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RESUMEN GENERAL

El cultivo de berenjena (Solanum melongena L.) constituye la hortaliza de mayor
importancia en el departamento de Cordoba. Sin embargo, dentro de los retos
productivos de este cultivo esta el manejo de la marchitez y muerte de las plantas
causadas por la presencia del hongo Sclerotium spp., el cual causa marchitez y
muerte de plantas. Adicionalmente, la nutricion del cultivo esta soportada en el uso
de fertilizantes de sintesis quimica, que causan contaminacion ambiental. El
objetivo de este estudio fue contribuir con el manejo fitosanitario de Sclerotium sp.
y la nutricion en plantulas de berenjena mediante el uso de cepas Trichoderma spp.,
aisladas de lotes comerciales del cultivo en la zona productora del departamento.
Se tomaron muestras de suelo en lotes comerciales en los municipios de Monteria,
Cereté, San Pelayo y Tierralta. Cada muestra estuvo constituida de cinco
submuestras de suelo rizosférico. Las muestras fueron procesadas usando la
técnica de dilucion seriada (102 conidias. mL™Y). Los aislamientos de Trichoderma
spp. fueron purificados en PDA y caracterizados morfolégica, morfométrica y
molecularmente. La capacidad biocontroladora in vitro de cada cepa de
Trichoderma spp., sobre Sclerotium spp., se determind mediante la técnica de
cultivos duales en medio Papa Dextrosa Agar (PDA), midiendo el porcentaje de
crecimiento radial. La capacidad promotora de germinacion en semillas y
crecimiento de plantulas fue evaluada en cada cepa de Trichoderma spp. en
condiciones de laboratorio y casa malla, respectivamente. Diez cepas fueron
aisladas de las zonas muestreadas. De seis cepas aisladas en el municipio de
Cereté, dos correspondieron a Trichoderma asperellum, una a T. virens y tres a
Trichoderma sp. En San Pelayo se aislaron dos cepas y se clasificaron
efectivamente como aislados de Trichoderma sp. Dos cepas mas se identificaron
en Tierralta, correspondientes a Trichoderma lixii y T. asperellum. En la evaluacion
de cultivos duales, las especies Trichoderma lixii (TO01) y Trichoderma asperellum
(TOO7 y TO08) presentaron mayor capacidad biocontroladora contra el hongo
Sclerotium. Adicionalmente, T. lixii (TO01) generd el mayor porcentaje de semillas
germinadas con 88,75%; seguido por Trichoderma sp. (T002) con 80,50%, el cual
ademas generd el mayor PICR después de 72 horas de evaluacion. De igual
manera, los aislamientos provenientes de Cereté; T. virens (T005) y T. asperellum
isolate TV190 (T0O08) y el aislado de San Pelayo, Trichoderma sp. Isolate
SDAS203498, mostraron mayor capacidad para promover el crecimiento de
plantulas en las variables masas seca de tallo (MST), masa seca de raiz (MSR),
masa seca total (MT), altura de planta (AP) y longitud de raiz (LRAIZ). El nimero de
hojas y nudos (NH y NN respectivamente) no fue afectado por el efecto promotor de
Trichoderma. Estos resultados nos permiten inferir que el o los aislamientos T. lixii
(TO01), Trichoderma sp. (T006) y T. asperellum (TO08) son promisorios para el
manejo de Sclerotium y la induccién y desarrollo del crecimiento de plantulas de
berenjena.

Palabras clave: Trichoderma, Sclerotium, Berenjena, Cérdoba.
14



ABSTRACT GENERAL

The cultivation of eggplant constitutes the most important vegetable in the
department of Cordoba. However, the greatest productive challenges of this crop is
the presence of the Sclerotium spp. Fungus, which causes wilting and death. In
addition, the nutrition of the crop is supported by the use of chemical synthesis
fertilizers, which cause environmental pollution. The objective of this study was to
contribute to the phytosanitary management of Sclerotium spp. and nutrition in
eggplant seedlings through the use of Trichoderma spp. strains, isolated from
commercial batches of the crop in the department's producer. Soil samples were
taken in commercial lots in the municipalities of Monteria, Cereté, San Pelayo and
Tierralta. Each sample consisted of five rhizospheric soil subsamples. The samples
were processed using the serial dilution technique (102 conidia. mL™?). The isolates
of Trichoderma spp. they were purified in PDA and characterized morphologically,
morphometrically and molecularly. The in vitro biocontroller capacity of each
Trichoderma spp. strain, on Sclerotium spp., is determined by the dual culture
technique in Potato Dextrose Agar (PDA) medium, measuring the percentage of
radial growth. The promoter capacity of seed germination and growth of eggplant
seedlings was implemented in each strain of Trichoderma spp. in mesh house
conditions. Ten strains were isolated in Cereté (6), San Pelayo (2) and Tierralta (2).
In the dual cultures test, the species Trichoderma lixii (TO01) and Trichoderma
asperellum (TOO7 and TO008) showed high biocontrolling capacity against the
Sclerotium fungus. Additionally, T. lixii (TO01) generated the highest percentage of
germinated seeds with 88.75%; followed by Trichoderma sp. (T002) with 80.50%,
which also generated the highest PICR after 72 hours of evaluation. Similarly, the
isolates from Cereté; T. virens (T005) and T. asperellum isolate TV190 (T008) and
the San Pelayo isolate, Trichoderma sp. Isolate SDAS203498, showed greater
capacity to promote seedling growth in the variables stem dry mass (MST), root dry
mass (MSR), total dry mass (MT), plant height (AP) and root length (LRAIZ). The
number of leaves and nodes (NH and NN respectively) was not affected by the
promoter effect of Trichoderma. These results allow us to infer that the Trichoderma
lixii (TOO1), Trichoderma sp. (TO03) and Trichoderma asperellum (TO08) may be
used as an alternative to the use of chemical products for the control of Sclerotium
and the use of chemical fertilizers in the cultivation of eggplant in Cérdoba.

Key words: Trichoderma, Sclerotium, Eggplant, Cérdoba.
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1.1 INTRODUCCION

La expansién de la frontera agricola ha sido una de las actividades antropogénicas
de mayor impacto sobre los ecosistemas, debido a la diversificacion de los cultivos,
los procesos de irrigacion y el uso indiscriminado de pesticidas y fertilizantes. La
intensificacion sostenible de la produccion agricola, por lo tanto, exige un enfoque
integrado que ayude a conservar los ecosistemas (Vera-Nufiez et al. 2019; Reyes 'y
Cortés, 2017). El uso de bioplaguicidas, bioestimuladores y biofertilizantes, ofrecen
una gran alternativa en el manejo a largo plazo de las plagas y enfermedades, asi
como en el manejo de la fertilizacion del cultivo, los cuales se pueden integrar con
la mayoria de las otras medidas de proteccion de plantas utilizadas en el programa
integrado de manejo de enfermedades (Ram et al. 2018).

Dentro de estas alternativas, se encuentra el uso de bioinsumos (biofertilizantes,
bioestimuladores y bioplaguicidas), como complemento al manejo convencional de
cultivos (Mamami de Marchese y Filipone, 2018). Zambrano-Moreno et al. (2015),
indican que, dentro de los microorganismos mas empleados, se encuentran cinco
grupos morfolégicos: hongos filamentosos, hongos micorrizicos, bacilos y
levaduras. Predominan los hongos filamentosos, con un 59,6%, seguido por los
hongos micorrizicos, con un 18,6%.

Trichoderma spp., es un hongo de gran valia para ser utilizado con eficacia en la
agricultura sostenible, a través de la interaccion planta-suelo. Trichoderma spp. se
encuentra entre los hongos antagonistas mas utilizados en agricultura por su alta
capacidad de producciéon de enzimas hidroliticas y mecanismos de micoparasitismo
y antibiosis que puede inhibir o controlar hongos y nematodos fitopatégenos y su
desarrollo es favorecido por la presencia de alta densidad de raices (Hoyos-
Carvajal, 2012; Btaszczyk et al. 2014).

Las especies de Trichoderma son hongos oportunistas que residen principalmente
en el suelo, la corteza de los arboles y los hongos silvestres. Trichoderma spp. se
usa comunmente como biofungicida, biofertilizante, enmienda del suelo e inductor
de la defensa de la planta contra los patégenos. Estos hongos también ejercen otros
efectos beneficiosos sobre las plantas, incluida la promocién del crecimiento y la
tolerancia al estrés abidtico, principalmente mediado por sus interacciones intimas
con las raices, inducen resistencia sistémica, aumentan la disponibilidad vy
absorcién de nutrientes, mejoran el rendimiento de los cultivos y degradan los
pesticidas xenobioticos, complementando su papel como componentes principales
en formulaciones comerciales (Harman, 2006; Kredics et al. 2014; Mendoza-
Mendoza et al. 2018).
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Por todo lo anterior, se requeria generar informacién basica sobre las especies de
Trichoderma spp. presentes en suelos cultivados con berenjena en el departamento
de Cérdoba, cultivo que representa la hortaliza de mayor importancia en el territorio.
Ello implicaba, determinar la presencia de cepas del hongo, caracterizarlas
morfométrica y molecularmente y evaluar su potencial antagénico frente al hongo
fitopatdogeno Sclerotium rolfsii, de gran importancia en este cultivo. Ello, permitira el
uso de especies o aislamientos de gran adaptabilidad regional y capacidad
biocontroladora y/o bioestimuladora de germinacién o crecimiento de plantulas, que
seran la base de programas de manejo integrado mas eficiente en condiciones de
campo y que reduzcan el impacto de agroquimicos en el ecosistema cordobés.
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1.2 DEFINICION DE PROBLEMA

En el departamento de Cérdoba, la berenjena (Solanum melongena L.) representa
la solanacea de mayor importancia econémica después del aji (Capsicum spp.)
(Arameéndiz et al., 2008b). Segun Cantero et al. (2015), las zonas productoras de
mayor importancia en el Caribe colombiano, se encuentran localizadas en Cérdoba.
Segun Agronet (2019), el area cultivada en el mismo departamento para el afio 2017
fue de 215 hectareas en comparacion con el afio 2018 que fue de 192 hectéreas, lo
cual es indicativo de una clara reduccion en la produccién de este rubro.

Adicionalmente, los rendimientos en el departamento son los mas bajos del pais
con 3,3 t ha' siendo superado por Valle del Cauca (25,07 t.ha'), Magdalena (9,5
t.hal), Atlantico (7,78 t.ha) y Bolivar (6,15 t.hat). Las razones de la disminucién
acelerada de los rendimientos por unidad de superficie en este cultivo, se sustenta
en la ausencia de programas de certificacion de semillas y plantulas bajo sistemas
de produccion que presentan serias limitantes tecnolégicas que reducen la
competitividad de los agricultores; ya que los agricultores usan semillas derivadas
de sus propios cultivos y producen plantulas con sustratos de desconocida calidad,
ademas de la presencia agravante de problemas fitosanitarios ocasionan pérdidas
hasta del 50% en las plantaciones; la fertilizacion inadecuada y el desconocimiento
de alternativas sostenibles de manejo de la productividad del suelo (Araméndiz-
Tatis et al. 2013; Cantero et al. 2015; Reyes y Cortes, 2017; Reyes-Pérez et al.
2018).

Otro inconveniente son los altos costos en el establecimiento y manejo de los
semilleros y plantulas de berenjena, debido al empleo de grandes cantidades de
insumos energéticos; en especial, los fertilizantes quimicos. El uso de elevadas
dosis de fertilizantes minerales, especificamente nitrogenados y fosfatados, causan
dafnos graves al ambiente y que los abonos organicos en cantidades normales, no
contienen los nutrimentos suficientes para la obtencion de cosechas rentables. La
produccion de plantulas de Berenjena, ademas, ha estado basada
fundamentalmente en el uso intensivo de fertilizantes quimicos que se incrementa
continuamente (lo cual dafian el suelo, contaminan las aguas, asi como contribuyen
significativamente al cambio climético del planeta). Ademas de la falta de cultura en
la utilizacion de abonos organicos y poca oferta de los mismos en el mercado
(Benbi, 2013; Reyes y Cortés, 2017).

En las zonas productoras del departamento de Coérdoba se han observado
problemas fitosanitarios, entre estos el que mas afecta al cultivo de berenjena y que
mas deja pérdidas econdémicas es la marchitez foliar causada por el hongo
Sclerotium sp. el cual tiene una amplia distribucion e importancia en esta zona
productora de berenjena. El patdgeno causa Damping-off de plantulas en semillero
y marchitez y muerte de la planta en etapas posteriores, lo cual puede afectar hasta
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el 60% de las plantas cultivadas (Adams, 1990; Goldman et al., 1994). El manejo de
la marchitez por Sclerotium sp., es realizado con fungicidas como benomyl,
carbendazim, oxicloruro de cobre y algunos triazoles, los cuales son utilizados de
manera rutinaria, en la mayoria de los casos sin ningun tipo de recomendacion
técnica, sin tener en cuenta las medidas de seguridad adecuadas para la aplicacion
de estos fungicidas, causando grandes pérdidas econdmicas agricolas y afectando
la salud del pequefio y mediano productor (Criollo et al. 2011).

Por lo anterior, se requiere investigar la existencia de microorganismos adaptados
a suelos, en lotes comerciales de berenjena en departamento de Cérdoba, capaces
de favorecer la nutricion y controlar Sclerotium sp., en este cultivo, que puedan ser
usadas en el manejo del cultivo. Ello permitird establecer practicas amigables con
el medio ambiente que permita mejorar la calidad, sanidad e inocuidad de los frutos
y disminuir el impacto negativo del uso intensivo de agroquimicos en el agro-
ecosistema del cultivo de la Berenjena.

En torno a la problematica anteriormente planteada y en el marco de la presente
investigacion, tributan preguntas a solucionar como: ¢Existen en los suelos
cultivados con Berenjena del departamento de Cordoba, cepas de Trichoderma que
puedan ser biocontroladoras de Sclerotium sp y promotoras de crecimiento en
plantulas de berenjena?
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1.3 GENERALIDADES DE LA TEMATICA

1.3.1 El cultivo de Berenjena en la region Caribe Colombiana. La berenjena
(Solanum melongena L.) es una hortaliza perteneciente a las angiospermas y se
ubica dentro de la familia Solanaceae, la cual a su vez estd compuesta por 83
géneros que engloban unas 1.000 -1.400 especies de amplia distribucién por todo
el mundo, especialmente en zonas templadas y tropicales (D'Arcy, 1991,
Sambamurty, 2005; Hurtado, 2015). Es cultivada a gran escala en Asia, Africa y en
areas tropicales y subtropicales de la India y América, tiene un gran consumo en
China, India e Iran (Araméndiz et al. 2008b). En Colombia, esta especie es cultivada
en areas que oscilan entre 1.000 y 5.000 m? manejadas con problemas
tecnologicos y de comercializacion (Araméndiz-Tatis et al. 2014). Uno de los
factores que ocasionan estos problemas son la fertilizacion inadecuada y el
desconocimiento de alternativas sostenibles de manejo de la productividad
reflejados en bajos rendimientos, por debajo de 16 t.ha, donde el 30% de los frutos
no cumplen con la calidad, tamafio y forma requeridos por el mercado, lo que reduce
su competitividad en el mercado nacional y sus posibilidades de apuesta agricola
de exportacion (Brun y Flérez, 2009, citado por Cantero et al. 2015; Agronet, 2017;
Araméndiz-Tatis et al. 2017).

El cultivo de berenjena tiene un gran arraigo en la culinaria de la costa caribe
colombiana, exactamente en los departamentos de Cérdoba, Sucre y Bolivar, donde
goza de aceptacion en los diferentes estratos sociales. (Arameéndiz et al. 2008Db;
Arameéndiz-Tatis et al. 2014). Las zonas productoras de mayor importancia en el
Caribe colombiano estan localizadas en el departamento de Magdalena, que
concentra el 53,99 % de la produccién nacional, seguido por Bolivar con el 18,45 %
y Valle del Cauca con el 13,20 % y finalmente Cérdoba con una participacion del
10,33 % (Agronet 2018b).

1.3.2 Uso de bioinsumos en la agricultura moderna. La intensificacion agricola
a través del uso de agroquimicos ha incrementado enormemente la capacidad
productiva de los agroecosistemas. Sin embargo, también ha provocado
consecuencias no deseadas, como el aumento de la contaminacion ambiental y la
degradacion de los recursos suelo y agua. Se ha demostrado que el uso
indiscriminado de agroquimicos no solo afecta a la fertilidad del suelo y contamina
el ambiente, sino que también podria ejercer efectos deletéreos sobre sus
poblaciones microbianas (Youssef y Eissa, 2014; Creus, 2017).

El objetivo de la agricultura sustentable es mantener una alta produccién con un
descenso gradual del uso de agroquimicos, recurriendo al potencial biolégico de las
plantas y los microorganismos. En ese contexto, el uso de inoculantes compuestos
por microorganismos benéficos, ya sean fitoestimulantes, biofertilizantes o agentes
de biocontrol, constituye una estrategia tecnolégica cada vez mas aceptada en las
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practicas agricolas sustentables, tanto para cultivos extensivos como intensivos
(Creus, 2017).

En el Caribe colombiano, los impactos que causa la agricultura convencional son
cada vez mas fuertes (Tofifio et al. 2016). EI manejo integrado de cultivos esta
limitado, entre otras razones, por la escasez de estudios de compatibilidad entre los
bioinsumos y los agroquimicos que se usan comunmente en hortalizas (Melo et al.
2015), asi como por el desconocimiento de los productores de aspectos relevantes
del uso de bioinsumos como estrategia de manejo (Mena-Rodriguez et al. 2018).
Aunque en el Caribe seco colombiano son pocos los estudios sobre la inclusion de
bioinsumos en hortalizas, actualmente se estan explorado alternativas de control
con productos a base de biocontroladores y extractos vegetales, que generalmente
poseen compuestos biodegradables, de baja toxicidad y no son especificos en su
modo de accion (Tofifio et al. 2012; Gaviria-Hernandez et al. 2013).

1.3.3 El género Trichoderma y sus caracteristicas. El género Trichoderma,
(teleomorfo Hypocrea-Ascomycetes: Hypocreales) agrupa mas de 100 especies en
su mayoria asociadas a estados telomérficos en el género Hypocrea (Druzhinina et
al. 2006). Las especies del género Trichoderma son cosmopolitas y componentes
prevalentes de diferentes ecosistemas en una amplia gama de ambientes y se
caracterizan por incluir individuos de crecimiento rapido y capacidad para asimilar
una diversa gama de sustratos, preferencialmente en material en descomposicion
en el suelo, en donde se halla una porcion significativa de la biomasa total de hongos
(Hoyos-Carvajal, 2012; Kredics et al. 2014). La presencia de especies de
Trichoderma es modulada por varios factores como el microclima, la disponibilidad
de sustratos, asi como las interacciones ecoldgicas complejas (Kubicek et al. 2008;
Hoyos-Carvajal y Bissett, 2012; Kredics et al. 2014). Sin embargo, algunas especies
son omnipresentes, mientras que otras estan limitados a éareas geograficas
especificas (Harman et al. 2004).

Trichoderma es un género de hongos con variados atributos biolégicos que lo hacen
apto como agente de control biologico y por ello es ampliamente usado para control
de fitopatdgenos a escala industrial o artesanal, no obstante las generalizaciones
sobre el potencial y modo de accién de Trichoderma sobre patdégenos han
desvirtuado su uso exitoso en agricultura, sencillamente porque los caracteres
deseables para controlar patdgenos se restringen a aislamientos de especies, no a
especies de Trichoderma o mas aun, todas las especies de este género (Hoyos-
Carvajal y Bissett, 2012). Por tanto, es un error concluir actividad biologica de este
hongo partiendo de estudios no adaptados al medio ni realizados con los
aislamientos debidamente formulados o escalados, lo cual puede cambiar su
comportamiento y actividad enzimatica por silenciamiento o represion de genes en
sustratos usados para su produccion masiva (Hoyos-Carvajal, 2012).

Caracteristicas macroscopicas: Trichoderma spp. es un organismo que presenta
colonias con un rapido crecimiento y ramificacién alcanzando las mismas de 7-9 cm
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de diametro luego de tres dias, en un principio las colonias presentan un color
blanquecino y en unos pocos dias adquieren una coloracion verde intensa (Romero
et al. 2014).

Caracteristicas microscopicas: las cepas pertenecientes a este género se
caracterizan por tener una fase asexual, produciendo asi esporas asexuales, en
forma mitética y clonal, no presentando una etapa sexual, al menos las cepas que
se utilizan con fines de control bioldgico. El micelio es septado y hialino, del cual se
originan los conidioforos, el tamafio de los mismos es de 62,5 - 69,0 x 3,0 - 4,7 um,
de aspecto aterciopelados irregulares, cortos y muy bifurcados. Las ramas
principales del conidiéforo producen ramas laterales que pueden presentarse en
forma verticilada o no; a su vez estas ramas pueden bifurcarse nuevamente. Todas
las ramas primarias y secundarias se levantan aproximadamente sobre 90° con
respecto al eje principal. En caso que la bifurcacion se presente en forma verticilada,
el conidi6foro toma un aspecto piramidal (Romero et al. 2014).

Este hongo, tiene la capacidad de producir clamidosporas que son globosas o
subglobosas, las cuales son unicelulares, pero pueden fusionarse entre dos o mas,
ubicadas en la parte terminal o intermedia de las hifas y miden menos de 15 um de
diametro, con una pared de 1 um de espesor; éstas son estructuras de resistencia,
vitales e importantes para la sobrevivencia del hongo bajo condiciones adversas
(Castro y Rivillas, 2012).

1.3.4 Ventajas del uso de Trichoderma en la agricultura. Los agentes de
biocontrol basados Trichoderma spp. son los mas exitosos del mundo ya que mas
del 60% de los biofungicidas registrados utilizados provienen de formulaciones con
estos microorganismos, la capacidad de estos hongos para detectar, invadir y
destruir otros hongos ha sido la principal fuerza detras de su éxito comercial como
bioplaguicidas (Akansha-Singh et al. 2018). Las ventajas reportadas para este tipo
de microorganismos se pueden resumir asi:

v Amplia distribucién y plasticidad ecoldgica relacionada con su capacidad de
producir un amplio rango de enzimas liticas para degradar sustratos (Harman
et al. 2004).

v" Versatil metabolismo y una alta resistencia a los inhibidores microbianos
(Akansha-Singh et al. 2018).

v' Alta capacidad para estimular el crecimiento y desarrollo de las plantas, asi
como para combatir una amplia gama de fitopatdogenos (Btaszczyk et al. 2014;
Waghunde et al. 2016; Stewart y Hill, 2014).

v"Inducen la resistencia sistémica de la planta contra patdgenos de raiz y foliares,
incluidas bacterias, hongos y Oomycetes (Harman et al. 2004; Shoresh et al.
2010; Olmedo et al. 2014).

v' Gran habilidad de colonizacién y asociacién con micorrizas, aumentando de
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manera significativa la rizosfera del suelo, permitiéndole a las plantas una mayor
capacidad de extraccion de nutrientes con un alto grado de asimilacion (Valdés,
2014; Ghorbanpour et al. 2017).

v' Las cepas de Trichoderma spp. son tipicamente aplicadas como biopesticidas,
bioprotectantes, bioestimulantes y biofertilizantes sobre una amplia variedad de
plantas, gracias a que los propagulos de estos hongos pueden ser producidos
en grandes cantidades y muy baratamente, con altas concentraciones y en
formulaciones estado liquido (agua o aceite) y en seco (granularmente o con
poder disolvente) y ademas pueden ser almacenadas durante meses sin perder
sus efectos benéficos sobre los cultivos (Woo et al. 2006; Harman y Kubicek,
1998; Rao et al. 1998; Romero et al. 2014).

1.3.5 Mecanismos de acciéon de Trichoderma spp. sobre las plantas.

Harman (2006), hace una importante resefia sobre los mecanismos usados por las
especies de este género y denota que la antibiosis, el micoparasitismo y la
competencia por recursos (alimento y espacio) ademas de la promocion de
resistencia sistémica y localizada en las plantas, constituyen los mecanismos de
accion mas importantes de las especies de Trichoderma.

1.3.5.1 Mecanismos de accion contra los patdgenos. Segun una reciente
revision realizada por Akansha-Singh et al. (2018), Trichoderma promueve la
interaccion antagonista con los patégenos por medio de los siguientes modos de
accion:

Micoparasitismo: este es uno de los principales mecanismos en la actividad
antagonica de estos hongos y envuelven el ataque directo de una especie de hongo
sobre otra. Los eventos que ocurren en la interaccion fitopatogenos - antagonista
son complejos y se resumen en los siguientes: crecimiento quimiotrofico de
Trichoderma (exudados del patégeno atraen a Trichoderma spp.), reconocimiento
del patégeno, formacidn de apresorios, secrecion de enzimas hidroliticas,
penetracion de las hifas (una vez se ha reconocido al patdgeno lo envuelve y se
adhiere a las hifas cubriéndolo totalmente) y lisis del patdogeno. Este complejo
proceso incluye eventos secuenciales, envolviendo el ciclo de formacién de
apresorios el cual contiene grandes cantidades de solutos osmaéticos como el
Glicerol e induce la penetracion y ataque sobre la maquinaria celular via produccién
de enzimas fungitéxicas degradadoras de pared celular (quitinasas, glucanasas y
proteasas, entre otras). En los sitios de formacién de los apresorios, pueden
producirse hoyos que (Harman, 2004; Michel-Aceves et al. 2005).

Segun Daguerre et al., (2014), existen entre 20 y 30 genes, proteinas y otros
metabolitos envueltos directamente en esta interaccion y experimentos gen-gen en
el futuro ayudaran consecuentemente a entender las bases de esta interaccion
(Akansha-Singh et al. 2018; Kumar, 2013).
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Antibiosis: es el fendmeno mediante el cual un hongo antagonista inhibe o destruye
a un organismo a través de la produccion metabdlica de pequefias moléculas
toxicas, volatiles y de enzimas liticas las cuales disuelven o dafian polimeros
estructurales, como quitina y B-1-3-glucanos, de la pared celular en la mayoria de
los hongos fitopatégenos, produciendo un efecto adverso sobre su desarrollo y
diferenciaciéon. Entre mayor sea la cantidad de productos metabdlicos, el poder
antagonico se incrementa (Pezet et al. 1999; Michel-Aceves et al. 2005).

Trichoderma spp. puede producir una multitud de compuestos con propiedades
antagodnicas incluyendo la degradacién celular con enzimas como pectinasas,
lipasas, amilasas, arabinasa, y proteasas, también, metabolitos volatiles y
antiboticos como gliovirina, gliotoxina, viridina, herzianolidos, pyrones, peptaiboles,
etileno y aldehido férmico (Howell, 2003; Harman et al. 2004; Hermosa et al. 2014;
Strakowska et al. 2014; Ghorbanpour et al. 2017). En general, se ha encontrado que
toda esa cantidad de metabolitos secundarios, enzimas y compuestos volatiles
involucrados en el proceso de antibiosis, tienen efecto sobre la apoptosis 0 muerte
celular programada, prevencion de la germinacion de esporas de hongos, y
actividad antagonica o biocontroladora de fitopatogenos de diversos géneros
(Akansha-Singh et al. 2018).

Competencia por recursos en la rizosfera: segun Howell (2003), la competencia
en la rizosfera es importante porque un agente biocontrolador no podra competir por
espacio y nutrientes si este es incapaz de crecer en esta rizosfera. Las cepas de
Trichoderma crecen comodamente con el desarrollo del sistema radicular de plantas
tratadas siendo agregada al suelo o aplicada como tratamiento en la semilla ya que
los exudados radiculares son ricos en fuentes de nutrientes como azulcar,
aminoacidos, hierro, vitamina o acidos organicos. La razén mas comun de la muerte
de microorganismos creciendo en la vecindad de cepas de Trichoderma es la
carencia de nutrientes en la rizosfera colonizada (Akansha-Singh et al. 2018).

1.3.5.2 Mecanismos involucrados en la promocion de crecimiento vegetal.
La promocion del crecimiento por Trichoderma ha sido observada en un gran
namero de cultivos y esta ligada con cambios morfolégicos y fisiolégicos de las
etapas vegetativas, incremento en el porcentaje de germinacion y vigor de semillas,
induccién de resistencia a estrés abidtico y bibtico, incremento en la solubilizacion,
absorcion y translocacion de nutrientes, incremento del desarrollo radicular y en la
tasa de metabolismo de carbohidratos, fotosintesis y mecanismos de defensa
(Harman, 2000; Harman, 2006; Harman et al. 2004; Stewart y Hill, 2014; Akansha-
Singh et al. 2018). Otros mecanismos pueden agruparse asi:

Actividad endofitica y competencia en la rizosfera: alta capacidad de colonizar
y competir en la zona rizosférica (Ahmad y Baker, 1988).
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Solubilizacion mineral e incremento de la translocacion de nutrientes: Los
mecanismos de esta promocion de crecimiento, se asociaron a un incremento en la
translocacién de minerales y amonio por las raices de plantas de maiz (Harman y
Bjorkman, 2005).

Resistencia inducida contra estrés bidtico: las plantas presentan un sistema
iInmune que es capaz de detectar modificaciones en el ambiente y de crear una
respuesta al estimulo la cual es mediada por proteinas de patrones moleculares
asociadas con microbios (Microbe-Associated Molecular Patterns, MAMPS por sus
siglas en inglés). Las hifas de Trichoderma spp. poseen la capacidad de liberar
proteinas de este tipo, remodelan el sistema inmune vegetal y son reconocidas
como un no-patdégeno (Zamioudis y Pieterse, 2012).

1.3.6 Estudios sobre cepas de Trichoderma en el cultivo de Berenjena. La
capacidad biocontroladora de Trichoderma spp. al igual que la de actuar como
promotor de crecimiento vegetal sobre el cultivo de Berenjena ha sido ya
demostrada en estudios previos y esta asociada al control directo de uno o0 mas
patogenos (Stewart y Hill, 2014) y ademas a otros factores como se vera a
continuacion:

Lewis y Larkin (1996), determinaron que formulaciones granulares de Gliocladium
virens y Trichoderma spp. fueron efectivas para reducir significativamente el
Damping-off en Berenjena causado por Rhizoctonia solani. Rao et al. (1998), bajo
condiciones de campo, encontraron que las formulaciones de T. harzianum fueron
efectivas para producir plantulas mas vigorosas bajo el ataque del nematodo
agallador Meloidogyne incognita, e incrementaron la colonizacién de raices y el
parasitismo de hembras de M. incognita por T. harzianum. En un trabajo llevado a
cabo bajo condiciones In vitro por Narisawa et al., (2002), se encontré que las
plantulas inoculadas con Trichoderma spp. y otros 7 aislados fungicos no mostraron
sintomas de marchitez por Verticilium. También anotan que tampoco se
presentaron sintomas internos como decoloracién vascular de raices o hipocotilos.

En investigaciones mas recientes, bajo condiciones In vitro e In vivo se determind
el potencial de aislados seleccionados de Trichoderma: T. harzianum, T. koningii,
T. viride contra el patdgeno Fusarium solani f. sp. melongenae. Todas las cepas
mostraron un buen efecto inhibitorio del crecimiento del micelio del patdégeno en los
cultivos duales, aunque esa efectividad fue diferente entre las mismas cepas
evaluadas. La inhibicion de Fusarium oxysporum por Trichoderma se asocio a la
secrecion de enzimas degradadoras de pared celular tales como quitinasa p-1,3-
glucanasa, las cuales ayudan a la colonizacion y el micoparasitismo sobre el
patégeno, también se puede asociar a la produccién de metabolitos secundarios
tales como glioviridinas, viridinas y gliotoxinas (Abdel-Monaim et al. 2014; Bhadra
et al. 2016). Por otra parte, Siddique et al. (2018), mostraron que Trichoderma
harzianum mostro efectividad contra Sclerotium rolfsii agente causal del
volcamiento y pudricién de la raiz de la Berenjena bajo condiciones In vivo.
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Abdel-Monaim et al. (2014), evaluaron cinco cepas de Trichoderma sobre
parametros de crecimiento y componentes de rendimiento de berenjena, se
comprobd que todas las cepas incrementaron significativamente los pardmetros
evaluados. T. viride resulté ser el tratamiento mas efectivo con un incremento de la
altura de planta promedio y en el nimero de ramas por planta con respecto al control
en diferentes épocas de siembra.

1.3.7 Antagonismo de Trichoderma sobre Sclerotium rolfsii como agente
causal de la marchitez de la Berenjena. El fitopatégeno Sclerotioum rolfsii Sacc.
causa enfermedades en los tallos y las raices de una gran variedad de cultivos y
son responsables del volcamiento de plantulas de semillero y pudriciones en etapas
de pre y post-emergencia (Adams, 1990; Goldman et al., 1994). Las especies de
Sclerotium presentan estructuras de resistencia estan constituidas por esclerocios
gue pueden permanecer viables en el suelo hasta 10 afios y pueden escapar con
facilidad de la accion de los fungicidas de origen sintético (Adams, 1990. Citado por
Hoyos-Carvajal et al. 2008). El control con fungicidas de origen sintético se hace
dificil debido a que se han de atacar los esclerocios remanentes en el suelo y se
debe mantener la accion toxica en el tiempo (Hoyos-Carvajal et al. 2008).

Sclerotium rolfsii (teleomorfo: Athelia rolfsii) y otras siete especies de Sclerotium
(que de acuerdo a Harlton et al., (1995) y Xu et al., (2010), apoyados en mapas de
restriccion y andlisis filogenético, pueden designarse como variedades
subespecificas de S. rolfsii), atacan principalmente los tallos del huésped, los
primeros signos de infeccidn, son lesiones de color marrén oscuro en el tallo en o
justo debajo del nivel del suelo; el amarillamiento progresivo y la marchitez de las
hojas. Después de esto, el hongo produce abundante micelio blanco y esponjoso
en los tejidos infectados y en el suelo. Los esclerocios de tamafio relativamente
uniforme se producen en el micelio: redondeados y blancos cuando son inmaduros
y luego se vuelven de color marron oscuro a negro (Mullen, 2001).

El hongo ocasionalmente produce basiodiosporas (la etapa sexual de la
reproduccién) en los margenes de las lesiones y en condiciones humedas, aunque
esta forma no es comun, las plantulas son muy susceptibles y mueren rapidamente
una vez que se infectan. Las plantas mas viejas que han formado tejido lefioso son
gradualmente rodeadas por lesiones y finalmente mueren, los tejidos invadidos son
de color marrén palido y suave, pero no acuosos (Mullen, 2001). Gato et al., (2014)
indican que el enrollamiento, fragmentacion y penetracion de las hifas del patégeno
son las respuestas durante la interaccién del hongo con su antagonista en cultivos
duales. Mukherjee et al., (2014), menciona gue hongos de este género, son dificiles
de controlar debido a su rapida esporulacion y facil dispersion en campo. Sin
embargo, su control puede ser llevado a cabo con cepas de Trichoderma que
posean una alta capacidad de producir conidias en condiciones bioticas o abidticas
adversas.
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En un reciente estudio llevado a cabo por Siddique et al. (2018), aplicando la cepa
T. harzianum para el control de la pudricién en Berenjena en condiciones de campo
se encontrd que el tratamiento tuvo efectividad sobre el control de la enfermedad,
con porcentajes incidencia y severidad de 38.43% y 3.60% respectivamente, con
respecto al control (sin aplicacién de quimicos ni bio-agentes) para los mismos
parametros 62.50% y 6.36% respectivamente.

Hoyos-Carvajal et al. (2008), evaluaron la eficacia biol6gica de ocho aislamientos
de Trichoderma spp. provenientes de suelos de Colombia para el control de los
agentes causales de volcamiento, Sclerotium rolfsii y Rhizoctonia solani, bajo
condiciones in vitro y de invernadero. Los analisis in vitro mostraron la capacidad
antagdénica de todos los aislamientos evaluados. Pero en condiciones de
invernadero, solo cuatro aislamientos fueron altamente eficaces contra S. rolfsii en
plantas de frijol en semillero (>90% de reduccion de la enfermedad).

Los mismos autores concluyen que el comportamiento micoparasitico de los
aislamientos de Trichoderma spp. varia segun el hongo fitopatdégeno, evidenciando
una amplia especificidad del antagonista por su sustrato, es decir por el hongo
atacado; por lo tanto, es necesario realizar cuidadosas selecciones del aislamiento
de Trichoderma que se utilice en programas de control de fitopatégenos. En
estudios respecto al mecanismo de accion de Trichoderma sobre Rhizoctonia spp.
y Sclerotium spp. se ha encontrado que la interaccion inicial entre antagonista y
fitopatdgeno obedece a la accidn de lectinas durante el proceso de reconocimiento
y posteriormente se inicia la liberacion al medio de diversas enzimas con actividad
quitinolitica, glucanolitica, celulolitica y proteolitica) que tienen como finalidad
degradar las estructuras del hongo fitopatdogeno y después nutrirse de los productos
resultantes de la actividad enzimatica (Goldman et al. 1994; El-Katatny et al., 2001.
Citados por Hoyos-Carvajal et al. 2008).

1.3.8 Estudios de caracterizacion molecular de cepas de Trichoderma. En
general, las especies de Trichoderma han sido caracterizadas por su rapido
crecimiento y morfologia. Desde afos recientes, la caracterizacion molecular se ha
convertido en una herramienta precisa y sofisticada para multiples propdsitos
cuando se trabaja con aislamientos de este género.

Segun Sharma y Salwal (2018), los marcadores moleculares tienen un papel vital a
la hora de resolver las posiciones taxondmicas y filogenéticas de especies de
Trichoderma y sus teleomorfos cuando la caracterizacion morfolégica es suficiente
para hacer una identificacién de los aislamientos. Se sabe que los miembros del
género  Trichoderma/Hypocrea son clasificados usando primeramente
reconocimiento morfolégico que a su vez se limita si no se conoce la biologia de la
cepa o al grupo fangico preciso al que pertenece. La Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR por sus siglas en inglés) especifica de las regiones ITS1 e ITS2 y
del factor de elongacién, asi como la secuenciacién de estas para su comparacion
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con las secuencias depositadas en GenBank TrichoBlast y en otras bases de datos,
facilitan la identificacion del aislamiento (Martinez et al. 2015).

Los estudios comparativos basados en el fenotipo e informacion del DNA pueden
ayudar a delinear el estado asexual/sexual del ciclo de vida e Trichoderma/
Hypocrea, ademas pueden ayudar a determinar la diversidad genética entre cepas,
facilitar el andlisis comparativo del transcriptoma, detectar cambios durante la
interaccién del hongo con una especie vegetal, encontrar relaciones filogenéticas
entre especies y/o separar las especies de Trichoderma por grupos, e incluso
encontrar diferencias dentro de aislamientos de una misma especie (Hoyos-Carvajal
et al. 2008; Mukherjee et al. 2014; Sharma y Salwal, 2018). Por ejemplo, las
secuencias simples repetidas (Single Sequencies Repeat, SSRs por sus siglas en
inglés) también conocidos como microsatelites son una poderosa herramienta en
estudios de genética y taxonomia de poblaciones. Geistlinger et al., (2015)
desarrollaron marcadores SSR para Trichoderma y asi determinaron su diversidad
genética.

La informacion obtenida de las secuencias génicas de cepas de Trichoderma, ofrece
un mejor entendimiento del micoparasitismo o de la expresion génica envuelta
detras de la capacidad biocontroladora de estas especies. Ademas, el conocimiento
adquirido a través de la caracterizacion molecular de aislamientos refuerza el
desarrollo de cepas mejoradas, mas eficientes y ambientalmente favorables para la
proteccion de las plantas (Mukherjee et al. 2014).

Con el fin de conocer qué rango de especies o tipos de aislamientos de Trichoderma
son antagonicos sobre un organismo en particular y garantizar la calidad en
posteriores formulaciones es necesario llevar a cabo pruebas para la identificacion
del hongo de interés. Con tal finalidad se han utilizado marcadores multisitio que
ofrecen informacién de la especie y permiten hacer un monitoreo a nivel
infragenérico (o infraespecifico); tales marcadores incluyen DS-PCR (reaccion en
cadena de la polimerasa, PCR, de doble estringencia) (Lubeck et al.,1999) y UP-
PCR (PCR con iniciadores universales) (Matioli y Brito, 1995). Tanto los marcadores
UP-PCR como los DS-PCR son similares a los RAPD (amplificacion al azar de
fragmentos polimorficos) ya que sin previo conocimiento de la secuencia a amplificar
se generan multiples bandas.

No obstante, la UP-PCR y la DS-PCR utilizan temperaturas de alineamiento
relativamente altas (> 53 °C), caracteristicas que les confieren alta reproducibilidad
en los patrones de bandas generados (Hoyos-Carvajal et al. 2008)

Algunas especies del género Trichoderma se han caracterizado con el uso de
marcadores moleculares para determinar la diversidad genética, se destacan los
estudios de: RFLP (del inglés Restriction Fragment Length Polymorphism)
(marcador codominante) por Ali et al., (2009), RAPD (del inglés Random Amplified
Polymorphic DNA), por Kumar et al., (2011), SSR (del inglés Single Sequencies
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Repeat), por Geistlinger et al. (2015) y AFLP (del inglés Amplified Fragments Length
Polymorphism) por Buhariwalla et al., (2005).

En general, la caracterizaciéon molecular en especies de Trichoderma, por medio del
uso de diferentes herramientas biotecnolégicas, se ha realizado con el fin de
diferenciar aislamientos por su actividad antagénica o biocontroladora, agrupar
cepas taxonémicamente y descubrir relaciones filogenéticas entre distintas
accesiones (Hoyos-Carvajal et al. 2008; Sharma et al 2009; Kumar et al. 2012;
Kannangara et al. 2016; Khedarani y Sinha, 2018).
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1.4 OBJETIVOS

1.4.1 Objetivo general

Contribuir con el manejo fitosanitario de la marchitez vascular Sclerotium sp. con
aislados de Trichoderma spp., provenientes de suelos agricolas de Monteria
(Coérdoba, Colombia), que tengan capacidad promotora de crecimiento.

1.4.2 Objetivos especificos

e Determinar la presencia de cepas de Trichoderma spp. en suelos de cultivos
comerciales de berenjena, en la zona productora de berenjena del
departamento de Cérdoba.

e Caracterizar macroscopica y molecularmente aislamientos de Trichoderma
sSpp., presentes en muestras de suelo provenientes de cultivos de berenjena.

e Evaluar el potencial biocontrolador In-vitro de Trichoderma spp. contra
Sclerotium sp. y la capacidad promotora de crecimiento de cepas nativas de
Trichoderma spp. en plantulas de berenjena en casa malla.
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CAPITULO I

TOMA DE MUESTRA' Y AISLAMIENTO DE CEPAS
DE Trichoderma spp. DE SUELOS CULTIVADOS
CON BERENJENA EN CORDOBA

ISOLATION OF Trichoderma spp. STRAINS FROM
SOILS CULTIVATED WITH EGGPLANT IN
CORDOBA

40



RESUMEN

Trichoderma spp. es una especie de hongo cosmopolita que habita en la rizosfera
del suelo, cuenta con un alto potencial biocontrolador en programas de manejo
integrado de plagas y enfermedades. En este capitulo se presentan los resultados
de las diferentes cepas de Trichoderma spp. aisladas de la rizosfera de plantas de
Berenjena, establecidas en lotes destinados para la produccion comercial en
Cérdoba. Se priorizaron 14 campos productivos de berenjena distribuidos en los
municipios de Cereté, San Pelayo y Monteria; en cada lote se tomaron dos muestras
de suelo rizosférico a 0,30 m de distancia del tallo de la planta y de 0 a 0,2 m de
profundidad, las cuales se homogeneizaron para formar una muestra compuesta de
cada lote. El aislamiento de las cepas de Trichoderma spp, se realiz6 usando la
técnica de dilucion serial de 103, consistente en la reduccion progresiva, paso a
paso, de la concentracion de suelo rizosférico en agua destilada. Las poblaciones
del hongo fueron determinadas por su forma y color con base a claves pictéricas.
Cada cepa fue purificada en el medio Papa Dextrosa Agar (PDA) y caracterizada
morfométrica y molecularmente. Se aislaron 10 cepas: seis en Cereté, dos en
Tierralta y San Pelayo, respectivamente. En el municipio de Monteria, no se
encontrd el hongo. Esto permite inferir que, en la zona productora de berenjena del
departamento de Cordoba, existen diversidad de Trichoderma spp. adaptadas a los
suelos de lotes comerciales de berenjena. que pueden tener propiedades
biocontroladoras y/o promotoras de crecimiento de esta hortaliza.

Palabras claves: Microorganismos nativos, aislado, rizosfera, medio selectivo.
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ABSTRACT

Trichoderma spp. Itis a species of cosmopolitan fungus that lives in the rhizosphere
of the sail, it has a high biocontroller potential in integrated pest and disease
management programs. The objective of this chapter was to isolate strains of
Trichoderma spp. of the rhizosphere of Eggplant plants, established in lots destined
for commercial production in Cérdoba. 14 productive aubergine fields distributed in
the municipalities of Cereté, San Pelayo and Monteria were prioritized; In each
batch, two rhizospheric soil samples were taken at 0.30 m distance from the plant
stem, which were homogenized and processed for the extraction and identification
of Trichoderma spp. The populations of the fungus were determined by their shape
and color based on pictorial keys. At least 10 strains were isolated in three of the
four municipalities studied, in Cereté the highest number of strains was found (6),
followed by Tierralta (2) and San Pelayo (2). The absence of strains of Trichoderma
spp. In the lots sampled in Monteria, it could be associated with the time and method
of sampling, methods of processing the samples in the laboratory, and time spent in
the process from the extraction of the sample in the field. The isolates of Trichoderma
spp. found in this chapter are essential for later studies of similarity and identification
of native species, likewise, in the selection of the best biocontroller strains of
Sclerotium spp. and growth promoters.

Key words: Native microorganisms, isolated, rhizosphere, selective medium.
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2.1 INTRODUCCION

En Colombia, al igual que otros paises, ha aumentado el interés por el uso de
especies con potencial biocontrolador para programas de manejo integrado de
plagas y enfermedades (Zambrano-Moreno et al. 2015). No obstante, los estudios
sobre aislamientos de cepas nativas de este hongo, son escasos (Melo et al. 2015;
Smith et al. 2013; Hoyos-Carvajal y Bisset, 2012; Hoyos-Carvajal et al. 2008).

Las cepas de Trichoderma spp. se pueden aislar teéricamente de casi todos los
tipos de campos agricolas. Las especies comunmente aisladas de los suelos son
en su mayoria especies oportunistas conocidas en todo el mundo (Atanasova,
2014). Generalmente la mayoria de estas especies presentan gran variabilidad
genética, lo que les confiere caracteristicas morfométricas divergentes y
dependientes de la zona geografica de donde se aislan (Kredics et al. 2014; Smith
et al. 2013; Hoyos-Carvajal et al. 2009). Este hongo es un componente ubicuo y a
menudo predominante de la micoflora en el suelo, material descompuesto, la
materia organica y el ecosistema rizosférico de todas las zonas climaticas como
saprofitos. Estas caracteristicas, ademas de su facilidad para ser aisladas y
cultivadas, a su crecimiento rapido en un gran numero de sustratos y a que no
atacan a plantas superiores, han dotado de notable éxito a las formulaciones y
biopreparados que de ellas se derivan (Valdeés, 2014).

En el departamento de Cordoba, son pocos los reportes sobre el uso de cepas
nativas de Trichoderma en el control biolégico de fitopatdgenos y su uso como
estimuladores de crecimiento de plantas. Es por ello que el objetivo del presente
capitulo fue determinar la presencia de cepas de Trichoderma spp. de la rizosfera
de plantas de Berenjena, establecidas en lotes comerciales en la zona productora
de esta hortaliza.
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2.2 METODOLOGIA

2.2.1 Localizacion y época de evaluacién. Este estudio consté de una parte de
campo y una de laboratorio. Las labores en campo se realizaron en lotes con
produccién de berenjena del departamento de Cérdoba, en los municipios de
Monteria (8°44'52.73" latitud N y 75°52'53.15" longitud O), Cereté (8° 52' 59" latitud
N, 75° 46' 59" longitud O), San Pelayo (8° 52' 59" latitud N, 76° 4’ 1" longitud O) y
Tierralta (8° 58’ 1" latitud N, 75° 51" 0" longitud O).

La fase de laboratorio se efectué en el area experimental de la Universidad de
Cdrdoba (municipio de Monteria), ubicada a los 8° 48" latitud N y 75°52" longitud O
con una elevacion de 15 m.s.n.m. El area de entorno de la zona presenta una
precipitacion media anual de 1200 mm, temperatura promedio de 28°C, brillo solar
de 1800 horas luz/afio y una humedad relativa del 84% (Palencia et al. 2006).

2.2.2. Toma de muestras en campo. El muestreo se realiz6 en la zona productora
de berenjena de los municipios de Monteria, Cerete, San Pelayo y Tierralta. En cada
lote se tomaron 5 submuestras de suelo de aproximadamente 500 gramos cada
una, siguiendo la metodologia descrita por Martyniuk y Martyniuk (2003) y Tejera et
al. (2005). Las muestras se tomaron a 0,30 m de distancia del tallo de la planta y a
una profundidad de 0.20 m, usando un barreno de 2,5 cm de diametro y 0,3 m de
largo. Las submuestras de suelos fueron mezcladas para constituir una muestra por
cada lote. Adicionalmente, se tomaron muestras de plantas con sintomas de
marchitez y signos de Sclerotium spp. Ambas muestras fueron empacadas,
refrigeradas y posteriormente procesadas en el laboratorio de Fitopatologia adscrito
a la Facultad de Ciencias Agricolas de la Universidad de Cérdoba.

2.2.3. Analisis de suelos y georreferenciacion. 14 lotes de cultivos comerciales
de berenjena en el departamento de Cérdoba fueron georreferenciados con el uso
del equipo GPS garminly neto. Todas las muestras recolectadas en campo fueron
empacadas y posteriormente analizadas en el area de Fisica de Suelos del
Laboratorio de Suelos y Aguas de la Universidad de Cérdoba donde se realizaron
analisis granulométricos de las mismas por el método de Bouyoucos/Hidrometro
con el fin de definir las clases texturales de cada lote muestreado (IGAC, 2006).

2.2.4. Procesamiento de muestras. Las muestras de suelo se procesaron
utilizando la metodologia de dilucién en serie de 103. Para ello, se pesaron 100 g de
suelo y se disolvieron en 100 ml de agua hasta quedar homogenizados.
Posteriormente con una micropipeta se tomaron 1000 pl de solucién y se pasaron a
tubos de ensayos con agua estéril destilada a una medida de 10 ml, teniendo en
cuenta la técnica descrita por Nelson et al. (1983).

2.2.5. Obtencién de aislamientos y purificacién de los hongos. Los aislamientos
de Sclerotium spp., se obtuvieron de plantas afectadas en campo, de las cuales se
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tomaron raices y la parte del tallo con sintomas. Se cortaron fragmentos del tejido
afectado, de 0,5 a 1 cm de longitud y 0,5 de ancho, aproximadamente. Estos fueron
lavados con agua de grifo durante 2 minutos. Posteriormente, fueron colocados en
una solucién de agua e hipoclorito de sodio al 3%, en agitacion durante 3 minutos.
Las muestras fueron secadas en papel absorbente a temperatura ambiente y
transferidos a medio Papa Dextrosa Agar (PDA). Fracciones del medio con
crecimiento puro del hongo, fueron pasados a medio PDA, hasta obtener
crecimientos puros del hongo.

2.2.6. Identificaciébn de los aislamientos. A continuacion, las especies de
Trichoderma se identificaron mediante observaciones microscépicas utilizando las
descripciones de Bisset (1991) y las claves de identificacion de Barnett y Hunter
(1972) considerando caracteristicas como la textura del micelio, formacién de anillos
concéntricos y pigmentacion de conidias.
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2.3 RESULTADOS Y DISCUSION

2.3.1 Aislamiento de cepas nativas de Trichoderma spp. El nimero de cepas
aisladas de los suelos cultivados con Berenjena se aprecia en la Tabla 2.2. El
municipio con mayor nimero de cepas asiladas fue el de Cereté (6), mientras que
los suelos muestreados en los municipios de Tierralta y San Pelayo se encontraron
dos cepas en cada uno de estos. Para el caso del municipio de Monteria, no se
encontraron aislamientos.

La presencia de estas cepas en los municipios muestreados, sugiere la posibilidad
de encontrar organismos antagonistas de hongos fitopatogenos asociados a los
cultivos de Berenjena de estas zonas, y una actividad simbiética entre el cultivo y
los hongos de importancia relativa, puesto que ya se ha demostrado que las
especies de Trichoderma pueden formar asociaciones intimas con las raices de las
plantas, proporcionando un nivel endémico de control biolégico o estimulando el
crecimiento de las plantas mediante la produccién de formas solubles de nutrientes
minerales y metabolitos promotores del crecimiento (Hoyos-Carvajal et al. 2009;
Smith et al., 2013). La presencia de este tipo de hongos en zonas con diferencias
agroclimaticas claras, obedecen a que este es un hongo cosmopolita del suelo que
interactia mucho con el sistema radicular, posee alta diversidad metabdlica y
caracteristicas metabdlicas parcialmente Unicas, que pueden explicar su amplia
distribucion en diferentes habitats (Samaniego-Fernandez et al., 2018; Kredics et
al., 2014b).

La ausencia de cepas de Trichoderma spp. en los suelos de Monteria, puede estar
asociada a condiciones edafolégicas o de manejo del cultivo, que han impedido la
adaptacion del hongo. Adicionalmente, factores como el tiempo transcurrido a entre
la toma de la muestra y el procesamiento de esta, pudo afectar la presencia de este
(Hoyos-Carvajal et al. 2009; Kumar et al., 2017; Sharma et al., 2019).

Los suelos de los sistemas de cultivos muestreados en el municipio de Cereté
presentaron en su mayoria, texturas de tipo y Franco Arcillo Limosa (FArL) y Franco
Arcillosa (FAr). Por su parte, las cepas aisladas en Tierralta provienen de suelos
con textura Arcillo Limosa (ArL) y en San Pelayo, la predominancia granulométrica
del suelo fue Franco Arcillosa (Far). La presencia de cepas de Trichoderma en
suelos de diferente textura ya ha sido reportada en diversos estudios de
aislamientos (Sariah et al., 2005; Hagn et al., 2007; Okoth et al., 2009; Amir-Ahmadi
et al., 2017), en ellos, se ha intentado explicar las diferencias propias de los
componentes del suelo y su efecto sobre la distribucion geografica, la capacidad
antagodnica en el control de fitopatogenos y la capacidad promotora de crecimiento
de dichas cepas.
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Tabla 2.1. Aislamientos y procedencias de cepas de Trichoderma spp. aisladas de

cultivos de Berenjena en Cérdoba, Colombia.

Cepa e Procedencia  Textura Coordenadas
Identificacion S fg
N° (Municipio)  delsuelo  oxn oL oAr geograficas
1 T002 FAr 21,2 40,7 38,1
2 TOO3 FArL 179 44,0 38,1
3 T004 Cereté FArL 195 492 31,3 8° 52' 59" latitud N
4 TOO5 Ar 17,7 39,2 43,1 75°46'59" longitud O
5 TOO8 Far 25,1 40,1 37,3
6 TOO010 Far 26,2 374 364
7 TOO1 ArL 11,2 40,8 40,8 8° 58' 1" latitud N
Tierralta
8 TOO7 ArL 10,1 39,8 40,1 75°51'0"longitud O
9 TO06 Ar 145 35,7 49,7 8° 52' 59" latitud N
San Pelayo
10 TO09 ArL 79 40,7 514 76°4' 1" longitud O
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2.4 CONCLUSIONES

En la zona productora de berenjena del departamento de Coérdoba, se encuentran
cepas de Trichoderma, adaptadas a las condiciones edafoldgicas y al manejo
agronémico del cultivo.
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CAPITULO Il

CARACTERIZACION MORFOMETRICA Y MOLECULAR
DE AISLAMIENTOS DE Trichoderma spp.

MORPHOMETRIC AND MOLECULAR
CHARACTERIZATION OF Trichoderma spp. STRAINS
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RESUMEN

El objetivo del estudio fue caracterizar morfolégica, morfométrica y molecularmente
aislamientos de Trichoderma spp., presentes en muestras de suelo provenientes de
cultivos de berenjena. A partir de 10 cepas aisladas de lotes productores en Cereté.
San Pelayo y Tierralta, se realizdé un analisis morfol6gico mediante observaciones
microscoépicas utilizando las claves de identificacion de Barnett y Hunter (1972) y
las descripciones de Bisset (1991); también se midié el diametro medio de
crecimiento (cm) dentro de discos de Petri a las 24, 48, 72 y 96 horas de sembrado
en medio PDA. Posteriormente se realizé la extraccién de ADN (kit de purificaciéon
de ADN gendémico Wizard®), amplificacion del genoma mediante el kit PCR Master
Mix (2X) (Thermo Scientific) y los primers ITS4: 5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3'
y ITS3: 5-GCATCGATGAAGAACGCAGC-3', visualizacion y determinacion de
tamano de la amplificacion mediante electroforesis, determinacién de la especie por
medio de la secuenciacion del DNA y posterior lectura con el software 4Peks cada
secuencia se introdujo en la base de datos publica GenBank del NCBI y se
compararon con otras secuencias depositadas. El color de las colonias vario de
blanco verdoso a verde oscuro. Morfolégicamente, la formaciéon de anillos
concéntricos dentro del medio de crecimiento también se adopté como parametro
de caracterizacion entre las cepas. El diametro medio de la colonia alcanzo los 9
cm a las 96 horas después de la siembra en camara hiumeda. La caracterizacion
molecular permitio clasificar eficientemente los 10 aislados; TO01 corresponde a la
especie Trichoderma lixii (99% de similaridad), T002, TO03, T0O04, TO06 y T0O09
corresponden a Trichoderma sp., TOO5 corresponde a Trichoderma virens (98% de
similaridad), TOO7 y TO08 corresponden a Trichoderma asperellum (97% y 98% de
similaridad respectivamente). Se logro evidenciar similitudes genéticas en las cepas
de Trichoderma encontradas en el departamento de Cordoba, con cepas halladas
en Paises bajos, Alemania y China, reflejando de esta manera una alta diversidad
genética.

Palabras clave: Amplificacion de genes, secuenciacion de nucleotidos, ADN,
clasificacion, caracterizacion.
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ABSTRACT

The objective of the study was to characterize morphologically, morphometrically
and molecularly isolates of Trichoderma spp., Present in soil samples from eggplant
crops. From 10 strains isolated from producing lots in Cereté. San Pelayo and
Tierralta, a morphological analysis was carried out through microscopic observations
using the identification keys of Barnett and Hunter (1972) and the descriptions of
Bisset (1991); The mean growth diameter (cm) was also measured within Petri
dishes at 24, 48, 72 and 96 hours of seeding in PDA medium. Subsequently, DNA
extraction (Wizard® genomic DNA purification kit), genome amplification using the
PCR Master Mix (2X) kit (Thermo Scientific) and the ITS4: 5'-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3 'and ITS3: 5 primers were performed. ' -
GCATCGATGAAGAACGCAGC-3 ', visualization and size determination of the
amplification by electrophoresis, determination of the species by means of DNA
sequencing and subsequent reading with the 4Peks software, each sequence was
entered in the GenBank public database of the NCBI and they were compared with
other deposited sequences. The color of the colonies ranged from greenish white to
dark green. Morphologically, the formation of concentric rings within the growth
medium was also adopted as a characterization parameter between the strains. The
mean diameter of the colony reached 9 cm at 96 hours after sowing in a humid
chamber. The molecular characterization allowed to efficiently classify the 10
isolates; TOO1 corresponds to the Trichoderma lixii species (99% similarity), T002,
T0O03, TO04, TOO6 and TOO9 correspond to Trichoderma sp., TOO5 corresponds to
Trichoderma virens (98% similarity), TOO7 and TOO8 correspond to Trichoderma
asperellum (97% and 98% similarity respectively). It was possible to show genetic
similarities in the Trichoderma strains found in the department of Cérdoba, with
strains found in the Netherlands, Germany and China, thus reflecting a high genetic
diversity.

Key words: Gene amplification, nucleotide sequencing, DNA, classification,
characterization.
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3.1 INTRODUCCION

En la actualidad, aun se utilizan aspectos morfoldgicos para la ubicacion taxonémica
de las especies, pero estos resultan insuficientes y se recurre al uso de otras
técnicas como son los estudios fisiol6gicos, de compatibilidad vegetativa y de
herramientas moleculares, los cuales contribuyen a la identificacion especifica y
certera (Martinez et al., 2015).

Trichoderma spp. es un hongo cosmopolita comin en diferentes biotopos y muestra
diferentes interacciones con los componentes del ecosistema en donde habita
(Mokhtari et al., 2017). Mdltiples perfiles antagdnicos contra patdgenos del suelo de
diferentes cepas de este género fungico ya han sido detallados por varios autores
en todo el mundo (Hirpara et al., 2017; Filizola et al., 2019; Hewedy et al., 2020), no
limitado a este modo de accién, el incremento de la resistencia sistémica a factores
bidticos y abidticos en las plantas, asi como la promocién del crecimiento vegetal
en su huésped, también han sido las principales razones que han invocado al uso
generalizado de Trichoderma en la agricultura y mas adn, en aquella con enfoque
orgéanico (Bisen et al., 2016; Hidangmayu y Dwivedi, 2018).

Los métodos tradicionales definieron las especies sobreestimadas, mientras que
aquellas en apariencia de micelio o aquellas que tienen un crecimiento lento en
cultivo se pasan por alto en su mayoria (Davet y Rouxel 1997; Siddiquee, 2017). En
la actualidad, aun se utilizan aspectos morfologicos para la ubicacion taxonomica
de las especies de Trichoderma, pero estos resultan insuficientes y por si solos
pueden ser propensos a errores en las identificaciones de este género, por lo que
se recurre al uso de otras técnicas como son los estudios fisiologicos, de
compatibilidad vegetativa y de herramientas moleculares, los cuales contribuyen a
la identificacion especifica y certera (Martinez et al., 2015; Kuhls et al., 1995).
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3.2 METODOLOGIA

3.2.1 Localizacion y época de evaluacion. Este estudio se efectud en el area
experimental de la Universidad de Cérdoba (municipio de Monteria), ubicada a los
8° 48" latitud N y 75°52" longitud O con una elevacion de 15 m.s.n.m. El area de
entorno de la zona presenta una precipitacion media anual de 1200 mm,
temperatura promedio de 28°C, brillo solar de 1800 horas luz/afio y una humedad
relativa del 84% (Palencia et al. 2006).

3.2.2 Recoleccién de muestras en campo. Se muestrearon 14 lotes de cultivos
comerciales de berenjena en el departamento de Cérdoba y se georreferenciaron
utilizando el equipo GPS garminly neto (Tabla 2.1). En cada lote se tomaron 5
submuestras de suelo rizosférico a 0.30 m de distancia del tallo de la planta 'y a una
profundidad de 0.20 my de aproximadamente un 500 g cada una, este muestreo se
hizo en forma de zigzag utilizando un barreno metéalico y seleccionando aquellos
sitios siguiendo la metodologia descrita por Martyniuk y Martyniuk (2003) y Tejera
et al. (2005).

3.2.3 Procesamiento en laboratorio. Las submuestras de suelo colectadas se
homogeneizaron, empacaron y se dispusieron bajo refrigeracion con el fin de
conservar la integridad de los posibles aislamientos. Posteriormente se procesaron
en el laboratorio de Fitopatologia de la Universidad de Cordoba en la Facultad de
Ciencias Agricolas.

3.24 Caracterizacion morfométrica de las cepas. A continuacion, se registro
la morfologia de las especies de Trichoderma mediante observaciones
microscopicas utilizando las claves de identificacion de Barnett y Hunter (1972) y
las descripciones de Bisset (1991), considerando caracteristicas como la textura del
micelio, formacion de anillos concéntricos en medio PDA y pigmentacion de
conidias. Después se trasladé asépticamente a medio de agar papa dextrosa (PDA)
cada cepa, éstas se incubaron a 25 + 2°C para propiciar crecimiento de micelios.
Se midio6 el diametro medio de crecimiento (cm) de este Ultimo dentro de los discos
de Petri a las 24, 48, 72 y 96 horas después de cultivado con el uso de una regla
graduada.

3.2.5 Caracterizacion e identificacion molecular de aislamientos. Con el fin de
identificar el género y la especie de cada uno de los aislamientos, se seleccionaron
previamente las cepas con mejor crecimiento radial y se prosiguié con el siguiente
esquema de secuenciacién molecular;

3.2.5.1. Extraccién de ADN. Para la extraccion del ADN se utilizé el kit de
purificacion de ADN gendémico Wizard® (Promega, USA), siguiendo el protocolo
para organismos fangicos. Las muestras de DNA fueron cuantificadas usando un
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espectrofotometro  NanoDropTM  2000/2000c  Spectrophotometer  (Thermo
Scientific), mediante electroforesis con gel de agarosa al 1%, el cual fue retirado
una vez termind la corrida y revelado en un transiluminador Dyna Ligth de luz
ultravioleta. Posteriormente se pasé a un sistema fotoducumentador (ENDURO™
GDS Gel Documentation System) en la Universidad de Cérdoba, Sede central
Monteria-Cérdoba, con la finalidad de visualizar las macromoléculas separadas en
funcion de su tamafio y carga.

3.2.5.2. Amplificacion del genoma fungico. La presencia de genes de los hongos
se determind en cada uno de los aislamientos usando la amplificacion del gen Its
mediante la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR). Para ello, se utilizo el kit
PCR Master Mix (2X) (Thermo Scientific) y los primers ITS4: 5'-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3' y ITS3: 5-GCATCGATGAAGAACGCAGC-3'
descritos por White et al., (1990), cada fragmento amplificado incluyd también el
gen 5.8 S del ADNr, con el programa de PCR mostrado en la Tabla 3.1.

Tabla 3.1. Programa de PCR para amplificacion de ADN fungico con los primers
universales Its4 e Its3.

Paso Tiempo Temperatura Numero de ciclos
Desnaturalizacion inicial 5:00 min 95°C 1
Desnaturalizacion 0:30s 95°C
Anillamiento 0:30's 55°C 35
Extension 1:00 min 72 °C
Extension final 7:00 min 72 °C 1

3.2.5.3. Visualizacion y determinacion de tamafio de los productos de
amplificacidn. Para comprobar la presencia de amplicones de cada aislamiento, el
DNA obtenido en la PCR se someti6 a electroforesis en gel de agarosa al 1%, tefiido
con SYBR Green, y utilizando el marcador de peso molecular GeneRulerTM de
100bp Thermo Scientific. Se revelé en fotoducumentador (ENDURO™ GDS Gel
Documentation System) para determinar el peso y tamafio de los amplicones.

3.2.5.4. Determinacion de la especie. Los amplicones obtenidos se enviaron al
Instituto de Genética de la Universidad Nacional de Colombia para su respectiva
secuenciacion, la lectura de dicha secuencia se hizo con el software 4Peaks, el cual
esta ligado con la herramienta bioinformatica BLAST (Basic Local Alignment Search
Tool) para comparar cada amplicon o secuencia problema (Query sequence) de
nucledtidos en donde se analiza y comparan las secuencias de nucleétidos con
secuencias en la base de datos y se calcula la significancia estadistica.

3.2.5.5. Analisis de las secuencias. Las secuencias de nucleotidos obtenidos de
las 10 cepas fungicas provenientes de las muestras de suelos recolectadas en los
cultivos de Dberenjena, se \visualizaron con el programa 4Speak
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(http://nucleobytes.com/index.php/4peaks). Cada secuencia se introdujo en la base
de datos publica GenBank del NCBI (National Center for Biotechnology Information,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov) y se compararon con otras secuencias depositadas
(busqueda BLAST) (Altschul et al., 1997; Bou et al., 2011). Finalmente, se construye
un arbol filogenético a través del programa BLAST del NCBI y se refleja de forma
esquematica, el grado de parentesco genético entre las especies flngicas
comparadas.
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3.3 RESULTADOS Y DISCUSION

3.3.1 Caracterizacion macroscopica de cepas nativas. La Tabla 3.2 indica la
morfologia de la colonia y sus caracteristicas macroscopicas, como el didmetro de
micelios de 10 aislados de Trichoderma. De igual forma la Figura 3.1 muestra el
registro fotogréfico representativo de cada uno de los aislamientos. Las colonias de
Trichoderma puras cultivadas en las placas de PDA a temperatura controlada
mostraron patrones de crecimiento y caracteristicas diferentes. El color de las
colonias varié de blanco verdoso a verde oscuro. Morfol6gicamente, la formacion
de anillos concéntricos dentro del medio de crecimiento también se adopté como
parametro de caracterizacion entre las cepas. Los aislados T002, T004, TO05, TO08
y TO010 (todos procedentes del municipio de Cereté), mostraron ausencia de
anillos, mientras que las cepas T007, TO06 y TO0O3 cada una procedente del
municipio de Tierralta, San Pelayo y Cereté respectivamente, presentaron entre 1y
4 anillos. Por su parte, se observo que los aislamientos TO01 y TO0O9 mostraron
ausencia de anillos, pero presencia de pustulas de color amarillo (Figura 3.1).

Muchas especies de Trichoderma se caracterizan por un rapido crecimiento de sus
colonias, en caja de Petri con Papa Dextrosa Agar, pueden alcanzar un diametro de
7 a9 cmen 72 h (Stocco, 2014). En este experimento, el diametro medio de la
colonia alcanzo los 9 cm a las 96 horas después de la siembra en camara himeda.
Al comienzo de su crecimiento, generan abundante micelio aéreo de color blanco
grisaceo, luego su color cambia al verde oscuro, por la gran masa de conidios que
se generan. En muchas colonias los conidios son primero de color amarillos,
llegando a ser de color amarillo-verdoso al madurar. Estas observaciones coinciden
con las reportadas por Stocco (2014).

De acuerdo a Kannangara et al. (2017) y Samuels (2006), el uso de caracteristicas
morfologicas es uno de los métodos convencionales para identificar especies de
Trichoderma y permanece como un método potencial para identificar estos hongos
hasta el nivel de género. Sin embargo, segun Martinez et al. (2015) y Druzhinina et
al. (2006), a pesar que aun se utilizan aspectos morfologicos para la ubicacion
taxonodmica de las especies, pero estos resultan insuficientes, por lo que se recurre
a herramientas moleculares, los cuales contribuyen a la identificacion especifica y
certera.

Cada aislado de Trichoderma que tenga una morfologia de colonia similar, puede
pertenecer, muy probablemente, a la misma especie (Kannangara et al. 2017), pero
las caracteristicas de las colonias no son suficientes para identificarlas hasta dicho
nivel taxonémico (Atanasova et al., 2013; Samuels, 2006).
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Tabla 3.2. Caracterizacién macroscopica de diez aislamientos de Trichoderma spp. provenientes de suelos
cultivados con berenjena en el departamento de Cérdoba, Colombia.

NGmero de Diametro medio de la colonia (cm)

i<lamient Color del micelio Colonia en PDA

aislamiento 24h 48h 72h 96h
T002 Blanco verdoso - verde amarillento Anillos ausentes 3.0 6,8 8,0 9,0
TO03 Verde oscuro-Blanco 1 anillo por plato 3,2 7,0 8,0 9,0
TO04 Verde oscuro - blanco verdoso Anillos ausentes 3,2 6,8 8,0 9,0
TO05 Verde oscuro - blanco verdoso Anillos ausentes 3,4 7,0 8,8 9,0
TO08 Verde oscuro -blanco verdoso Anillos ausentes 3,4 7,0 8,7 9,0
TO010 Verde oscuro - blanco verdoso — Anillos ausentes 3,3 7,0 8,0 9,0

Blanco
T0O01 Verde oscuro - verde amarillento — Pustulas amarillas 3,0 6,8 8,5 9,0

Blanco
T0O7 Verde oscuro - blanco verdoso 3 anillos por plato 3,4 7,0 8,8 9,0
TO06 Verde oscuro - blanco verdoso 3-4 anillos por plato 3,2 6,9 7,9 9,0
T009 Verde oscuro - verde amarillento — Pustulas amarillas 3,2 7,5 7.9 9,0

blanco
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Figura 3.1. Apreciacién macroscopica de 10 aislamientos de Trichoderma spp. en
medio PDA provenientes de suelos cultivados con Berenjena. A) T002; B) TO03; C)
TO0O04; D) TOO5; E) TO010 y F) TOO0S.
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Figura 3.2. Continuacion: Apreciacibn macroscopica de 10 aislamientos de
Trichoderma spp. en medio PDA provenientes de suelos cultivados con Berenjena.
G) T001; H) TOO7; 1) TOO6 y J) TO09.
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3.3.2 Caracterizacion molecular de cepas.

3.3.2.1. Visualizaciény determinacion del tamafio de los amplicones. En el gel
de agarosa (Figura 3.3) se observan las bandas de 10 aislados de Trichoderma.
Ocho de los diez amplicones (T001, TO02, TOO5, TO06, TOO7, TO08, TOO9 y TOO10)
se visualizaron con mayor definicién y color, de los cuales podemos inferir que se
amplificaron correctamente, son de buena calidad y se pueden usar en el analisis
de las secuencias. Por el contrario, las bandas TO03 y TO04 carecen de color en la
visualizacion, efecto asociado posiblemente a la deficiencia en las cantidades de
ADN, necesarias para la amplificacion.

La amplificacion de los productos de PCR de la region 16S del ADNr con los primers
ITS3 e ITS4 generaron fragmentos de aproximadamente 400 pb, lo cual concuerda
con los trabajos realizados por Stocco (2014), quien analizando molecularmente 37
cepas de Trichoderma, encontr6 que en todas las corridas analizadas se
determinaron productos de amplificacion con una longitud de fragmentos que
variaron desde 200 pb hasta 3000 pb. Resultados similares fueron reportados por
Asis y Siddiquee (2016), quienes amplificaron con éxito un fragmento especifico del
tamano esperado de aproximadamente 600 pb y 400 pb a partir del ADN de todos
los aislados de Trichoderma investigados, tanto para las regiones ITS como para
las regiones TEF1, respectivamente.

3.3.2.2. Andlisis de secuencias génicas e identificacion de cepas. Una vez
realizada la secuenciacion a partir de la amplificacion de la regién espaciadora de
transcrito interno (ITS) del ADN de cada cepa con la ayuda de los primer ITS3 (5°-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3") e ITS4 (5-TCCTCCGCTTATTGATATGC- 3))
descritos por White et al. (1990), se exportaron las secuencias problemas (Query
sequences) de proteinas o nucledétidos con el uso del programa BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool) y estas se compararon con todas las secuencias contenidas
en la base de datos del NCBI (GenBank) con el fin de encontrar similitudes u
homologias de nuestras secuencias problemas con otras secuencias ya
registradas. Un valor de similitud aproximado al 100% indicaria que era una
secuencia conocida con anterioridad.

El andlisis de secuencias de nucledtidos (Tabla 3.3.), revel6 que todos los
microorganismos presentan una identificacion por encima del 97% y un E valor
cercano a 0.0 (Tabla 3.3), por lo que la aceptacion y la confiabilidad de la
comparacion entre las secuencias es alta.

= La alineacién de secuencias revel6 similitudes con una homologia del 99%
entre M1 (Th001) y la cepa PPRI 16173 de Trichoderma lixii.

= La secuencia de la cepa M2 (Th003) en la region ITS nos muestra homologia
del 97% con el aislado SDAS203498 del género fungico Trichoderma sp.

® | a cepa M5 (Th008) en el gen ITS fue encontrada por el BLAST similar en un
98% con la especie Trichoderma virens del género fangico Trichoderma.
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® L a secuencia ITS de la cepa M6 (Th0010) corrobora que pertenece al género
Trichoderma y presenta homologia del 99 % con el aislado SDAS203498.

Para gen ITS del aislamiento M7 (Th001) se encontr6 homologia del 97% de
identidad con la especie Trichoderma asperellum.

Se logré identificar homologia en la especie Trichoderma asperellum en el
aislamiento M8 (ThOO07) con un porcentaje de identidad del 98%.

El aislamiento M9 (ThOO6) en la region ITS fue similar con el aislado
SDAS203498 en un 99% de identidad en el género fangico Trichoderma.

Para el caso del asilamiento M10 (ThO09) se obtuvo un 97% en identidad con
similitud con Trichoderma asperellum.
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Figura 3.3. Electroforesis en gel de agarosa al 1 % tefiido con SYBR Green de los amplicones del gen ITS de diez
aislamientos de Trichoderma spp.
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Tabla 3.3. Secuenciacion de las regiones ITS3, ITS4 y del gen 5.8S del ADNr de 8 aislamientos de Trichoderma
spp. Yy la busqueda BLAST.

Identificacion

Localizacion del

Cadigo Descripcion E. valor _ _
(%) aislamiento
Trichoderma lixii strain PPRI 16173 small _ ]
subunit ribosomal RNA gene, partial sequence; Tierralta (Cordoba)
. 0
(TO01) TS 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and ITS 2, 0,0 99% 8°15'07" N / 76°03'03.2"
complete sequence; and 28S ribosomal RNA 0
gene, partial sequence (Jacobs, 2019.).
Trichoderma sp. isolate SDAS203498 ITS 1, o
partial sequence; 5.8S ribosomal RNA gene and Cereté (Cordoba)
(TO02)  |TS 2, complete sequence; and large subunit 0,0 97% 0895733 4
ribosomal RNA gene, partial sequence. (Zhou, N/75%1'14.7" O
2019).
Trichoderma virens isolate V7 ITS 1, partial Cereté (Cordoba)
; 5.8S ribosomal RNA gene, complete
(Too5) ~ Sequence, , ’ , 0,0 98% g -
sequence; and ITS 2, partial sequence, (Devi et 08°51'39" N/ 75°49'40,5
al.,2013.). O
Trichoderma sp. isolate SDAS203498 ITS 1, San Pelayo
(TO06) 0,0 99%

partial sequence; 5.8S ribosomal RNA gene and
ITS 2, complete sequence; and large subunit
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(T007)

(TOO08)

(T009)

(T0010)

ribosomal RNA gene, partial sequence (Zhou,
2019).

Trichoderma asperellum isolate TV190 ITS 1,
partial sequence; 5.8S ribosomal RNA gene and
ITS 2, complete sequence; and 28S ribosomal
RNA gene, partial sequence. (Pavone y Dorta,
2015).

Trichoderma asperellum isolate TV190 ITS 1,
partial sequence; 5.8S ribosomal RNA gene and
ITS 2, complete sequence; and 28S ribosomal
RNA gene, partial sequence. (Pavone y Dorta,
2015).

Trichoderma sp. isolate SDAS203498 ITS 1,
partial sequence; 5.8S ribosomal RNA gene and
ITS 2, complete sequence; and large subunit
ribosomal RNA gene, partial sequence (Zhou,
2019).

Trichoderma asperellum strain T63 18S
ribosomal RNA gene, partial sequence; ITS 1,
5.8S ribosomal RNA gene, and ITS 2, complete
sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial
sequence (Ma'Ruf y Mohd Zainuddion, 2015).

0,0

0,0

0,0

0,0

98%

98%

99%

97%

Tierralta (Cordoba)

8°1022"N 76°03'34"0O

Cereté (Cordoba)

8° 51" 27" N/ 75° 48' 52"
O

San Pelayo

08°45°23" N/ 75°562'35" O

Cereté

08°45°23,6” N/ 75°52°36"
O
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3.3.2.3. Arbol filogenético y construccion del dendograma. Luego de la
secuenciacion a partir de la amplificacion del gen 5.8S del ADNr con el uso de los
primers ITS3 e ITS4, se eligio la base de datos Genbank y el programa BLAST del
NCBI para obtener la distancia entre los resultados comparados. Finalmente se
construy6 el dendograma (Figura 3.4), observando de forma esquematica, el grado
de disimilaridad genético entre los aislamientos fungicos comparados. A partir de
las secuenciaciones observadas en BLAST, se identificaron especies homologas a
nuestros aislamientos, con el fin de tomarlos como controles en el arbol filogenético
(Tabla 3.4), éstas se corrieron conjunto a nuestras secuencias:

Los resultados obtenidos muestran que todos los aislamientos forman cuatro grupos
de similaridad (I, 11, Il y 1V), en donde los aislamientos con mayores diferencias
geneticas o con mayor diversidad se encuemtran mas alejados y a su vez lo que
son similares o con mayor proximidad se reunen en un grupo mas cercano.

El grupo | estuvo conformado por la especie testigo Trichoderma lixii cepa CBS
126411 siendo este homologo a la cepa TOO1 (Trichoderma lixi) y con menor
proximidad, pero en el mismo grupo, a TO05 (Trichoderma virens aislado V7). T. lixii
se reportdo por Katoch et al. (2019), como una especie con propiedades anti-
fungicas, debido a que produce de péptidos de cadena larga y media, en especifico
uno llamado Tribacopin AV al que se le atribuye esta propiedad y Trichoderma
virens el cual segun Whipps y Budge (1990) al ser este abundante y estar activo en
la filésfera de la planta fue uno de los microorganismos que mejor logré suprimir al
hongo S. sclerotiorum, ya que ataca los sclerocios y logra crecer dentro de las hifas
del husped hasta llegar al tegido de a planta.

En el grupo Il tenemos la cepa C7 Trichoderma asperellum, mas distante
genéticamente a las otras cepas, pero guardando similitudes con los controles C2
Trichoderma virens y C3 Trichoderma asperellum los cuales forman un solo
parametro genético. Cruz-Triana et al. (2017), lograron evidenciar el poder de la
cepa T. asperellum como inhibidor y antagonista de especies patdgenas como
Fusarium sp. in vitro y en campo de Fusarium sp., C. kikuchii y P. pachyrhizi, de
igual forma reportaron un aumento en la estimulacion del crecimiento vegetal y el
incremento del nimero de vainas por planta en soya. Esta especie también esta
reportada en los grupos tres y cuatro.

El grupo lll estd conformado por el aislado TO010 de Trichoderma asperellum,
obtenido de suelo rizosférico procedente del municipio de Cereté, el cual
respectivamente tiene homologia y baja disimilaridad con una cepa de la misma
especie, el aislado UGM-LHAF de Trichoderma asperellum.

El grupo IV esta conformado por los aislados mayormente homélogos TO009
(Trichoderma sp. isolate SDAS203498), T002 (Trichoderma sp. isolate
SDAS203498) y TO06 (Trichoderma sp. isolate SDAS203498), estas presentaron
bajo grado de disimilaridad por lo que son muy parecidas entre ellas. La cepa T0010
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(Trichoderma asperellum), también integra este grupo pero con un menor grado de

similitud,

Tabla 3.4. Caracterizacion de cepas de Trichoderma usadas como controles para
la construccién del arbol filogenético de ocho asilamientos.

Cdédigo del testigo

Descripcion molecular

Origen

C1

Trichoderma lixii cepa
CBS 126411

Cc2

Trichoderma virens

C3

Trichoderma asperellum

Trichoderma lixii strain CBS 126411
small subunit ribosomal RNA gene,
partial sequence; internal
transcribped spacer 1, 5.8S
ribosomal RNA gene, and internal
transcribed spacer 2, complete
sequence; and large subunit
ribosomal RNA gene, partial
sequence

Trichoderma virens isolate maize 9-
B microsatellite AG22 sequence

Trichoderma  asperellum strain
CGMCC 6422 RNA polymerase
subunit I (RPB2) gene, partial cds

Uppsala

(Paises bajos)

Bernburg
(Alemania)
Zhejiang

(China)
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Figura 3.4. Dendograma de aislamientos de Trichoderma spp. obtenidos de sistemas productivos de berenjena en
el departamento de Coérdoba, Colombia.

@ (1 Trichoderma lixii cepa CBS 126411 (MH864289.1)
o ——9T001 Trichoderma lixii
lﬁ [ @ (2 Trichoderma virens (JN039044.1)
Q ?’—0 TO00S5 Trichoderma virens

@TO007 Trichoderma asperellum

—Q —9T008 Trichoderma asperellum
QT T002 Trichoderma sp
®T006 Trichoderma sp
g C3 Trichoderma asperellum (MT065825.1)
'L' ~———@T0010 Trichoderma asperellum
TO009 Trichoderma sp
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3.4. CONCLUSIONES

Un total de diez aislados de Trichoderma se identificaron de forma preliminar
mediante observacion morfolégica, ocho de ellos lograron identificarse
molecularmente.

La identificacion basada en secuencias de ITS demostr6 que tres de las ocho de las
cepas analizadas corresponden a T. asperellum, una de ellas a T. lixiiy otra a T.
virens.

Se logré evidenciar similitudes genéticas en las cepas de Trichoderma encontradas
en el departamento de Cérdoba, con cepas halladas en Paises bajos, Alemania y
China, reflejando de esta manera una alta diversidad genética.
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CAPITULO IV

EVALUACION DEL POTENCIAL ANTAGONICO In-vitro DE
Trichoderma spp. CONTRA Sclerotium sp.
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RESUMEN

El cultivo de berenjena es de gran importancia en Cérdoba, donde se siembran 140
ha, por lo cual contribuye con 1/3 a la produccion nacional. Sin embargo, este cultivo
es afectado por el hongo Sclerotium spp., el cual afecta todos los estados de
desarrollo de la planta. Adicionalmente, la nutricibn del cultivo depende
exclusivamente del uso de fertilizantes de sintesis quimica, que tienen impactos
negativos en el medio ambiente. Trichoderma spp. El objetivo del presente trabajo
fue evaluar el potencial biocontrolador In vitro de Trichoderma spp. contra
Sclerotium sp. y la capacidad promotora de crecimiento de cepas nativas de
Trichoderma spp. en plantulas de berenjena en condiciones de casa malla. Se
realizaron tres experimentos: el primero consistié en la evaluacién de la capacidad
antagonica in vitro de diez aislamientos de Trichoderma spp. (tratamientos)
obtenidos de suelo rizosférico de cultivos comerciales de S. melongena en el Valle
medio del Sina, para ello se estimd el porcentaje de crecimiento radial de
Trichoderma spp. frente a Sclerotium sp. En el segundo experimento se evaluo los
efectos de las diez cepas sobre el porcentaje de germinacion de semillas de
berenjena, las cuales se embebieron en soluciones de 1x 108 esporas. mL'de agua.
En el tercer experimento se evaluaron las variables de crecimiento: Masa seca de
tallo (MST), masa seca de raiz (MSR), masa seca total (MT), altura de planta (AP)
longitud de raiz (LRAIiZ), nmero de hojas (NH) y nimero de nudos (NN). Los
resultados evidenciaron diferencias estadisticamente significativas al 1% y 5% para
el porcentaje de inhibicion del crecimiento radial (PICR) al dia uno, dos y tres de
observacion; asi mismo, para el porcentaje de germinacion (Pr < 0,01) y cinco de
las siete variables del crecimiento, a saber, masa seca de tallo, masa seca de raiz,
masa seca total, altura de planta y longitud de raiz. Estos resultados permiten inferir
gue las cepas: Trichoderma lixii (TOO1), Trichoderma sp. (T003) y Trichoderma
asperellum (TO08) podran utilizarse como alternativa al uso de productos quimicos
para el control de Sclerotium spp., y el uso de fertilizantes quimicos en el cultivo de
berenjena en Cérdoba.

Palabras claves: Cultivo dual, porcentaje de germinacion, crecimiento radicular.
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ABSTRACT

The cultivation of eggplant is of great importance in Cérdoba, where 140 ha are
planted, thus contributing 1/3 to the national production. However, this crop is
affected by the fungus Sclerotium spp., which affects all stages of development of
the plant. Additionally, crop nutrition depends exclusively on the use of chemically
synthesized fertilizers, which have negative impacts on the environment.
Trichoderma spp. The objective of this work was to evaluate the In-vitro biocontroller
potential of Trichoderma spp. against Sclerotium sp. and the growth-promoting
capacity of native strains of Trichoderma spp. in eggplant seedlings in mesh house
conditions. Three experiments were carried out: the first consisted in the evaluation
of the antagonistic capacity in vitro of ten isolates of Trichoderma spp. (treatments)
obtained from rhizospheric soil of commercial crops of S. melongena in the middle
Sinu Valley, for this the percentage of radial growth of Trichoderma spp. against
Sclerotium sp. In the second experiment, the effects of the ten strains on the
germination percentage of eggplant seeds were evaluated, which were soaked in
solutions of 1x 108 spores. mL? of water. In the third experiment, the growth
variables were evaluated: stem dry mass (SDM), root dry mass (RDM), total dry
mass (TM), plant height (PH) root length (LROOT), number of leaves (NL) and
number of nodes (NN). Our results showed statistically significant differences at 1%
and 5% for the percentage inhibition of radial growth (PICR) at day one, two and
three of observation; Likewise, for the germination percentage (Pr < 0.01) and five
of the seven growth variables: Stem dry mass, root dry mass, total dry mass, plant
height and root length. These results allow us to infer that the Trichoderma lixii
(TOO01), Trichoderma sp. (T003) and Trichoderma asperellum (T0O08) may be used
as an alternative to the use of chemical products for the control of Sclerotium spp.,
And the use of chemical fertilizers in the cultivation of eggplant in Cérdoba.

Key words: Dual culture, germination percentage, root growth.
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4.1. INTRODUCCION

Las especies del género Sclerotium son hongos fitopatogenos habitantes del suelo,
este hogo causa podredumbre de raiz y cuello, en la literatura la enfermedad se le
denomina de diferentes formas: pudricion basal de tallo y raiz, mal de esclerocio,
atacan un amplio rango de hospedante, alrededor de 500 hospedadores (Prova et
al. 2018, Nahar et al., 2020; Islam et al. 2020); este representan estructuras de
resistencia la cual se encuentra constituidas por esclerocios que pueden
permanecer viables en el suelo hasta 10 afios y pueden escapar con facilidad de la
accion de los fungicidas de origen sintético (Adams, 1990; Hoyos-Carvajal et al.,
2008).

Sclerotium rolfsii (teleomorfo: Athelia rolfsii) y otras siete especies de Sclerotium,
atacan principalmente los tallos del huésped, los primeros signos de infeccion, son
lesiones de color marron oscuro en el tallo en o justo debajo del nivel del suelo; el
amarillamiento progresivo y la marchitez de las hojas. Después de esto, el hongo
produce abundante micelio blanco y esponjoso en los tejidos infectados y en el
suelo. Los esclerocios de tamafio relativamente uniforme se producen en el micelio,
redondeados y blancos cuando son inmaduros y luego se vuelven de color marrén
oscuro a negro (Mullen, 2001; Xu et al., 2010).

El hongo ocasionalmente produce basiodiosporas (la etapa sexual de la
reproduccién) en los margenes de las lesiones y en condiciones humedas, aunque
esta forma no es comun, las plantulas son muy susceptibles y mueren rapidamente
una vez que se infectan. Las plantas mas viejas que han formado tejido lefioso son
gradualmente rodeadas por lesiones y finalmente mueren, los tejidos invadidos son
de color marrén palido y suave, pero no acuosos (Mullen, 2001).

Este fitopatdgeno es comun en diversos agroecosistemas, en tanto el cultivo de
berenjena no es ajeno a la afectacion de Sclerotium spp. en plantas jovenes y en
produccion (Sanoval et al., 2014). El cultivo es importante para las familias
campesinas en el departamento de Codrdoba, las cuales contribuyeron
significativamente a la produccion de 3.254 toneladas de fruto cosechados para el
2018 (Agronet 2020; FAO, 2020).

Aunque son varias las enfermedades que afectan el cultivo de Berenjena, para la
zona del Valle Medio del Sind, los efectos de Sclerotium son de especial atencion,
dado a la comun sintomatologia de pudriciones basales asociadas a Sclerotium
durante los ultimos afios, lo cual disminuye la densidad de poblacién y consigo los
rendimientos decrecen proporcionalmente (lwuagwu et al., 2019).

Desde hace ya una década, la adopcion de tecnologias para el cultivo de Berenjena
ha permitido el aumento ligero de la productividad promedio nacional, el cual es de
3.473 toneladas, el area cosechada es de 346 ha y los rendimientos de 10,63 ton/ha.
Para el departamento de Cdordoba, el area sembrada es de 140 ha, la produccion
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es de 1.056 ton y los rendimientos de 7,17 ton/ha, lo cual lo ubican por debajo del
promedio nacional (). De acuerdo con Aramendiz et al. (2010), la berenjena es
cultivada, generalmente, en areas no mayores a los 2.500 m?, pues constituye un
cultivo tradicional en la agricultura familiar y en los cultivos de pancoger; de manera
gue es poco, 0 nada, el manejo de Sclerotium dentro de las plantaciones.

El manejo de las enfermedades del cultivo, y en especial las pudriciones basales
por Sclerotium, requieren de especial para los cultivos en el departamento de
Cérdoba, el cual contribuye significativamente a la produccion nacional. Datos
recientes indican que para el 2018, el 31,98% del area sembrada y el 28,41% de la
produccién nacional estuvo a favor del departamento, en el cual, desde 2016, la
produccién ha disminuido debido a factores aun no discutidos. Un manejo adecuado
y oportuno de las enfermedades, mediante controladores bioldgicos, podria
asegurar plantaciones mas resistentes a eventos abiéticos y biéticos alternos (Rejeb
et al., 2014).

Usualmente, el monitoreo y control de Sclerotium se realiza mediante el uso de
fungicidas de origen sintético, sin embargo, dicho control es dificil debido a que solo
se atacan los esclerocios remanentes en el suelo y se debe mantener la accion
toxica en el tiempo (Hoyos-Carvajal et al., 2008). De modo que, el control bioldgico
tiene mayor aceptacion debido a que se reduce la deposicion de contaminantes al
medio ecoldgico, es un método que perdura en el tiempo y es relativamente
economico (Bautista et al., 2007; Nahar et al., 2020).

El manejo inadecuado y mondtono de las enfermedades ha priorizado el uso de
enemigos naturales para el control de los fitopatdgenos, una actividad esencial en
la implementacion de las buenas practicas del cultivo y el uso sostenible de los
recursos (Kohl, 2006). En un reciente estudio llevado a cabo por Siddique et al.
(2018), se aplico la cepa T. harzianum para el control de la pudricion en Berenjena
en condiciones de campo, se encontrd que el tratamiento tuvo efectividad sobre el
control de la enfermedad, con porcentajes incidencia y severidad de 38,43% y
3,60% respectivamente, con respecto al control (sin aplicacion de quimicos ni bio-
agentes) para los mismos parametros 62,50% y 6,36% respectivamente.

El género Trichoderma, (teleomorfo Hypocrea-Ascomycetes: Hypocreales) agrupa
mas de 100 especies en su mayoria asociadas a estados telomérficos en el género
Hypocrea (Druzhinina et al. 2006). Las especies del género Trichoderma son
cosmopolitas y componentes prevalentes de diferentes ecosistemas en una amplia
gama de ambientes y se caracterizan por incluir individuos de crecimiento rapido y
capacidad para asimilar una diversa gama de sustratos, preferencialmente en
material en descomposicién en el suelo, en donde se halla una porcién significativa
de la biomasa total de hongos (Hoyos-Carvajal, 2012; Kredics et al. 2014). La
presencia de especies de Trichoderma es modulada por varios factores como el
microclima, la disponibilidad de sustratos, asi como las interacciones ecoldgicas
complejas (Kubicek et al. 2008; Hoyos-Carvajal y Bissett, 2012; Kredics et al. 2014).
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Sin embargo, algunas especies son omnipresentes, mientras que otras estan
limitados a areas geograficas especificas (Harman et al. 2004).

Trichoderma es un género de hongos con variados atributos bioldgicos que lo hacen
apto como agente de control bioldgico y por ello es ampliamente usado para control
de fitopatdgenos a escala industrial o artesanal, no obstante las generalizaciones
sobre el potencial y modo de accion de Trichoderma sobre patdgenos han
desvirtuado su uso exitoso en agricultura, sencillamente porque los caracteres
deseables para controlar patdgenos se restringen a aislamientos de especies, no a
especies de Trichoderma o mas aun, todas las especies de este género (Hoyos-
Carvajal y Bissett, 2012). Por tanto, es un error concluir actividad bioldgica de este
hongo partiendo de estudios no adaptados al medio ni realizados con los
aislamientos debidamente formulados o escalados, lo cual puede cambiar su
comportamiento y actividad enzimatica por silenciamiento o represién de genes en
sustratos usados para su produccion masiva (Hoyos-Carvajal, 2012). Por tal razon
buscamos evaluar el potencial biocontrolador In vitro de Trichoderma spp. contra
Sclerotium sp, de igual forma valorar la capacidad que tiene el hongo Trichoderma
spp, para promover el crecimiento en plantulas de berenjena en condiciones de casa
malla.
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4.2. MATERIALES Y METODOS

4.2.1. Localizacién. El estudio de campo y laboratorio se realiz6 durante el segundo
semestre de 2019, en el &rea experimental de la Universidad de Cordoba (municipio
de Monteria), ubicada a los 8° 48" latitud N y 75°52" longitud O con una elevacién
de 15 m.s.n.m. El &rea de entorno de la zona presenta una precipitacion media anual
de 1200 mm, temperatura promedio de 28°C, brillo solar de 1800 horas luz/afio y
una humedad relativa del 84% (Palencia et al. 2006).

4.2.2. Material biolégico. Se emplearon diez aislamientos hongos como
antagonistas potenciales, previamente identificados: Trichoderma lixii (T001),
Trichoderma spp. (T002), Trichoderma spp. (T003), Trichoderma spp. (T004),
Trichoderma virens (T005), Trichoderma sp. (T006), Trichoderma asperellum
(TOO7), Trichoderma asperellum (T0O08), Trichoderma sp. (T009), Trichoderma
asperellum (T0010), los cuales fueron recolectados de lotes comerciales de cultivos
de berenjenas presentes en el departamento de Cordoba.

Sclerotium spp. fue aislado a partir de esclerocios presentes en tejidos de plantas
de Berenjenas afectadas por este, en lotes de cultivos comerciales en el
departamento de Cérdoba.

4.2.3. Ensayos de antagonismo in vitro (cultivos duales). Se evaluaron los
mecanismos de accion antagonica de las distintas cepas de Trichoderma frente
Sclerotium, utilizando la técnica de Bell et al. (1982). En cajas de Petri (9 cm de
diametro) con el medio Papa Dextrosa Agar, se colocaron en extremos opuestos de
cada caja, discos de PDA de 1 cm de didmetro con crecimientos puros de
Sclrerotium spp. o de Trichoderma spp. Cada cepa de Trichoderma spp., constituyo
un tratamiento, con seis repeticiones por tratamiento. Adicionalmente, discos de
PDA o Trichoderma spp., fueron sembrados en cajas de PDA, los cuales fueron
usados como controles. El experimento se repitio tres veces, durante 3 dias y los
datos fueron tomados cada 24 horas, utilizando un disefio experimental
completamente aleatorizado (DCA).

4.2.3.1. Evaluacion de la capacidad antagénica de Trichoderma spp. frente a
Sclerotium sp. La evaluacion se realizé mediante la observacién de los mecanismos
de competencia, mico-parasitismo y antibiosis de acuerdo con la escala descrita por
Bell et al. (1982) (Tabla 4.1), se midieron los radios de crecimiento del patdgeno
(RCP) y de los antagonistas (RCA) con la ayuda de una regla graduada.
Conjuntamente, se evaluo el porcentaje de inhibicion de crecimiento radial (PICR),
empleando la férmula de Ezziyyani et al. (2004), PICR = (R1 - R2) / R1 x 100, donde
R1 es el radio del patdgeno testigo y R2 es el radio del patdbgeno en enfrentamiento.
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Tabla 4.1. Capacidad antagonica de Trichoderma segun la escala de Bell et al.
(1982).

Grado Capacidad antagénica

0 Ninguna invasion del antagonista sobre la colonia de Sclerotium sp.
Invasién del 25% de la colonia del hongo Sclerotium sp.
Invasién del 50% de la colonia hongo Sclerotium sp.

Invasién de 100% de la colonia del hongo Sclerotium sp.

Invasién de 100% de la colonia del hongo Sclerotium sp., esporulando
sobre ella.

A W DN P

4.2.4. Evaluacion de Trichoderma spp. sobre la germinacion de semillas Para
los ensayos de geminacion, se realizaron dos fases: Primero, se prepar0 una
solucion de 108 conidias, para lo cual tomamos una muestra de cada cepa purificada
en medios de cultivo de Agar al 1 %. Las esporas del hongo fueron removidas con
agua destilada estéril y colectadas en tubos de ensayo de 25ml. De cada solucion,
se tomé un mL, que se depositd en un tubo ependorff, el cual fue agitado en un
vortex durante 30 segundos. De cada tubo se tomaron alicotas de 100um y con la
ayuda de una camara de Neubaauer, se determind su concentracioén a 40x usando
microscopio de luz. El procedimiento se repitio tres veces. Las concentraciones de
cada aislamiento se llevaron a 1x 108 esporas. mLde agua.

En cada una de las 10 soluciones, se embebieron 100 semillas de berenjena (C-
015) durante 3 minutos, donde fueron manualmente agitadas. Posteriormente, la
solucion fue decantada, las semillas fueron secadas a temperatura ambiente y
colocadas equidistantes sobre papel absorbente, humedecido de agua, sobre la
superficie de un plato de icopor (poliestireno expandido de 2.2cm de alto y 26¢cm).
En cada plato, se colocaron 100 semillas, las cuales fueron cubiertos con otro plato
del mismo material y dimensiones. Cien semillas, de la misma variedad, sin ningun
tipo de inoculacion, fueron utilizadas como control. Se realizaron tres repeticiones
por aislamiento y el experimento se realizé 3 veces. Las semillas fueron asperjadas
con agua destilada estéril cada 12h y el namero de semillas germinadas se
determiné cada 24 horas por 72h.

El porcentaje de germinacién de las semillas se determiné mediante la siguiente
formula:

Numero de semillas germinadas

x 100

Porcentaje de germinacion = — :
Numero de semillas sembradas
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4.2.5. Evaluacion del efecto de las cepas de Trichoderma sobre el crecimiento
de plantula de Berenjena. Para evaluar los efectos de las cepas de Trichoderma
sobre plantulas de berenjena, semillas de la variedad C-015 fueron inoculadas,
separadamente, con las cepas de Trichoderma spp., usando la metodologia
anteriormente descrita. Las semillas inoculadas fueron sembradas en almacigos de
128 viales, con turba canadiense, previamente esterilizada a 15 psi durante 1h.
Semillas no inoculadas fueron usadas como control. Cuando las plantulas tuvieron
dos hojas verdaderas, se trasplantaron a contenedores de Icopor (710 g) con un
sustrato en proporciones 3:1 (arena: suelo de aluvién) esterilizado y posteriormente
inoculado con las cepas de Trichoderma spp. a una concentraciéon de 1x10%°
conidias / g de suelo y un testigo sin aplicacion alguna de Trchoderma spp. y con
aplicacion de fertilizante Robusto®. cada una de las cepas y el testigo conformé un
tratamiento (11 tratamientos), constituidos por 4 repeticiones.

El estudio se realizé en condiciones de casa malla en la Facultad de Ciencias
Agricolas, a una temperatura de 28°C + 1°C y un fotoperiodo de 12/12 luz/oscuridad.
Setenta dias después del trasplante, las plantas fueron procesadas, separando
cuidadosamente el suelo de la raiz y posteriormente las raices fueron
cuidadosamente lavadas con agua hasta separar completamente las particulas del
suelo. Se determinaron las siguientes variables:

e Masa secaraiz (MSR)y tallo (MST): Se cortaron las raices a la altura de la
corona de la misma y la parte foliar y las raices se colocaron en bolsas de
papel completamente identificadas con el tratamiento y repeticion. Se
colocaron en un horno de secado a 105°C, durante 24 horas.
Posteriormente, los tejidos fueron pesados en una balanza de precision.

e Masa secatotal (MT): Es la sumatoria de los pesos secos de la raiz y tallo.

e Altura de planta (AP): Se midi6 la longitud comprendida desde la cicatriz
de los nudos cotiledonales hasta el ultimo nudo de la planta.

e Numero de hojas (#): Este se determind contando las hojas completamente
expandidas en la planta al momento de procesar la planta.

e Numero de nudos (#): Se contaron los nudos presentes en el tallo a partir
de los nudos cotiledonales hasta el ultimo nudo de la planta.

e Longitud de raiz (LRAIZ): Se realizé6 midiendo desde el cuello de raiz hasta
el extremo mas distal de la misma.

4.2.6. Disefio experimental: Para la evaluacion de las cepas en la promocion del
crecimiento en plantulas los experimentos se realizaron bajo condiciones de
laboratorio y casa-malla. Para la evaluacion de laboratorio se realizaron
experimentos bajo un disefio en bloque de germinacion el cual consté de un testigo
(semillas sin inoculacién del hongo) y semillas inoculadas con las diferentes cepas,
este experimento se constituy6 de 3 repeticiones por cepa y se realizara 3 veces.
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El experimento realizado en campo se hizo en contenedores de icopor, los cuales
contenian 710g de suelo cada una, bajo un Disefio Completamente Aleatorizado
(DCA), cuyos tratamientos estaban conformados por un testigo (sin inoculacion de
cepas) y diferentes cepas de Trichoderma spp., con cuatro replicas por tratamiento,
para un total de 44 unidades experimentales (UE). Cada UE cont6 con 1 planta.

4.2.7. Andlisis estadistico. El andlisis estadistico se realizo mediante la evaluacion
de la significancia de los efectos de la inoculacion de las cepas nativas sobre la
capacidad antagdnica en el cultivo dual, en la evaluacion de la germinacion en
laboratorio y en el andlisis del crecimiento de las plantulas. Se utilizara la prueba de
comparaciéon de medias de Least significant difference (LSD) de Fisher para
comparar medias entre los diferentes tratamientos. Los datos se analizaron con el
paquete estadistico Statistical Analisys System (SAS) version 9.1 para cada uno de
los experimentos antes descritos.
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4.3. RESULTADOS Y DISCUSION

4.3.1. Capacidad antagoénica in vitro de cepas de Trichoderma spp. contra
Sclerotium sp. En la Tabla 4.2 se resumen los coeficientes de variacion para las
tres evaluaciones del porcentaje de inhibicion de crecimiento radial (PICR), los
cuadrados medios y la significancia estadistica para el efecto antagonico de las diez
cepas de Trichoderma empleadas en este estudio. Estos resultados acusaron
diferencias significativas (Pr < 0,05) para el primer dia de observacion (PICR 1) y
diferencias altamente significativas (Pr < 0,01) para el dia dos y tres de evaluacién
(PICR 2y PICR 3).

De acuerdo con la variabilidad observada, los mayores coeficientes de variacion
(CV) expresados en porcentaje, se presentaron para PICR 1 con el 30,40%, seguido
por PICR 2 con 10,29% y PICR 3 con 8,78% (Tabla 4,2); evidenciando, que los
datos de inhibicion fueron mas dispersos con respecto al valor medio en los
primeros dias de crecimiento in vitro. Ello mostré que algunas cepas requirieron de
mas tiempo para alcanzar el mismo nivel de parasitismo que las cepas
contrastantes.

Tabla 4.2. Cuadrados medios, coeficientes de variacion y nivel de significancia del
analisis de varianza para el porcentaje de inhibicion de crecimiento radial (PICR).

FV gl PICR 1 (%) PICR 2 (%) PICR 3 (%)
Tratamientos (cepas) 9 267,602611* 115,498222** 76,534611**
Error 50 96,744100 33,232867 26,340767
CV (%) 30,40 10,29 8,78

FV: fuentes de variacion; CV (%): coeficiente de variacion; gl: grados de libertad; **: significativos al
1% (Pr <0,01); *: significancia al 5% (Pr < 0,05); PICRL1: porcentaje de inhibicién de crecimiento radial
dia 1; PICR 2: porcentaje de inhibicion de crecimiento radial dia 2; PICR 3: porcentaje de inhibicion
de crecimiento radial dia 3.

En la Tabla 4.3 se detallan las diferencias estadisticas entre tratamientos para los
tres dias de evaluacion del PICR. Se observo que, en el primer dia, los mayores
valores de inhibicién de Sclerotium sp. in vitro, lo presentaron los aislamientos T004
(Trichoderma spp. sin identificar), TO09 (Trichoderma sp.) y TO06 (Trichoderma sp.)
(44,81%, 40,13% y 33,80%, respectivamente); mientras que, el menor porcentaje
de invasion fue presentado T002 (25,40%) y el TO010 (24,83%), correspondientes
a la cepa de Trichoderma spp. sin identificar y a la especia Trichoderma asperellum.

En segundo dia de observacion (PICR 2), todas las cepas de Trichoderma spp.
continuaron creciendo de manera similar (Tabla 3). Sin embargo, el
TO04(Trichoderma spp. sin identificar), continué presentando el mayor PICR con
63,70%, seguido por TO02 (Trichoderma sp.), TOO5 (Trichoderma virens) y T0O03
(Trichoderma spp. sin identificar), los cuales presentaron indice 2 de antagonismo.
En general, en el PICR 2, todos los aislamientos habian alcanzado méas del 50% de
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antagonismo, excepto T. asperellum (T0010), el cual presentd 48,24% en su
capacidad antagonica.

La capacidad antagonica se incrementd para el PICR 3 en la mayoria de los
tratamientos, excepto para T004 (Trichoderma spp. sin identificar) y TO05
(Trichoderma virens), los cuales disminuyeron el crecimiento in vitro a razén de
7,5%y 4,07%, respectivamente. El mayor crecimiento radial lo present6 el TO02 con
63,98%, seguido de los TO08 (T. asperellum), TOO3 (Trichoderma spp. sin
identificar), TOO1 (Trichoderma lixii) TOO7 (T. asperellum )y TOO4 (Trichoderma spp.
sin identificar) (60,93, 60,85, 60,70, 60,18 y 59,21% de crecimiento radial,
respectivamente) los cuales presentaron indice 2 de antagonismo.

Pese a que los aislamientos TO04 (Trichoderma spp. sin identificar) y TOO05
(Trichoderma virens), consistentemente presentaron mejor mejor crecimiento radial
en las dos primeras observaciones, al final del estudio, su capacidad de colonizacién
disminuyd. Ello pudo estar determinado por una menor produccion del complejo
qguimiotréfico de Trichoderma, especificamente los inductores de resistencia
involucrados en la actividad microparasitica, estimulado por moléculas procedentes
del mismo, como aminoacidos y azucares; el reconocimiento mediado por lectinas,
asi como la formacién de garfios o estructuras parecidas a apresorios que contienen
(Cruz-Triana et al., 2017). La supresion de dicho crecimiento antagénico podria
disminuir el interés hacia estos aislamientos como biocontroladores de Sclerotium
sp. (Guédez et al., 2012). Resultados similares fueron encontrados por Garrido-
Rondoy y Vilela-Severino (2019), al evaluar 14 cepas nativas de Trichoderma
aisladas de diferentes campos arroceros las cuales presentaron un rapido desarrollo
in vitro a las 48 y 72 horas.

La actividad microparasitica de cepas nativas de Trichoderma sp. ha sido
demostrada in vitro por Insuasty et al., (2014) para el control de Fusarium
oxysporum Yy los resultados han sido similares a los que aqui se exponen, en el
sentido de que existe supresion del crecimiento diferencial de Sclerotium; otros
autores (Barbosa y Mena, 2009; Corréa et al., 2007; Michael - Aceves, 2019) han
encontrado que el crecimiento in vitro de Fusarium, Sclerotium, Rhizoctonia y
Phytophthora es suprimido por cepas nativas de Trichoderma sp., concluyendo de
manera general que las presentaron un modo de accion favorable tanto por
competencia de espacio como por nutrientes.

Adicionalmente, la capacidad antagénica de las cepas nativas, suele ser mas
eficiente que el uso de microrganismos comerciales provenientes de condiciones
agrolégicas condiciones agroldgicas diferentes (Mendoza et al., 2015; Martinez et
al., 2015; Sanchez-Garcia et al., 2017). Por esta razon, los aislamientos T002, TO08,
TOO03 (Trichoderma spp. sin identificar), TOO1 (Trichoderma lixii), TOO7 (Trichoderma
asperellum) y TO04 (Trichoderma spp. sin identificar), se podrian priorizar para el
control biolégico de Sclerotium en cultivos agricolas en Monteria, debido a que son
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microorganismos eficaces adaptados al sitio y han convivido en nichos ecoldgicos
especificos con los fitopatdgenos del suelo.

Estudios similares realizados en Monteria, mostraron la capacidad biocontroladora
de cepas nativas Trichoderma spp. sobre Fusarium sp. y Rhizoctonia sp. Las cepas
nativas presentaron indice de supresion de 4, superiores a los aqui observados
(Ramos et al. 2009)

El uso de cepas nativas o comerciales de T. asperellum han sido utilizadas en
diferentes estudios que han demostrado su efectividad para el control de diferentes
enfermedades en el corto y largo plazo, tanto en condiciones in situ como in vitro
(Cruz-Triana et al., 2017; Herrera-Téllez et al., 2019). Sin embargo, en este estudio,
esta especie de Trichoderma no present6 alta capacidad biocontroladora. Ello
probablemente debido a la la produccion de inductores de resistencia (elicitores)
gue muy probablemente estuvieron involucrados en porcentaje de inhibicion del
crecimiento radial de Sclerotium (Cordo et al., 2017; Vinale et al., 2008).

Tabla 4.3. Valores medios y diferencias estadisticas para el porcentaje de
inhibicion de crecimiento radial (PICR) de Trichoderma spp. contra Sclerotium sp.

Tratamientos PICR 1 PICR 2 PICR 3

(Cepas) (%) (%) (%)
TOO1 31,26 bcd 54,88bcd 60,70 ab
T002 2540d 59,63ab  6398a
T003 27,95cd 58,83abc 60,85ab
TOO4 4481 a 63,70 a 59,21 abc
TO05 30,96 bcd 59,06 ab 56,75 bcd
TO06 33,80abcd 52,25dc  53,81dc
TO07 26,90cd 54,96bc 60,18 ab
T008 37,48 abc 55,06bc 60,93 ab
T0O09 40,13ab 53,60 bcd 55,08 bed
T0O010 24,83 d 48,23 d 53,16 d
Media 32,35 56,02 58,46
CV (%) 30,40 10,29 8,78

PICR 1: Porcentaje de inhibicién de crecimiento radial dia 1; PICR 2: porcentaje de inhibicion de
crecimiento radial dia 2; PICR 3: porcentaje de inhibicién de crecimiento radial dia 3; CV (%):
coeficiente de variaciéon, promedios con la misma letra son estadisticamente iguales, segun el test
LSD (a = 0,05).
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4.3.2. Efecto de las cepas de Trichoderma sobre la germinacion de semillas de
Berenjena en laboratorio. La evaluacion de las cepas de Trichoderma tuvieron
algun efecto sobre la germinacion de las semillas luego de 72 horas, de manera que
se encontraron resultados diferenciales (Pr<0,01) entre las 10 cepas y la prueba
testigo (Tabla 4.4). Efectivamente, el TO0O1 (Trichoderma lixii) generé el mayor
porcentaje de semillas germinadas con 88,75%; seguido por el TO02 con 80,50%,
el cual ademas genero el mayor PICR al tercer dia de evaluacion (72 horas). Una
respuesta similar fue encontrada para el TO05 (Trichoderma virens) que permitio la
germinacion del 75,75% de las semillas. Por su parte, los T0O04 (Trichoderma spp.
sin identificar), TO06 (Trichoderma sp.) TOO7(Trichoderma asperellum), TO08
(Trichoderma asperellum), TO09 (Trichoderma sp.) y TO0010(Trichoderma
asperellum) tuvieron una respuesta mas baja y similar en la germinacion de las
semillas que vari6é de 71,00% a 74,00% (Tabla 4.5, Figura 4.1).

Tabla 4.4. Resultados del analisis de varianza para el porcentaje de germinacién
G72 (germinacion a las 72 horas) de semillas de Solanum melongena tratadas con
Trichoderma spp. (1x108 conidias/gr de suelo).

Fuente de Suma de Cuadrado
variacion 9 cuadrados medio

Tratamientos 10 2991,227273  299,122727 3,59** 0,0026

F  Pr>F

Error 33 2747,750000  83,265152
Total 43 5738,977273
CV (%) 12,16

gl: Grados de libertad; **: Diferencias significativas al 1% (Pr<0,01); CV: Coeficiente de variacion.

Estos efectos pueden ser respuesta a la produccion de promotores del crecimiento
(auxinas, giberelinas y citoquininas) los cuales son liberados al medio y ayudan a la
germinacion de las semillas (Altomare et al., 1999). Diferentes autores (Martinez-
Medina, 2014; Herrera-Jiménez et al., 2018; Jaroszuk-Sciset et al., 2019) han
demostrado como ha sido el desempefio de Trichoderma spp. en la sintesis de
fitohormonas; concordando en que la sintesis de acido indol-butirico (AIB), acido
indol-acético (AlA) y acido giberélico (GA), ademas de la sintesis de desaminasas,
tiene un efecto promotor del crecimiento.

Incrementos adecuados y similares en la germinacion a los aqui expuestos fueron
encontrados por Santana-Bafios et al. (2016) en semillas de tomate tratadas con T.
harzianum y FitoMas-E® (cepa comercial); Cubillos-Hinojosa et al. (2009) en
semillas de maracuya tratadas con la cepa nativa TCN-014 y TCC-005 (cepa
comercial); Mufioz y Maniscalco (2014) en semillas de arroz que incrementaron el
porcentaje velocidad de germinacion al tratarlas con T. harzianum y T. asperellum;
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Asaduzzaman et al., (2010), quienes incrementaron el vigor germinativo de semillas
de aji al evaluar cinco cepas de T. harzianum.

En efecto, aumentos en la germinacion asegura una menor pérdida de semillas y
menores costos variables en insumos; asimismo, una germinacién adecuada es
fundamental para el crecimiento vigoroso de las plantulas, confiere mayor
resistencia a plagas, enfermedades y fisiopatias, tanto en semilleros como en
condiciones de campo abierto (Aramendiz-Tatis et al., 2013; Barraza, 2017; Neto et
al., 2017).

Tabla 4.5. Valores medios y diferencias estadisticas para el porcentaje de
germinacion de semillas Solanum melongena tratadas con Trichoderma spp.
(1x108 conidias/gr de suelo).

Tratamientos  G72

(Cepas) (%)
Testigo 57,000 ¢
T0OO1 88,750 a
T002 80,500 ab
T0O03 87,750 a
TO04 73,500 b
TOO5 75,750 ab
TO06 74,000 b
TOO7 73,000 b
TOO08 71,750 b
TO09 72,250 b
TO010 71,000 b
Media 75,022
CV (%) 12,16

G72: germinacion alas 72 horas (%); CV (%): coeficiente de variacién. Promedios con la misma letra
no son estadisticamente significativos segun el test LSD (a = 0,05).

4.3.3. Efecto de las cepas de Trichoderma sobre el crecimiento de plantulas
de Berenjena. En la tabla 4.6 se resumen los cuadrados medios y el coeficiente de
variacion para las siete variables estudiadas. Se evidenciaron efectos significativos
de las diferentes cepas evaluadas sobre masa seca de tallo (MST), masa seca de
raiz (MSR), masa seca total (MT), altura de planta (AP) y longitud de la raiz (LRAIZ);
sin embargo, el numero de hojas (NH) y nimero de nudos (NN) no presentaron
diferencias estadisticas. Resultados similares en cuanto a la mayor o menor efecto
promotor del crecimiento de cepas nativas de Trichoderma fueron encontrados en

87



los trabajos de Contreras-Cornejo et al. (2009), Camargo-Cepeda y Avila (2014),
Candelero et al. (2015), Hajieghrari y Mohammadi (2016).

Tabla 4.6. Cuadrados medios y nivel de significancia para la masa seca de tallo
(MST), masa seca de raiz (MSR), masa seca total (MT), altura de planta (ALT),
namero de hojas (NH), nimero de nudos (NN) y longitud de raiz (LRAIZ) de
berenjena.

FV gl MST MSR MT AP NH NN LRAIZ
Tratamientos 0 0,05773 0,003221 0,084167 35,63063 1,14090 0,27272 145,1409
(cepas) *k * *x *k

ns ns *
Error 33 0,0011 0,016696 0,019364 4,80462 0,681818 0,310606 52,7196

CV (%) 37,54 23,91 2191 8,99 20,88 11,10 37,63

FV: fuentes de variacion; CV (%): coeficiente de variacion; gl: grados de libertad; **: significativos al
1% (Pr <0,01); *: significancia al 5% (Pr < 0,05); ns: no significativo (Pr > 0,05).

Los valores de dispersion para las variables de crecimiento se agruparon de la
siguiente manera: CV bajos para AP y NN; CV medios para MSR, MT y NH; y CV
altos para MST y LRAIZ. Estos valores son adecuados para el andlisis y discusion
de los valores medios determinados en este estudio.

4.3.3.1. Masa seca de tallo (MST). Como se menciond arriba, las cepas de
Trichoderma evaluadas tuvieron algun efecto sobre la biomasa del tallo de
berenjena, bajo las condiciones del experimento. Para esta variable, los valores
medios mas altos fueron presentados por sistematicamente por los T008
(Trichoderma asperellum) (0,74 g), TO06 (Trichoderma sp.) (0,715 g), TOO05
(Trichoderma virens) (0,567 g) y TO04 (Trichoderma spp. sin especificar) (0,592 g).
Coincidentemente, la cepa T. asperellum se caracteriz6 como uno de los mejores
tratamientos en la inhibicion del crecimiento radial de Sclerotium luego de las 72
horas de observacion (Tabla 4.3y 4.7).

4.3.3.2. Masa seca de raiz (MSR). El uso de las cepas de Trichoderma favorecio el
incremento de biomasa de las raices de berenjena, los mejores resultados fueron
presentados, en su orden, por el TO05 (T. virens) (0,127 g), TO08 (Trichoderma
asperellum) (0,117 g), TO06 (Trichoderma sp.) (0,110 g), TO03 (Trichoderma spp.
sin especificar) (0,100 g), TO07 (Trichoderma asperellum) (0,100 g) y el T0O04
(Trichoderma spp. sin especificar) (0,097 g). En estos tratamientos, la cepa T. virens
isolate (TO05) y T. asperellum isolate (TO08) acusaron la mejor respuesta de las
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raices, lo cual evidencia su capacidad promotora del crecimiento de las plantulas
(Tabla 4.7).

Como sabemos, un sistema radicular sano y una mayor biomasa de raices, es
proporcional a la absorcién de nutrientes desde la solucién del suelo, lo cual se
traduce en el crecimiento adecuado en las etapas iniciales del cultivo (Goss et al.,
1993; Hoyos-Carvajal et al., 2015; GOmez-Carabali, 2010). De manera similar,
Pelagio-Flores et al. (2017) demostr6 que la arquitectura de las raices se modifica
cuando en el suelo hay conidios de Trichoderma, pues se altera la redistribucion de
auxinas dentro de las células; asimismo, la interaccion del pH del suelo con el
crecimiento de la raiz, parece desfavorecer el crecimiento cuando se aplica
Trichoderma atroviride.

4.3.3.3. Masa seca total (MT). Una mayor masa seca total fue presentada, en su
orden, por los tratamientos TO08 (Trichoderma asperellum) (0,856 g), T006
(Trichoderma sp.) (0,825 g), TO0O5 (Trichoderma virens) (0,700 g) y TO004
(Trichoderma spp. sin especificar) (0,695 g). Como sucedio para la MST y MSR, la
cepa T. asperellum isolate (T0O08) provoco un mayor incremento para esta variable,
los cual, evidentemente, favorece la dinamica de crecimiento en las etapas de
mayor eficiencia fisiolégica (Pommerening y Muszta, 2015) (Tabla 4.7).

4.3.3.4. Altura de planta (AP). La altura de las plantas fue favorecida de manera
diferencial por el efecto promotor de la cepa T. asperellum isolate (TO08) y por la
cepa Trichoderma sp. Isolate (T006), los cuales presentaron valores
estadisticamente similares de 29,350 cm y 28,950 cm, respectivamente. Otras
cepas en los tratamientos TO03 (Trichoderma spp. sin especificar) (25,225 cm),
TO04 (Trichoderma spp. sin especificar) (24,375 cm) y TO05 (Trichoderma virens)
(24,375 cm) generaron resultados similares y promisorios para estimular el
crecimiento de plantulas (Tabla 4.7).

4.3.3.5. Numero de hojas (NH). Cuando se evaluaron el numero de hojas
promedio, todas las cepas ocasionaron valores promedios estadisticamente
similares para dicha variable; estos resultados fueron relativamente dispersos (CV
= 20,88%), por lo cual, la respuesta observada puede estar sujeta a caracteristicas
fenotipicas de las plantas que poco, o nada, se pueden modificar por efectos
aleatorios como los que en este estudio de evaluaron (Tabla 4.7).

4.3.3.6. Numero de hojas (NN). Al tiempo, el nimero de nudos promedio presentd
comportamientos estadisticamente similares entre tratamientos (cepas). Dado que
los nudos son el sitio de aparicién de las hojas, es coherente que los efectos de
Trichoderma sobre estas variables haya sido similar (Tabla 4.7).

4.3.3.7. Longitud de raiz (LRAIZ). La longitud de las raices presenté los mayores
valores variables, de modo que las cepas aplicadas generaron respuestas
diferenciales; los mayores valores fueron expresados por los tratamientos T0O03
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(Trichoderma spp. sin especificar) (27,25 cm), T010 (Trichoderma asperellum)
(26,75 cm), TOO6 (Trichoderma sp.) (22,25 cm), TO09 (Trichoderma sp.) (26,00 cm),
TOO5 (Trichoderma virens) (20,25 cm) y TO08 (Trichoderma asperellum) (18,75 cm).
Si bien, Trichoderma, ademas de actuar como agente antagonico de fitopatdgenos,
también es una gente bioinoculante que coloniza las raices de las plantas y
promueve su crecimiento y a su vez ayuda a la absorcién de nutrientes del suelo
(Tabla 4.7).

Nieto-Jacobo et al. (2017) han indicado Trichoderma confiere un mejor crecimiento,
resistencia a enfermedades y tolerancia al estrés abidtico a huéspedes de las
plantas, del mismo modo, muchas cepas tienen la capacidad de producir acido
indol-3-acético (IAA), por medio de la cual se ha sugerido que su produccion
promueve el crecimiento de las raices.

La longitud de las raices se ve favorecida con el uso de Trichoderma, debido a que
estos microbios cambian las propiedades fisicoquimicas de la rizosfera, entre otras
cosas produciendo exopolisacaridos y formando biopeliculas (Khadka y Uphoff,
2019).

Diversos estudios recientes elaborados por Zhang et al. (2016) en trigo, Nieto et al.
(2017) en Arabidopsis, Ban et al. (2018) en tomate y frijol, Khadka y Uphoff (2019)
en arroz y Halifu et al. (2019) han demostrado que Trichoderma actia como
potencial promotor del crecimiento y el desarrollo de los cultivos, debido a que
mejora el crecimiento de las fibrillas, incrementa la tolerancia a eventos adversos
como la salinidad del suelo, actia como un sistema de raices inoculado que ayuda
a la absorcion de agua y nutrientes en solucion.

En relacién a la mayor tolerancia al estrés abiotico, Redman et al. (2011) y Grover
et al. (2011), indican que Trichoderma induce osmoprotectores y proteinas de
choque térmico en las células, lo que hace que la planta sea mas capaz de resistir
el estrés abiotico como la salinidad, la sequia, el frio y las altas temperaturas.

Singh et al. (2014) y Li et al. (2015) demostraron que el tratamiento de semillas de
tomate con Trichoderma spp. gener6 incrementos considerables en el crecimiento
y el contenido de clorofila, asimismo, ayudo a la absorcién de nutrientes minerales,
a través mecanismos indirectos de solubilizacion mediante acidificacion, redox,
guelacion e hidrdlisis. Esta podria ser una respuesta similar acusada por las plantas
de berenjena bajo las condiciones del estudio.

Tabla 4.7. Valores medios para la masa seca de tallo (MST), masa seca de raiz
(MSR), masa seca total (MT), altura de planta (ALT), nimero de hojas (NH),
namero de nudos (NN) y longitud de raiz (LRAIZ) de berenjena.
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Tratamientos MST MSR MT AP NH NN LRAIZ
(Cepas) — (g) (@) () em @ ®»  m
Testigo 0,377d 0,045 c 0,425d 24,900bc 4,00a 5,25a 10,75de

TOO1 0,367 d 0,042 c 0,412d 21,900c 4,00a 4,75a 9,50e
TO02 0,527cd 0,077bc  0,607cd 24,200bc 4,25a 5,25a 18,25abcd
TOO3 0,547 bcd 0,100ab  0,650bc  25,225b 3,75a 5,25a 27,25a
TO0O4 0,592 abc 0,097 ab 0,695 abc 24,375bc 4,00a 5,00a 15,75cde
TOO05 0,567 abc 0,127a 0,700 abc 24,375bc 3,50a 5,00a 20,25abcd
TO06 0,715ab 0,110ab 0,825ab 28,950a 4,50a 5,00a 22,25abc
TOO7 0,542 bcd 0,100ab 0,647 bc 23,800bc 3,00a 4,50a 16,75bcde
TOO08 0,740a 0,117 ab 0,865 a 29,350a 5,00a 5,25a 18,75abcde
TO09 0,422cd 0,072bc  0,500cd 18,700d 3,50a 4,75a 26,00abc
TO10 0,545bcd 0,112 ab 0,660 bc 22,450bc 4,00a 5,25a 26,75ab
Media 0,540 0,091 0,635 24,38409 3,95 5,0 19,295
CV (%) 23,91 37,54 21,91 8,99 20,88 11,10 37,63

CV (%): coeficiente de variacion. Promedios con la misma letra son estadisticamente iguales, segun

el test LSD (a =

0,05).

De acuerdo con el estimulo del crecimiento a través de fitohormonas, Martinez-
Medina et al. (2014) encontr6 una fuerte asociacion de la induccién de auxinas con
la estimulacion del crecimiento de las plantas de meldn tratadas con Trichoderma.
La capacidad protectora de la enfermedad de las cepas de Trichoderma contra la
infeccion por F. oxysporum parece estar mas relacionada con las alteraciones
inducidas en el contenido de las hormonas del acido abscisico, etileno y la
citoquinina transzeatina ribdsido, que con la actividad antagonista in vitro contra F.

oxysporum.
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4.4. CONCLUSIONES

Los aislamientos de Trichoderma spp., encontradas en suelos de la zona productora
de berenjena del departamento de Cordoba tienen capacidad biocontroladora sobre
S. rolsfiiin vitro (T. asperellum) y TO03), promueven la germinacion de semillas TO01
(87,750%), TOO3 (87,750%) y TO02 (80,500%) y el crecimiento de plantulas en casa
malla (TOO5 (Trichoderma virens) y TO08 (Trichoderma asperellum), en la parte
foliar; TOO3 (Trichoderma spp. no identificado) y TO09 (Trichoderma sp.) en raices)
por lo que pueden ser utilizadas en programas de manejo fitosanitario y nutricional
de este cultivo.
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5. DISCUSION GENERAL

La determinacion de cepas de Trichoderma spp. en suelos de cultivos, su
caracterizacion molecular y la evaluacion especifica de la capacidad promotora de
crecimiento y biocontroladora de hongos patégenos como Sclerotium sp., ha sido
una teméatica de interés en diferentes estudios que han contribuido,
vehementemente, a la agricultura limpia o sin agroquimicos (Kannangara et al.
2017; Khedarani y Sinha, 2018; Zin y Badaluddin, 2020).

En este estudio se encontraron cepas diferenciasles de Trichoderma spp. entre los
suelos de los municipios analizados, lo cual puede estar asociado a las propiedades
intrinsicas del suelo, su manejo, las condiciones climaticas y el tipo de cultivo
establecido (Okoth et al., 2009; Asha et al., 2013; Amir-Ahmadi et al., 2017). La
presencia de estos hongos garantiza algun grado de control biol6gico endémico y
una mayor capacidad de crecimiento de las plantas establecidas, mediante la
produccion de formas solubles de nutrientes minerales y metabolitos promotores del
crecimiento (Hoyos-Carvajal et al. 2009; Smith et al., 2013).

A pesar de que la metodologia de extraccion fue igual en todos los muestreos, en
uno de los municipios (Monteria) no se evidenciaron estructuras completas o restos
de estas que correspondieran a Trichoderma, lo que puede deberse a condiciones
edafologicas o de manejo del cultivo que han impedido la adaptacion del hongo,
mayor tiempo transcurrido entre la toma de la muestra y el procesamiento de la
misma (Hoyos-Carvajal et al. 2009; Kumar et al., 2017; Sharma et al., 2019).

En la caracterizacion morfométrica de las cepas, el crecimiento de micelios en caja
Petri concordd con los hallazgos de Stocco (2014), quien indica que Trichoderma
presenta un rapido crecimiento cuando se cultiva en medio PDA, pudiendo alcanzar
diametros de entre 7y 9 mc en 72 h, los conidios son primero de color amarillo,
llegando a ser de color amarillo-verdoso al madurar.

Aunque el estudio morfoldgico de las colonias es una herramienta potencial para su
descripcion taxondémica (Kannangara et al., 2017; Samuels, 2006), la disposicion de
métodos mas especificos como los moleculares permiten obtener resultados con
mayor claridad (Druzhinina et al., 2006). Las amplificaciones de nuestros aislados
generaron fragmentos de 400 pb aproximadamente, evento que concordd con los
estudios previos de Stocco (2014) y Asis y Siddiquee (2016), quienes evaluaron
diferentes cepas nativas y foraneas Trichoderma.

El andlisis de las secuencias de nucledtidos y su comparacién con los reportes
previos en el Genbank, permiti6 distinguir las especies Trichoderma lixi vy
Trichoderma virens agrupasas en el grupo |, especies que han sido reportadas por
Katoch et al. (2019) y Whipps y Budge (1990), como hongos antégnicos del suelo
con una amplia capacidad de supresion. La especie Trichoderma asperellum,
agrupada en el grupo II, lll y IV se ha reportado como una cepa con amplia
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capacidad antagbénica de Fusarium sp., Cercospora kikuchii y Phakopsora
pachyrhizi (Cruz-Triana et al., 2017).

Cuando se analiz6é la capacidad biocontroladora in vitro de Trichoderma sobre
Sclerotium, se determoiné que el tiempo transcurrido desde la siembra de las cepas
hasta la mayor actividad microparasitica era de 48 a 72 h, lo que concuerda con los
hallazgos de Garrido-Rondoy y Vilela-Severino (2019). La menor capacidad de
colonizadora fue acuaso por las cepas T004 (Trichoderma spp.) y TO005
(Trichoderma virens), efecto que muy posiblemente se debi6 a una menor
produccién del complejo quimiotréfico, especificamente los inductores de
resistencia involucrados en la actividad antagdénica y una reduccién en el
reconocimiento mediado por lectinas, asi como la formacion de garfios (Cruz-Triana
etal., 2017). Los estudios de Insuasty et al. (2014), Barbosa 'y Meza (2009) y Corréa
et al. (2007) corroboran la capacidad que Trichodherma tiene sobre la inhibicién del
crecimiento sobre una diversidad de patégenos del suelo y han fundamentado su
potencial uso en agricultura organica.

Los efectos promotores de Trichodherma sobre la germinacion de semillas de
berenjena presentaron una respuesta variable, positiva y significativa entre cepas;
dicha respuesta positiva es acorde con la produccion de promotores del crecimiento
(auxinas, giberelinas y citoquininas), los cuales son liberados al medio y ayudan a
la germinacion de las semillas (Altomare et al., 1999). De manera que diferentes
autores han ayudado a comprender la sintesis de fitohormonas de Trichoderma spp.
(Martinez-Medina, 2014; Herrera-Jiménez et al., 2018; Jaroszuk-Sciset et al., 2019);
concordando en que la sintesis de acido indol-butirico (AIB), acido indol-acético
(AIA) y acido giberélico (GA), tiene un efecto benéfico sobre el crecimiento de las
plantas.

Asegurar una mayor capacidad germinativa es esencial para evitar incrementos de
los costos variables en insumos; de manera que una germinacion adecuada es
fundamental para el crecimiento vigoroso de las plantulas, confiere mayor
resistencia a plagas, enfermedades y fisiopatias, tanto en semilleros como en
condiciones de campo abierto (Aramendiz-Tatis et al., 2013; Barraza, 2017; Neto et
al., 2017).

De manera general, el crecimiento de berejena se favorecio con la inoculacién de
estas cepas nativas; se espera que dichas plantas asuman una mayor resistencia a
enfermedades y tolerancia al estrés abidtico dabido a la mayor capacidad de
produccion de acido indol-3-acético (IAA) que algunas cepas presentan (Nieto-
Jacobo et al. (2017). El crecimiento y estructura del sistema radicular se mejora con
el uso de Trichoderma (Zhang et al., 2016; Ban et al., 2018; Khadka y Uphoff, 2019;
Halifu et al., 2019).
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6. CONCLUSION GENERAL

En la zona productora de berenjena del departamento de Cérdoba, se encuentran
cepas de Trichoderma, adaptadas a las condiciones edafologicas y al manejo
agronémico del cultivo.

Un total de diez aislados de Trichoderma se identificaron de forma preliminar
mediante observacion morfolégica, ocho de ellos lograron identificarse
molecularmente.

La identificacion basada en secuencias de ITS demostré que tres de las ocho de las
cepas analizadas corresponden a T. asperellum, una de ellas a T. lixiiy otra a T.
virens.

Se logro evidenciar similitudes genéticas en las cepas de Trichoderma encontradas
en el departamento de Cordoba, con cepas halladas en Paises bajos, Alemania y
China, reflejando de esta manera una alta diversidad genética.

En definitiva, las cepas Trichoderma spp. aisladas tienen capacidad biocontroladora
in vitro sobre S. rolsfii; los tratamientos TO01 (87,750%), TO03 (87,750%) y T002
(80,500%), promueven la germinacion de semillas y el crecimiento de plantulas en
casa malla en la parte foliar (TO0O5: Trichodermavirens y TO008:
Trichodermaasperellum).

Los tratamientos o cepas T003 (Trichoderma spp. no identificado) y TO09
(Trichoderma sp.) pueden ser utilizadas en programas de manejo fitosanitario y
nutricional de este cultivo, dada la respuesta favorable que presentaron sobre las
variables del crecimiento y en las pruebas microparasiticas in vitro.
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