolate when associated with the pathogen in the host plant.

Keywords: Inhibition, biological control, Heliconia, interaction, secondary metabolites.

12



U.M.S.N.H ITAF

1. INTRODUCCION

Las enfermedades ocasionadas por fitopatdgenos, tales como bacterias,
nematodos, virus y hongos, constituyen la causa mas importante de pérdidas en la
produccion agricola, tanto en cosecha como en poscosecha (Carnero et al., 2013, Souza
et al., 2020). Dentro de los distintos fitopatdégenos, los hongos constituyen uno de los
principales grupos tanto por la diversidad de especies existentes como por las pérdidas
econOmicas que originan (Fisher et al., 2012). Otro grupo importante de patégenos de
plantas lo constituyen los oomicetos, que presentan gran variedad de especies causantes
de pérdidas econémicas en cultivos de relevancia agricola. Michoacan destaca en la
produccién de algunos tipos de chiles como son el serrano, chilaca y jalapefo; sin
embargo, presentan diversos problemas fitosanitarios. Uno de los principales problemas
gue enfrentan los productores de chile son las enfermedades. La marchitez causada por
P. capsici, es considerada como la principal limitante del cultivo, ya que es responsable
de ocasionar pérdidas hasta del 80% en rendimiento productivo (Pernezny et al., 2003;
Vasquez et al., 2009). Este patdgeno infecta la base del tallo provocando un
estrangulamiento interrumpiendo el flujo de savia, lo que ocasiona clorosis, defoliacion
rapida, pudricion de frutos y muerte de la planta (Espinosa-Victoria et al., 2004; Moran-
Barfiuelos et al., 2010). EI método mas utilizado para combatir este patdgeno es el control
quimico, el cual es poco efectivo para controlar esta enfermedad en chile, y ademas se
utilizan compuestos toxicos que eliminan a los fitopatégenos y a organismos benéficos
(Rey et al., 2000). Las especies del género Trichoderma como T. asperellum (Garcia-
Nufez et al 2017), T. harzianum (Kerroum et al., 2015), T. atroviride (Al-Mughrabi, 2008),
son los antagonistas mas evaluados para hacer frente a enfermedades de plantas
ocasionadas por oomicetos, debido a su ubicuidad, inocuidad, facilidad para ser aislados
y cultivados, y por su crecimiento rapido en un gran numero de sustratos (Ezziyyani et
al., 2004).

Ezziyyani et al. (2004) reportaron un claro efecto antagénico de T. harzianum en
contra P. capsici en cultivos duales in vitro en medio agar-papa-dextrosa (PDA)
enrigquecido con laminarina-glucosa. El nivel de inhibicion varié segun el medio de cultivo.
Por otro lado, Yao et al. (2016) estudiaron la actividad antagonista de Trichoderma contra

P. capsici en confrontaciones duales, de los cuales el aislado HNA12 registré la mayor

13
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tasa de inhibicion en comparacion con el control (62.3%) y redujo significativamente la
esporulacion; mientras que el aislado HNN2 redujo el crecimiento del patégeno
solamente 31.5% con respecto al control.

En México se han realizado algunos estudios. Gutiérrez (2013) estudio la actividad
antagonica de T. harzianum en conjunto con diferentes materiales organicos
(vermicomposta, composta comercial a base de lirio y rastrojo de maiz) y su efecto sobre
la densidad poblacional de P. capsici, encontrando que el uso de materia organica como
supresor de la densidad poblacional, representa una alternativa de manejo para P.
capsici. De la Cruz-Quiroz et al. (2018) evaluaron el porcentaje de inhibicion in vitro de
especies de Trichoderma nativas de México en confrontaciones duales contra P. capsici
utilizando PDA. Obtuvieron 22.1% de inhibicion con T. harzianum y 10.3% con T.
yunnanensei. Ademas, evaluaron cepas de T. longibranchiatum y T. asperellum
reportando inhibicion de menos del 5%.

A pesar de los reportes que existen sobre el estudio de los mecanismos
antagonicos de Trichoderma sobre P. capsici, son relativamente pocas las especies que
se han analizado, con resultados favorables, por lo cual, es necesario evaluar la
capacidad antagonica de otros aislados de Trichoderma sp. sobre el crecimiento de

Phytophthora capsici in vitro.

14
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2. ANTECEDENTES

2.1. El cultivo de chile en México
De acuerdo con Aguirre-Mancilla et al. (2017), el cultivo de chile es una especie

horticola de gran importancia econdmica por el valor de su produccion en México. Se
cultiva en todos los estados, desde el nivel del mar hasta los 2500 msnm. Por ser el centro
de origen y domesticacion, se han generado una gran diversidad de tipos, principalmente
de la especie C. annuum, por lo que constituye un recurso valioso para el mejoramiento
genético. Sus frutos se consumen tanto en fresco como seco para proporcionar
diversidad en la gastronomia regional. En 2018 la produccion total del chile en México
fue de 3,379,289.15 ton, la superficie total sembrada fue de 156,798.97 ha con un valor
de $30,063,163.92 mdp (SIAP, 2018). El cultivo del chile es una actividad econémica
importante dentro del sector agropecuario. En 2010, México ocup0 el primer lugar a nivel
mundial en la produccion de chile verde con 2.33 millones de toneladas en una superficie
de 148,758 ha (SIAP, 2010). Ademas de la importancia econdmica, en México se le
considera una hortaliza de interés cultural y biolégico, debido a que este pais es centro

de origen y domesticaciéon del género Capsicum (Reyes-Tena et al., 2017).

2.2. Phytophthora capsici
Phytophthora capsici fue descrita por primera vez en Nuevo México, USA, por

Leonian en 1922, como agente causal de tizén de tallo y frutos de chile (Leonian, 1922).
Inicialmente se consider6 como hospedante especifico de ese cultivo, actualmente se
conocen multiples hospedantes, tales como Solanum lycopersicum, S. melongena,
Cucumis sativus, Cucurbita pepo, Citrullus lanatus, C. melo, Fragaria, entre otros
(Fernandez-Herrera et al., 2007; Castro et al., 2012). Se considera que este patdgeno
ocasiona una de las enfermedades mas devastadoras debido a que infecta distintas
partes de la planta (Ramos-Sandoval et al.,, 2010). El dafio economico que causa
Phytophthora ha impulsado los esfuerzos para comprender los procesos béasicos
involucrados en la patogenicidad (Kamoun et al., 2015). Dentro de estos procesos; los
efectores, moléculas secretadas por fitopatdgenos que se unen a proteinas de defensa
de las plantas, suprimen su respuesta modulando su funcién para facilitar la infeccion y
colonizacion (Bozkurt et al., 2012; Chen et al., 2019; Lo Presti et al., 2015). Los efectores

son los principales factores de virulencia de microorganismos patégenos y en gran
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medida se desconoce su mecanismo de accion (Chen et al., 2019). El manejo de P.
capsici es complejo, debido a la existencia de fenotipos de virulencia, los cuales tienen la
capacidad de infectar a cultivares de la misma especie que poseen diferentes genes de
resistencia. Ademas, este patdgeno produce un arsenal de proteinas efectoras que
pueden contrarrestar los mecanismos de defensa de la planta a nivel fisiolégico. Los
efectores RXLR, CRN y fitotoxinas NPP1, son los principales factores de virulencia de P.

capsici (Reyes-Tena et al., 2019).

2.2.1. Clasificacion taxonémica de Phytophthora capsici

Cuadro 1. Clasificaciéon taxonémica de Phytophthora capsici (NCBI-Lifemap, 2019).
Dominio: Eukaryota = Orden: Peronosporales
Reino: Stramenipila | Familia: Phythiaceae
Filo: Oomycota Género: Phytophthora

Clase: Oomicetes Especie: P. capsici Leonian

2.2.2. Sintomas y ciclo de la enfermedad
Phytophthora capsici puede infectar todas las partes de la planta de chile. El

patdbgeno causa pudricion de la raiz y corona, también produce lesiones necréticas
distintivas en el tallo, infecta las hojas y causa lesiones circulares, de color marron
grishceo y de apariencia acuosa. Las lesiones de la hoja y las lesiones del tallo son
comunes cuando el in6culo se dispersa por salpicadura desde el suelo hasta las partes
mas bajas de la planta. El patdgeno también puede infectar el fruto y causar lesiones que
generalmente estan cubiertas de esporangios blancos, un signo del patdégeno (Duniway,
1976,1979).

Phytophthora capsici al ser un oomicete es un organismo diploide (Sansome,
1976) que se reproduce de manera sexual y asexual (Ristaino y Jonhston, 1999). En la
reproduccion sexual el patégeno produce dos tipos de apareamiento conocidos como Al
y A2 (Figura 1). Cada tipo de apareamiento produce hormonas que son responsables de
la diferenciacion de gametangios en el tipo de apareamiento opuesto. La presencia de
los tipos de apareamiento A1 y A2 es comun en el mismo campo de cultivo y aiin en la

misma planta (Reifschneider et al., 1992). En México, se han detectado aislados con

16



U.M.S.N.H ITAF

distinto tipo de compatibilidad sexual en una misma parcela en los municipios de
Copandaro, La Barca, Queréndaro, Tarimbaro y Yurécuaro, Michoacan (Reyes-Tena et
al., 2019). También se han detectado en una misma planta en pimiento morrén y en
plantas de vivero (Sanchez-Gurrola et al., 2019; Soto-Plancarte, 2017). Phytophthora
capsici produce un gametangio masculino llamado anteridio, y un gametangio femenino
llamado oogonio. El anteridio es anfigino, es decir, rodea la cavidad del oogonio. La
meiosis ocurre dentro del gametangio, y la plasmogamia y la cariogamia resultan en la
formacion de oosporas, que son las esporas sexuales que fungen como estructura de
resistencia del patégeno durante el invierno (Ristaino y Jonson, 1999). Las oosporas
pueden germinar directamente a través de la formacion de un tubo germinal o

indirectamente a través de la formacién de esporangios.

El patdgeno también se reproduce asexualmente a través de esporangios (Figura
1) (Leonian, 1922; Stamps et al., 1990). Los esporangios son generalmente ovoides y
tienen una papila prominente en su apice. Los esporangios se desprenden facilmente del
esporangioforo y pueden dispersarse dentro de los campos por el viento, la lluvia y el
agua de riego (Bowers et al., 1990; Cafe-Filho y Duniway, 1995; Ristaino et al., 1992;).
Los esporangios germinan indirectamente y liberan zoosporas méviles biflageladas en
condiciones de humedad, en las superficies de las plantas o en suelos saturados
(Bernhardt y Grogan, 1982). Las zoosporas pueden moverse facilmente bajo condiciones

de saturacion del suelo e infectar raices de plantas sobre el suelo (Duniway, 1976,1979).
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Figura 1. Ciclo de la enfermedad causada por Phytophthora capsici. Fuente Ristaino y
Johnston, 1999.

Debido a la resistencia que P. capsici ha mostrado a diversos fungicidas como metalaxyl,
azoxystrobin y propamocarb (Pérez-Moreno et al., 2003; Fernandez-Pavia et al., 2004;
Silva-Rojas et al., 2009), en la actualidad ha surgido un mayor interés en la generacién
de conocimiento para el disefio e implementacion de sistemas de produccion agricola
sustentables como la agricultura organica, que ademas de la nutricion vegetal a través
de microorganismos gue incrementan la disponibilidad de nutrimentos minerales, incluye
el manejo agroecologico de enfermedades mediante el control biolégico de plagas y
agentes patdgenos por medio de la aplicacion de enemigos naturales o sus productos
(Rodriguez del Bosque y Arredondo, 2007). Entre los microorganismos mas utilizados
como agentes de control biologico se encuentran los hongos del género Trichoderma
(Fernandez-Herrera et al., 2007). La capacidad de Trichoderma para reducir los dafios
causados por hongos fitopatdgenos (Barroso-Albarracin et al., 2015; Durman et al., 1999;
Gonzales-Rodriguez et al., 2005; Infante et al., 2011), esta relacionada con su capacidad
de competencia, micoparasitismo y antibiosis por la produccién de enzimas y metabolitos
secundarios (Michel-Aceves et al., 2001).
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2.3. Trichoderma

2.3.1. Aspectos generales
El género Trichoderma se presenta naturalmente en diferentes habitats y es cosmopolita.

Se caracteriza por ser saprofito, sobrevive en suelos con materia organica debido a su
capacidad de descomponerla. En determinadas condiciones, puede ser anaerobio
facultativo (Howell, 2003). La capacidad de adaptacion a diversas condiciones
ambientales y sustratos permite su empleo en la industria biotecnoldgica (Harman, 2006).
Su amplia distribucion y su plasticidad ecolégica se encuentran estrechamente
relacionadas con la alta capacidad enzimética que posee para degradar sustratos, un
metabolismo versatil y resistencia a inhibidores microbianos por medio de la produccion
de enzimas y metabolitos secundarios, tales como péptidos no ribosémicos, terpenoides,

pironas, compuestos derivados de los inddlicos entre otros (Howell, 2003).

2.3.2. Clasificacién taxonémica

Cuadro 2. Clasificaciéon taxonémica de Trichoderma (NCBI-Lifemap, 2019).

Reino: Fungi Subclase: Hypocreamycetidae
Subreino: Dikarya Orden: Hypocreales
Filo: Ascomycota Familia: Hypocreaceae

Subfilo: Saccharomyceta | Género: Trichoderma

Clase: Sordariomycetes

Los hongos del género Trichoderma se pueden encontrar en la rizosfera donde
son capaces de competir por nutrientes y espacio con otros microorganismos; por lo
tanto, algunas especies son excelentes agentes de control biolégico de hongos
causantes de enfermedades de plantas horticolas (Benitez et al., 2004). Las especies de
Trichoderma mas comercializadas para el control biolégico son T. viride, T. polysporum
y T. harzianum. Esta ultima especie es frecuentemente utilizada y reportada en la
literatura (Avila-Miranda et al., 2006; Harman, 2000; Rojo et al., 2007).
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Los miembros del género Trichoderma tienen el potencial de sintetizar y liberar
enzimas como celulasas, polisacarasas, quitinasas y xilanasas, las cuales son
empleadas en procesos industriales. La explotacibn comercial de estas enzimas es
diversa, ya que facilitan la produccién de detergente para ropa, aceite de oliva, vino,
cerveza, jugos, alimentos para animales y en la produccion de algunos combustibles
(Verma et al., 2007). Trichoderma reesei produce celulasas que se utilizan en el blanqueo
de pulpa de papel, y son una alternativa amigable con el ambiente en comparacion con
el blanqueo convencional con cloro (Buchert et al., 1994). Las especies del género
Trichoderma producen diversos metabolitos secundarios dentro de los que se encuentran
algunas toxinas como la gliotoxina, hormonas de crecimiento como auxinas y giberelinas
(Cohen-Kupiec et al., 1999). Debido a lo anterior, T. harzianum y otras especies del
género favorecen el crecimiento de plantas (Benitez et al., 2004). Trichoderma ha sido
utilizada en la industria de los aromatizantes debido a la capacidad de producir el
metabolito 6-pentil-a pirona que proporciona el aroma de coco al utilizar aceites vegetales

comerciales (avellana, linaza, ricino y uva) como sustrato (Bonnarme et al., 1997).

2.3.3. Efecto de factores biéticos y abioticos en el desarrollo y eficacia de
Trichoderma
El conocimiento de la influencia de todos estos factores bioecoldgicos en la

fisiologia y las potencialidades de Trichoderma como agente de control biol6gico (ACB)
son vitales en los procesos de seleccion de cepas promisorias, su reproduccion masiva
y su introduccion en diferentes agroecosistemas para lograr una méaxima eficacia del
hongo en el manejo de enfermedades. Dentro de estos factores se encuentran:
temperatura, pH, humedad relativa, iluminacion y los diferentes sustratos que pueden
utilizar las diferentes especies y los aislados pertenecientes al género Trichoderma
(Harman, 2000). Ademas de su accién biorreguladora, Trichoderma actla de forma
indirecta sobre los patégenos a través de la induccién de mecanismos de defensa a nivel
fisiolégico y bioquimico en la planta, entre los cuales se encuentran: estimulacién del
crecimiento vegetal y desarrollo del sistema radicular, solubilizacion y absorcion de
nutrientes inorganicos (N y P), induccion de resistencia y tolerancia a estrés biotico y
abidtico (Harman, 2006; Vinale et al., 2008).
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2.3.4. Mecanismos de biocontrol
Los ACB (agentes de control biolégico) son organismos vivos cuyas actividades

dependen principalmente de las diferentes condiciones ambientales fisico-quimicas a las
gue estan sujetos; por esta razén, el control biolégico ejercido por las cepas de
Trichoderma es en ocasiones impredecible (Benitez et al., 2004). La comprension de la
diversidad genética de las cepas dentro de las especies de Trichoderma y de sus
mecanismos de control biolégico conducird a una mejor aplicacion de las diferentes cepas
como ACB. Estos mecanismos son complejos, y lo que se ha definido como control
bioldgico es el resultado final de diferentes mecanismos que actlan sinérgicamente para
lograr el control del agente causal de la enfermedad (Howell, 2003). EIl control biolodgico
resulta de la competencia por los nutrientes y el espacio o como resultado de la capacidad
de los ACB de Trichoderma para producir metabolitos que impiden la germinacion de
esporas del patdogeno (fungistasis), muerte de las células (antibiosis) o modificacion de
las condiciones en la rizosfera por medio de la acidificacion del suelo, lo que impide el
crecimiento de patdégenos. Otro mecanismo es el micoparasitismo, que implica el
contacto fisico y la sintesis de enzimas hidroliticas, compuestos toxicos y / o antibiéticos

que actuan de forma sinérgica con las enzimas (Harman et al., 2004).

2.3.4.1 Antibiosis
Mediante antibiosis se inhibe el desarrollo del patégeno o se causa la muerte del

organismo patégeno por un compuesto metabolizado por el organismo antagonico.
Cuando se lleva a cabo una interaccion antagonista-patégeno se producen enzimas
liticas extracelulares y antibioticos por parte del antagonista que inhiben el crecimiento
del patdgeno. De acuerdo con Ghisalberti y Sivasithamparam (1991), Trichoderma
produce distintos metabolitos secundarios, y los divide en tres grupos; peptaiboles
(oligopeptidos lineales), antibiéticos polares (acido heptelidico) y antibioticos volatiles (6-
pentil-a-pirona). Los peptaiboles y los compuestos polares actian a corta distancia, es
decir, cerca del hospedero. Algunas especies de Trichoderma producen compuestos
antifangicos que actdan contra Rhizoctonia solani y Sclerotium rolfsii ocasionando la

desintegracion de las hifas (Martinez et al., 2013).
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2.3.4.2 Competencia por nutrientes
La competencia es la habilidad de un microorganismo para utilizar un sustrato de

forma mas eficiente que otro. Pueden competir por nutrientes o espacio, oxigeno o luz.
Trichoderma compite por nutrientes, tales como carbono, nitrégeno y hierro. Colonizan
rapidamente el suelo y evitan la proliferacion de otros organismos (Inbar y Chet, 1997;
Sivan y Chet, 1989). Anke et al. (1991) registraron la produccién de hidroxamato, un
sideroforo producido por Trichoderma spp. bajo condiciones deficientes de hierro, que le
permite tomar el hierro de forma reducida y evita la supervivencia de otros organismos al
disponer de las pocas cantidades de este mineral. Una de las caracteristicas importantes
de Trichoderma es su rapido crecimiento, lo que le permite competir por espacio y

nutrientes en condiciones in vitro (Reyes et al., 2008).

2.3.4.3 Micoparasitismo
La interaccion micoparasitaria de Trichoderma sp. con otros hongos filamentosos

estd programada aparentemente por las sefales del hospedante, lo que resulta en la
produccién de estructuras infecciosas y la secrecion de enzimas (Harman et al., 2004).
La mayoria de los genes relacionados con el micoparasitismo descritos hasta ahora
codifican un conjunto complejo de enzimas degradadoras de la membrana y la pared
celular del patdgeno, y se considera que actian de forma sinérgica con metabolitos
secundarios siendo determinantes en la capacidad antagénica de Trichoderma
(Schirmbock et al.,, 1994). ElI micoparasitismo es una interaccion directa entre el
antagonista y el hongo patégeno, en donde el antagonista utiliza al patbgeno como
alimento, siendo éste el principal mecanismo de accién utilizado por Trichoderma
(Fernandez-Larrea, 2001). De acuerdo con Harman (2000), es un proceso complejo que
involucra el crecimiento del antagonista hacia el patégeno y un proceso de enrollamiento
y degradacion de hifas. Las enzimas juegan un papel importante en el micoparasitismo,
dentro de ellas la B-1,3 glucanasa es esencial dentro de este mecanismo debido a que
participa en la degradacion de la pared celular de los patdogenos (Sanz et al., 2005). El
micoparasitismo finaliza una vez que las células del patdgeno pierden el contenido

citoplasmatico (Sanchez et al., 2019; Savitha y Sriram, 2015).
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3. JUSTIFICACION

Debido a la importancia de la marchitez de chile para los productores a nivel
mundial se han intentado varias alternativas de control como el uso de variedades
resistentes, control quimico, utilizacion de biopesticidas y ACB, ninguna hasta el
momento con resultados completamente satisfactorios al utilizarse por si solas (Bautista-
Calles et al., 2010; Ezziyyani et al., 2007). El manejo integrado de esta enfermedad se
considera la mejor opcidn para disminuir las pérdidas econdmicas ocasionadas por P.
capsici. Uno de los principales desafios de la agricultura moderna consiste no solo en
encontrar un buen ACB sino asegurar que este sea facil de propagar, de estabilizarse y
que su produccién sea rentable econ6micamente para emplearse como recurso
biotecnoldgico.

Diversas investigaciones se han dedicado al estudio de los diferentes mecanismos
antagonicos que posee Trichoderma frente a P. capsici (Bae et al., 2016; Ezziyani et al.,
2004; Guigon-Lopez y Gonzalez-Gonzales, 2003; Gutiérrez-Nufiez, 2003; Nawaz et al.,
2018; Quinto-Alvarez, 2014), sin embargo, son relativamente pocas las especies de
Trichoderma que se han evaluado; la mayoria de las especies evaluadas son obtenidas
del suelo y de larizésfera. La busqueda de nuevas especies de Trichoderma aisladas del
follaje de plantas de climas célidos y humedos, podria ser una alternativa para descubrir
nuevas especies que puedan implementarse para manejar enfermedades producidas por
fitopatdgenos. Por lo que, es necesario buscar y estandarizar una técnica de estudio para
evaluar correctamente la eficacia de los mecanismos de accién, implementados por las

especies de Trichoderma para hacer frente a P. capsici.
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4. HIPOTESIS

Cepas de Trichoderma sp. aisladas de hojas de Heliconia sp. inhibiran significativamente

el crecimiento de aislados virulentos de Phytophthora capsici, en condiciones in vitro.

5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general
Evaluar la capacidad antagonica de aislados de Trichoderma sp. obtenidos de hojas de

Heliconia sp. sobre el crecimiento de Phytophthora capsici in vitro

5.2. Objetivos especificos
1) Determinar el efecto de Trichoderma sp. sobre el crecimiento de aislados de

Phytophthora capsici en confrontaciones duales.

2) Evaluar el efecto de metabolitos secundarios volatiles producidos por Trichoderma
sp. sobre el crecimiento de Phytophthora capsici.

3) Evaluar el efecto de metabolitos secundarios no volatiles producidos por
Trichoderma sp. sobre el crecimiento de Phytophthora capsici.

4) Comparar el efecto inhibitorio de los diferentes metabolitos (volatiles y no volatiles)
de la cepa de Trichoderma que generd la mayor inhibicion del crecimiento de
Phytophthora capsici.
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6. MATERIALES Y METODOS
6.1 Obtencién de cepas

Se utilizaron los aislados de Trichoderma sp. HCH-88, HCH-99, HCH-11, HCH-94,
HCH-71, HCH-36, HCH-46, HCH-48, HCH-42, HCH-61, HCH-60, HCH-62, obtenidos de
hojas de plantas de Heliconia sp. colectadas en ecosistemas naturales en Chiapas,
México. Se utilizaron las cepas de P. capsici CPV-277 y CPV-279, aislados de plantas de
chile en cultivos comerciales de Queréndaro, Michoacan y CPV-282, obtenida de
Copéndaro, Michoacan, durante el 2017 (Reyes-Tena et al.,, 2019). Todos los
experimentos se realizaron utilizando cepas reactivadas de la Coleccién de Hongos y
Oomicetos del Laboratorio de Patologia Vegetal, IIAF-UMSNH.

6.2. Confrontaciones duales

Experimento no. 1. Se realizaron los experimentos de confrontacion dual con 12
aislados de Trichoderma sp. HCH-88, HCH-99, HCH-11, HCH-94, HCH-71, HCH-36,
HCH-46, HCH-48, HCH-42, HCH-61, HCH-60, HCH-62 y un aislado de P. capsici (CPV-
282). Se utilizé la técnica establecida por Barakat (2014). Se reactivaron los aislados de
Trichoderma y P. capsici en cajas Petri de vidrio 100x15 mm con PDA a 26 °C en
oscuridad durante 5-7 dias para obtener inéculo. Posteriormente se inocul6 un disco de
micelio de 6 mm de didmetro de la cepa de Phytophthora en un extremo de la caja Petri
con PDA, a 3 cm de distancia se colocé un disco de micelio de 6 mm de diametro de la
cepa de Trichoderma (Figura 2). Se incubaron a 26 °C en obscuridad durante 5-7 dias,
posteriormente se registro el crecimiento radial del patégeno en dos direcciones (lineas
perpendiculares) después de 6 dias posteriores a la inoculacion. Como control se utilizo
un disco de 6 mm de didmetro de la cepa de P. capsici en el centro de una caja Petri con

medio PDA. El experimento se realizé con 5 repeticiones.

El porcentaje de inhibicion se calculd con la siguiente férmula:

I (%)= (C-T)/C(100)

| = % de inhibicion.

C = didmetro del crecimiento radial de Phytophthora en la caja control.

T = didmetro del crecimiento radial de Phytophthora en presencia de Trichoderma.
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Posteriormente se realizé un analisis de varianza y la prueba de comparacion de medias
de Tukey (P<0.05).
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Figura 2. Confrontaciones duales. T = Trichoderma, P = Phytophthora capsici.

Experimento no. 2. De acuerdo a los resultados obtenidos del primer
experimento, se realizé un segundo experimento de confrontacion dual utilizando los dos
aislados de Trichoderma (HCH-48 y HCH-60), que produjeron el mayor porcentaje de
inhibicidn en el aislado CPV-282. Se confrontaron contra otros dos aislados virulentos de
P. capsici (CPV-277 y CPV-279), en las mismas condiciones, para evaluar su actividad
antagonica. Se registré el crecimiento radial y se calculd el porcentaje de inhibicion
conforme a la metodologia descrita en el experimento no.1. Posteriormente se realizé un
andlisis de varianza y prueba de comparacion de medias de Tukey (P<0.05).

El aislado HCH-62, fue el ultimo aislado evaluado en las confrontaciones duales
frente al aislado de P. capsici CPV-282, por lo que su antagonismo se evalud
posteriormente a las evaluaciones de los aislados CPV-277 y 279.

Una vez evaluados los doce aislados de Trichoderma frente a P. capsici CPV-282
y en base a un analisis filogenético previo (Anexo 5), se decidi6 trabajar con los aislados
de Trichoderma HCH-42, HCH-88 y HCH-62. Lo anterior para evaluar posibles especies
diferentes de Trichoderma.

6.3. Efecto de metabolitos secundarios volatiles de Trichoderma sobre P. capsici

Se utilizé la técnica establecida por Barakat et al. (2014). Se realizaron cuatro
diferentes experimentos con esta metodologia con modificaciones para estandarizar el

método adecuado.
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Experimento no. 3. Se reactivaron los aislados de Trichoderma HCH-62, HCH-
88, HCH-42 con los que se obtuvieron diferentes porcentajes de inhibicion en
confrontaciones duales y la cepa de P. capsici CPV-282, en cajas Petri de vidrio 100x15
mm con PDA a 262 °C en oscuridad durante 5-7 dias para obtener inoculo.
Posteriormente se inoculé un disco de micelio de 6 mm de diametro de la cepa de
Trichoderma en una caja Petri de plastico 100x15 mm con medio PDA a 26+2 °C en
oscuridad durante 4 dias. Al tercer dia de crecimiento del aislado de Trichoderma, se
inoculd un disco de 6 mm de didmetro de la cepa de P. capsici en otra caja Petri de
plastico 100x15 mm con medio PDA a 26+2 °C en oscuridad durante 24 h.
Posteriormente, a los 4 dias de crecimiento de Trichoderma y 1 dia de crecimiento de P.
capsici, se retiraron las tapas de ambas cajas de forma aséptica en campana de flujo
laminar y las bases de las cajas se unieron de tal manera que en el fondo de la placa
estuviera el antagonista (Trichoderma) y arriba en la placa el patégeno (P. capsici) (Figura
3). Las cajas se cerraron con 3 tiras de cinta parafilm para evitar la pérdida de sustancias
volatiles. El control fue una caja Petri con medio PDA inoculada con un disco de 6 mm de
diametro de la cepa de P. capsici. Se incubaron a 26+2 °C durante 5 dias. El experimento
se realiz6 con 5 repeticiones. Se calculd el efecto de las sustancias volatiles midiendo el
crecimiento radial del patégeno en dos direcciones (lineas perpendiculares), a los 5 dias
posteriores a la union de las cajas. Se utilizd la siguiente férmula para determinar el
porcentaje de inhibicion:
I (%) = (C-T) / C (100).
| = % de inhibicion.
C = diametro del crecimiento radial de Phytophthora en la caja control.
T = diametro del crecimiento radial de Phytophthora en presencia de Trichoderma.

24 hrs de crecimiento
' 96 hrs de crecimiento

72hrs de crecimiento 24 hrs de crecimiento

Unién de las cajas

Figura 3. Evaluacion de metabolitos secundarios volatiles. T = Trichoderma, P = Phytophthora

capsici, experimento 1.
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Experimento no. 4. Se inocul6 un disco de micelio de 6 mm de diametro de la
cepa de P. capsici CPV-282 en una caja Petri de plastico 100x15 mm con medio PDA 'y
se incub6 a 26+2 °C en oscuridad durante 1 dia. Lo anterior para darle ventaja de
crecimiento a P. capsici, debido al rapido crecimiento de Trichoderma. Se realizaron 3
repeticiones. Al dia siguiente, con un dia de crecimiento de P. capsici, se inoculé un disco
de 6 mm de diametro de las cepas de Trichoderma HCH-62, HCH-88, HCH-42 en
diferentes cajas Petri de plastico de100x15 mm con medio PDA y se incubaron a 26+2
°C en oscuridad por 24 h. Posteriormente, con colonias de Trichoderma de 24 h de
crecimiento, y colonias de P. capsici con 48 h de crecimiento, se retiraron las tapas de
las cajas con los cultivos de forma aséptica en campana de flujo laminar, y las bases de
las cajas con los cultivos se unieron y cerraron de la misma manera que en el experimento
3 (Figura 4). El control fue una caja Petri con medio PDA inoculada con un disco de 6 mm
de diametro de la cepa de P. capsici. El experimento se llevo a cabo con 5 repeticiones.
El efecto de los metabolitos secundarios volatiles se evalu6 conforme lo establecido en

el experimento no. 3.

KD
— 48 hrs de crecimiento
[: ﬁ ' 24 hrs de crecimiento
_ER __ER

24hrs de crecimiento + 24 hrs de crecimiento

Unidn de las cajas

Figura 4. Evaluacion de metabolitos secundarios volatiles. T = Trichoderma, P = Phytophthora

capsici, experimento 2.

Experimento no. 5. Se inoculé un disco de micelio de 6 mm de diametro de la cepa de
P. capsici CPV-282 en una caja Petri de plastico 100x15 mm con medio PDA. El mismo
dia, se inocul6 un disco de 6 mm de diametro de la cepa de Trichoderma HCH-62, HCH-
88, HCH-42, en otra caja Petri de plastico 100x15 mm con medio PDA por separado. Las
bases de las cajas con medio y los discos inoculados, se unieron y se cerraron el mismo
dia de la inoculacion, de la misma manera que en el experimento 3 (Figura 5). El control
fue una caja Petri con medio PDA inoculada con un disco de 6 mm de diametro de la
cepa de P. capsici. El experimento se llevé a cabo con 5 repeticiones. El efecto de las

sustancias volatiles se evalud conforme lo establecido en el experimento no. 3.
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ey G

0 hrs de crecimiento + 0 hrs de crecimiento

Union de las cajas

Figura 5. Evaluacion de metabolitos secundarios volatiles en cajas Patri con medio PDA,

experimento 5. T = Trichoderma, P = Phytophthora capsici.

Experimento no. 6. Se utilizé la metodologia establecida por Castillo et al. (2019)
la cual consistié en utilizar cajas Petri de plastico que presentan una divisién interna en
el centro de la base de la caja, las cuales contenian medio PDA. En una de las &reas
dividida de la base de la caja, se coloco6 un disco de micelio de 7 dias de crecimiento de
Trichoderma HCH-62, HCH-88, HCH-42 por separado y en la otra area dividida se coloco
un disco de micelio de 7 dias de crecimiento de P. capsici CPV-282 (Figura 6). Las cajas
se sellaron con 3 capas de cinta parafilm y se incubaron a 26+2 °C durante 3 dias. El
control fue una caja Petri con medio PDA inoculada con un disco de 6 mm de diametro
de la cepa de P. capsici. El experimento se realizd con 5 repeticiones. El efecto de las

sustancias volatiles se evalu6 conforme lo establecido en el experimento no. 3.

TR B -

Figura 6. Evaluacion de metabolitos secundarios volatiles utilizando cajas con division, en medio
PDA. T = Trichoderma, P = Phytophthora capsici, experimento 6.

6.4. Efecto de metabolitos secundarios no volatiles de Trichoderma sobre P.

capsici

Se realizaron dos experimentos para determinar el efecto de metabolitos secundarios
no volatiles de Trichoderma sobre el crecimiento de la cepa CPV-282 de P. capsici. El
aislado de Trichoderma utilizado fue el de mayor inhibicion en base a los primeros
resultados de confrontaciones duales (HCH-48) y el experimento se realizé antes de

evaluar el aislado HCH-62.
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Experimento no. 7. Se inocul6 un disco de micelio de Trichoderma HCH-48 de 7 dias
de crecimiento en un matraz Erlenmeyer que contenia 100 mL de medio liquido dextrosa
papa, se incub6 a 30 °C con agitacion constante a 150 rpm. Se inoculé otro matraz
Erlenmeyer con Trichoderma HCH-48, el cual se incubd estético a 26+2 °C. Los dos
cultivos se incubaron en obscuridad durante 7 dias. El dia anterior a la filtracion de los
cultivos, se prepararon los medios # 1: 100 mL con PDA, # 2: 75 mL con PDA y # 3: 90
mL con PDA, y se colocaron en bafio Maria durante toda la noche a 49 °C. Al séptimo
dia de incubacion, los cultivos liquidos de Trichoderma se transfirieron a tubos de
centrifuga estériles de 30 mL. Los tubos con los cultivos se centrifugaron a 10,000 rpm
durante 10 min en una centrifuga Beckman a 20 °C. El sobrenadante de cada tubo y de
cada aislado se transfirio a matraces estériles Erlenmeyer de 250 mL, por separado en
la campana de flujo laminar. Cada matraz contenia papel filtro Whatman 1 (11 ) estéril.
Se filtr6 nuevamente utilizando un filtro Millex-HV de 0.45 um, enroscado en una jeringa
estéril de 20 mL y de esta a un frasco de tapa rosca de 100 mL estéril. Al medio # 3 se
afiadieron 10 mL del filtrado (concentracion final 10%), al medio # 2 se afiadieron 25 mL
del filtrado (concentracion final 25%) y al medio # 1 no se le afadio filtrado y se utilizd
como control. Los medios se vaciaron en cajas Petri 100x15 mm y se dejaron deshidratar
a 262 °C por 24 h. Se inocul6 un disco de 5 mm de diametro de medio y micelio de P.
capsici CPV-282 en el centro de las cajas Petri con medio PDA sin filtrado para usarse
como control. De la misma manera se inocularon discos en las cajas con medio PDA mas
el filtrado (Figura 7) y se incubaron en oscuridad a 26+2 °C durante 5-7 dias. El
experimento se realizd con 5 repeticiones. Se registro el crecimiento radial del patdgeno
en dos direcciones (lineas perpendiculares) a los 6 dias posteriores a la siembra y se
calculo el porcentaje de inhibicion con la siguiente formula:

| (%) = (C-T) /C (100).

= % de inhibicion.

C= didmetro del crecimiento radial de Phytophthora en la caja control.

T= didmetro del crecimiento radial de Phytophthora en presencia de Trichoderma.
Posteriormente se realizd un andlisis de varianza (ANOVA) de dos vias, donde el factor

1 fue la inhibicion por la concentracion utilizada (10 y 25%) y el factor 2 fue, la inhibicion
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por la condicidn de crecimiento de Trichoderma (con y sin agitaciéon). Se realizaron analis

de comparacion de medias con la prueba de Tukey (P<0.05).

Figura 7. Evaluacién de metabolitos secundarios no volatiles en medio PDA. T= medio sélido con

metabolitos secundarios de Trichoderma y P = Phytophthora capsici.

Experimento no. 8. El experimento se realiz6 con los aislados de Trichoderma HCH-
62, HCH-88 y HCH-42, estos aislados se seleccionaron en base al analisis filogenético
anteriormente mencionado (experimento 2). Se inocul6 un disco de micelio de
Trichoderma de 7 dias de crecimiento en un matraz Erlenmeyer que contenia 100 mL de
medio liquido dextrosa papa y se incubd a 262 °C en agitacion constante a 150 rpm
durante 8 dias. Debido a que a los 8 dias de crecimiento de los aislados de Trichoderma
en el medio liquido absorbieron la mayor parte del medio, se ajustaron las
concentraciones con la cantidad obtenida; se agregaron 5 mL del extracto de
Trichoderma de cada aislado por separado en frascos con 95 mL con medio PDA, y 20
mL del extracto al medio con 75mL de PDA, para cada aislado por separado.
Posteriormente se realiz6 el mismo procedimiento de la primera prueba (Figura 7)
ajustandose las concentraciones del extracto de Trichoderma HCH-62, HCH-88 y HCH-
42 al 5.3y 21% utilizando la siguiente formula:

%m/v = volumen de soluto mL / volumen de disolucion mL x 100;
Se reqistro el crecimiento radial del patdgeno y se evalué conforme lo establecido en el
experimento no. 7. Posteriormente se realiz6 un andlisis de varianza (ANOVA) de dos
vias, donde el factor 1 fue, la concentracion (5.3 y 21%) y el factor 2 fue, la inhibicion por
los diferentes tratamientos (HCH-62,88 y 42), y se realizaron pruebas de comparacion de

medias con la prueba de Tukey (P<0.05).
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7. RESULTADOS
7.1. Confrontaciones duales

Experimento no. 1.
En la evaluaciéon de las confrontaciones duales con los doce aislados de

Trichoderma (HCH-88, HCH-99, HCH-11, HCH-94, HCH-71, HCH-36, HCH-46, HCH-48,
HCH-42, HCH-61, HCH-60, HCH-62; Figura 20, Anexo 1), se observé el mas alto
porcentaje de inhibicidn con el aislado HCH-62; y el menor con el aislado HCH-42 frente
a P. capsici CPV- 282 (Cuadro 3, Figura 8).

Cuadro 3. Porcentaje de inhibicién promedio (n=5) de Phytophthora capsici frente a diferentes
aislados de Trichoderma spp. en las confrontaciones duales después de 6 dias de crecimiento.

Superindices con diferente letra indican diferencia significativa (P<0.05).

Crecimiento radial de P.

Aislado de o _ Control de inhibicion
Trichoderma CapSI_CI en presencia de P. capsici (cm) (%)
Trichoderma (cm)

HCH-88 2.04 3.94 47.90%
HCH-99 2.17 3.94 45.40¢%e
HCH-11 2.30 3.94 41.60"
HCH-94 211 3.94 46.90¢d
HCH-71 2.25 3.94 43.10pc
HCH-36 1.98 3.97 50.12¢f
HCH-46 2.54 3.97 36.002°
HCH-48 1.92 3.97 51.63¢
HCH-42 2.73 3.97 31.232
HCH-61 2.18 3.97 45.08¢de
HCH-60 2.24 4.71 50.31¢d
HCH-62 1.55 3.75 58.60

Los resultados mostraron que los 12 aislados de Trichoderma spp. evaluados,
inhibieron el crecimiento de P. capsici CPV-282 en diferentes porcentajes con respecto
al control (Cuadro 3, Figura 9). El crecimiento radial de Trichoderma es mucho mas rapido
que el del patogeno, cubren el espacio vital y utilizan con mayor facilidad los nutrientes

disponibles en el medio, limitando de esta manera el crecimiento de P. capsici (Figura 8).
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De acuerdo a la escala utilizada para evaluar sobreposicion en base al porcentaje de
inhibicion propuesta por Jackkish-Matsuura y Menezes (1999), los aislados de
Trichoderma HCH-48 Y 62, sobreposicionan medianamente a P. capsici, inhibiendo
significativamente, mientras que el resto de los aislados sobreposicionan poco a P.

capsici, no representando inhibicion significativa (Anexo 1, Cuadro 10).

HCH-62%CPY-282

HCH-42 X CPV-282

Figura 8. Confrontaciones duales con el aislado de Trichoderma HCH-62 y 42 frente a
Phytophthora capsici CPV-282 después de 6 dias de crecimiento. Ay B) Control de Phytophthora
capsici CPV-282. Al) Confrontacion de Trichoderma HCH-62 y Phytophthora capsici CPV-282.
B1) Confrontacion de Trichoderma HCH-42 y Phytophthora capsici CPV-282.

Se encontraron diferencias estadisticamente significativas (P=0.0000), entre los
diferentes aislados de Trichoderma con respecto al efecto inhibitorio sobre P. capsici. Se
encontré que los aislados HCH-42 y 62 fueron estadisticamente diferentes (Cuadro 3).
De acuerdo con los datos obtenidos y en base a un andlisis filogenético preliminar, la
diferencia en el efecto inhibitorio podria deberse a que los aislados evaluados de
Trichoderma sean de diferentes especies, ya que el aislado HCH-42 se encuentra

cercano a T. cf harzianum y el aislado HCH-62 a T. atroviride (Anexo 5).
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Figura 9. Crecimiento radial en cm de Phytophthora capsici en las confrontaciones duales en
medio de cultivo PDA, con los 12 aislados de Trichoderma spp. después de 6 dias de crecimiento.
Columnas con superindices con diferente letra indican diferencia significativa (Tukey, P<0.05).

Experimento no. 2.
Se realiz6 la evaluacion de confrontacion dual con los aislados de Trichoderma

HCH-48 y 60 frente a los otros dos aislados virulentos de P. capsici CPV-277 y CPV-279
(Figura 10). Los aislados evaluados se eligieron de acuerdo a los resultados preliminares

obtenidos en el primer experimento de confrontaciones duales.

Cuadro 4. Porcentaje de inhibicién promedio (n=5) de P. capsici de las confrontaciones duales
de los aislados CPV-277, CPV-279 y CPV-282 con los aislados de Trichoderma HCH-48 y HCH-

60 después de 6 dias de crecimiento. Superindices con diferente letra indican diferencia

significativa.
Aislado de CPV-277% (%) CPV-279?2 CPV-282° (%)
Trichoderma inhibicion (%) inhibicién inhibicion
HCH-48 45.59 42.02 51.63
HCH-60 52.00 48.63 50.31
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Se encontraron diferencias estadisticamente significativas (P= 0.0017), en los
diferentes aislados evaluados de P. capsici, con respecto al porcentaje de inhibicion
obtenido por los diferentes aislados de Trichoderma HCH-48 y 60 (Cuadro 4). Al realizar
la prueba de comparacion de medias, los aislados CPV-279 y 282 resultaron
estadisticamente diferentes entre ellos, mientras que para el aislado CPV-277, no se
encontro diferencia significativa con los otros dos aislados. En promedio los aislados de
Trichoderma inhibieron a P. capsici CPV 279 (45.32%), CPV-277 (48.79%) y CPV-282
(50.97%), siendo este ultimo el que presentdé menor crecimiento radial en presencia de
Trichoderma, por lo que el efecto inhibitorio por los aislados de Trichoderma se presento

en mayor porcentaje, y se decidi6 utilizar para las siguientes evaluaciones.

Figura 10. Evaluacion de las confrontaciones duales con el aislado de Trichoderma HCH-48 y 60
frente a Phytophthora capsici CPV-279 y CPV-277 después de 6 dias de crecimiento. Al) Control
de Phytophthora capsici CPV-279, A2) Control de Phytophthora capsici CPV-277, B1l)
Confrontacion de la cepa HCH-48 x CPV-279, B2) Confrontacion de la cepa HCH-60 x CPV-279.
C1) Confrontacion de la cepa HCH-48 x CPV-277 C2) Confrontacién de la cepa HCH-60 x CPV-
277.

7.2. Eficacia de metabolitos volatiles de Trichoderma sobre Phytophthora capsici
El efecto de los metabolitos secundarios producidos por los aislados de
Trichoderma, en los 4 experimentos descritos en el apartado 6.3, mostraron diferentes

resultados.
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Experimento no. 3.
En el experimento 3, al segundo dia después de la unién de las cajas, los aislados

de Trichoderma crecieron rapidamente en el medio donde se encontraba P. capsici
(Figura 11), invadiendo el espacio y limitaron su crecimiento, por lo que la evaluacion de

metabolitos secundarios volatiles no se pudo observar.

Figura 11. Invasién de los aislados de Trichoderma HCH-62 (A), 88 (B) y 42 (C) en el medio
donde se encontraba Phytophthora capsici CPV-282 después de 2 dias de la unién de las cajas.
D) Control de Phytophthora capsici.

Experimento no. 4.
Se observo que el crecimiento de Trichoderma de nuevo fue mas rapido que el de

P. capsici, por lo que se generd invasion en el espacio del medio donde se encontraba
P. capsici y la produccion de metabolitos secundarios volatiles no pudo evaluarse (Figura
12).

mriwagy

Figura 12. Invasion de los aislados de Trichoderma HCH-62 (A), 88 (B) y 42 (C) frente a
Phytophthora capsici CPV-282 después de 5 dias de crecimiento. D) Control de Phytophthora
capsici CPV-282.
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Experimento no. 5.
En este experimento se obtuvo un porcentaje de inhibicion con el aislado HCH-62

(Cuadro 5), después de 5 dias de crecimiento. Se observé que Trichoderma no invadié
el medio donde se encontraba el patégeno (Figura 13), por lo que se pudo evaluar el
efecto de metabolitos secundarios volatiles, siendo éste el mejor método para evaluar los

compuestos volatiles.

Cuadro 5. Porcentaje de inhibicion promedio (n=5) obtenido en las evaluaciones de metabolitos
secundarios volatiles producidos con diferentes aislados de Trichoderma spp. frente a
Phytophthora capsici CPV-282, después de 5 dias de crecimiento. Aislados que comparten la

misma letra, son estadisticamente iguales.

Aislado de Crecimiento radial de P. Control P. (%) inhibicion
Trichoderma | capsici en presencia de capsici (cm)

Trichoderma (cm)

HCH-62 3.54 3.95 10.37°
HCH-88 3.74 3.95 5.312
HCH-42 3.74 3.95 5.312

Se encontraron diferencias estadisticamente significativas (P=0.0045), para el
porcentaje de inhibicion con a los diferentes aislados de Trichoderma, al realizar la
comparacion de medias, los aislados HCH-88 y 42 resultaron estadisticamente iguales,

ambos aislados filogenéticamente cercanos a T. harianum y diferentes al aislado HCH-

62, el cual filogenéticamente es cercano a T. atroviride (Anexo 5).

Figura 13. Evaluacién de los metabolitos secundarios volatiles producidos por los aislados de
Trichoderma HCH-62 (A), 88 (B) y 42 (C) frente a Phytophthora capsici CPV-282 después de 5
dias de crecimiento. D) Control de Phytophthora capsici CPV-282.
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Experimento no. 6.
No se observo un porcentaje de inhibicion significativo con la técnica descrita para

este experimento, debido a la rapida colonizacion después de 3 dias de crecimiento de
los aislados de Trichoderma utilizados, por lo que, se detuvo el experimento antes de que
Trichoderma invadiera todo el espacio donde se encontraba P. capsici. Sin embargo, se
encontré un aumento el crecimiento de P. capsici con el aislado HCH-42 de 0.07mm con

respecto al control a los 3 dias de la evaluacién (Cuadro 6, Figura 14).

Cuadro 6. Porcentaje de Inhibicion promedio (n=5) de Phytophthora capsici cuantificado en las
evaluaciones de metabolitos secundarios volatiles producidos con diferentes aislados de
Trichoderma spp. después de 3 dias de crecimiento. Aislados que comparten una misma letra,

no presentaron diferencias estadisticamente significativas.

Aislado de Crecimiento radial de P. Control P. (%) inhibicién
Trichoderma | capsici en presencia de capsici (cm)

Trichoderma (cm)

HCH-62 2.31 2.35 1.70°
HCH-88 2.33 2.35 0.85°
HCH-42 2.42 2.35 0

Se encontraron diferencias estadisticamente significativas (P=0.0160), para el
porcentaje de inhibicion frente a los diferentes aislados de Trichoderma, al realizar la
prueba de comparacion de medias, los aislados HCH-62 y 88 resultaron estadisticamente
iguales, pero diferentes al aislado HCH-42.
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Figura 14. Evaluacién de los metabolitos secundarios volatiles producidos por los aislados de
Trichoderma HCH-62 (A), 88 (B) y 42 (C) frente a Phytophthora capsici CPV-282 después de 4
dias de crecimiento. D) Control de Phytophthora capsici CPV-282.

Es importante estandarizar el método para realizar la evaluacién de metabolitos
secundarios volatiles de forma adecuada, de acuerdo al crecimiento que presentd
Trichoderma, el mejor método fue el 5, ya que el efecto inhibitorio se present6 sin que
Trichoderma colonizara el medio donde se encontraba P. capsici en comparacion de los
otros 3 experimentos donde no se pudo observar un efecto inhibitorio por sustancias
volétiles debido a la rapida colonizacion e invasion en el espacio donde se encontraba P.

capsici .

7.3. Eficacia de metabolitos secundarios no volatiles de Trichoderma sobre P.
capsici
Experimento no. 7.
El siguiente experimento se realizé con el aislado HCH-48, de acuerdo a los resultados
obtenidos en el experimento 1. Esta evaluacion se llevé a la par con las confrontaciones
duales, en donde antes de obtener todos los resultados de las confrontaciones, se eligio
por ser efectivo para detener el crecimiento de P. capsici.

Los resultados mostraron un bajo porcentaje de inhibicién (Figura 15, Cuadro 7).
El crecimiento del aislado HCH-48 en el medio con agitacion fue en forma de esferas
(blastospora) (Figura 16), en donde cada esfera representa una colonia de Trichoderma.
Se observl una consistencia aceitosa, la cual no permitié una filtracion adecuada con el
filtro Whatman #1 y con la tela pellén, también se observé una coloracién mas oscura en

el medio. En el medio sin agitacion, se formé una manta de micelio, no hubo dificultad
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para filtrar y el color del medio se observd més claro que el que estuvo en agitacion

(Figura 16).

S.A. 10%

C.A. 10%

S.A. 25%

Figura 15. Evaluacién de los metabolitos secundarios no volatiles producidos por el aislado HCH-
48 de Trichoderma (Al- s/agitacibn 10%, A2- s/agitaciéon 25 %, B1- c/agitacion 10%, B2-
c/agitacion 25 %) frente a Phytophthora capsici CPV-282 después de 6 dias de crecimiento. C)

Control de Phytophthora capsici CPV-282.

Cuadro 7. Porcentaje de inhibiciébn promedio (n=5) obtenido de las evaluaciones de metabolitos

secundarios no volatiles producidos por el aislado de Trichoderma HCH-48 después 6 dias de

crecimiento frente a Phytophthora capsici. Concentraciones y condiciones que comparten una

misma letra, no presentan diferencias estadisticamente significativas.

% d Control de | Crecimiento de P.
o de
Condicion P. capsici | capsici en presencia % Inhibicién
extracto _
(cm) de Trichoderma
102 Agitacion @ 5.30 5.28 0.37
102 Estatico ° 5.30 4.77 10
25° Agitacion @ 5.30 5.21 1.69
25°b Estatico ° 5.30 4.13 22.07
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Figura 16. Crecimiento de Trichoderma en medio liquido papa dextrosa: A) Cepa de Trichoderma
HCH-48 incubada sin agitacion a 26°C en obscuridad. B) Cepa de Trichoderma HCH-48 incubada

con agitacion a 30°C en obscuridad. Ambos después de 7 dias de crecimiento.

Los resultados del analisis de varianza indicaron diferencias estadisticamente
significativas para el factor de las concentraciones evaluadas (P=0.0067), siendo al 25%
la concentracion mas efectiva para detener el crecimiento radial de P. capsici con
respecto al control. Respecto al factor de la condicion empleada para crecer Trichoderma,
HCH-48, también se encontré diferencia estadisticamente significativa (P=0.0000), en
donde se encontr6 que la condicidn sin agitacion es mas efectiva para realizar la
evaluacion ya que de acuerdo a los resultados y en comparacion con el control se limita

el crecimiento de P. capsici.

Experimento no. 8.
El crecimiento para los aislados HCH-88 y 42 fue de forma esférica (blastospora)

(Figura 17 B y C), mientras que para el aislado HCH-62 fue de forma irregular (Figura 17
A), se encontré un porcentaje de inhibicion maximo con el aislado HCH-62 frente a P.
capsici CPV-282 (Cuadro 8, Figura 18, B1 y B2); mientras que con los aislados HCH-88
y HCH-42 se encontrd un incremento del crecimiento de P. capsici CPV-282 con respecto
al control (Figura 18, C1-D2, Cuadro 8).
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Figura 17. Crecimiento de Trichoderma sp. en medio liquido papa dextrosa: A) Cepa HCH-62, B)
Cepa HCH-88 y C) Cepa HCH-42.

Cuadro 8. Analisis factorial del crecimiento radial e inhibicibn de Phytophthora capsici por
diferentes concentraciones de metabolitos secundarios no volatiles producidos por aislados de
Trichoderma HCH-62, 88 y 42, después de 6 dias de crecimiento.

Factor Crecimiento de P. capsici
en presencia de %
metabolitos de Inhibicion

Trichoderma (cm)

Aislado de Trichoderma (A)

HCH-62 2.32 A 55 A
HCH-88 5.63B 0B
HCH-42 5.70C 0B
Concentracion del metabolito (C)

5.3 5.13A 3.41B
21 3.97B 33.3A
Interaccion (A x C)

HCH-62 x 5.3 4.65 E 10.23B
HCH-62 x 21 0A 100 A
HCH-88 x 5.3 537D 0ocC
HCH-88 x 21 6.04 B 0ocC
HCH-42 x 5.3 5.38D 0oC
HCH-42 x 21 5.89C 0oC

Letras diferentes en las medias indican diferencias significativas. Tukey (P<0,05).

42



U.M.S.N.H IIAF

Figura 18. Evaluacion de los metabolitos secundarios no volatiles producidos por los aislados de
Trichoderma HCH-62 (B1, B2), 88 (C1, C2) y 42 (D1, D2) frente a Phytophthora capsici CPV-282
después de 6 dias de crecimiento. A) Control de Phytophthora capsici CPV-282.

El andlisis estadistico de los datos mostr6 un efecto altamente significativo
(P<0.001), para cada uno de los factores estudiados y su interaccion, en el crecimiento
de P. capsici y el porcentaje de Inhibicién (Cuadro 8). Respecto a las diferentes cepas
evaluadas se encontr6 que la cepa HCH-62 fue la Unica que mostrd inhibicion del
crecimiento (55%). Por el contrario, las cepas HCH-88 y 42, estimularon el crecimiento
de P. capsici en las placas de petri, siendo la HCH-42 donde P. capsici incrementd su
crecimiento un 13%. Respecto al factor concentracion, se encontrd que la concentracion
mas alta mostrd el mayor efecto inhibitorio pero solo de la cepa HCH-62. En el caso de
las cepas HCH-88 y 42, también se observé efecto en la concentracion empleada; pero

en este caso, a mayor concentracion se incremento el crecimiento de P. capsici.

Finalmente, en el caso de las interacciones, la combinacién de la cepa HCH-62
con la concentracion 21 fue donde se alcanz6 un 100% de inhibicion de P. capsici, le
sigui6 el tratamiento de la cepa HCH-62 con la concentracion de 5.3 donde se logré un
10% de inhibicién del crecimiento. En el caso de los demas tratamientos, no se logré
inhibir al patégeno, en estos casos se observé un efecto contrario, se estimulé el

crecimiento en promedio un 9% (Figura 19).
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Crecimiento de P capsici respecto al
control (cm)
ol
(6]

HCH-62-5.3 HCH-62-21 HCH-88-5.3 HCH-88-21 HCH-42-5.3 HCH-42-21

Figura 19. Crecimiento del patdogeno Phytophthora capsici en los diferentes tratamientos
evaluados. Barra de color rojo significa inhibicién, barras en color azul muestran promocion, ambos
respecto al crecimiento del control (5.18).

Las diferencias encontradas en la inhibicién del crecimiento de P. capsici podrian
explicarse en parte, por la diferencia de especies y metabolitos secundarios producidos
por los diferentes aislados, ya que, de acuerdo al analisis filogenético, HCH-62 esta
filogenéticamente cercano a T. atroviride, mientras que los aislados HCH-88 y 42 a T.
harzianum (Anexo 5). Lo cual dependiendo de la especie podrian ser los metabolitos
producidos y en el caso de las cepas HCH-42 y 88, el metabolito producido esta

estimulando el crecimiento de P. capsici.
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7.4 Comparacion del efecto inhibitorio de la cepa de Trichoderma que genero
mayor inhibicién.

El aislado HCH-62 destaco sobre el resto de los aislados en los diferentes métodos
evaluados frente a P. capsici CPV-282; Se obtuvo el 58.60% de inhibicién en
confrontaciones duales compitiendo por el espacio y colonizando el aislado de P. capsici,
teniendo claramente un efecto antagonico al reducir el crecimiento radial en presencia de
Trichoderma. En las evaluaciones de metabolitos secundarios volatiles tuvo en promedio
un porcentaje de inhibicion del 5.87%, siendo este el porcentaje de inhibicibn mas bajo
reportado con este aislado de Trichoderma. El mejor método para emplear la evaluacion
fue el realizado en el experimento 5, en donde se inocularon los discos de micelio del
patdgeno y el antagonista en cajas Petri por separado, y el mismo dia de la inoculacién
se procedi6 a unir las cajas para evaluar el efecto de las sustancias volatiles producidas
por Trichoderma. Cabe mencionar que los experimentos 3 y 4, no funcionaron para
evaluar volatiles de Trichoderma debido a la rapida colonizacién e invasion en el espacio
que efectuaban donde se encontraba P. capsici. En las evaluaciones de metabolitos
secundarios no volatiles HCH-62 obtuvo el 100% de inhibicion frente a P. capsici en la
concentracion al 21%, siendo este método el mas eficiente en condiciones in vitro para
inhibir el crecimiento del aislado virulento de P. capsici CPV-282. El aislado HCH-62,
compite de manera eficiente por espacio, demostro tener un claro antagonismo sobre P.
capsici CPV-282, en confrontaciones duales, limitando el crecimiento del patégeno
invadiendo el espacio del medio y no permitiendo que P. capsici continuara su
crecimiento. Por otro lado, los metabolitos secundarios no volatiles extraidos en el
experimento no. 8 detuvieron 100% el crecimiento radial de P. capsici, posiblemente
porque estén implicados antibiéticos o componentes que no permiten el crecimiento del
patdgeno, por lo que estudiar e identificar los componentes no voléatiles que estuvieran
implicados en la inhibicion del patdégeno, podrian implementarse en el manejo de la

enfermedad o para la elaboracion de productos biotecnolégicos.
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8. DISCUSION

El andlisis de las diferentes evaluaciones de aislados de Trichoderma sp. sobre el
crecimiento de P. capsici in vitro mostr6 diferencias en el porcentaje de inhibicion. De
acuerdo al andlisis filogenético preliminar de las cepas de Trichoderma utilizadas (Anexo
5), sugiere gque se trata de especies diferentes, la mayoria cercanas a T. harzianum
(HCH-88, 91, 71, 61, 48, 46, 11, 94) y una a T. atroviride (HCH-62). Con respecto a los
aislados de P. capsici evaluados (CPV-279, 277 y 282), estudios realizados por Reyes-
Tena (2019); mostraron que estos son aislados altamente virulentos en base a
experimentos realizados in vivo. El llevar a cabo estudios con estos aislados es relevante
porque estos fueron obtenidos de zonas de produccién de chile, en donde se quiere
implementar el uso de ACB como parte del manejo integrado de la marchitez de chile. De
estos se selecciond el aislado CPV-282 de P. capsici debido a que presentd menor
crecimiento radial en presencia de aislados de Trichoderma, por lo que el efecto inhibitorio
fue mayor.

El género Trichoderma se encuentra como endofito en plantas en interacciones
benéficas ya que pueden ser antagonistas activos, protegiendo asi a la planta de la
invasion del patégeno (Sharma et al., 2019). La competencia por espacio y nutrientes es
considerada como uno de los principales mecanismos de accién de los microorganismos
antagonistas en el control biolégico (Sharma et al., 2009). Las especies de Trichoderma
aisladas de partes aéreas de plantas de Heliconia sp. utilizadas en el presente estudio se
encontraban como endofitos. Estas mostraron diferencias en el porcentaje de inhibicion,
lo que coincide con lo reportado por Guigén-Lépez y Gonzalez-Gonzalez (2003), quienes
reportaron actividad antagdnica en confrontaciones duales de aislados de Trichoderma
obtenidos de hojas de diferentes plantas (menta, chile jalapefio y durazno), en donde
todos los aislados presentaron diferencias en el grado de antagonismo frente a P. capsici,
que oscilaban entre 42 al 51% de inhibicion. Los autores sugieren que la supresion de
este fitopatogeno es a través de los mecanismos de competencia y antibiosis. De manera
similar De la Cruz-Quiroz et al. (2018) encontraron diferentes porcentajes de inhibicion
frente a P. capsici que oscilaron entre 5% y 22.10% en confrontaciones duales. Por otro
lado, Yao et al. (2016) encontraron que el crecimiento de P. capsici se redujo en un 63%

por efecto de la cepa HNA12 de Trichoderma sp. Los resultados en el presente estudio,

46



U.M.S.N.H ITAF

mostraron que de acuerdo al porcentaje de inhibicion obtenido con los diferentes aislados
de Trichoderma evaluados, y en base al analisis filogenético preliminar, podria tratarse
de diferentes especies y/o de diferentes compuestos liberados, como antibidticos o
compuestos volatiles que se pueden difundir a través del medio, limitando el crecimiento
de P. capsici, 0 bien que los aislados son buenos competidores por nutrientes y
antagonicos, ya que de acuerdo a la escala de antagonismo propuesta por Bell et al.
(1982), estos aislados se encuentran en Clase 2, ya que cubren mas del 75% de la caja,
impidiendo que el patégeno crezca (Cuadro 9).

Se ha reportado que el género Trichoderma secreta diversos compuestos volatiles
(COV) que incluyen alcoholes, aldehidos y cetonas, etileno, cianuro de hidrégeno y
monoterpenos (Sharma et al., 2019). La rigueza de COV en Trichoderma aparentemente
depende de la especie y cambia con la composicion del sustrato (Crutcher et al., 2013;
Stoppacher et al., 2010; Wheatley et al., 1997). Los aislados de Trichoderma HCH-62,
HCH-88 y HCH-42 evaluados en el presente estudio, tienen baja actividad inhibitoria
frente a P. capsici por metabolitos secundarios volatiles, el promedio de los dos
experimentos funcionales (experimento 5y 6) fue de 5.87. En las evaluaciones realizadas
en los experimentos 3y 4, no se pudo realizar la evaluacion de los volatiles por la invasion
en el espacio del medio donde se encontraba P. capsici. Los resultados difieren a los
reportados con Jamali et al. (2016), quienes observaron que la produccion de metabolitos
secundarios volatiles de aislados de Trichoderma redujeron el crecimiento radial de P.
drechsleri de un 20 a 93%. En contraste, coincide parcialmente con un estudio realizado
por Lupion-Rodriguez (2013), quien reporté un aumento en el crecimiento de las especies
de Phytophthora evaluadas (P. capsici y P. parasitica) por la producciéon de metabolitos
secundarios volatiles, ya que se observd un aumento en el crecimiento de P. capsici en
el experimento no. 4 de volatiles del presente estudio.

Los resultados de la actividad de los compuestos no voléatiles o difusibles
producidos por el aislado de Trichoderma HCH-62 mostraron una inhibicion maxima
(100%) sobre el crecimiento de P. capsici, esta cepa se encuentra filogenéticamente
cercana a T. atroviride, por lo que esta especie es promisoria como ACB y deben
realizarse mas estudios con la misma. Con los aislados HCH-48, 88 y 42 se observaron

diferencias estadisticamente significativas para inhibir el crecimiento de P. capsici, el
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aislado HCH-48 inhibié a P. capsici en promedio de 8.55%, sin embargo, también se
observo que favorecio el crecimiento del patdgeno en promedio de 1.96 cm, con los
aislados HCH-88 (cercano a T. harzianum) y 42, esto indica que el tipo y la produccion
de compuestos inhibidores de fitopatdgenos varia entre las especies de Trichoderma 'y
entre las cepas de la misma especie. Un estudio in planta desarrollado por Quinto-Alvarez
(2014), mostro que T. harzianum en combinacion con quitosano acelero el desarrollo de
la enfermedad causada por P. capsici en plantas de chile. Por lo que es posible que
componentes producidos por T. harzianum pudieran estar involucrados en el crecimiento
de P. capsici. De manera similar, LeLay et al. (2007) al evaluar cepas de Trichoderma
con el hongo Rosellinia necatrix, reportaron que algunas cepas de Trichoderma
estimularon el crecimiento del patdégeno. De acuerdo con Janitor (2002) algunas especies
de Trichoderma producen fitohormonas que podrian estimular el crecimiento de los
patégenos.

Cabe destacar que Trichoderma puede presentar ecanismos de accion de defensa
tanto directos como indirectos. En el presente estudio, el aislado HCH-62 destaco sobre
el resto de los aislados en los diferentes métodos evaluados frente a P. capsici CPV-282.
En confrontaciones duales produjé un 58.60% de inhibicién, en la evaluacion de
metabolitos secundarios volatiles tuvo en promedio un porcentaje de inhibicién del 5.87%,
siendo el porcentaje de inhibicibn mas bajo que se observo, mientras que en las
evaluaciones de metabolitos secundarios no volatiles obtuvo el 100%. Este ultimo método
fue el mas eficiente para inhibir el crecimiento del aislado CPV-282 de P. capsici. Al
parecer, el aislado HCH-62 utiliza de manera mas eficiente los mecanismos de defensa
indirectos, produciendo diferentes compuestos/antibiéticos que detienen el crecimiento
de P. capsici. Un trabajo futuro con este aislado sera identificar la especie utilizando
tecnicas moleculares, asi como identificar los componentes volatiles y no volatiles que
estuvieran implicados en la inhibicién del patégeno. Determinar que compuesto estan
involucrados abriria oportunidades de elaboraciéon de productos biotecnologicos que
podrian aplicarse en campo para controlar la marchitez del chile y otras hortalizas.

De acuerdo con Howel (2003), la comprension de la diversidad genética de las
cepas dentro de las especies de Trichoderma, asi como de sus mecanismos de control

biolégico conducird a una mejor aplicacion de las diferentes cepas como ACB. De
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acuerdo a las caracteristicas genéticas que estas cepas presenten, sera el mecanismo
de accion para confrontar las diversas situaciones de estrés, facilitando la produccion de

metabolitos secundarios.

9. CONCLUSIONES
De acuerdo con los resultados obtenidos en las evaluaciones de metabolitos secundarios
volétiles y no volatiles, los aislados de Trichoderma emplean diferentes mecanismos de
accion para hacer frente a los aislados virulentos de P. capsici por lo cual se observaron

diferencias en el porcentaje de inhibicion.

Los aislados de Trichoderma HCH-88, 99, 11, 94, 71, 36, 46, 42, 61 y 60, no inhibieron
significativamente aislados virulentos de P. capsici, mientras que los aislados 48 y 62

inhiben significativamente los aislados de P. capsici en confrontaciones duales.

Los aislados de Trichoderma spp. evaluados en los experimentos con metabolitos
secundarios volatiles, y los aislados HCH-48,88 y 42 evaluados en experimentos con

metabolitos no volatiles, no tuvieron efecto inhibitorio significativo en condiciones in vitro.
El aislado HCH-62 de Trichoderma con el cual se obtuvo un 100% podria ser un buen

ACB, para lo cual es necesario realizar estudios in planta para determinar si reduce el

dafio ocasionado por P. capsici en plantas de chile.
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11. ANEXOS
1.- Confrontaciones duales

Figura 20. Confrontaciones duales de 12 aislados de Trichoderma frente a P. capsici
CPV-282.

Aislado Confrontacion Aislado Confrontacién
HCH-88 ‘ ‘ HCH-42
HCH-99 ‘ ‘ HCH-61
HCH-11 6 ‘ HCH-60
HCH-94 ‘ HCH-62
HCH-71 ‘ ‘ HCH-46
HCH-36 ‘ ‘ HCH-48
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Cuadro 9. Clases de antagonismo de acuerdo a la escala de Bell et al. (1982).

Clase Descripcion

5 El patdgeno crece en toda la caja deteniendo a Trichoderma.

4 El patégeno crece mas del 75% entremezclandose con

Trichoderma e inhibiéndolo.

3 Patégeno y Trichoderma crecen 50% deteniendo ambos su
crecimiento.
2 Trichoderma sobrecrece al patégeno inhibiéndolo y ocupando

el 75% de la caja.

1 Trichoderma sobrecrece al patégeno ocupando el 100% de la

caja

Cuadro 10. Escala utilizada para evaluar la sobreposicién de colonias de Trichoderma spp.
propuesta por Jackkish-Matsuura y Menezes (1999).

Grado Porcentaje Interpretacioén

1 0-25 Nula o pobre sobreposicion de
colonias de Trichoderma spp. sobre el
fitopatégeno.
2 26 — 50 Sobreposicion poco intensa de las
colonias de Trichoderma spp. sobre el
fitopatégeno.
3 51-75 Sobreposicién medianamente intensa
de las colonias de Trichoderma spp.
sobre el fitopatégeno.
4 76 — 100  Sobreposicion muy intensa de las
colonias de Trichoderma spp. sobre el

fitopatdégeno.
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2.- Comparacion del efecto inhibitorio de metabolitos secundarios volatiles con una
cepa comercial de Trichoderma frente al aislado HCH-62 de Trichoderma sp.

Se realiz6 la comparacion del aislado de Trichoderma HCH-62 con una cepa comercial
de Trichoderma harzianum (THCOML1), se encontraron diferencias estadisticamente
significativas para el porcentaje de inhibicion con a los diferentes aislados de Trichoderma
P (0.0000), al realizar la comparacion de medias, los aislados HCH-62 y THCOM1
resultaron estadisticamente iguales. Se observo el mayor porcentaje de inhibicion con el
aislado de Trichoderma HCH-62 (Figura 21, Cuadro 11).

Figura 21. Evaluacién de los metabolitos secundarios volatiles producidos por los aislados de
Trichoderma harzianum Comercial (A) y HCH-62 (B) frente a Phytophthora capsici CPV-282

después de 5 dias de crecimiento. Control de Phytophthora capsici (C).

Cuadro 11. Inhibicion promedio de P. capsici (n=5) de las evaluaciones de metabolitos
secundarios volatiles producidos con aislados de Trichoderma sobre el crecimiento de
Phytophthora capsici CPV-282 después de 5 dias de crecimiento.

Aislado de Trichoderma | (%) inhibicién

HCH-62 2.7
THCOM1 1.5P
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3.- Evaluaciéon en Invernadero

1.- Por motivos de la contingencia COVID-19 no se pudo llevar a cabo la evaluacion con
plantas en invernadero, pero se realizaron pruebas preliminares para evaluar la
concentracion de zoosporas de P. capsici para inocular en los chiles, de la cual se eligié
la concentracion de 1000 zoosporas/mL, debido a que en esta concentracion se inducian
los sintomas de la enfermedad, mientras que con las concentraciones de 500 y 750 no
hubo sintomas visibles (Figura 22). Esta informacion serd de utilidad para estudios

posteriores, en condiciones de invernadero.

500 Zoosporas/ml 750 Zoosporas/ml 1000 Zoosporas/ml

7,000 z/m
P. capsici

Figura 22. Evaluacion preliminar de la concentracion de zoosporas de P. capsici CPV-282.
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4.- Estancia Altus Biopharm

Realicé una estancia profesional de un mes en la empresa Altus Biopharm ubicada en
Zapopan, Jalisco. En donde tuve la oportunidad de desarrollar un proyecto para evaluar
diversos productos de la empresa frente a patdogenos de suelo y plantas.
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5.- Andlisis filogenético preliminar usando las regiones ITS 1y 2 del ARN ribosomal
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