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Resumen

Las enfermedades representan una de las principales causas de pérdida en la produccién agricola.
Aungue los productos quimicos son una alternativa comun para su control, generan efectos
negativos en la salud humana y el ambiente. Por ello, se requieren opciones sustentables como el
uso de microorganismos del suelo con actividad biocontroladora, como Trichoderma, hongo que
presenta multiples mecanismos de accién contra fitopatégenos, estimula la microbiota del suelo,
mejora la absorcién de nutrientes y activa los mecanismos de defensa de las plantas. El objetivo de
esta investigacién fue evaluar el antagonismo de once especies autdctonas de Trichoderma frente
a Botrytis cinerea, Fusarium oxysporum, Rhizoctonia solani y Sclerotinia sclerotiorum, mediante
el porcentaje de inhibicion del crecimiento radial, porcentaje del area de crecimiento, grado de
antagonismo y presencia de micoparasitismo. Se realizé confrontacion dual en condiciones in
vitro en el laboratorio de fitopatologia de la Facultad de Ciencias Agricolas de la Universidad
Autonoma del Estado de México. Los aislamientos Trichoderma atroviride TH3 y T. asperellum
Th11l destacaron por su capacidad de inhibicién, reduccion del crecimiento patégeno, alto grado de
antagonismo y micoparasitismo. El grado de antagonismo fue evaluado con cobertura de hasta dos
tercios del area de crecimiento sobre el patdgeno. Rhizoctonia solani mostré el menor porcentaje
del area de crecimiento y fue el principal blanco del micoparasitismo. Los resultados sugieren que
las especies de Trichoderma tienen potencial para ser utilizadas en practicas agricolas sostenibles.
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Introduccion

Existe un grave riesgo de pérdidas econdmicas en la produccién agricola, asi como un gran desafio
para la seguridad alimentaria, debido al impacto significativo de las plagas, las cuales provocan
pérdidas globales de entre el 17.2% y 21.5% en cultivos como trigo, arroz, maiz, papa y soya
(Savary et al., 2019; SkendzZi# et al., 2021). El uso masivo de productos fitosanitarios en el control
de plagas ha generado consecuencias negativas, como la pérdida de biodiversidad, el desarrollo
de resistencia por parte de los organismos plaga y dafios a la salud humana (Vinchira-Villarraga
y Moreno-Sarmiento, 2019).

En respuesta a ello, se han buscado alternativas mas sostenibles, entre las que destaca el uso
de microorganismos antagonicos, considerados como opcién viable para asegurar la produccién
de alimentos sanos (Gutiérrez-Ramirez et al., 2013; Companioni et al., 2019; Vinchira-Villarraga
y Moreno-Sarmiento, 2019). Los microorganismos con actividad biocontroladora presentan
caracteristicas de crecimiento rapido, alta capacidad reproductiva, eficiencia competitiva y
adaptacion al ambiente (Viera-Arroyo et al., 2020).

Actualmente, existe un amplio nimero de microorganismos con aplicaciones rentables en
agricultura como agentes de control, destacando Trichoderma spp., hongo cosmopolita con alta
presencia de competencia por espacio y nutrientes, asi como produccion de metabolitos bioactivos
(Amerio et al., 2020; Andrade-Hoyos et al., 2023; Cortés-Hernandez et al., 2023). Se han descrito
mas de 200 especies del género Trichoderma, como agentes de control biolégico (Garrido et al.,
2019; Sood et al., 2020; Allende-Molar et al., 2022). En México se han reportado 42 especies,
siendo las mas comunes T. asperellum y T. viride (Allende-Molar et al., 2022).

Especies como T. asperellum, T. atroviride, T. hamatum, T. harzianum, T.
longibrachiatum, T. koningii y T. viride, entre otras, han mostrado efectos de
antagonismo y micoparasito contra fitopatégenos del suelo como Phytophthora capsici,
Fusarium oxysporum, Macrophomina phaseolina, Rhizoctonia solani, Sclerotium rolfsii,
Phymatotrichopsis omnivora (Andrade-Hoyos et al., 2019; Camacho-Luna et al., 2021;
Allende-Molar et al., 2022). Otras especies actlian sobre los patdgenos debido a la presencia
de diversos metabolitos secundarios (Montes-Vergara et al., 2022).

En el &rea biotecnoldgica las especies de Trichoderma son de interés por la produccion de enzimas,
generosamente utilizadas en la industria alimentaria (Allende-Molar et al., 2022), ademas otras
especies se reportan como bioinductoras del crecimiento vegetal (Hernandez-Melchor et al., 2019;
Matas-Baca et al., 2023) y responsables de activar la respuesta sistémica en plantas mediante la
expresion de genes como Epll y Sm1 (Martinez-Canto et al., 2021).

Aunque existen numerosos estudios sobre el control biolégico de patégenos mediante Trichoderma
spp., €s necesario implementar estudio de cepas autéctonas, adaptadas a las condiciones
ambientales locales (Amerio et al., 2020). El objetivo de esta investigacion fue evaluar la actividad
de antagonismo de once especies autéctonas de Trichoderma frente a los fitopatégenos Botrytis
cinerea, Fusarium oxysporum, Rhizoctonia solani y Sclerotinia sclerotiorum en condiciones in vitro.

Materiales y métodos

Material biolégico

Las cepas fungicas empleadas en este estudio pertenecen a la coleccion del Laboratorio de
Fitopatologia de la Facultad de Ciencias Agricolas de la Universidad Auténoma del Estado
de México. Los patdgenos utilizados fueron: Botrytis cinerea (fresa), Fusarium oxysporum
(aguacate), Rhizoctonia solani (papa) y Sclerotinia sclerotiorum (girasol). Las cepas antagonistas
de Trichoderma spp., fueron colectadas en distintas regiones del Estado de México durante
el afio 2023, a partir de muestras de rizosfera de diversos cultivos agricolas e identificadas
molecularmente en el afio 2024 (en proceso de publicacion).
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Pruebas de inhibicion del crecimiento

Las cepas de patdégenos y antagonistas se activaron en medio PDA BD Difco™ (agar papa
dextrosa) durante siete dias a 25 °C, empleando el mismo medio para las siembras duales. Los
ensayos de confrontacidon consistieron en la siembra dual antagonista-patdgeno, siguiendo la
metodologia de Dennis y Webster (1971). Para ello, se coloco un disco de micelio de 7 mm de
crecimiento micelial del patégeno, al margen interno de la placa de Petri con medio de cultivo, en
el extremo opuesto, se sembrd el antagonista.

El testigo consistié en la siembra Unica del patégeno al margen de la placa de Petri. Las placas de
Petri se incubaron a 25 °C durante diez dias en oscuridad, hasta que los micelios hicieron contacto y
el testigo coloniz6 completamente la placa de Petri. Se calcularon los valores medios del porcentaje
de inhibicién del crecimiento radial (PICR) del micelio, de acuerdo con la férmula: PICR= [(R1 -
R2) / R1] x 100 (Ezziyyani et al., 2004). Donde: PICR= porcentaje de inhibicién del crecimiento
radial del micelio (mm); R1= crecimiento micelial del patégeno (testigo); R2= crecimiento micelial
del patégeno en confrontacién con el antagonista.

El experimento se realizé bajo un disefio completamente al azar con tres repeticiones por patégeno
en siembra dual con once especies de Trichoderma.

Porcentaje de area de crecimiento (PAC)

El porcentaje del area de crecimiento del patdégeno por efecto del antagonista en la siembra
dual se estimé mediante la aplicacion tecnolégica AutoCAD®, de uso en ingenieria y arquitectura
(Khoroshko, 2020). Este software permite estimar areas, utilizando comandos dinamicos, lo cual
es (til con formas circulares o irregulares, como en el caso del crecimiento fungico.

Grado de antagonismo (GA)

El grado de antagonismo de Trichoderma se determiné mediante la escala de Bell et al. (1982),
la cual describe la capacidad de colonizacion del antagonista en la superficie del medio de cultivo
en siembra dual con el patégeno, bajo cinco niveles, que miden la supremacia del antagonista
hasta su ausencia.

Actividad de micoparasitismo

Se emplearon preparaciones semi permanentes tefliidas con azul de lactofenol (Corrales et
al., 2020) a partir de cultivos duales de 10 dias de edad. Estas muestras se observaron al
microscopio 6ptico con aumentos de 40X y 100X. Se examinaron 10 campos de cada muestra
para determinar la presencia de micoparasitismo, siguiendo la metodologia descrita por
Andrade-Hoyos et al.(2019), con modificaciones. Se consider6 la presencia de
micoparasitismo cuando se observd el enrollamiento de hifas por parte del antagonista y la
deformacion o fragmentacion del micelio del patégeno.

Analisis estadistico

Los resultados de PICR y PAC se transformaron mediante la funcién arcoseno, seguidos de un
analisis de varianza (Anova) y una comparacién multiple de medias con la prueba de Tukey (p <
0.05), bajo un disefio completamente al azar con tres repeticiones. El andlisis estadistico se realizé
utilizando el programa InfoStat, versién 2020.
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Resultados y discusion

Porcentaje de inhibicion del crecimiento radial (PICR)

El porcentaje de inhibicion del crecimiento radial (PICR) evaluado en siembra dual con las once
especies autéctonas de Trichoderma vy los fitopatdgenos Botrytis cinerea, Fusarium oxysporum,
Rhizoctonia solani y Sclerotinia sclerotiorum mostraron inhibicion del crecimiento micelial con
diferencias significativas (p < 0.05) respecto al testigo, (Cuadro 1).

Cuadro 1. Porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial radial (PICR) de Trichoderma spp. contra fitopatégenos
en crecimiento dual.

Especie Botrytis cinerea Fusarium oxysporum Rhizoctonia solani Sclerotinia sclerotiorum
T. atroviride Thl 63.25A 60.62A 56.07A 48.95A
T. atroviride Th2 64.98A 58.06AB 54.2A 49.35A
T. atroviride Th3 64.66A 58.73AB 57.51A 48.96A
T. viridarium Th4 49.37C 50.94CD 40.61B 41.66BC
T. viride Th5 48.67AB 48.21D 41.77B 37.32C
T. hamatum Thé 58.22AB 56.2ABC 52.47A 51.45A
T. atroviride Th7 58.45AB 59.3AB 55.23A 46.13AB
T. atroviride Th8 61.91AB 53.5BCD 55.41A 49.01A
T. scalesiae Th9 65.02A 58.39AB 55.88A 49.96A
T. atroviride Th10 63.08AB 57.89AB 54.56A 51.19A
T. asperellum Th1l 54.95BC 52.91BCD 55.7A 47.53A

Medias con letras diferentes en la misma columna son estadisticamente diferentes.

Los aislamientos que mostraron mayor actividad inhibitoria contra los patégenos fueron: T.
atroviride Th3 (57.46%), T. scalesiae Th9 (57.31%) y T. atroviride Thl (57.22%). En cuanto a los
patégenos mas afectados en su desarrollo micelial por efecto del antagonista fueron B. cinerea
(59.32%), F. oxysporum (55.88%) y R. solani (52.67%), mientras que el menor nivel de control se
observé en S. sclerotiorum (47.41%).

De acuerdo con Matas-Baca et al. (2023), el uso de especies autéctonas con actividad antagonista
natural resulta altamente eficiente en el control de diversos fitopatdgenos y su uso es reconocido
en planes de agricultura sostenible (Companioni et al., 2019; Cortés-Hernandez et al., 2023). Las
especies de Trichoderma consideradas en este estudio presentaron actividad de biocontrol contra
fitopatdgenos del suelo, al igual y como lo sefialan Yao et al. (2023), con T. viride y T. harzianum
en la limitacién del crecimiento de 29 especies de hongos fitopatdgenos, entre los que destacan
Botrytis cinerea, Fusarium oxysporum, Rhizoctonia solani y Sclerotinia sclerotiorum.

Los aislamientos de Trichoderma en la inhibicion de los patégenos, varia dependiendo de la cepa
autoctona y de la especie de fitopatégeno empleado. En este estudio, la respuesta del PICR de
T. atroviride Th3 sobre el patégeno Rhizoctonia solani fue de 57.51%, superando lo reportado por
Pérez et al. (2020) para esta misma especie. De igual forma, Geng et al. (2022) destacan una
inhibicién significativa del 68% y un rapido desarrollo de T. harzianum sobre B. cinerea en cultivo
dual in vitro, porcentaje comparable con los aislamientos autdctonos T. scalesiae Th9 (65.02%) y
T. atroviride Th2 (64.98%), (Figura 1).
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Figura 1. Vista de la confrontacion de patégenos con Trichoderma y tipos de micoparasitismo.

A) B. cinerea en confrontacion con T. scalesiae; B) F. oxysporum en confrontacion con T. atroviride;
C) R. solani en confrontacion con T. asperellum; D) S. sclerotiorum en confrontaciéon con T.
scalesiae. E) enrollamiento de Trichoderma atroviride sobre Rhizoctonia solani; F) Trichoderma
atroviride invade el micelio de Rhizoctonia solani.

Por otro lado, Silva et al. (2022) reportan un 12.2% de inhibicién del crecimiento de S. sclerotiorum
al emplear T. lentiforme, en contraste T. hamatum Th6é y T. atroviride Th10, cuadruplicaron dicho
porcentaje, alcanzando valores de PICR de 51.45% y 51.19%, respectivamente. En cuanto a F.
oxysporum, Sallam et al. (2019) informan alto PICR utilizando T. atroviride como antagonista,
resultado que concuerda con los hallazgos de este estudio. El analisis de varianza indico un
efecto significativo de los tratamientos con diferentes especies autdctonas de Trichoderma sobre
el PICR de los distintos patégenos, con un coeficiente de determinacién R°= 0.98. Asimismo, la
prueba de comparaciones multiples de Tukey (p # 0.05) identificé diferencias significativas entre
los aislamientos, agrupandolos en distintos niveles de efectividad antifingica.

Porcentaje de area de crecimiento (PAC)

El porcentaje de area de crecimiento (PAC) de los hongos fitopatégenos y su respectivo antagonista
utilizando el software AutoCAD®, permitié medir el &rea (cm®) de la colonia de forma mas eficiente,
gue con métodos manuales (Khoroshko, 2020). El patégeno con menor PAC fue Rhizoctonia solani
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(9.54%) y el mayor por Fusarium oxysporum (16.95%), mostrando diferencias significativas entre
los aislamientos (Tukey (p < 0.05) como se describe en el Cuadro 2.

Cuadro 2. Porcentaje de area de crecimiento (PAC) de los patégenos en crecimiento dual con Trichoderma spp.
Especie Botrytis cinerea Fusarium oxysporum Rhizoctonia solani Sclerotinia sclerotiorum
T. atroviride Th1 11.26ABC 18.09B 8.22C 11.26ABC
T. atroviride Th2 11.07ABC 20.74A 54.2A 49.35A
T. atroviride Th3 12.04AB 19.65AB 7.55C 12.04AB
T. viridarium Th4 13.61A 8.58D 14.04A 13.61A
T. viride Th5 9.41C 11.06C 13.95A 9.41C
T. hamatum Thé 11.94BC 20.28AB 9.12C 10.13BC
T. atroviride Th7 11.94ABC 19.83AB 8.02C 11.94ABC
T. atroviride Th8 10.67BC 19.75AB 8.13A 10.67ABC
T. scalesiae Th9 10.83BC 20.09AB 8C 10.83BC
T. atroviride Th10 9.97C 19.54AB 8.2C 9.97C
T. asperellum Th1l 12.02AB 8.84CD 11.72B 12.02AB
Medias con letras diferentes en la misma columna son estadisticamente diferentes.

La necesidad de estimar el porcentaje de area de crecimiento de los hongos en estudios de
inhibicién lo confirma Camacho-Luna et al. (2021), quienes evaluaron la accion de Trichoderma sp.,
sobre el porcentaje de area de crecimiento de Fusarium oxysporum y F. proliferatum, alcanzando
valores de 20.4% y 33.3%. En contraste, los resultados obtenidos en este estudio mostraron
PAC que oscilaron entre 10.9% y 12.9%. Estos resultados resaltan el empleo de herramientas
computacionales en la estimacion de areas en fendmenos biolégicos, permitiendo obtener datos
precisos y cuantificables.

Grado de antagonismo (GA)

Los atributos que se reconocen a Trichoderma en el éxito de antagonista incluyen su capacidad
para competir por espacio y nutrientes, rapido desarrollo y habilidad de micoparéasito (Martinez-
Martinez, 2020). En general, los resultados mostraron que las especies autoctonas de Trichoderma
alcanzaron el grado 2, sobre los patdgenos evaluados, lo cual representa la colonizacion de dos
tercios del medio de cultivo, limitando el crecimiento de los fitopatégenos. Este comportamiento
fue particularmente evidente frente a Botrytis cinerea y Fusarium oxysporum.

En contraste, las cepas Trichoderma viridarium TH4 y Trichoderma viride TH5 manifestaron baja
actividad antagonica contra Rhizoctonia solani, al presentar un grado 3, que indicd6 competencia
entre ambos organismos; mientras que para Sclerotinia sclerotiorum se observé grado 3 y 4
respectivamente, reflejando una limitada efectividad del antagonista. No obstante, Rodriguez y
Flores (2018) reportaron valores de 1 a 3 empleando T. harzianum frente a Rhizoctonia solani.

Micoparasitismo

El género Trichoderma se ha reconocido con actividad de micoparasitismo, definido como la
capacidad de actuar sobre la pared celular del huésped (Matas-Baca et al., 2023). En este estudio
fue posible documentar el tipo de micoparasitismo efectuado por cepas autéctonas de Trichoderma
sobre el patégeno Rhizoctonia solani, debido a que presenta un micelio grueso y de coloracion
oscura que contrastd con el antagonista. Las especies de Trichoderma que mostraron micelio
enrollado sobre el patégeno fueron Trichoderma atroviride Th2 y Trichoderma viride Th5; aquellas
con micelio invadiendo internamente al patégeno fueron T. atroviride Th3, Trichoderma scalesiae
Th9 y Trichoderma asperellum Thl1l; mientras que las cepas que fragmentaron el micelio del
patégeno fueron T. atroviride Th7 y T. atroviride Th10 (Figura 1).
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Se ha documentado que, tras la penetracion exitosa, Trichoderma es capaz de degradar la pared
celular de su huésped mediante la produccién de enzimas sobre distintas especies de patégenos,
incluso puede localizarse en el lumen del hongo, una vez que ha penetrado en su interior (Sood et
al., 2020). Por su parte, Tyskiewicz et al. (2022) reconocen la accién de Trichoderma spp. mediante
la degradacién de la pared celular de los hongos. En este sentido Fernandez (2022) relata la
iniciacion parasitaria con la activacién de genes de reconocimiento, seguido del enrollamiento y
finalmente la desintegracioén de las hifas.

Conclusiones

Se confirma el potencial de las especies autoctonas de Trichoderma spp., como agentes de
biocontrol contra los fitopatdgenos Botrytis cinerea, Fusarium oxysporum, Rhizoctonia solani
y Sclerotinia sclerotiorum, dadas sus caracteristicas de PICR, PAC, GA y micoparasitismo,
destacando los aislamientos Trichoderma atroviride Th3 y Trichoderma asperellum Thll. La
actividad micoparasitica de Trichoderma fue sobresaliente con Rhizoctonia solani, incluyendo el
enrollamiento del micelio, la penetracion en el patégeno y la degradacién de su pared celular.

Finalmente, este estudio aporté al conocimiento sobre el uso de Trichoderma spp., autéctonas
en el control de patégenos en cultivos in vitro, brindando informacion valiosa para sus futuras
aplicaciones en programas de manejo de enfermedades.
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