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RESUMEN

Se analizaron nueve cepas silvestres del complejo Trichoderma harzianum del
estado de Michoacan para evaluar la variabilidad fisiologica y genética. Se evalud
el crecimiento micelial, la capacidad de conidiacion y la germinacién de conidias
de las cepas en los medios Agar Papa Dextrosa y Agar Extracto de Malta.
También se evalud la variacion genética empleando marcadores microsatélites de
secuencias repetitivas simples (SSRs, por sus siglas en inglés). Las cepas
mostraron un crecimiento micelial optimo entre los 16 y 32 °C, retrasando su
crecimiento a 36 °C. A valores de pH de 4.0, 7.0 y 9.0 no se observaron
diferencias significativas en las cinéticas de crecimiento micelial de las cepas de
estudio. La mayoria de las cepas conidiaron entre los 16 y 32 °C y a valores de pH
de 4.0y 7.0, disminuyendo a 36 °C y a pH de 9.0. De las nueve cepas analizadas,
las conidias de las cepas CMU-14, CMU-18, CMU-34 y CMU-44 mostraron
germinacion a 16 °C, 28 °C, y 36 °C, la cepa CMU-90 mostré germinacion solo a
28 °C. No se evalud la capacidad de germinacién de las cepas CMU-1, CMU-19,
CMU-23 y CMU-25 debido a su lenta o nula conidiacion. Los patrones de
amplificacion obtenidos para las cepas del complejo T. harzianum con iniciadores
dirigidos a SSRs, mostraron un numero variable de bandas para cada uno. La
caracterizacion de cepas de Trichoderma harzianum permite la generacion de
informacion sobre la fisiologia basica de cepas del género, al mismo tiempo que
contribuye al establecimiento de criterios adecuados para el desarrollo de

productos de biocontrol.

Palabras clave: Trichoderma harzianum, crecimiento, conidiacién, germinacion,

SSR (secuencias repetitivas simples).



ABSTRACT

Nine wild strains of Thricoderma harzanium from Michoacan state were analyzed
to evaluate the physiological and genetic variability. The micelial growth, the
conidiation capacity, and the conidia germination of the strains was evaluated in
the medium Potato Dextrose Agar and Malt Extract Agar. The genetic variability
was evaluated too, using microsatellites of simple sequences repetitive. The
strains showed an optimum micelial growth between 16 and 32° C, delaying their
growth at 36 °C. At pH values of 4.0, 7.0 and 9.0 not significant differences were
observed in the micelial growth kinetic of the study strains. Most of the strains
showed conidiation between 16 and 32 °C at pH values of 4.0 and 7.0 and delayed
conidiation at 36 °C and pH of 9.0. Of the nine strains analyzed, the conidia of
strain CMU-14, CMU-18, CMU-34 and CMU-44 showed germination at 16 °C, 28
°C and 36 °C, the strain CMU-90 showed germination only at 28 °C. The
germination capacity of the strains CMU-1, CMU-19, CMU-23 y CMU-25 wasn’t
evaluated due to their slowly or null conidiation. The amplification patrons obtained
of the strains of T. harzanium with directed primers to SSRs showed a variable
number of bands for each one. The characterization of strains of Thricoderma
harzanium permits the generation of information about the basic physiological of
the gender strains. At same time that contribute to the establishment of appropriate

criteria for the development of biocontrol products.

Keywords: Trichoderma harzianum, growth, conidiation, germination, SSR (simple

repetitive sequence).



1. INTRODUCCION

Las enfermedades de las plantas de relevancia agricola causan pérdidas
econdémicas importantes, ademas de incidir en la disponibilidad de productos de
calidad para el consumidor. Entre los patdgenos que atacan los cultivos, los
hongos se caracterizan por su agresividad y resistencia (Chet et al., 1997). La
distribucion de distintas especies de hongos y oomicetes fitopatdbgenos, como
aquellas pertenecientes a los géneros Phythium, Phytophthora, Botrytis,
Rhizoctonia y Fusarium, entre otros, se han propagado durante los ultimos afios
en todas las regiones productivas debido a los cambios introducidos en la
agricultura, con efectos perjudiciales en practicamente todos los cultivos de
importancia econémica (Chet et al., 1997). Ademés, no soélo los cultivos en
crecimiento, sino también las frutas, granos y vegetales almacenados son presa
de las infecciones por hongos.

Al inicio de la segunda mitad del siglo pasado, la estrategia empleada para
combatir las infecciones fungicas en la agricultura fue principalmente el uso de
plaguicidas, sustancias quimicas que ademas de combatir al patdbgeno han
mostrado efectos adversos en otras especies animales y vegetales, asi como en la
salud humana (Benitez et al., 2004). En la actualidad, el combate a hongos y otros
microorganismos fitopatdgenos forma parte de una estrategia denominada Manejo
Integrado que involucra desde practicas de preparacién del terreno hasta la
selecciéon de variedades y genotipos del cultivo de interés (Benitez et al., 2004).
Parte de esa estrategia contempla el uso de productos biolégicos para el control
de plagas.

Baker y Cook (1974) definen el Control Biolégico como la reduccion de la densidad
del in6culo o de las actividades de un patégeno que produce una enfermedad, por
uno o mas organismos, en forma natural o traves de la manipulacion del medio
ambiente, hospedero o antagonista, o por la introduccion de una poblacion de uno
0 mas antagonistas. Aunque se conocen las interrelaciones de organismos

biocontroladores con diferentes hospedantes y patdogenos, su aplicacion como
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biofungicidas es reciente y aun no completamente implementada debido en parte
a que se requiere la seleccidon de un aislamiento “intrinsecamente antagonico”, es
decir, un enemigo natural del fitopatdgeno; asi como de su produccién y
formulacion en grandes cantidades y bajo costo, que garantice su supervivencia
en el suelo.

El control biolégico de patdégenos del suelo a través de la adicion de
microorganismos antagonistas, es un medio no quimico (no contaminante)
potencial para el control de enfermedades de plantas. Sin embargo, debido a
varios factores ambientales, la mayoria de los hongos antagonistas no muestran
efectos consistentes de biocontrol, por lo tanto, es necesario reducir hasta cierto
punto su variabilidad y garantizar su persistencia en el campo para convertir a los
hongos biocontroladores en una alternativa atractiva al uso de pesticidas
quimicos. Hay una enorme diversidad de microorganismos que colonizan las
raices de las plantas y algunos de estos desempefian funciones benéficas en el
control biolégico: protegen al huésped de plagas y enfermedades y promueven el
crecimiento de las plantas liberando sefiales similares a las hormonas (Mukherjee
et al., 2013). Entre estos organismos se incluyen diversos grupos de bacterias, asi
como hongos que forman endo y ecto-micorrizas, y especies de diversos géneros
de ascomicetes, incluyendo Trichoderma spp.

Los aislamientos de distintas especies de Trichoderma son conocidos por su
capacidad para controlar patdogenos de plantas (Elad y Freeman, 2002), y son las
especies mas ampliamente estudiadas y aplicadas como control biologico, debido
a su féacil aislamiento y cultivo, rapido desarrollo en varios sustratos, su eficaz
control, capacidad reproductiva, plasticidad ecoldgica, efecto estimulante sobre los
cultivos y su accion como inductor de resistencia sistémica en la planta a
diferentes patdgenos. Cuando se planifica la aplicacion de cepas antagonistas de
Trichoderma con fines de control biol6gico, es muy importante considerar los
pardmetros ambientales que afectan a los agentes de biocontrol en el suelo. Una
serie de parametros ambientales abidticos y bioticos influye en la eficacia del

biocontrol de Trichoderma spp. En ese sentido, algunos parametros importantes a



considerar son los efectos de la temperatura, el potencial de agua y el pH, la
presencia de plaguicidas, iones metalicos y bacterias antagonicas en el suelo.

En este trabajo se pretende analizar aspectos fisioloégicos bésicos y genéticos
significativos entre cepas silvestres del complejo Trichoderma harzianum del
estado de Michoacan. Dichos estudios permitiran determinar el potencial

biotecnolégico de las cepas evaluadas como agentes de control bioldgico.



2. ANTECEDENTES

2.1 Taxonomia del género Trichoderma

El género Trichoderma fue descrito por Persoon en 1794 y posteriormente Rifai
(1969) hizo el primer agrupamiento en agregados de especies que en términos
generales, actualmente todavia se utiliza, con actualizaciones en ciertas secciones
y grupos proveidos por el uso de herramientas de filogenia molecular que se han
convertido en una técnica estandar en la sistematica de hongos. El uso de estas
herramientas y el desarrollo de marcos tedricos adecuados para el empleo de los
datos de analisis molecular en el reconocimiento de especies han llevado
rapidamente a un aumento del nimero de especies de Trichoderma.

Actualmente, se han descrito 254 especies y dos variedades dentro del género
Trichoderma (Bissett et al., 2015), aunque constantemente se estan describiendo
nuevas especies cuando se analizan aislados provenientes de regiones
geograficas no estudiadas o nuevos nichos (Chen y Zhuang, 2016, 2017; Qin y
Zhuang, 2016).

De acuerdo con revisiones recientes sobre los grupos y subgrupos taxonémicos
dentro de los hongos, y del propio género, el arreglo sistematico del género
Trichoderma es: Reino Fungi, Subreino Dikarya, Phylum Ascomycota, Subphylum
Pezizomycotina, Clase Sordariomycetes, Subclase Hypocreomycetidae, Orden
Hypocreales y Familia Hypocreaceae (Hibbett et al., 2007; Kubicek y Druzhinina,
2014).

2.2 Biologia general de Trichoderma

Las especies del género Trichoderma son un grupo de hongos filamentosos de
vida libre en el suelo, oportunistas, simbionte de plantas y micoparasitas. De
manera particular, los hongos del género Trichoderma se pueden encontrar en la
rizosfera, donde son capaces de competir por nutrientes y espacio con otros
microorganismos. Este grupo fangico es importante para las plantas, al contribuir
en el control de hongos fitopatégenos ya que poseen propiedades micoparasiticas
y antibiéticas, por lo que algunas especies han sido catalogadas como excelentes

agentes de control bioldogico de hongos causantes de enfermedades para
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diferentes plantas (Druzhinina y Kubicek, 2005; Avila-Miranda et al., 2006; Rojo et
al., 2007).

Los miembros de Trichoderma son hongos aerdbicos con una gran versatilidad
para la utilizacion de fuentes de carbono y nitrogeno; sin embargo, se ven
favorecidos por la presencia de materia organica de origen vegetal. En relacion al
entorno fisicoquimico, el crecimiento vegetativo es mas afin a una alta humedad y
temperaturas entre los 20 y 28 °C. Se pueden adaptar y sobrevivir en condiciones
extremas de temperatura, pH y salinidad (Widden y Scattolin 1988; Jackson et al.,
1991).

La esporulacion asexual depende principalmente del tipo y la disponibilidad de la
fuente de carbono (Friedl et al., 2008) y puede ser modulada por parametros tales
como la iluminacién, la privacion de nutrientes, un pH bajo y dafio mecéanico
(Steyaert et al., 2010; Schmoll et al., 2010; Carreras-Villasefor et al., 2012). Las
colonias que se desarrollan bajo condiciones de luz alterna (fotoperiodo), suelen
ser blancas y algodonosas al inicio y después con anillos concéntricos, alternando
una banda delgada hialina con otra ancha de color verde oscuro, mientras que
bajo la luz continua uniformemente de color verde oscuro (Schmoll et al., 2010). La
luz influye ademas en la produccién de metabolitos secundarios (Purschwitz et al.,
2006; Schmoll et al., 2010).

Las caracteristicas de la colonia, la tasa de crecimiento en el cultivo, la
pigmentacion, la disposicion de los conidiéforos y la forma de los conidios son los
caracteres morfoldégicos importantes utilizados para distinguir las diferentes
especies de Trichoderma. Las cepas de Trichoderma a menudo pueden
identificarse facilmente mediante una morfologia distintiva que incluye un
crecimiento rapido, en su inicio las colonias tienen color blanco y aterciopeladas,
micelio con septos simples disperso en su mayoria, con pigmentos conidiales de
color verde oscuro o amarillento con esporulacion densa y una estructura de
conidiéforos repetidamente ramificada (Misra, 2009). Los mismos se presentan
como penachos compactados que forman anillos con un sistema de ramas

irregular de manera piramidal.



Los conidiéforos terminan en fialides donde se forman las esporas asexuales o
conidios, que generalmente son ovalados, unicelulares y con tonalidades verdes
los cuales aseguran la generacion del hongo. El micelio de Trichoderma spp.
también es capaz de generar clamidosporas, las cuales pueden ser intercalares y
en ocasiones terminales, que toleran condiciones ambientales adversas, por lo
gue son estructuras de sobrevivencia y permiten que el hongo pueda perdurar a
travées del tiempo (Stefanova, 1999). Su pared celular estd compuesta
principalmente por quitina y glucanas. Parametros ambientales abiéticos y biéticos
pueden tener una influencia negativa sobre la eficacia de biocontrol de cepas de
Trichoderma spp: por lo tanto, es muy importante recopilar informacién sobre los
efectos de los factores ambientales en las diferentes actividades de las cepas con

potencial de control biolégico.

2.2.1 Requerimientos nutricionales

La composicion nutricional del medio de cultivo influye de manera relevante en la
produccion de conidias y la germinacion, y puede también tener efectos sobre la
velocidad de crecimiento micelial (Agosin y Aguilera, 1998; Daryaei et al., 2016a).
La influencia de las fuentes de carbono (C) y nitrégeno (N) sobre el proceso de
crecimiento y conidiacion recibieron una atencién especial en estudios fisiol6gicos
de Trichoderma spp. Una relacion 6ptima de C:N es necesaria para la produccién
y calidad Optimas de las conidias (Yu et al., 1998); experimentos iniciales
mostraron que se produce una mejor conidiacion en presencia de L-alanina, acido
L-aspartico, acido L-glutamatico y casamino- acidos como fuentes de nitrégeno.
Las mejores fuentes de carbono son la dextrosa, fructosa, manosa, galactosa,
xilosa, ribosa y celobiosa (Danielson, 1973).

Recientemente se ha re-evaluado el papel de las fuentes de C y N en el desarrollo
y conidiacién de Trichoderma spp. Empleando el sistema Biolog para identificar los
patrones metabdlicos, se ha documentado que los sustratos mejor aprovechados
para el crecimiento en distintas cepas de Trichoderma spp. fueron D-manitol, N-
acetil-D-glucosamina, L-eritritol, glicerol, fructosa, fucosa, L-arabinosa, D-
galactosa y xilitol (Kubicek et al., 2003). Los compuestos en los que se observo el

peor crecimiento de las especies evaluadas fueron los &cidos glicil-L-glutamico,
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succindmico, a-hidroxibutirico, hidroxifenilacético y mélico, asi como los sustratos
L-prolina, a-cetoglutarato, L-tiamina, putresina, uridina, psicosa y turanosa. De
manera interesante, la Unica fuente de nitrdgeno que promovio el crecimiento de
algunas de las cepas de estudio fue la asparagina. Usando el mismo sistema, se
ha descrito que monosacaridos, polioles y oligosacéaridos estimulan el crecimiento
del micelio vegetativo en Hypocrea atroviridis, fase sexual de Trichoderma, y que
no es capaz de conidiar en sustratos como los acidos organicos y los aminoacidos
(Friedl et al., 2008).

2.2.2 Temperatura

La reproduccion y el crecimiento de Trichoderma spp. estan fuertemente
influenciados por la temperatura y la edad del cultivo (Hallsworth y Magan, 1996;
Daryaei et al., 2016b). Trichoderma crece en una amplia gama de temperaturas.
En cuanto al intervalo de temperaturas maximas que pueden tolerar, Danielson y
Davey (1973) indican que T. harzianum tolera temperaturas entre los 30 y 38 °C,
mientras que Knudsen y Bin (1990) sefalaron que la temperatura Optima de
crecimiento para cepas de la misma especie fue de 20 °C.

De manera similar, un estudio de caracterizacion fisiolégica realizado por
Rodriguez y Arcia (1993) de Trichoderma spp., indicO que las temperaturas
Optimas para el crecimiento de las cepas analizadas estuvieron entre los 25 y 30
°C. Sin embargo, existen reportes en los que se documenta el crecimiento en
temperaturas mas extremas. Por ejemplo, para cepas de T. koningii la temperatura
méaxima de crecimiento varia de 32 a 35 °C, en T. hamatum va de 30 a 35°C,
mientras que para T. viridi y T. polysporum varia entre 28 y 31°C, creciendo mejor
que las otras especies inclusive a 7 °C. Las especies que toleran temperaturas
maximas mas altas son T. pseudokoningii y T. saturnisporum, que pueden crecer
de 40 a 41 °C (Danielson y Davey, 1973).

2.2.3 pH
La reproduccién y el crecimiento de Trichoderma estan fuertemente influenciados

por factores abidticos como el pH (Hallsworth y Magan, 1996; Daryaei et al.,



2016). La adaptacion ambiental de los hongos filamentosos al pH permite que
crezcan en amplios rangos de acidez (Pefialva y Arst, 2004).

La conidiacién de Trichoderma es favorecida a niveles de pH acido y el pH éptimo
para la reproduccion puede variar entre cepas/especies. Por ejemplo, cepas de
distintas especies pueden crecer en suelos con pH desde 5.5 a 8.5, aunque los
valores 6ptimos se encuentran entre 55 y 6.5, es decir, en un ambiente
ligeramente acido (Jackson et al., 1991; Kredics et al., 2003).

Por otra parte, se ha observado que la morfologia colonial es influenciada por el
pH en T. pleuroticola (Steyaert et al., 2010). Ademas, se ha documentado que el
proceso de conidiacion en T. hamatum, T. atroviride y T. pleuroticola ocurre a
valores de pH acidos cuando el medio de cultivo se encuentra regulado, pero
ocurre a cualquier pH cuando no se tiene amortiguado el pH (Steyaert et al.,
2016), lo que implica que posiblemente la capacidad del micelio para modificar el

pH del medio permite que éste promueva la conidiacion.

2.3 Trichodermay sus habitats

Las especies de este género son reconocidas como hongos cosmopolitas del
suelo, con una amplia colonizacién de habitats y nichos ecolégicos (Schuster y
Schmoll, 2010). Se consideran entre las especies mas exitosas, debido a su
amplia distribucién por todas las latitudes, desde los ecosistemas terrestres
(suelos agricolas, pastizales, bosques y desiertos) hasta los acuéticos (Zhang et
al., 2005). Esta amplia distribucién obedece a su alta capacidad reproductiva
(Harman et al.,, 2004), a su gran capacidad para producir enzimas hidroliticas
extracelulares que degradan una gran diversidad de sustratos y al hecho de que
poseen un metabolismo verséatil (Atanasova et al., 2014). Las especies de
Trichoderma pueden ser de vida libre en el suelo, oportunistas, simbiontes de

plantas, y otras son micoparasitas.



2.4 Importancia biotecnoldgica de Trichoderma

2.4.1 Produccién de enzimas

Trichoderma reesei se ha caracterizado por ser la mas importante en la
produccion de enzimas para uso industrial, debido en gran medida a su notable
poder celulolitico (Schuster y Schmoll, 2010). A la fecha se han probado diversos
sustratos para la produccién de la actividad celulolitica al mismo tiempo que se
han aplicado estrategias de genética molecular para la obtencion de cepas
sobreproductoras. Actualmente se han detectado, en diferentes especies de
Trichoderma, genes y actividades de exo-B-1,4-glucanasas, endo-3-1,4-
glucanasas, B-glucosidasas (Strakowska et al., 2014), tanto en especies
saprofiticas como micoparasiticas (Schmoll et al., 2016).

En fechas recientes se han utilizado herramientas modernas para el analisis de
enzimas extracelulares en Trichoderma spp. Asi, el estudio 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 hidrdlisis de hemicelulosa y celobiosa (Marx et al., 2013).

Las xilanasas son enzimas que participan en la degradacién de la pared celular
vegetal y abarcan actividades de endoxilanasas y p-xilosidasas, enzimas
importantes en la hidrolisis de la xilana, el componente mayoritario de la
hemicelulosa. Las aplicaciones industriales de las xilanasas secretadas por
especies del género Trichoderma incluyen la produccion 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). La produccion de dichas enzimas es limitada en Trichoderma spp. en
comparacion con otras especies de hongos, ya que en el genoma de T. reesei se
han encontrado Unicamente cuatro genes que codifican para xilanasas y uno para
xilosidasa (Martinez et al., 2008). El secretoma de T. harzianum en presencia de
celulosa muestra la presencia de dichas enzimas (Do Vale et al., 2012).



Las quitinasas son otras enzimas hidroliticas extracelulares de relevancia
producidas por Trichoderma spp., las cuales degradan a la quitina, el polimero
estructural en la pared celular de hongos y en el exoesqueleto de insectos y
crustaceos; dicha actividad enzimatica ha sido relacionada con la actividad
entomopatdégena y micoparasitica (Gruber y Seidl-Seiboth, 2012). Asi, el andlisis
gendmico muestra que las especies micoparasiticas T. atroviride y T. virens tienen
un mayor namero de genes de quitinasas que el saprofito T. reesei (Kubicek et al.,
2011). Las quitinasas son utiles en la produccion de quito-oligosacaridos,
glucosamina y N- acetil glucosamina, sustancias con actividad antitumoral y otras
actividades farmacoldgicas; el uso de estas enzimas como aditivos en cremas
antifangicas y en medicamentos oftalmicos también ha sido considerado (Dahiya
et al., 2006; Nagpure et al., 2014).

Las proteasas extracelulares también han sido estudiadas en Trichoderma spp. en
relacion a su participacion en el micoparasitismo y a algunas aplicaciones
industriales. Evidencia experimental muestra la activacion de la transcripcion de
genes de proteasas extracelulares de T. atroviride, T. virens y T. reesei 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).

Otras enzimas extracelulares de relevancia biotecnolégica producidas por
especies del género Trichoderma incluyen a las amilasas (Juwon y Emmanuel,
2012), lipasas (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 y sus proteinas codificadas, en comparacion

con las enzimas anteriormente descritas.

2.4.2 Sustancias con actividad biolégica
Las especies del género Trichoderma producen diversos metabolitos secundarios
con actividad biolégica (Hermosa et al., 2012; Zeilinger et al., 2016), entre los que

se encuentran los peptaiboles (Hermosa et al., 2012) denominados también
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peptaibioticos (Zeilinger et al., 2016), un grupo de péptidos no ribosomales. De las
aproximadamente 317 estructuras de peptaiboles registradas, cerca del 80%
provienen del género Trichoderma (Hermosa et al., 2014; Zeilinger et al., 2016).
Los peptaiboles denominados tricoconias obtenidos de T. koningii tienen actividad
antimicrobiana de amplio espectro, inhibiendo el crecimiento de bacterias Gram
positivas y hongos (Xiao-Yan et al., 2006). Las tricofuminas obtenidas de
Trichoderma spp. presentan actividad morfogénica en hongos fitopatdégenos y
propiedades neurolépticas en ratones de laboratorio (Berg et al., 2003), mientras
que peptaiboles producidos por T. harzianum tienen actividad larvicida contra
insectos (Shakeri y Foster, 2007). Otro grupo de peptaiboles se ha relacionado
con funciones auto-regulatorias en Trichoderma spp., participando en la regulacién
de procesos como la germinacién de conidias, el desarrollo del micelio y la
reproduccion sexual y asexual (Hermosa et al., 2014; Zeilinger et al., 2016). Otros
metabolitos secundarios identificados en Trichoderma spp. incluyen a los
epipolitiodioxopiperazinas, los policétidos, sideréforos, terpenoides y la 6-pentil
pirona (Hermosa et al., 2014; Zeilinger et al., 2016).

2.5 Utilizacién de hongos del género Trichoderma como agentes de control
bioldgico

El término “control biolégico” o “biocontrol” puede ser definido como el control de
“un organismo por parte de otro” (Narayanasamy, 2013), o bien como “el uso de
organismos naturales o modificados, genes o productos de genes para reducir los
efectos de organismos no deseados (patdégenos) y favorecer organismos
deseables como cultivos, arboles, animales, insectos y microorganismos
benéficos” (Narayanasamy, 2013).

El potencial de las especies de Trichoderma como agentes de control bioldgico de
enfermedades de las plantas fue reconocido por primera vez por Weindling
(Weindling, 1934), quien describi¢ la accion de micoparasitismo de Trichoderma
spp. sobre hongos fitopatégenos de los géneros Rhizoctonia y Sclerotinia, asi
como sus efectos benéficos para el control de enfermedades de las plantas.

Actualmente los agentes de biocontrol utilizados para el combate de patdogenos
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fungicos del suelo, incluyen especies de Trichoderma, Gliocladium y Fusarium no
patogénico (Paulitz y Bélanger, 2001). Sin embargo, la versatilidad, la amplia
gama de mecanismos biologicos y la plasticidad ecolégica que posee
Trichoderma, le han permitido posicionarse como un excelente agente de control
bioldgico.

Son tres los mecanismos identificados por los cuales Trichoderma spp. puede
controlar a un fitopatdgeno: la liberacion de metabolitos con actividad antifungica
(antibiosis), 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 actian de manera sinérgica, generando una mayor eficacia en la
eliminacién del agente infeccioso. Ademas de la capacidad de Trichoderma spp.
para atacar o inhibir directamente el crecimiento de microorganismos
fitopatdgenos, también induce la resistencia en plantas contra un amplio nimero
de enfermedades ocasionadas por bacterias, hongos y virus (Benitez et al., 2004;
Olmedo-Monfil y Casas-Flores, 2014). Estos mecanismos se exponen en la

siguiente seccion.

2.6 Mecanismos de accion de Trichoderma durante el biocontrol

2.6.1 Antibiosis

Anteriormente se mencion6 que las especies del género Trichoderma producen
metabolitos toxicos, volatiles y no volatiles, que impiden el desarrollo de
microorganismos fitopatdégenos. Dichos metabolitos incluyen pironas, terpenoides,
esteroides y policétidos (Olmedo-Monfil y Casas-Flores, 2014). En el caso de
compuestos volatiles, se incluye la produccion de alcoholes, cetonas, alcanos,
furanos, mono- y sesquiterpenos, asi como pironas. Ademas, hay que considerar
en este apartado también la produccién de péptidos no ribosomales descritos con
anterioridad (Olmedo-Monfil y Casas-Flores, 2014). La secrecion de dichos
metabolitos se ha visto claramente correlacionada con la capacidad de biocontrol,
ya que la purificacién y aplicacién del compuesto genera los mismos resultados
sobre el fitopatdgeno que si se aplica el hongo viable. EI mecanismo de accién

sobre el fitopatdgeno de muchas de estas sustancias se desconoce.
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2.6.2 Competencia por nutrientes

Este mecanismo resulta tener una alta eficacia debido a que la falta de nutrientes
es la causa mas comun de muerte para los microrganismos fitopatdgenos. Uno de
los principales nutrientes que delimitan la colonizacion y desarrollo de hongos es
el Hierro, debido a su escasez y baja disponibilidad en suelo. En la mayoria de los
hongos filamentosos la absorcién de Hierro es esencial para su supervivencia, de
tal forma que, al llevarse a cabo una inanicion de dicho metal, los hongos secretan
moléculas quelantes denominadas sideréforos que permiten movilizar el hierro del
medio ambiente evitando su absorcidén por otros microorganismos. Algunas cepas
de Trichoderma producen sideroforos altamente eficientes para quelar hierro,
deteniendo de esta forma el crecimiento de otros hongos. Se ha propuesto que la
competencia por hierro permite a Trichoderma spp. suprimir el crecimiento de
Fusarium spp., aunque dicho mecanismo no parece ser igual de eficiente para
suprimir otros fitopatdégenos (Olmedo-Monfil y Casas-Flores, 2014).

En el caso de nutrientes organicos, se ha propuesto que Trichoderma spp. es
capaz de competir en ambientes de baja concentracion de glucosa por su
capacidad para transportar al interior celular eficientemente dicho azucar. En T.
harzianum se ha descrito el transportador Gttl con alta afinidad para la glucosa,
gue 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 (Olmedo-Monfil y Casas-
Flores, 2014).

2.6.3 Micoparasitismo

Las relaciones antagoOnicas 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 biotréfico, en las cuales el
micopardasito se alimenta del hongo blanco sin matarlo. En el segundo grupo se

encuentran las interacciones necrotroficas, en las cuales el hongo micoparasitico
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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).

La interaccion antagonista-patdégeno durante el proceso micoparasitico se divide
en cuatro etapas (Woo et al., 2006):

i) crecimiento quimiotréfico, en donde Trichoderma spp. puede detectar a distancia
a sus posibles hospedantes (Vinale et al., 2008; Mukherjee et al., 2012), mediante
gradientes de sefiales no del todo claras;

i) reconocimiento, se establece el primer contacto entre el micelio de Trichoderma
spp. Y el fitopatdégeno, con una alta eficiencia por parte del antagonista (Mukherjee
et al., 2012);

iii) en la etapa de adhesion y enrollamiento, Trichoderma spp. se adhiere a su
huésped enrollandose y formando apresorios, proceso en el que participa una
lectina presente en la pared del patdgeno (Leeder et al., 2011; Olmedo-Monfil y
Casas-Flores, 2014); y

iv) actividad litica, que involucra la produccion de enzimas liticas extracelulares por
parte de Trichoderma spp., fundamentalmente quitinasas, glucanasas y proteasas,
gue degradan las paredes celulares del patégeno y posibilitan la penetracién de
las hifas del micoparasito, culminando la interaccion con la lisis de la pared celular
y la digestién de los contenidos celulares del hospedero, causando su muerte
(Mukherjee et al., 2012).

En el parasitismo a nivel microscopico no todas estas interacciones son siempre
observadas, pues al parecer dependen del aislado de Trichoderma, del patégeno y

de las condiciones del ambiente.

2.6.4 Induccidn de resistencia en plantas
La induccion de resistencia en plantas por parte de Trichoderma spp. 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
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infecciones mediante los mecanismos de ataque directo al fitopatdgeno
anteriormente descritos. En un primer mecanismo denominado resistencia
sistémica inducida (ISR, por sus siglas en inglés), se ha documentado que la
induccion de resistencia sistémica en plantas por parte de Trichoderma spp. esta
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 &cido salicilico, Trichoderma spp. induce en la planta la
expresion de genes relacionados con patogénesis. La induccidn de resistencia
contra fitopatdgenos ha sido probada experimentalmente en diversos sistemas
planta-patégeno que incluyen Botrytis cinerea y Colletotrichum lindemuthianum en
frijol, Alternaria solani en tomate, Phytophthora parasitica en tabaco, tanto
mediante la aplicacion de inoculos como de extractos de Trichoderma spp.
(Olmedo-Monfil y Casas-Flores, 2014).

La capacidad antagonista de Trichoderma es altamente variable y en diversos
estudios se ha demostrado que las cepas nativas de un lugar son mas efectivas
que las importadas (Belayneh-Mulaw et al., 2010; Gal-Hemed et al., 2011). Debido
a esto, la aplicacion de productos de biocontrol con cepas provenientes de
regiones geograficas distantes, o de ecosistemas o cultivos diferentes a los que se
estd intentando proteger, no suelen ser tan efectivos. Esto resalta la importancia
de continuar aislando y caracterizando cepas de Trichoderma spp. para su

aplicacion a determinados cultivos o condiciones ecoldgicas.

2.7 Andlisis de diversidad genética en T. harzianum

La diversidad genética entre cepas de T. harzianum mediante técnicas
moleculares se ha determinado empleando diferentes marcadores y con diferentes
fines. El uso de marcadores geneéticos del tipo microsatélite se inicia con el
desarrollo y generalizacion de la PCR (Polymerase Chain Reaction). Los
polimorfismos son cambios espontaneos en el ADN. Surgen como consecuencia
de alteraciones en el ADN, ya sea al nivel de nucleétidos (sustitucion de una base
por otra), al nivel de segmentos de ADN (delecion, adicion, inversion y
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transferencia de ADN de una posicion a otra) o como consecuencia de la
recombinacion (Hoelzel y Dover, 1991).

En los dltimos afios, la utilizacién de microsatélites como marcador molecular en
estudios de conservacion de la diversidad ha aumentado considerablemente,
debido a su elevada tasa de polimorfismo y posibilidad de poder trabajar con
cantidades reducidas de ADN (Selkoe y Toonen, 2006). Los microsatélites son
especificos para ciertos grupos de especies y homologos entre si, o que permite
hacer estudios comparativos entre especies o generos de un mismo grupo (Selkoe
y Toonen, 2006).

Los microsatélites o secuencias repetitivas simples (SSR, Simple Sequence
Repeats) son repeticiones de secuencias cortas de entre 2 a 6 nucleotidos en
longitud, que se encuentran a lo largo del genoma eucariético (Li et al., 2002).
Para evaluar la diversidad genética en una poblacion empleando regiones SSR, 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
codominantes, es decir, los alelos alternativos se pueden analizar en cada
individuo y poblacién, debido a las diferencias en el tamafio de los amplicones
entre los individuos analizados (Selkoe y Toonen, 2006). El polimorfismo en los
microsatélites se detecta en las diferencias en longitud entre los distintos alelos del
mismo locus. EI mecanismo que explica mejor su alto grado de polimorfismo es la
acumulacion de errores producidos por el deslizamiento de la polimerasa durante
la replicacion del ADN (Ellegren, 2004). Las ventajas que ofrecen los
microsatélites se deben a su reproducibilidad, naturaleza multialélica, herencia
codominante, abundancia relativa y buena cobertura genémica (Singh et al., 2014;
Kumar et al., 2012, Mahfooz et al., 2012).

El genoma entero y los recursos EST estan disponibles para varias especies de
Trichoderma tales como Trichoderma hamatum (Carpenter et al., 2005),
Trichoderma sp. (Vizcaino et al.,, 2007), T. harzianum (Scherm et al., 2009), T.
atroviride (Seidl et al., 2009) y T. asperellum (Liu et al., 2010).

16



Por lo tanto, estas bases de datos de secuencias proporcionan un método mas
rapido y facil para identificar los loci de microsatélites. De manera interesante, el
analisis de SSR para tipificar o diferenciar entre cepas de Trichoderma spp. es
incipiente. El primer estudio se realiz6 analizando el genoma de T. atroviride para
disefiar iniciadores que fueron utiles para diferenciar cepas de diferentes regiones
geograficas y para localizar variantes genéticas en la rizésfera (Geistlinger et al.,
2015). Posteriormente se realiz6 mineria de datos sobre los genomas de T.
atroviride, T. harzianum, T. reesei, y T. virens para analizar la abundancia,
caracteristicas y distribucién de SSRs en dichas especies (Mahfooz et al., 2016).
El analisis permitié el disefio de iniciadores para la amplificacion de SSR en las
cinco especies y se evalué 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. Recientemente, Siddiquee et al. (2011) usaron microsatélites
amplificados al azar (RAMS) para estudiar las variaciones genéticas dentro de
aislados de Trichoderma de Malasia. La transferibilidad de los marcadores SSR
entre las especies ha hecho posible el andlisis comparativo del genoma para las
especies Trichoderma, donde SSRs constituyen puntos de anclaje para regiones
especificas del genoma de diferentes especies. Por lo tanto, es importante
desarrollar marcadores informativos para explorar el genoma de las especies de
Trichoderma para estudiar la genética de poblaciones, las huellas genéticas y el
andlisis filogenético que, a su vez, pueden proporcionar informacion para
establecer la estrategia de conservacién de estas especies antagonistas con alto

potencial biotecnoldgico.

2.8 Descripcion del genéro Trichoderma en México

En México las especies descritas de Trichoderma spp. Vienen principalmente de
areas de cultivo, y las descripciones de especies a partir de cepas que provienen
de areas naturales es escasa. Por otra parte, en algunos estudios, particularmente
aguellos con énfasis agronomico, las cepas estudiadas se describen Unicamente a

partir de caracteristicas morfolégicas micro y macroscépicas, siendo escasos los
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estudios en los cuales se utilizan marcadores genético moleculares para la
determinacién taxonémica. Entre los trabajos en los cuales se hace una
identificacion apoyada en marcadores genéticos, se puede describir la descripcion
de cepas de T. harzianum en suelo de cultivo de ajo del estado de Guanajuato
(Avila-Miranda et al., 2006), H. viridescens/T. viridescens aislada de una planta de
cacao en Tabasco (Cuervo-Parra et al., 2014). También se ha descrito la
presencia de T. asperellum en suelo de cultivo de chile y de huerta de mango en
los estados de Chihuahua y Guerrero y de T. longibrachiatum en suelo de huerta
de mango en Colima (Guigbén-Lopez et al., 2010). Una de las descripciones mas
detalladas de diversidad de cepas de Trichoderma spp. en un agroecosistema de
México es la realizada para plantaciones de cacao en el estado de Tabasco, en
las que se registré la presencia de las especies T. harzianum/H. lixii, T.
asperellum, T. brevicompactum, T. reesei/H. jecorina, T. koningiopsis/H.
koningiopsis, T. longibrachiatum/H. sagamiensis, T. pleuroticola, T. spirale, T.
virens/H. virens (Torres-De la Cruz et al., 2015). Se ha identificado a las especies
T. reesei, T. viridescens, T. longibrachiatum y T. harzianum a partir de cepas
aisladas de suelo de cultivos de agave en el estado de Jalisco (Sanchez y
Robelledo, 2010). Otras especies descritas para agroecosistemas de México son
T. koningiopsis, T. neocrassum y T. crassum a partir de cepas aisladas en suelo
de plantio de platano en el estado de Veracruz (Sanchez-Lépez et al.,, 2012;
Zavala-Gonzalez et al., 2016). Existen otros trabajos en los que se describen
cepas de Trichoderma spp. en México, sin embargo, no se describe la especie o
bien la descripcion taxondmica no es robusta. Asi, la diversidad de especies de
Trichoderma en México auln es incipiente, por lo que es necesario realizar la
caracterizacion de mas aislados, particularmente provenientes de ecosistemas

naturales.

2.9 Antecedentes del estudio de Trichoderma spp. en Michoacan
El presente trabajo representa una continuacion de estudios previos desarrollados
en el Laboratorio de Conservacion y Biotecnologia Microbiana del Centro

Multidisciplinario de Estudios en Biotecnologia de la Universidad Michoacana de
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San Nicolas de Hidalgo. En el laboratorio se han descrito todas las especies del
género Trichoderma reportadas para Michoacan, las cuales incluyen ademas de
las del complejo T. harzianum aqui estudiado, a las especies H. olivascens/T.
olivascens, T. trixiae, T. viridialoum, T. tomentosum, T. tomentosum, H.
atroviridis/T. atroviride, H. rufa/T. viride, H. koningii/T. koningii y T. gamsii
(Cazares-Garcia et al. 2016). Dichas cepas provienen de diferentes ecosistemas
de bosques de Pinus spp. y Quercus spp. de la entidad. Hasta donde se pudo
documentar en este trabajo, estas son todas las especies de Trichoderma
reportadas para el estado de Michoacan.

Los estudios de antagonismo inician con el trabajo de Morales-Gallardo (2016) en
donde se evaluaron las caracteristicas fisiolégicas, bioquimicas, genéticas y
antagonismo in vitro contra microorganismos fitopatégenos de 23 cepas de
Trichoderma spp. aisladas en distintos ecosistemas del estado de Michoacan. Se
realizaron ensayos de confrontacién duales y pruebas de inhibicion hacia estos
hongos y oomicetes fitopatdgenos, asi como andlisis cualitativo de produccién de
enzimas hidroliticas extracelulares y se realizé la evaluacion de la diversidad
genética de cepas de T. harzianum mediante marcadores de Interespaciadores de
Secuencias Repetidas Simples (ISSRs por sus siglas en inglés). Este trabajo
gener6 informacién sobre la biologia basica de especies/cepas del género, al
mismo tiempo que proveyé de bases para la seleccion de las cepas CMU-8 de H.
atroviride/T. atroviride y CMU-218 de H. rufa/T. viride para el desarrollo de
productos de biocontrol.

Posteriormente, Marin-Esquivel (2017) analizé los aspectos fisiolégicos basicos y
la capacidad antagénica e inhibicion in vitro de microorganismos fitopatégenos
frente a cepas nativas del estado de Michoacan. En este trabajo se evaluaron por
primera vez la condiacion y la germinacion de cepas nativas de Michoacan en
diferentes condiciones de cultivo.

Las cepas de T. harzianum constituyen cerca del 50% de la coleccion del cepario
silvestre en Michoacan. Se ha observado que cepas de T. harzianum presentan
diferencias en su capacidad antagonica contra hongos fitopatégenos y se ha

documentado diversidad genética entre cepas de regiones geograficas adyacentes
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(Stoco et al.,, 2016). Esto mismo se observd en las cepas de T. harzianum
procedentes de Michoacan (Morales-Gallardo, 2016), pero se desconoce si dichas
cepas presentan caracteristicas distintas en crecimiento, conidiacion y
germinacion, dependiendo de las condiciones de cultivo. Esto es lo que se intenta

evaluar en el presente trabajo.

20



3. HIPOTESIS

Existen diferencias fisiologicas y genéticas significativas entre cepas silvestres del
complejo Trichoderma harzianum provenientes de ecosistemas dentro de una

misma region geografica.

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General

Realizar una caracterizacion fisiolégica y genética basica de cepas

silvestres del complejo Trichoderma harzianum.

4.2 Objetivos Particulares

I. Conocer el efecto de la temperatura sobre el crecimiento micelial y la

conidiaciéon de cepas silvestres del complejo de Trichoderma harzianum.

II. Determinar la influencia del medio de cultivo en el crecimiento micelial y la

conidiacién de cepas silvestres de Trichoderma harzianum.

lll. Establecer la capacidad de conidiacion de las cepas de interés en

diferentes condiciones de cultivo.

IV. Investigar la capacidad de germinacion de cepas silvestres de Trichoderma

harzianum en diferentes condiciones de cultivo.

V. Identificar diferencias genéticas entre las cepas de interés, empleando un

marcador codominante.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Cepas de estudio

Se estudiaron 9 aislados silvestres de Hypocrea lixii/Trichoderma harzianum 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 (Michoacéan,

México).

Las cepas de estudio se obtuvieron de distintas localidades de bosque templado

del estado de Michoacan (Tabla 1) y previamente se les asigné una clave de

identificacion que consiste en las siglas del nombre del cepario seguido del

namero que hace referencia a su localizacion (Arredondo-Santoyo, 2009).

TABLA 1. Datos de las cepas silvestres de T. harzianum (Cézares-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-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-44 H. lixii/T. harzianum Presa Gachupina. Cd. Hidalgo Bosque Pino-Encino
CMU-90 H. lixii/T. harzianum Puerto Madrofio (Atécuaro) Bosque Pino-Encino

5.2 Medios de cultivo

5.2.1 Agar Papa Dextrosa (PDA)

Para la preparacion de este medio de cultivo se utilizé la marca comercial BD

DIFCO (USA). Se pesaron 39 g de polvo y se suspendieron en 1 L de agua

destilada. Se mezcl6 perfectamente y se esteriliz6 en autoclave a 121°C y 15

libras por pulgada cuadrada de presion durante 15 min.
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5.2.2 Agar Extracto de Malta (AEM)

Para la preparacion de este medio de cultivo se utilizd la marca comercial BD
DIFCO (USA). Se pesaron 33.6 g de medio y se suspendieron en 1 L de agua
destilada. Se mezclo perfectamente y se esteriliz6 en autoclave a 121°C y 15

libras por pulgada cuadrada de presion durante 15 min.

5.3 Viabilidad celular y obtencion de in6culos

Debido a que las cepas de estudio de Trichoderma harzianum se encontraban
conservadas en el CMU, fue necesario confirmar la viabilidad de éstas. Por lo cual
se recuperaron las cepas de los tubos de conservacion en agua y se inocularon en
medio PDA. Los cultivos se incubaron a 28 °C y se evalu6 el desarrollo del micelio.
A partir de estos cultivos se realiz6 nuevamente una resiembra y se incubaron a
28°C hasta la fase logaritmica de crecimiento. Se tomaron inéculos con un
sacabocados de 6 mm de didmetro del borde del micelio vegetativo de la colonia
en crecimiento activo de cada cepa, se colocaron en tubos de microcentrifuga de
1.5 mL que contenian agua destilada estéril y se almacenaron a temperatura
ambiente.

De los tubos de almacenamiento de las cepas recuperadas se realizaron los
cultivos para la toma de inoculos. Los fragmentos cilindricos con micelio se
colocaron en el centro de placas de Petri con medio PDA y se incubaron a 28 °C
hasta que el micelio cubrié 2/3 partes de la caja, momento en el cual se tomaron
in6culos con un sacabocados de 6 mm de didmetro del borde del micelio, los
cuales sirvieron como indculo en todos los experimentos realizados. Se realizaron

resiembras continuas y todos los in6culos fueron tomados de esta manera.

5.4 Cinéticas de crecimiento

5.4.1 Crecimiento de T. harzianum en diferentes temperaturas
Para la determinacion de la capacidad de crecimiento de las cepas de
Trichoderma harzianum en diferentes medios de cultivo se utilizaron los medios

PDA y AEM anteriormente descritos. Las cajas Petri con cada uno de los medios
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se inocularon colocando en el centro un cilindro de 6 mm de diametro obtenido del
borde de una colonia en crecimiento de cada cepa y se incubaron a diferentes
temperaturas: 16°C, 20°C, 32°C y 36°C en obscuridad. El didmetro colonial se
midié cada 24 h hasta que el micelio cubri6 por completo la placa; también se
registro el tiempo de aparicion de conidias en las distintas temperaturas de

crecimiento. Cada ensayo se llevo a cabo por triplicado.

5.4.2 Efectos del pH en el crecimiento de T. harzinum

Se determinoé la influencia del pH del medio en el crecimiento de cepas de
Trichoderma harzianum en medio PDA. El medio se prepar6é de la manera
previamente descrita y se ajusté el pH a 4.0, 7.0 y 9.0 con HCI 0.1N (pH 4.0) o
NaOH (pH 7.0 y 9.0) segun el caso. El medio se esteriliz6 como se describio
anteriormente. Las placas de cultivo se inocularon colocando en el centro un
cilindro de 6 mm de diametro obtenido del borde de una colonia en crecimiento de
cada cepa y se incubaron a 28°C en obscuridad. El diametro colonial se midié
cada 24 h hasta que el micelio cubrié por completo la placa. También se registro el
tiempo de aparicion de conidias en las distintas condiciones de crecimiento. Cada

ensayo se llevod a cabo por triplicado.

5.5 Obtencion de conidias

Las conidias de las cepas de T. harzianum se obtuvieron de cultivos de
conidiacién constante incubados en Agar Papa Dextrosa (PDA) a una temperatura
de 16°C. Las conidias se obtuvieron de las placas de cultivos adicionando 2 mL de
agua destilada estéril y usando una espatula de Drigalski para raspar las conidias
en suspension. Asi recuperadas las conidias se transfirieron a tubos de
microcentrifuga de 1.5 mL y se realizaron lavados agitando suavemente en el
vortex durante 30 s, centrifugando por 10 min a 250 x g y retirando el agua de la
superficie. El lavado se repiti6 varias veces hasta observar que el agua era
transparente, indicando la ausencia de medio de cultivo, restos celulares y micelio.

Se realiz6 un conteo de conidias en la suspension utilizando una camara de
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Neubauer, para determinar el nimero de conidias por mL. La suspension conidial

se almaceno en tubos de microcentrifuga de 1.5 mL a temperatura ambiente.

5.6 Ensayos de germinacién a diferentes temperaturas

Los ensayos de germinacion se realizaron en la misma semana en la que se
cosecharon las conidias. Se ajusto el calculo para inocular 30 conidias por placa
en 1 mL de agua. Se tomd una alicuota de la suspensién conidial, la cual se agito
15 s en el vortex para resuspender el paquete conidial. Dicho volumen se emple6
para inocular cajas de Petri con PDA que se distribuyé de manera homogénea en
la caja con una espatula de Drigalski. Las placas se incubaron en experimentos
independientes por triplicado a 16°C, 28°C y 36°C en obscuridad. Las cajas se
analizaron cada 12 h para observar la aparicion de colonias, indicando

germinacion.

5.7 Amplificacion mediante PCR de marcadores tipo microsatélite

Se utiliz6 ADN gendmico de 9 cepas de la especie Trichoderma harzianum
empleando 5 diferentes oligos (Tabla 2). Los ensayos de PCR se realizaron en un
volumen de reaccién de 10 pL que contenia 10 mM de Buffer Tris-HCI pH 8.0, 50
mM KCI, 1.5 uM MgClz, 25 mM de cada uno de los dNTP’s, 0.2 U de Tag DNA
polimerasa, 10 pM de cada uno de los oligos (Invitrogen, USA) y 25 ug de ADN
gendmico en tubos de PCR de 25 L. Las reacciones de PCR se realizaron en un
termociclador Veriti® 96-Well Thermical Cycler (Applied Biosystems, USA),
consistiendo de un ciclo de desnaturalizacion inicial a 95 °C durante 3 min,
posteriormente se realizaron 45 ciclos que comprendian una desnaturalizacién a
94 °C durante 20 s, una temperatura de alineamiento de 53 °C durante 20 s, y una
extension de 72 °C durante 20 s, llevandose a cabo una extension final a 72 °C
durante 10 min. Los amplicones generados se examinaron en un gel de agarosa al
2% (p/v) teiido con SYBER Green (Invitrogen, USA).

Para la determinaciéon del nimero y el tamafio de las bandas generadas para cada
cepa con cada uno de los oligos utilizados se utilizo el software Gelanalyzer (Lazar

y Lazar, http://www.gelanalyzer.com).
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Tabla 2. Iniciadores y condiciones para la amplificaci6én mediante PCR de secuencias microsatélite de
las cepas de Trichoderma harzianum.

Oligos Secuencia (5°— 37) Motivos Tm (°C) No. de alelos Tamafio
esperados esperado del alelo
(pb)
TaSSR 1 AAGCGGTCAGTTGAAAGTAACG (ATTA)3 53 2 142
AAGGGTTTTGCTTGTCCAGATA
TaSSR 4 CTTGACCTGCTACAACAACTGC (TGC)4 53 2 397
TGTCCATCTCTCTCTCTCTTCTCA
ThSSR 4 GTCGTCGGCCATCATTCC (AC)s 53 5 147
TTTCAAGGGCAGGACTCTCTCT
ThSSR 6 GCGAATGTCACCATCATCTTC (GAAGA)4 53 2 313
TGAGAGAGCCGGAGTATAGGAG
TVSSR 1 CTATGGTGCCTCTGGTCTTTTC (CAT)4 53 2 340

GATGTTGGACTTGATACCACCC

La secuencia de los primers es la reportada por Rai et al. (2016). La temperatura de alineamiento de todos los
primers se optimizo6 en el presente trabajo para generar amplicones en las cepas de estudio.

26



6. RESULTADOS

6.1 Viabilidad de las cepas de estudio

Las nueve cepas mostraron viabilidad, iniciando con un crecimiento rapido de
micelio vegetativo sobre la superficie del medio de cultivo, desarrollando
posteriormente micelio aéreo de coloracion blanca con aspecto algodonosa-
aterciopelado, con borde regular y formacion de anillos hialinos dependiendo de la
cepa. La aparicion de conidias fue evidente a nivel macroscopico, presentando un
color amarillo-verde que posteriormente cambio a un verde oscuro, dependiendo
de la cepa.

De las colonias obtenidas en los cultivos de recuperacién, se obtuvo micelio con el
cual se hicieron re-siembras semanales para mantener micelio en crecimiento

activo como fuente de in6culo para todos los experimentos.

6.2 Cinéticas de crecimiento

6.2.1 Crecimiento de T. harzianum en diferentes temperaturas

Se realizaron cinéticas de crecimiento de las cepas de estudio a diferentes
temperaturas en medio sélido PDA y AEM, con la finalidad de conocer la
capacidad de desarrollo del micelio y el potencial de conidiacién en diferentes

condiciones como se observa en las figuras 1y 2.
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Cepas de T. harzianum

CMU 44 CMU 34 CMU 25 CMU 23 CMU 19 CMU 18 CMU 14 CMU 1

CMU 90

Temperatura
16°C 20°C 32°C 36°C 16°C 20°C 32°C 36°C
B

Figura 1. Variacion en la morfologia y conidiacion de las cepas de T. harzianum en medio PDA a
diferentes temperaturas de incubacién. En el panel A se observan las colonias en crecimiento
exponencial y en el panel B se observa la conidiacién (NC, no se observé conidiacién). Las placas
Petri mostradas son representativas de ensayos por triplicado para cada temperatura.
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Cepas de T. harzianum

CMU 25

CMU 19 CMU 18 CMU 14 CmMU 1

CMU 23

CMU 44 CMU 34

CMU 90

Temperatura

16°C 20°C 32°C 36°C

16°C 20°C 32°C 36°C

A‘ ‘

B

NC NC NC

Z
o

NC NC

NC

x,
|
O ‘

NC

Figura 2. Variacion en la morfologia y conidiacion de las cepas de T. harzianum en medio AEM a
diferentes temperaturas de incubacién. En el panel A se observan las colonias en crecimiento
exponencial y en el panel B se observa la conidiacién (NC, no se observé conidiacion). Las placas
Petri mostradas son representativas de ensayos por triplicado para cada temperatura.
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En medio PDA la cepa CMU-1 mostré un crecimiento optimo a la temperatura de
16°C, llenando la caja de cultivo al tercer dia de incubacion (Fig. 3A). A 20°C y
32°C se presentd un retraso significativo en el crecimiento, llenando la caja de
cultivo hasta el cuarto y quinto dia de incubacion, respectivamente (Fig.3A). Para
esta cepa, la temperatura de 36°C fue la que mas afecto el crecimiento del micelio,
el cual se detuvo sin mostrar cambios hasta el décimo dia en el que se tom¢é la
altima medicion (Fig. 3A). Esta cepa no mostrd produccion de conidias a ninguna
temperatura. En medio AEM la cepa CMU-1 mostré un crecimiento optimo a la
temperatura de 20 °C llenando la caja de cultivo al tercer dia de incubacion (Fig
3A). A la temperatura de 16 °C se presentd un retraso significativo en el
crecimiento, llenando la caja de cultivo al cuarto dia de incubacion (Fig. 3A). A la
temperatura de 32 °C el retraso del crecimiento micelial es mas evidente, llenando
la caja a los seis dias (Fig. 3A). La temperatura de 36 °C fue la que mas afecto el
crecimiento del micelio, ya que no hubo desarrollo notable de este, el cual se
detiene sin mostrar cambios hasta el décimo dia en el que se tomd la dltima
medicion (Fig. 3A). Esta cepa no presentd produccién de conidias a ninguna
temperatura de incubacion.

En medio PDA la cepa CMU-14 mostré un crecimiento optimo a las temperaturas
de 20 °C y 32 °C, llenando la caja de cultivo al cuarto dia de incubacion (Fig. 3B),
y presentando produccién de conidias al cuarto y quinto dia respectivamente, las
cuales iniciaron con una tonalidad amarilla y posteriormente tomaron una tonalidad
verde (Fig. 1). A los 16 °C se observd un ligero retraso con respecto a las
temperaturas anteriores, llenando la caja al quinto dia (Fig. 3B), pero desde el
tercer dia la cepa mostré produccién de conidias con una tonalidad amarilla que
posteriormente viraron a una tonalidad verde (Fig. 1). A la temperatura de 36 °C,
esta cepa tuvo un crecimiento lento, llenando la caja después de los diez dias de
incubacion (Fig. 3B). Al séptimo dia mostré produccion de conidias amarillas que
posteriormente tomaron una tonalidad verde (Fig. 1). En medio AEM la cepa CMU-
14 mostrd un crecimiento 6ptimo a la temperatura de 32 °C, llenando la caja al

tercer dia de incubacion (Fig.3B), mismo dia en el que inicié la produccién de
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conidias con tonalidad amarilla que posteriormente cambio a una tonalidad verde
(Fig 2).
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Figura 3. Cinéticas de crecimiento de las cepas de T. harzianum CMU-1 (Panel A), CMU-14 (Panel
B) y CMU-19 (panel C) en diferentes temperaturas. Las cepas se inocularon en medio PDA y AEM,
incubandose a las temperaturas indicadas. El diametro colonial se midi6 cada 24 h. Todos los
experimentos se realizaron por triplicado.
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A las temperaturas de 16 °C y 20 °C de incubacion la cepa mostré un retraso
significativo, llenando la caja al quinto y cuarto dia, respectivamente (Fig 3B). La
produccion de conidias inicio al séptimo y quinto dia de incubacién a 16 °C y 20
°C, respectivamente, con una tonalidad amarilla las cuales se fueron tornando
verde al paso de los dias (Fig. 2). A los 36 °C el retraso de micelio es mas
evidente, llenando la caja al octavo dia de incubacion (Fig. 3B). La produccion de
conidias se inici6 al quinto dia de incubacion, las cuales se produjeron con una
tonalidad amarilla que posteriormente viré a una tonalidad verde (Fig. 2).

En medio PDA la cepa CMU-19 mostré un crecimiento 6ptimo a 32 °C llenando la
caja de cultivo al tercer dia de incubacion (Fig. 3C), empezando la produccion de
conidias al quinto dia, con una tonalidad amarilla que posteriormente tomé una
tonalidad verde (Fig. 1). A la temperatura de 16 °C y 20 °C se presentd un retraso
significativo en el crecimiento, llenando la caja de cultivo al cuarto y quinto dia de
incubacion, respectivamente (Fig. 3C). La produccion de conidias se inicio al
séptimo y quinto y dia de incubacion a 16 °C y 20 °C respectivamente, las cuales
se produjeron con una tonalidad amarilla que posteriormente viré a una tonalidad
verde (Fig. 1). La temperatura de 36 °C, fue la que mas afectd el crecimiento de
micelio, retrasando su crecimiento, sin llegar a llenar la caja hasta el décimo dia en
el que se tomd la dltima medicion (Fig. 3C). La produccion de conidias se inici6 al
séptimo dia de incubacion, las cuales se produjeron con una tonalidad amarilla
gue posteriormente vir6 a una tonalidad verde (Fig. 1). En medio AEM la cepa
CMU-19 mostré un crecimiento éptimo a las temperaturas de 20 °Cy 32 °C, en las
cuales el micelio llené la caja de cultivo al cuarto dia de incubaciéon (Fig. 3C),
iniciando la conidiacion al quinto y tercer dia de incubacién, respectivamente. Las
conidias inicialmente se produjeron con una tonalidad amarilla que posteriormente
tomaron una tonalidad verde (Fig. 2). A la temperatura de 16 °C se presentd un
retraso significativo en el crecimiento del micelio, llenando la caja de cultivo al
quinto dia de incubacién (Fig. 3C). La produccion de conidias a esta temperatura
se presentd al sexto dia, con una tonalidad verde (Fig. 2). A la temperatura de 36
°C se ve afectado el crecimiento del micelio, presentando un desarrollo lento

respecto a las temperaturas anteriores y no lleno la caja hasta el décimo dia en
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que se tomo la ultima medicion (Fig. 3C). La produccion de conidias se inicié al
noveno dia de incubacion, las cuales se produjeron con una tonalidad amarilla que
posteriormente vird a una tonalidad verde (Fig. 2).

En medio PDA la cepa CMU-18 mostré un crecimiento 6ptimo a la temperatura de
32 °C, llenando la caja de cultivo al tercer dia de incubacién (Fig. 4A) e iniciando al
mismo tiempo la produccion de conidias con una tonalidad amarilla que
posteriormente tomaron una tonalidad verde (Fig. 1). A las temperaturas de 16 °C
y 20 °C se present6 un retraso significativo en el crecimiento del micelio, llenando
la caja al quinto dia (Fig. 4A) e iniciando la produccion de conidias al quinto y
séptimo de incubacion respectivamente, con tonalidad amarilla que posteriormente
se torné verde (Fig. 1). La temperatura de 36 °C fue la que mas afecto el
desarrollo del micelio, mostrando un crecimiento lento y llenando la caja hasta el
décimo dia (Fig. 4A) e iniciando la produccion de conidias al sexto dia de
incubacion, con tonalidad amarilla que posteriormente se torné verde (Fig. 1). En
medio AEM la cepa CMU-18 mostrd un crecimiento éptimo a las temperaturas de
20 °C y 32 °C, llenando la caja Petri al cuarto dia de incubacién (Fig. 4A). Esta
cepa mostro la produccién de conidias al quinto y tercer dia de incubacion a 20 °C
y 32 °C, respectivamente, iniciando con una tonalidad amarilla que posteriormente
se torné verde (Fig. 2). A la temperatura de 16 °C se muestra un retraso
significativo en el desarrollo del micelio, llenando la caja al quinto dia de
incubacion (Fig. 4A) e iniciando la produccién de conidias hasta el octavo dia con
una tonalidad amarilla que posteriormente viré a verde (Fig. 2). La temperatura a
la que se ve afectado el crecimiento de micelio es a 36 °C de incubacion,
mostrando un crecimiento lento, aunque en el ultimo dia de medicién aun seguia
incrementando el diametro de la colonia (Fig. 4A) e iniciando la produccion de
conidias hasta el sexto dia, con una tonalidad amarilla que posteriormente se torno
verde (Fig. 2).

En medio PDA la cepa CMU-23 mostré un crecimiento optimo a la temperatura de
32 °C, llenando la caja Petri al tercer dia de incubacion (Fig. 4B) e iniciando la
produccion de conidias con una tonalidad verde al cuarto dia (Fig. 1). En las

temperaturas de 16 °C y 20 °C el desarrollo del micelio muestra un retraso
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significativo, llenando la caja al quinto dia de incubacion (Fig. 4B) e iniciando la
produccioén de conidias al décimo y quinto dia, respectivamente, con una tonalidad
amarilla que posteriormente se torna verde (Fig. 1). A la temperatura de 36 °C se
observa un crecimiento lento del micelio en comparacion con las otras
temperaturas (Figura 4B), sin produccion de conidias. En medio AEM la cepa
CMU-23 mostré un crecimiento éptimo a las temperaturas de 20 °C y 32 °C,
llenando la caja al cuarto dia de incubacién (Fig. 4B), conidiando al quinto y tercer
dia de incubacién, respectivamente, con una tonalidad verde (Fig. 2). A la
temperatura de 16 °C se observa un retraso significativo del crecimiento, llenando
la caja al quinto dia de incubacion (Fig. 4B) e iniciando la produccién de conidias
hasta el séptimo dia de incubacion, con una tonalidad amarilla que se torno verde
(Fig. 2). La temperatura de 36 °C fue la que mas afecté el crecimiento del micelio,
ya que no hubo desarrollo notable del micelio deteniéndose su expansion sin
mostrar cambios significativos hasta el décimo dia en el que se tomo la ultima
medicion (Fig. 4B). A esta temperatura la cepa no mostro produccion de conidias.

En medio PDA la cepa CMU-90 mostrd un crecimiento Optimo a las temperaturas
de 16 °C y 32 °C, llenando la caja Petri al cuarto dia de incubacion con produccion
de conidias al noveno y tercer dia de incubacion, respectivamente (Fig. 4C), con
una tonalidad amarilla que posteriormente se torné verde (Fig. 1). A la temperatura
de 20 °C se observa un retraso significativo, llenando la caja al quinto dia de
incubacion (Fig. 4C), sin presentar produccién de conidias. La temperatura de
incubacion de 36 °C fue la que mas afecto el desarrollo del micelio, mostrando un
crecimiento lento en comparacion con las otras temperaturas (Fig. 4C) y sin
produccion de conidias. En medio AEM la cepa CMU-90 mostré un crecimiento
optimo a la temperatura de 20 °C, llenando la caja Petri al cuarto dia de incubacién
(Fig. 4C), pero sin produccion de conidias. A las temperaturas de 16 °C y 32 °C se
observa un retraso significativo del crecimiento micelial, llenando la caja Petri al
quinto y sexto dia de incubacion, respectivamente (Fig. 4C). La producciéon de
conidias de inici6 al noveno y cuarto dia de incubacién a 16 °C y 32 °C,
respectivamente, con una tonalidad amarilla que posteriormente se torné verde

(Fig. 2). La temperatura de incubacion de 36 °C afecta significativamente el
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desarrollo del micelio, mostrando un crecimiento lento (Fig. 4C) y sin produccion

de conidias.
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Figura 4. Cinéticas de crecimiento de las cepas de T. harzianum CMU-18 (Panel A), CMU-23
(Panel B) y CMU-90 (panel C) en diferentes temperaturas. Las cepas se inocularon en medio PDA
y AEM, incubdndose a las temperaturas indicadas. El diametro colonial se midié cada 24 h. Todos
los experimentos se realizaron por triplicado.
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La cepa CMU-25 mostré en medio PDA un crecimiento 6ptimo a las temperaturas
de 16 °C y 20 °C, llenando el micelio la caja Petri al cuarto dia de incubacion (Fig.
5A). A la temperatura de 32 °C se observo un crecimiento lento del micelio, el cual
no llend la caja hasta el décimo dia que se realizo la ultima medicion (Fig. 5A). A la
temperatura de 36 °C esta cepa no mostrd crecimiento (Fig. 5A). En medio AEM la
cepa CMU-25 mostro un crecimiento optimo a la temperatura de 20 °C, llenando la
caja de Petri al cuarto dia de incubacion (Fig. 5A). A la temperatura de 16 °C se
observdé un retraso significativo, al llenar la caja de Petri al quinto dia de
incubacion (Fig. 5A). A la temperatura de 32 °C se ve afectado el crecimiento del
micelio, el cual fue lento en comparacién con las otras temperaturas mientras que
a 36°C no hubo crecimiento del micelio (Fig. 5A). Esta cepa no mostré produccion
de conidias a ninguna temperatura de incubacién en ninguno de los medios de
cultivo.

En medio PDA la cepa CMU-34 mostr6 un crecimiento éptimo a la temperatura de
32 °C, llenando la caja Petri al cuarto dias de incubacion (Fig. 5B), sin mostrar
produccion de conidias. A las temperaturas de 16 °C y 20 °C se observa un
retraso, llenando la caja Petri al quinto dia de incubacion (Fig. 5B) y mientras que
a la primera temperatura no conidid, en la segunda inicio la produccién de conidias
al quinto dia de incubacion, con una tonalidad amarilla que vir6 a verde (Fig. 1). La
temperatura de 36 °C afect6 significativamente el desarrollo del micelio, sin llegar
a llenar la caja ni conidiar hasta el décimo dia que se tom¢ la ultima medicién (Fig.
5B). En medio AEM la cepa CMU-34 mostrO un crecimiento oOptimo a la
temperatura de 20 °C, llenando la caja Petri al cuarto dia de incubacion (Fig. 5B) e
iniciando la produccién de conidias con una tonalidad verde al quinto dia de
incubacion (Fig. 2). A las temperaturas de 16 °C y 32 °C se observo un retraso en
el crecimiento del micelio, llenando la caja Petri al quinto dia de incubacion (Fig.
5B); mientras que a 16 °C la cepa inicio la produccion de conidias al noveno dia de
incubacion con una tonalidad amarilla que posteriormente se torn6 verde (Fig. 2),

a 32°C no presento conidiaciéon. A 36°C el micelio detuvo su crecimiento al tercer
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dia de incubacioén, sin cambios hasta el décimo dia que se tomo la dltima medicidon
(Fig. 5B). A esta temperatura esta cepa no mostro produccion de conidias.

En medio PDA la cepa CMU-44 mostr6 un crecimiento 6ptimo a la temperatura de
32 °C, llenando la caja Petri al cuarto dia de incubacion (Fig. 5C) e iniciando la
produccion de conidias al séptimo dia de incubacion, con una tonalidad verde (Fig.
1). A las temperaturas de 16 °C y 20 °C se presentd un retraso de un dia en el
crecimiento, llenando la caja Petri al quinto dia de incubacion (Fig. 5C) e iniciando
la produccion de conidias con tonalidad verde al noveno y quinto dia de
incubacion, respectivamente (Fig. 1). A la temperatura de 36 °C se afecto el
crecimiento del micelio, mostrando un desarrollo lento con respecto a las
temperaturas anteriores (Fig. 5C) y sin presentar produccién de conidias. En
medio AEM la cepa CMU-44 mostro un crecimiento 6ptimo a la temperatura de 20
°C, llenando la caja Petri al cuarto dia de incubacion (Fig. 5C) e iniciando la
produccién de conidias de tonalidad verde al quinto dia (Fig. 2). A las
temperaturas de 16 °C y 32 °C se observo un retraso del crecimiento micelial,
llenando la caja al quinto y sexto dia de incubacion respectivamente (Fig. 5C), y en
ambas temperaturas la aparicion de conidias con una tonalidad amarilla que
posteriormente vird a verde se presentd al séptimo dia (Fig. 2). La temperatura de
36 °C afecto significativamente el crecimiento del micelio deteniéndose al tercer
dia y permaneciendo sin cambios hasta el décimo dia que se tomd la ultima

medicion (Fig. 5C), sin presentar produccion de conidias.
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Figura 5. Cinéticas de crecimiento de las cepas de T. harzianum CMU-25 (Panel A), CMU-34
(Panel B) y CMU-44 (Panel C) en diferentes temperaturas. Las cepas se inocularon en medio PDA
y AEM, incubandose a las temperaturas indicadas. El diametro colonial se midié cada 24 h. Todos
los experimentos se realizaron por triplicado.
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Se evalué cualitativamente la capacidad de conidiacion de las cepas de estudio de
T. harzianum en los dos medios de cultivo y las diferentes temperaturas de
incubacion analizadas. La Tabla 3 muestra una comparacion de la cantidad de
conidias observadas macroscépicamente en las cepas de estudio a las distintas
temperaturas de incubacioén en los diferentes medios de cultivo. En general, en
medio PDA a temperaturas de 16 °C, 20 °C y 32 °C se observa que la mayoria de
cepas de estudio conidiaron eficientemente, disminuyendo dicha capacidad a la
temperatura de 36 °C. En medio AEM se observo que la mayoria de las cepas
conidiaron a las temperaturas de 16 °C, 20 °C y 32 °C, disminuyendo

significativamente la produccién de conidias a la temperatura de 36 °C.

Tabla 3. Comparacion cualitativa de conidiacién de cepas de T. harzianum en diferentes medios de
cultivo y temperaturas de incubacion.

g
g
3 'é Cepas de T. harzianum
3 g
2 E
H [
= CMU-1 CMU-14 CMU-18 CMU-19 CMU-23 CMU-25 CMU-34 CMU-44 CMU-90
PDA 16°C = +++ +++ ++ ++ = = ++ +
20°C - ++ ++ ++ ++ - + + -
32°C = + ++ +++ + = = ++ +++
36°C - + + + - - = = -
AEM 16°C = ++ + ++ ++ = ++ + +
20°C = + ++ + ++ - ++ ++ _
32°C - +++ ++ ++ + - - ++ ++
36°C - ++ + + = = - - -

*Clave: - no hubo conidiacion, + conidiacién escasa, ++ conidiacion moderada, +++ conidiacién abundante.

6.2.2 Crecimiento de T. harzianum en diferentes valores de pH
Las modificaciones del pH afectaron el crecimiento y la produccion de conidias de
las cepas de estudio, presentando evidentes diferencias en la morfologia colonial y

el potencial de conidiacion (Fig. 6).
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Cepas de T. harzianum
CMU44 CMU 34 CMU 25 CMU 23 CMU 19 CMU 18 CMU 14 CMU 1

CMU 90

Figura 6. Diferencias morfolégicas y potencial de condicion a diferente pH de las cepas de T.
harzianum. Se incubaron a 28°C en medio PDA. En el Panel A se observa el crecimiento
exponencial y en el Panel B se observa la condicion (NC, no se observd conidiacion). Las placas
Petri mostradas son representativas de ensayos por triplicados para cada pH.
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La cepa CMU-1 mostrd un crecimiento 6ptimo a pH 4.0, 7.0 y 9.0 llenando la caja
Petri a los tres dias de incubacion (Fig. 7A), sin conidiar a ningun pH.

La cepa CMU-14 mostré un crecimiento éptimo a pH 4.0, 7.0 y 9.0 llenando la caja
Petri a los tres dias de incubacion (Fig. 7B). La produccion de conidias fue
diferente para cada pH, se observO macroscépicamente mayor cantidad de
conidias a pH 7,0 que a pH de 4.0 (Tabla 4). La aparicién de conidias se inicio al
sexto dia a pH 4.0 y 7.0, con una coloracion amarillo-verde que posteriormente
cambio a una coloracion verde oscuro (Fig. 6); a pH de 9.0 no se observo
conidiacion.

La cepa CMU-18 mostr6é un crecimiento optimo a pH 9.0, llenando la caja Petri al
tercer dia de incubacion (Fig. 7C). A los valores de pH 7.0 y 4.0 se presentd un
retraso significativo en el desarrollo micelial, llenando la caja Petri al cuarto y
quinto dia de incubacion, respectivamente, como se observa en la figura 7C. A pH
de 4.0 y 9.0 esta cepa empez6 a conidiar al quinto dia, mientras que a pH 7.0
conidio hasta el séptimo dia. La aparicién de conidias se presento al inicié con una
coloracién blanca a pH 4.0, mientras que a valores de pH 7.0 y 9.0 se presento
con una coloracion verde claro, que posteriormente tomd una coloracion verde
(Fig. 6). Macroscopicamente se observd mayor cantidad de conidias a pH 7.0 y
menor a pH 4.0 (Tabla 4).

La cepa CMU-19 mostré un crecimiento optimo a pH 4.0 y 7.0, llenando la caja
Petri a los tres dias de incubacion. A pH 9.0 hubo un crecimiento lento, llenando la
caja Petri a los cinco dias (Fig. 8A). La produccion de conidias se inicié al sexto
dia a pH de 4.0 y 7.0 con una coloracion amarillo-verde que posteriormente
cambi6 a un verde oscuro como se observa en la figura 6. Macroscopicamente se
observé mayor cantidad de conidias a pH 7.0 y menor a pH 4.0 (Tabla 4), y no
hubo produccién de conidias de esta cepa a pH de 9.0.

La cepa CMU-23 mostro un crecimiento optimo a pH 4.0, 7.0 y 9.0, llenando la
caja Petri al tercer dia de incubacibn como se muestra en la figura 7E. La
produccion de conidias inici6 al cuarto dia de incubacion, con una coloracion
amarillo-verde claro que posteriormente se torné de color verde oscuro (Fig. 6). Se

observd macroscopicamente mayor cantidad de conidias a pH de 4.0 que a pH de
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7.0 (Tabla 4). Esta cepa no mostro produccion de conidias a pH de 9.0, dentro de

los 10 dias que se monitorearon.
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Figura 7. Cinéticas de crecimiento de las cepas de T. harzianum CMU-1 (Panel A), CMU-14 (Panel
B), CMU-18 (Panel C), CMU-19 (Panel D), CMU-23 (Panel E) y CMU-25 (Panel F) en diferentes
valores de pH. Las cepas se inocularon en medio PDA al pH especificado, incubandose a la
temperatura de 28°C. El diametro colonial se midi6 cada 24 h. Todos los experimentos se
realizaron por triplicado.
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La cepa CMU-25 mostré un crecimiento éptimo a pH 4.0, 7.0 y 9.0 llenando la caja
Petri al tercer dia de incubacién (Fig. 7F). Esta cepa empez6 a conidiar con una
coloraciéon verde al segundo dia de incubacion a pH 4.0y 7.0, y a pH 9.0 a los
ocho dias (Fig. 6). La cantidad de conidias observadas macroscopicamente fue
mayor a pH 4.0y 7.0 y menor a pH 9.0 como se observa en la Tabla 4.

La cepa CMU-34 mostr6é un crecimiento optimo a pH 9.0, llenando la caja Petri al
segundo dia de incubacion. A pH 4.0 y 7.0 se observé un retraso significativo
llenando la caja al tercer dia de incubacion (Fig. 8A). Esta cepa empez06 a conidiar
al cuarto dia a pH 4.0 con una coloracién verde (Fig. 6). A pH 7.0 empez6 a
conidiar al sexto dia de incubacién (Fig. 6) y a pH 9.0 no hubo conidiaciéon. La
cantidad de conidias observadas macroscopicamente fue mayor a pH 4.0 y menor
a pH 7.0 como muestra en la Tabla 4.

La cepa CMU-44 mostrd un crecimiento éptimo a pH 4.0, 7.0 y 9.0 llenando la caja
Petri a los tres dias de incubacion (Fig. 8B). Esta cepa empez6 a conidiar al
octavo dia a pH 4.0 con una coloracién verde (Fig. 6). A pH 7.0 empez6 a conidiar
al séptimo dia con una coloracién amarilla que posteriormente se torné verde (Fig.
6) y a pH 9.0 no present6 conidiacion. Macroscopicamente a pH 4.0 hubo mayor
cantidad de conidias que a pH 7.0 (Tabla 4).

La cepa CMU-90 mostré un crecimiento 6ptimo a pH 4.0 llenando la caja al cuarto
dia de incubacion. A pH 7.0 y 9.0 se observa un retraso significativo llenando la
caja a los cinco dias de incubacion (Fig. 8C). Esta cepa no presentd conidiacion a

ninguan pH.
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Figura 8. Cinéticas de crecimiento de las cepas de T. harzianum CMU-34 (Panel A), CMU-44
(Panel B) y CMU-90 (Panel C) en diferentes valores de pH. Las cepas se inocularon en medio
PDA al pH especificado, incubandose a la temperatura de 28°C. El diametro colonial se midié
cada 24 h. Todos los experimentos se realizaron por triplicado.

Tabla 4. Comparacién cualitativa de conidiacién de cepas de T. harzianum a diferente pH.

Cepas de T. harzianum

pH

CMU-1 cMU-14 CMU-18 CMU-19 CMU-23 CMU-26 CMU-34 CMU-44 CMU-90
4.0 = ++ + + +++ +++ +++ ++ -
7.0 - ++4+ +++ +++ ++ +++ + + +
9.0 - - ++ = = + 5 -

*Clave: - no hubo conidiacién, + conidiacion escasa, ++ conidiacion moderada, +++ conidiacion
abundante.
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6.3 Evaluacion de la capacidad de germinacion de las cepas de T.
harzianum.

De las nueve cepas que mostraron capacidad de conidiacion sin dafio mecanico,
las cuales fueron CMU-14, CMU-18, CMU-34, CMU-44 y CMU-90, se realizaron
determinaciones cuantitativas para analizar su potencial para germinar in vitro a
distintas temperaturas. En general, la cepa CMU-90 present6 una mayor
produccion de conidias por mL que las demas cepas, siendo dicha diferencia de

un orden de magnitud, como se observa en la Tabla 5.

Tabla 5. Produccién de conidias en las cepas de estudio. Se realizd una
determinacion cuantitativa de las conidias por mL de las cepas de estudio.

Cepa Conidias por mL
CMU-14 200, 000
CMU-18 177, 000
CMU-34 521, 000
CMU-44 428, 000
CMU-90 1, 148, 000

Las cinco cepas fueron capaces de germinar a la temperatura de 28°C, mientras
que a las temperaturas extremas de 16 °C y 36 °C todas fueron capaces de
germinar, excepto la cepa CMU-90 (Fig. 9).
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Figura 9. Porcentaje de germinacion de cepas de T. harzianum. Se inocularon
aproximadamente 30 conidias de las cepas de estudio por caja Petri en medio PDA que se
incubaron a diferentes temperaturas y se analizaron cada 12 h para observar la aparicién de
colonias, indicando germinacion.
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La morfologia de las conidias de las cepas CMU-14, CMU-18, CMU-34, CMU-44 y
CMU-90 se muestra en la Figura 10. Las conidias de las cepas de estudio en

general presentan una pared delgada y una pigmentacion verde.

FIGURA 10. Morfologia de las conidias de las cepas de estudio CMU-14 (panel A), CMU-18 (panel B), CMU-
34 (panel C), CMU-44 (panel D) y CMU- 90 (panel E). Aumento: 100X.

46



Aunque no se realizdé una medicion de las estructuras, se puede observar que las
conidias de la cepa CMU-34 tienen mayor tamafio que las demas cepas. Las
conidias de la cepa CMU-34 presentan una morfologia esférica en comparacion
con las cepas CMU-14, CMU-18, CMU-44 y CMU-90 que presentan una
morfologia ovoide. En la cepa CMU-90 se pueden observar otras estructuras como

hifas y clamidosporas.

6.4 Amplificacién mediante PCR de marcadores tipo microsatélite

Los cinco oligos utilizados generaron patrones de amplificacion en las nueve
cepas de estudio de T. harzianum, generando un numero variable de bandas para
cada especies.

El oligo ThSSR4 fue el que generd el menor nimero de bandas entre las cepas de
estudio con tamafios entre 176 y 320 pb. El oligo ThSSR6 generd de 1 a 2 bandas
con tamaiios entre 384 y 1, 047 pb (Fig. 11).

* ThSSR4

FIGURA 11. Patrones de amplificacién de las cepas de T. harzianum con distintos oligos ThSSR. Gel de
agarosa al 2% (p/v) teflido con SYBR Green. Carriles: 1, Marcador de peso molecular, 1 Kb ladder plus
(Invitrogen, USA); 2, CMU-18; 3, CMU-19, 4, CMU-14; 5, CMU-23; 6, CMU-25; 7, CMU-44; 8, CMU-1; 9,
CMU-90; 10, CMU-34. En cada gel aparece el nombre del oligo utilizado.
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El oligo TaSSR1 generdé un mayor numero de bandas entre las cepas de estudio,
con tamafos entre 116 y 715 pb. El oligo TaSSR4 gener6 de 1 a 2 bandas entre
122 y 577 pb. El oligo TVSSR1 gener6 de 1 a 4 bandas entre 130y 1, 710 pb (Fig.

12).

FIGURA 12. Patrones de amplificacion de las cepas de T. harzianum con distintos oligos. Gel de agarosa al
2% (p/v) tefiido con SYBR Green. 1, Marcador de peso molecular, 1 Kb ladder plus (Invitrogen, USA); 2, CMU-
18; 3, CMU-19, 4, CMU-14; 5, CMU-23; 6, CMU-25; 7, CMU-44; 8, CMU-1; 9, CMU-90; 10, CMU-34. En cada
gel aparece el nombre del oligo utilizado.
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En la Tabla 6 se presentan estos resultados, de las cepas de estudio y oligos

utilizados.

TABLA 6. Detalles del tamafio de alelos observados con los diferentes oligos utilizados para evaluar la
diversidad genética de cepas de T. harzianum.

CEPAS DE Trichoderma harzianum

Oligo Tamafio del alelo observado (bp)
CMU-18 CMU-19 CMU-14 CMU-23 CMU-25 CMU-44 CMU-1 CMU-90 CMU-34
ThSSR4 285 285 292 292 303 320 320 315 315
176
ThSSR6 841 403 348 388 386 388 382 997 1047
846 821 812 831 826 812
TaSSR4 124 115 122 127 133 133 133 167 180
549 577 556 545
TaSSR1 127 128 135 131 131 197 124 116 119
648 445 204 305 615 419 159 431
715 648 648 394 687 652 298 679
715 715 663 627
704
TvSSR1 131 130 136 144 144 144 144 156 166
983 355 983 376 374 177 175 245
983 960 988 380 882
988 1710
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7. DISCUSION

En este estudio se evaluaron los efectos de las condiciones de cultivo, incluyendo
temperatura, medio de cultivo y pH, sobre el crecimiento, la produccion de
conidias y las germinacion de distintas cepas del complejo de T. harzianum. Asi
mismo, se realiz6 un analisis en el que se evalud la variacion genética de las

cepas de estudio empleando marcadores de secuencias repetitivas simples (SSR).

7.1 Efecto de la temperatura en el crecimiento micelial

La temperatura es probablemente el principal factor abiético que influye
notablemente en el crecimiento micelial y produccion de conidias (Hallworth y
Magan, 1996). Las cinéticas de crecimiento obtenidas mostraron una gran
variacion fisiolégica entre las cepas de estudio, presentando algunas de éstas una
inhibicién significativa del crecimiento a la mas alta temperatura evaluada, que fue
de 36 °C. Estos resultados son congruentes con la evidencia de que las especies
del género Trichoderma son en su gran mayoria mesofilicas (Kredics et al., 2003).
Asi, aunque en general las temperaturas Optimas de crecimiento reportadas para
Trichoderma spp. concuerdan con las presentadas por las cepas aqui analizadas,
estudios previos de crecimiento en medio sélido han mostrado que las especies
del género Trichoderma pueden crecer en temperaturas extremas. Por ejemplo T.
polysporum crece desde O °C y en el caso de T. koningii se ha observado
crecimiento hasta los 40 °C (Tronsmo y Dennis 1978). Sin embargo, la
temperatura Optima para la mayoria de las especies de Trichoderma spp. esta en
el intervalo de 25 a 30 °C (Klein y Eveleigh 1998). En particular, se ha
documentado que T. harzianum tolera un intervalo de temperaturas maximas
sobre los 30 °C a 38 °C, aunque la temperatura optima es de 20 °C (Danielson y
Davey, 1973).

Debido a la alta variacién en la temperatura 6ptima de crecimiento entre cepas de
una misma especie, es necesario hacer busquedas y pruebas en una cantidad
importante de aislados, con la finalidad de encontrar buenos candidatos para el

biocontrol a bajas y altas temperaturas. Siendo la cepa CMU-18 la que mostro una
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mayor resistencia a todas las condiciones de crecimiento en medio PDA, y la cepa
CMU-14 la que mostré una mayor resistencia a las condiciones de crecimiento en
medio AEM; a futuro seria interesante evaluar estas cepas en temperaturas mas
bajas y mas altas, debido a que no se encontré una inhibicion significativa en el
crecimiento de dichas cepas en las condiciones evaluadas.

Por otra parte, los requerimientos de temperatura para una produccion optima de
conidias en muchos hongos pueden no ser los mismos que las temperaturas
Optimas para germinaciéon de conidias, crecimiento del hongo o bioactividad,
(Thomas y Jenkins, 1997). Para Trichoderma sp. Una produccién Optima de
conidias se lleva a cabo a temperaturas cercanas a los 25 °C (Domsch et al.,
1980). Para el caso de T. viride se han reportado cepas que tienen una produccién
optima de biomasa entre 20 y 30 °C en medio sélido, aunque se presentan
algunas capaces de crecer aun a 5 °C (Jackson et al., 1991). Cepas que pueden
crecer a esta Ultima temperatura se han reportado para las especies T. gamsii, T.
velutinum y T. harzianum (sin. H. lixii) (Shanmugam et al., 2015). La produccion de
conidias fue similar a la reportada por Domsch., 1980, ya que a las temperaturas
de 16 °C, 20 °C y 32 °C se observa que la mayoria de cepas de estudio conidiaron
eficientemente, disminuyendo dicha capacidad a temperaturas mayores (36 °C).
Gracias a la maquinaria de enzimas hidroliticas como amilasas, celulasas,
peptinasas, quitinasas, entre otras, Trichoderma spp. es un degradador activo de
sustratos como almidén, celulosa y pectina, las cuales son empleadas como

fuente de crecimiento (Cucuk et al., 2008).

7.2 Efectos del pH en el crecimiento micelial y conidiacién

La adaptacion ambiental de los hongos filamentosos al pH permite que los mismos
crezcan en amplios intervalos de pH, entre 2.0 y 9.0, siendo el 6ptimo de 4.0 a 7.0
(Pefalva y Arst, 2004). No obstante, en pH acido, la asimilacion de glucosa
favorece el crecimiento y la esporulacion de los hongos (Poalacin, 2015). Las
cinéticas de crecimiento mostraron una gran variacion fisiologica entre las cepas
de estudio, aunque mostraron crecimiento entre los intervalos de 4.0 a 9.0. Estos

resultados son congruentes con la evidencia de que las especies del género
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Trichoderma poseen plasticidad fisiolégica para crecer en amplios intervalos de
pH. La conidiacion de Trichoderma se favorece a niveles de pH acido a neutro y el
pH optimo para la reproduccion asexual puede variar entre cepas/especies
(Steyaert et al., 2017). En los valores de pH probados, la mayoria de las cepas
conidiaron entre pH de 4.0 y 7.0. La produccion de conidias disminuyo al
incrementar el pH hasta 9.0, a excepcion de las cepas CMU-1 y CMU-90, que no
conidiaron en ninguna condiciébn de pH probada. Se ha observado que el pH
afecta de manera diferencial la conidiacion en Trichoderma spp, dependiendo de
la especie y el medio de -cultivo. Por ejemplo, T. hamatum disminuye
significativamente la conidiacién en agar extracto de malta al incrementar el pH de
3 hasta 6, mientras que en T. atroviride incrementa (Steyaert et al., 2010). Sin
embargo, cuando se incuban en sustrato solido usando madera de pino, T.
atroviride disminuye la produccién de conidias cuando aumenta el pH. No
obstante, en las cepas que pudieron conidiar, en el presente trabajo se observa el
mismo comportamiento de conidiacion en todas las cepas dentro de T. harzianum
analizadas, mostrando que, dentro de la misma especie o complejo, el
comportamiento es menos variable. Tanto los antecedentes como los resultados
aqui obtenidos demuestran que la variacion del pH es un método simple y barato
para mejorar la produccién de conidios; sin embargo, las condiciones para cada

cepa deben ser optimizadas.

7.3 Germinacion de las cepas de T. harzianum

Al igual que el crecimiento y la conidiacion, la germinacion en Trichoderma spp.
puede ser afectada por diversos factores ambientales incluyendo el pH del medio,
la incidencia de luz, el tipo y la limitacion de fuentes de C y N, entre otros (Domsh
et al., 1980; Sanogo et al., 2002; Hjeljord y Tronsmo, 2003; Daryaei et al., 2016a).
El analisis de los factores microclimaticos y ambientales que afectan la
germinacion de las conidias de especies del género Trichoderma tiene relevancia
en el disefio de indculos que son utilizados para el bicontrol de fitopatdégenos y en
el éxito en campo de dichos in6culos. Por ejemplo, en ambientes ricos en

nutrientes y con alta humedad, se ha encontrado que la eficacia en el biocontrol de
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in6culos de Trichoderma spp. con una alta densidad de conidias se debe a que la
germinacion sincronizada de éstas consume una gran cantidad de oxigeno,
creando un microambiente anaerdbico que inhibe la germinacién de los
fitopatdgenos (Hjeljord y Tronsmo, 2003). En contraste, en ambientes aerdbicos, la
alta densidad de inoculos hace que después de la germinacion exista un efecto
autoestimulatorio para la respiracion, por lo que se estimula el crecimiento,
compitiendo eficientemente por recursos e inhibiendo asi al fitopatégeno (Hjeljord
y Tronsmo, 2003).

En los experimentos cualitativos de germinacion, se observé que las cinco cepas
evaluadas producian colonias a partir de las conidas entre los 16 y 36°C, excepto
la cepa CMU-90 que sélo lo hizo a 28°C. Ese intervalo de temperaturas de
germinacion es similar al encontrado para otras especies del género Trichoderma.
Asi, se ha determinado que las conidias de T. stromaticum pueden germinar de
manera optima entre los 20 y los 30 °C, pero lo hacen en bajo porcentaje a los 15
°C, y practicamente son incapaces de hacerlo a los 35 °C (Sanogo et al., 2002).
En el caso de T. harzianum se ha documentado que tanto cepas como productos
de biocontrol con conidias pueden germinar entre los 12 y los 25 °C, aunque con
diferencias en el tiempo (Hjeljord et al., 2000).

También se ha observado que la temperatura a la cual se produjeron las conidias
influye en la capacidad de germinacion; asi, las conidias de T. atroviride que se
producen a 30 °C tienen una mejor capacidad de germinacion que las que se
produjeron a 25 y a 20 °C (Daryaei et al., 2016a), lo cual parece estar relacionado
con la capacidad para acumular a cada temperatura azicares o acidos grasos que
son importantes para la germinacion en distintas condiciones (Daryaei et al.,
2016b). Este tipo de factores deberan ser analizados a futuro en las cepas de
estudio, con la finalidad de evaluar el potencial de germinacion de éstas en
diferentes condiciones relacionadas con la formulacion de un producto de

biocontrol.
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7.4 Amplificacién de marcadores tipo microsatélite mediante PCR
Recientemente las secuencias repetitivas simples (SSR) o marcadores
microsatelite se han convertido en la opcién preferida para el analisis de variacion
genética intraespecifica en hongos debido a su naturaleza multialélica, herencia
codominante, alta abundancia, hipervarianza, cobertura extensa del genoma,
reproducibilidad y poder discriminatorio (Kashyap et al., 2015; Singh et al., 2014;
Kumar et al., 2012; Mahfooz et al., 2012). Diversos estudios mostraron que
diferentes taxa exhiben una distribucion diferencial de los tipos de repeticion de
SSR (Tautz et al., 1986; Toth et al., 2000; Wang et al., 2009). Con el objetivo de
ampliar los conocimientos sobre la diversidad genética de cepas/especies del
complejo de T. harzianum, en este trabajo se desarroll6 una tipificacion basada en
el uso de secuencias repetitivas simples (SSR).

Los marcadores ThSSR4 y ThSSR6 fueron disefiados con base en el analisis
bioinformético del transcriptoma T. harzianum (Rai et al., 2016). En el caso del
marcador ThSSR4 se amplificaron en el trabajo original 5 alelos para cepas de T.
harzianum (Rai et al., 2016); sin embargo, en las cepas de la misma especie aqui
estudiadas se amplificé sélo un alelo, a excepcién de la cepa CMU-34 en la que se
observaron dos alelos. En dicho marcador, el tamafio de todos los alelos aqui
obtenidos coincidié con el rango de los tamafios reportados previamente para
cepas de T. harzianum (Rai et al., 2016). De manera contrastante, para el
marcador ThSSR6 se habian obtenido previamente dos alelos entre los 360 y 400
pb, y en las cepas aqui analizadas se encontraron de uno a dos alelos, pero en
todas las cepas analizadas uno de ellos fue de mayor tamafo al previamente
observado en cepas de la misma especie (Rai et al., 2016).

En el caso de los marcadores TaSSR1 y TaSSR4, estos fueron disefiados con
base en el analisis bioinformatico del transcriptoma T. atroviride y previamente se
habian encontrado dos alelos entre 180-250 y 400-500 pb en esta especie (Rai et
al., 2016). Ambos primers se seleccionaron en el presente trabajo debido a que

mostraron amplificaciébn cruzada con cepas de T. harzianum. No obstante estar
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disefiados para otra especie, la mayoria de las cepas de T. harzianum aqui
estudiadas presentaron de tres a cinco alelos con los primers del marcador
TaSSR1, salvo la cepa CMU-1 en la que sélo se observo un alelo. En contraste,
para la amplificacion con los primers de TaSSR4 se observaron sélo de uno a dos
alelos. Los primers para el marcador TvSSR1 fueron disefiados con base en el
analisis bioinformatico del transcriptoma T. virens, observandose en esta especie
dos alelos con los tamafios 400-500 pb (Rai et al., 2016). Estos primers se
seleccionaron en el presente trabajo debido a que también mostraron
amplificacion cruzada con cepas de T. harzianum. De manera interesante, este fue
el unico marcador que en todas las cepas dio dos o mas alelos.

El nimero de cepas estudiadas en el presente trabajo es limitado para realizar un
analisis poblacional con los marcadores evaluados. Sin embargo, las diferencias
en el numero de alelos encontrada muestran claramente diversidad genética en
las cepas aqui analizadas, por lo que pueden ser Uutiles para trabajos

poblacionales posteriores en cepas de T. harzianum de Michoacan.
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8. RESUMEN DE RESULTADOS

Los resultados obtenidos en las condiciones evaluadas fueron consistentes
con estudios previos del género, ya que las cepas de estudio demostraron
tener un crecimiento optimo entre los 16 y 32 °C en el intervalo de pH entre
2.0y9.0.

Se logré evaluar la capacidad de conidiacion in vitro de las cepas de T.
harzianum en diferentes condiciones de cultivo. Coincidiendo también en
este caso los resultados con estudios previos ya que las cepas mostraron
conidiacién en rangos optimos de pH de 4.0 a 7.0 y temperaturas entre los
16y 32 °C.

Las cepas de T. harzianum presentan germinaciéon entre los 16 y 36°C, que

es consistente con estudios previos.

El nimero de alelos encontrados en cada especie es un buen indicador de
la diversidad genética. Los microsatelites han demostrado ser una
herramienta Util para evidenciar las diferencias genéticas entre las especies

de T. harzinum.

Los estudios presentados a través de la presente investigacion indican alto
potencial de algunas cepas/especies del complejo T. harzianum aqui
estudiadas para ser utilizadas como elemento en el biocontrol, debido a su
alta produccion de conidias y su amplio rango de conidiacion y germinacion
en distintas condiciones de cultivo.

9. CONCLUSIONES

La hipétesis planteada se cumplid, ya que se observd una significativa

variacion fisiolégica y genética en las cepas de estudio.

Los objetivos del presente trabajo se alcanzaron.
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