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1. Resumen

El uso de los microorganismos como agentes de control biologico es una alternativa
sustentable que ha mostrado ser efectiva en un amplio nimero de especies vegetales
para prevenir o controlar enfermedades causadas por la infeccion de patdgenos en las
plantas cultivadas. Ampliar el conocimiento de los modos de accion de diferentes
hongos y bacterias que presentan efecto antagénico sobre otros microorganismos
permitiria generar productos de control biolégico més eficientes para proteger a las
especies de interés agronoémico contra las enfermedades producidas por los
fitopatdgenos. Por lo tanto, la aplicacion de microorganismos con capacidad para actuar
como biocontrolador y al mismo tiempo, para promover el crecimiento vegetal
representa una alternativa eficiente al uso de agroquimicos. En este contexto, las
especies del género Trichoderma se han consolidado de gran interés, debido a su
capacidad antagonista frente a hongos fitopatbgenos mediante competencia,
micoparasitismo y produccion de metabolitos bioactivos, ademéas de su potencial para
inducir respuestas de defensa en las plantas. (Santone 2024). El cultivo de tomate
(Solanum lycopersicum L.) es susceptible a diversos patégenos flngicos, entre los que
destacan Botrytis cinerea, Alternaria alternata y Fusarium oxysporum, causantes de
importantes pérdidas de rendimiento y calidad. El objetivo de este trabajo fue
caracterizar cepas autdctonas de Trichoderma con potencial biocontrolador frente a los
principales patégenos fungicos de tomate, bajo la hipdtesis de que algunas de ellas
presentan una alta capacidad antagonista asociada a la produccion de metabolitos
secundarios. Estos resultados comprenden las bases para el desarrollo futuro de
productos bioactivos o bioinoculantes a partir de estas cepas de Trichoderma, lo que

representaria una alternativa sustentable a la aplicacion de agroquimicos



2. Introduccion
2.1 Importancia de Solanum lycopersicum

El tomate (Solanum lycopersicum. L) constituye uno de los cultivos horticolas de
mayor relevancia economica a nivel mundial, siendo producido tanto para el consumo
en fresco como para la industria de procesamiento. La produccién global de tomate se
estima en aproximadamente 1,25 x 108 toneladas anuales, distribuidas en una superficie
cercana a 4,5 millones de hectareas. Entre los principales paises productores se
destacan, en orden decreciente, China (3,2 x 107 toneladas anuales), Estados Unidos,
Turquia, India, Egipto, Italia, Irdn, Espafia, Brasil y Meéxico. En términos de
productividad, los Paises Bajos presentan los mayores rendimientos por unidad de
superficie, alcanzando valores cercanos a 473 t ha™' afno', lo cual se atribuye
principalmente a que el cultivo se desarrolla exclusivamente bajo condiciones
controladas de invernadero, lo que permite optimizar los factores ambientales y el
manejo agronémico (FAOSTAT, 2006) (Singh et al., 2016).

Diversos estudios han demostrado que las personas con un alto consumo de tomate
presentan mejores indicadores de salud y un menor riesgo de desarrollar enfermedades
degenerativas. Esto se debe a que el tomate contiene importantes moléculas bioactivas,
entre las que se destacan los carotenoides como el licopeno, B-caroteno (con actividad
de provitamina A) y luteina, asi como vitaminas tales como el acido ascorbico (vitamina
C) vy los tocoferoles (vitamina E). Ademas, el fruto posee compuestos fendlicos, entre
ellos, quercetina y naringenina (George et al., 2004). Debido a su elevado contenido de
estos compuestos bioactivos, el tomate es considerado un alimento funcional o
nutracéutico, ya que dichos metabolitos pueden neutralizar especies reactivas de
oxigeno (ROS), generando efectos beneficiosos para la salud, incluyendo propiedades

anticancerigenas.

Asimismo, se le atribuyen otros efectos bioldgicos, tales como actividad
antitumorigénica, antiaterosclerédtica, antiagregante plaquetaria y antihipertensiva, entre

otros. (Le6n-Garcia et al., 2017).

Las especies reactivas de oxigeno (ROS) y el dafio oxidativo asociado han sido

implicados en la patogénesis de diversas enfermedades cronicas en humanos. En este



contexto, el licopeno es considerado uno de los antioxidantes mas potentes, y se ha
sugerido que puede contribuir a la prevencion de la carcinogénesis y la aterogénesis,
mediante la proteccion de biomoléculas criticas como lipidos, lipoproteinas de baja
densidad (LDL), proteinas y ADN (Rao & Agarwal, 2000; Trejo-Solis et al., 2013).

Otros carotenoides presentes en el tomate, tales como a-caroteno, [-caroteno,
fitoeno, fitoflueno, luteina y zeaxantina, también han demostrado ser importantes
fuentes de compuestos antioxidantes, capaces de ejercer diversos efectos fisiologicos

beneficiosos en el organismo (Aydemir et al., 2013).

El licopeno constituye el carotenoide mas abundante en el tomate, con
concentraciones que varian aproximadamente entre 0,9 y 4,2 mg por 100 g de fruto,
dependiendo de la variedad. Productos derivados del tomate, como salsas y ketchup,
representan fuentes concentradas de licopeno en comparacién con el fruto fresco
(Palozza et al., 2011). En muchos casos, la cantidad de licopeno presente en productos
procesados puede ser incluso mayor que en alimentos frescos. De hecho, se estima que
méas del 80 % de la ingesta dietaria de licopeno en Estados Unidos proviene de
productos derivados del tomate, tales como ketchup, jugo de tomate, salsa para pasta y
salsa para pizza (Story et al., 2010).

2.2. Uso de funguicidas en plantas de tomate

El manejo eficaz de los patdgenos de las plantas constituye una tarea fundamental
para garantizar la seguridad alimentaria, la salud humana y la estabilidad social. La
introduccion de fungicidas sintéticos ha revolucionado la produccion agricola tanto en
cantidad como en calidad, al proporcionar un control altamente efectivo de las
enfermedades de las plantas (Brent & Hollomon, 2007; Lucas et al., 2015). Sin
embargo, la aplicacion repetida y excesiva de los mismos compuestos activos a gran
escala espacial puede conducir al desarrollo de resistencia a fungicidas en las
poblaciones de patdgenos, reduciendo rapidamente la eficacia de estos productos para el

manejo de enfermedades vegetales (Fisher et al., 2018; Hawkins & Fraaije, 2018).

Los fungicidas sintéticos pueden clasificarse en fungicidas de accion especifica

(site-specific) y fungicidas de accién no especifica o multisitio (site non-specific o



multisite) segin su modo de accion. Los fungicidas de accion especifica presentan una
alta actividad bioldgica y, en muchos casos, caracter sistémico, lo que significa que
pueden ser absorbidos y distribuidos a través de los tejidos de la planta, permitiendo un
control eficaz de enfermedades a dosis relativamente bajas y dirigidas a grupos

especificos de hongos.

Por otro lado, los fungicidas de accion no especifica presentan generalmente un
espectro metabolico mas amplio, lo que permite su utilizacion para prevenir o erradicar

una mayor diversidad de patdgenos vegetales (Brent & Hollomon, 2007).

La resistencia a fungicidas de accion especifica puede surgir como resultado de
cambios en un solo aminoacido en la proteina diana del patdgeno, mientras que el
desarrollo de resistencia frente a fungicidas de accién no especifica suele implicar
maltiples cambios nucleotidicos en varios genes del genoma del patégeno. Por esta
razén, se considera que el riesgo de desarrollo de resistencia es menor en fungicidas
multisitio en comparacion con los fungicidas de accion especifica (Brent & Hollomon,
2007).

No obstante, las mutaciones que confieren resistencia a fungicidas pueden generar
costos adaptativos de aptitud bioldgica, reduciendo la competitividad de los patdgenos
en ausencia del fungicida correspondiente, debido a que las alteraciones en el ADN
pueden afectar funciones celulares y bioquimicas esenciales (Andersson & Levin, 1999;
Melnyk et al., 2015). En consecuencia, la implementacion adecuada de fungicidas en
practicas agricolas, mediante la mezcla o rotacion de compuestos con diferentes modos
de accion, se considera una estrategia eficaz para reducir la presion de seleccion sobre
las poblaciones de patdgenos y retrasar el desarrollo de resistencia en campo (Lucas et
al., 2015).

Las poblaciones de patdgenos que desarrollan resistencia a un fungicida pueden, en
algunos casos, presentar simultdneamente resistencia a uno o varios fungicidas
adicionales, fendbmeno conocido como resistencia cruzada. Generalmente, este tipo de
resistencia se observa entre fungicidas que comparten el mismo modo de accion (Brent,
1995; Deising et al., 2008). Por ejemplo, Alternaria alternata, agente causal del tizon

foliar del pistacho, ha mostrado resistencia cruzada a difenoconazol, propiconazol y
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tebuconazol, todos ellos fungicidas que actian mediante la inhibicion de la
desmetilacién (DMI) (Yang et al., 2019).

Sin embargo, la resistencia cruzada también puede ocurrir entre fungicidas con
diferentes modos de accion. Este fendmeno suele estar asociado a mecanismos celulares
que limitan la acumulacion intracelular de los compuestos activos, como el aumento de
la expresion de transportadores de eflujo, mecanismos de detoxificacion o reduccion en
la captacion del fungicida. Por ejemplo, la sobreexpresion de genes que codifican
transportadores de eflujo ha permitido que el hongo responsable del moho gris, B.
cinerea, desarrolle resistencia simultinea a un amplio espectro de fungicidas
(Kretschmer et al., 2009).

2.3. Trichoderma

Las especies del género de ascomicetos filamentosos Trichoderma se encuentran
entre los hongos saprotréficos mas cominmente aislados. Se encuentran con frecuencia
en el suelo y creciendo sobre madera, corteza, otros hongos e innumerables sustratos, lo
que demuestra su alto potencial oportunista y su adaptabilidad a diversas condiciones
ecoldgicas (Kubicek et al., 2008; Druzhinina et al., 2006; Harman et al., 2004;
Mukherjee et al., 2013).

La nomenclatura de estos hongos es compleja debido a su pleiomorfismo, ya que
algunos pueden existir en dos estados morfolégica y fisiolégicamente diferentes. La
fase sexual (teleomdrfica) se conoce con el nombre genérico Hypocrea, mientras que la
fase asexual (anamorfica o mitospdrica) se denomina Trichoderma; por ello, ambos se
consideran conjuntamente como Hypocrea/Trichoderma (Druzhinina et al., 2006;
Mukherjee et al., 2013).

Aungue varias especies comunes han perdido su capacidad de reproducirse
sexualmente y se han convertido en especies clonales, como Trichoderma
longibrachiatum, Trichoderma harzianum y Trichoderma parareesei, la mayor parte de
la diversidad genética del género esta representada por formas sexuales (Druzhinina et
al., 2006; Kubicek et al., 2008). La mayoria de los cuerpos fructiferos de Hypocrea spp.

se encuentran asociados con hongos basidiomicetos especificos. Por ejemplo, algunas



especies crecen exclusivamente sobre géneros como Hymenochaete, Fomes, Fomitopsis
y Piptoporus (Kubicek et al., 2008).

Las especies micoparasiticas de Hypocrea/Trichoderma pueden degradar y crecer
dentro de estructuras de resistencia (esclerocios) producidas por diversos hongos
fitopatogenos, entre ellos Sclerotinia spp., Typhula spp., Macrophomina phaseolina y
Verticillium dahliae (Harman et al., 2004).

Estos hallazgos respaldan la hipétesis de que Hypocrea y otros miembros del orden
Hypocreales evolucionaron originalmente como asociados bi6trofos de hongos
degradadores de madera y posteriormente colonizaron la madera como un nicho
ecologico adicional (Rossman et al., 1999). Algunas especies, como Hypocrea jecorina
/ Trichoderma reesei, un importante productor industrial de enzimas celuloliticas y
hemiceluloliticas, podrian haber evolucionado hacia la utilizacion de madera
previamente degradada en lugar de parasitar directamente al hongo hospedador
(Kubicek et al., 2008).

Por lo tanto, la capacidad de antagonizar, parasitar o incluso eliminar otros hongos
parece estar ampliamente distribuida entre las especies de Hypocrea/Trichoderma, lo
que llevo a investigadores e industria a evaluar y utilizar cepas de este género para el
control biolédgico de patégenos de plantas (Harman et al., 2004; Mukherjee et al., 2013).
Aunque el género Hypocrea/Trichoderma comprende numerosas especies, gran parte de
la investigacién sobre micoparasitismo se ha centrado en unas pocas especies, como T.
harzianum, Trichoderma atroviride, Trichoderma virens, Trichoderma asperellum y

Trichoderma asperelloides (Harman et al., 2004; Mukherjee et al., 2013).

Durante dichos estudios se observOo que cepas utilizadas en biocontrol pueden
establecerse en la rizosfera, estimular el crecimiento vegetal e inducir respuestas de
defensa en las plantas frente a patdgenos (Harman et al., 2004; Mukherjee et al., 2013).
Ademas, algunas cepas han sido aisladas como enddfitos, es decir, como colonizadores
de los espacios intercelulares de los tejidos vegetales (Harman et al., 2004).La
secuenciacion reciente de los genomas de especies ampliamente utilizadas en

biocontrol, como T. atroviride y T. virens, junto con el desarrollo de tecnologias 6micas,



ha proporcionado nuevos conocimientos sobre la ecologia del género y la evolucion de
sus caracteristicas (Kubicek et al., 2011; Mukherjee et al., 2013).

Estas especies constituyen herramientas eficaces para el control biolégico debido a
la produccion y secrecion de enzimas liticas degradadoras de la pared celular, su
capacidad de colonizacion radicular, la competencia por nutrientes, la induccién de
resistencia sistémica en las plantas y la produccién de un amplio espectro de
metabolitos secundarios, entre los que se destacan alcaloides, flavonoides, fenoles,

esteroides, y terpenoides, sideroforos y peptaiboles (Parveen et al., 2026).

2.4. Peptaiboles

Los peptaiboles son péptidos lineales con entre 5 y 20 residuos de aminoéacidos,
producidos por peptaibol sintetasas, que pertenecen al grupo de enzimas sintetasas de
péptidos no ribosomales (NRPS) (Degenkolb et al., 2008; Marik et al., 2019). La
presencia de aminoacidos inusuales como a-aminoisobutirico (Aib) e isovalina (lva),
junto con un extremo C hidroxilado y aminoacidos N-terminales acetilados, constituye
una caracteristica distintiva de este grupo de péptidos antimicrobianos (Degenkolb et
al., 2008). La estructura de las enzimas NRPS determina el orden de los amino&cidos en
los peptaiboles (Marik et al., 2019). Los modulos de las NRPS son semi-autbnomos y
capaces de activar, elongar y ensamblar los aminoacidos. Estos mddulos contienen
dominios de adenilacion (A), tiolacion (T) y condensacion (C), que en conjunto
representan una unidad minima repetitiva de las NRPS (Degenkolb et al., 2008; Marik
et al., 2019). El orden de estas unidades determina finalmente la estructura primaria de
los peptaiboles. La primera NRPS de Trichoderma reportada fue tex1, descrita en T.
virens (Mukherjee et al., 2011). Aunque las especies de Trichoderma son conocidas
como los principales productores de peptaiboles, estos compuestos también han sido
reportados en especies de Acremonium, Tylopilus, Boletus, Bionectria, Paecilomyces,
Emericellopsis, Cephalosporium, Stilbella, Gliocladium y Tolypocladium (Degenkolb et
al., 2008).

Las actividades antimicrobianas de los peptaiboles se han reportado contra diversos
hongos, bacterias Gram positivas e incluso virus. Algunos ejemplos incluyen

trichorzianinas A y B, trichorzinas HA y harzianinas HC producidas por T. harzianum,
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trichokoninas de Trichoderma koningii, tricholonginas Bl y BIl y longibraquinas de
Trichoderma longibrachiatum, asi como trichotoxinas de T. asperellum, todos los
cuales han demostrado actividad antimicrobiana (Degenkolb et al., 2008; Marik et al.,
2019).Las trichotoxinas son peptaiboles de 18 residuos de aminoacidos, siendo
trichotoxin-A 40 el primero identificado en Trichoderma viride NRRL5242 (Brlickner
& Przybylski, 1984). Posteriormente se describieron trichotoxin-A-50 y otras variantes
en T. viride y T. harzianum (Bruckner & Przybylski, 1984; Degenkolb et al., 2008).
Estos autores clasificaron las trichotoxinas en dos subgrupos: neutras (A-50) y &cidas
(A-40), diferenciadas por el residuo GInl7 o Glul7, que determina si la molécula es

neutra o acida.

Las longibraquinas son peptaiboles de 20 residuos identificados en Trichoderma
longibrachiatum, que también se clasifican segin el intercambio GIn18/Glul8 en
subgrupos neutros (longibrachin-A) y acidos (longibrachin-B) (Degenkolb et al., 2008).
El modo de accion de los peptaiboles se basa en sus propiedades fisicas, quimicas y
bioldgicas (Degenkolb et al., 2008). Estos compuestos son capaces de formar canales
ionicos dependientes de voltaje en las membranas plasmaticas, aumentando la
permeabilidad de la membrana y provocando finalmente la muerte celular por fuga
citoplasmatica (Degenkolb et al., 2008; Marik et al., 2019). La aplicacion exdgena de
peptaiboles también puede aumentar la resistencia de las plantas frente a patdgenos al
activar respuestas de defensa vegetal (Viterbo et al., 2007). Por ejemplo, las
trichokoninas inducen resistencia en tabaco frente al virus del mosaico del tabaco
(TMV) (Shi et al., 2012).

Ademas, en plantulas de pepino, la aplicacion de dos isoformas sintéticas de
peptaiboles de 18 residuos (TvBl y TvBIl) provenientes de T. virens Gv29-8
desencadeno resistencia sistémica inducida contra bacterias fitopatdgenas de las hojas,
lo que sugiere que los peptaiboles de 18 residuos pueden actuar como inductores de
respuestas de defensa no especificas del cultivar (Engelberth et al., 2000).

También se ha reportado un efecto sinérgico entre los peptaiboles y las enzimas
hidroliticas de la pared celular producidas por Trichoderma durante la reaccion
antagonista frente a B. cinerea (Lorito et al., 1996; Schirmbdck et al., 1994). Estos
estudios demostraron que los peptaiboles inhiben la actividad de la -glucano sintasa en

el hongo hospedador y actuan sinérgicamente con [-glucanasas, lo que explica la
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destruccion de la pared celular del patdégeno por especies de Trichoderma. Ademas, los
peptaiboles también han sido considerados elicitores de las defensas vegetales
(Engelberth et al., 2000).

2.5. Control de patdgenos por Trichoderma

El micoparasitismo es una forma de interaccion biotrofica en la que los hongos
parasitos permanecen vivos a expensas de otros hongos hospedadores. La
comercializacion exitosa de varios agentes de control biolégico basados en
Trichoderma dependi6é en gran medida de su capacidad micoparasitica para detectar,
antagonizar o eliminar a otros hongos (Harman et al., 2004; Lorito et al., 2010).A través
de diferentes mecanismos como la competencia, la antibiosis y el micoparasitismo,
Trichoderma puede antagonizar directamente a los patdgenos de las plantas, aliviando el
estrés biodtico asociado y proporcionando condiciones de crecimiento mas saludables a
las plantas (Harman et al., 2004; Druzhinina et al., 2011).

El proceso de micoparasitismo parece ser muy complejo y compartido por varias
especies de Trichoderma; sin embargo, involucra etapas especificas del hospedador que
incluyen, en primer lugar, la deteccién del hongo hospedador y, posteriormente, la
liberacion de un conjunto de enzimas hidroliticas y metabolitos secundarios
micotoxicos (Lorito et al., 2010).Diversos estudios genémicos centrados en investigar la
naturaleza y los mecanismos del micoparasitismo revelaron que algunas especies poseen
arsenales mas amplios de genes que codifican enzimas hidroliticas y compuestos
antifangicos, lo que podria explicar, al menos parcialmente, la variabilidad en la
eficacia del control biol6gico observada entre diferentes especies de Trichoderma
(Kubicek et al., 2011; Druzhinina et al., 2011).

A nivel molecular, un factor crucial para el micoparasitismo exitoso es la deteccion
temprana de sefiales del hospedador. Se han analizado los mecanismos moleculares
subyacentes a la activacion de la maquinaria de biocontrol en Trichoderma, y el modelo
actualmente aceptado sugiere que las enzimas liticas y los metabolitos secundarios
antimicrobianos producidos por Trichoderma, en combinacion con la formacion de
estructuras de infeccion, son desencadenados por la presencia de los antagonistas de

Trichoderma (Zeilinger et al., 2016).Dicha activacion solo puede tener lugar después de
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que Trichoderma percibe sefiales externas derivadas del hospedador (por ejemplo,
componentes de la pared celular del hospedador o metabolitos secretados) o
experimenta una interaccion fisica con ligandos localizados en la superficie del
hospedador. Tanto T. atroviride como T. virens respondieron a Rhizoctonia solani
incluso antes de cualquier contacto fisico, mediante la activacion de genes relacionados
con el micoparasitismo, lo que respalda la hipotesis de que sustancias difusibles
liberadas por el hospedador desencadenan la respuesta antagonista del agente de control
bioldgico (Seidl et al., 2009).

Al analizar distintas cepas de Trichoderma spp., se obtuvieron compuestos no
volatiles que presentaron actividad antifungica frente a F. oxysporum, A. alternata y B.
cinerea (Li et al., 2019). Nueve compuestos fueron obtenidos a partir de Trichoderma
sp., siendo el compuesto etiquetado como 31 el que exhibié mayor actividad frente a A.
alternata, con un valor de Concentracion Inhibitoria Minima (MIC) de 32 pug/mL (Li et
al., 2019).

Una nueva lactona macrociclica de 10 miembros denominada cremendlido fue
aislada de Trichoderma cremeum. Los ensayos in vitro demostraron que el cremendlido
inhibid el crecimiento radial del micelio de F. oxysporum, B. cinerea y Rhizoctonia
solani, y ademas promovié significativamente el crecimiento de plantulas de tomate
(Vinale et al., 2016). El compuesto 6-pentil-a-pirona también fue aislado de T.
harzianum T77 y SQR-T037. Este compuesto se utiliza para el control de enfermedades
del tronco de la vid y mostré actividad antifngica frente a F. oxysporum (Vinale et al.,
2008; Lorito et al., 2010). A partir de lo expuesto, se hace evidente que la eficacia de
Trichoderma spp. como agente de control bioldgico radica en la complejidad y sinergia
de sus mecanismos de defensa, donde los metabolitos secundarios desempefian un papel
critico (Zeilinger et al., 2016).

Bajo esta premisa, el presente trabajo se fundamenta en la hipétesis de que cepas
autoctonas de Trichoderma, aisladas de entornos locales, poseen una alta capacidad
antagonista vinculada a una produccion eficiente de metabolitos secundarios. En
consecuencia, el objetivo general de esta investigacion es caracterizar morfologicamente

dichas cepas, evaluando su potencial biocontrolador frente a B. cinerea, A. alternata y
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F. oxysporum, a fin de sentar las bases para el desarrollo de bioinsumos sustentables

que optimicen la sanidad del cultivo de tomate.
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3. Hipotesis.

“Determinadas cepas de Trichoderma, aisladas de entornos locales, poseen una
alta capacidad antagonista contra patégenos de tomate vinculada a una produccion de

metabolitos secundarios ”.

4. Objetivos.
4.1. Objetivo general.

Explorar las capacidades de Trichoderma como controlador biologico de
enfermedades causadas por fitopatdgenos en tomate.

4.2. Objetivos especificos
4.2.1. Evaluarla capacidad antagonica de diferentes cepas de Trichoderma contra

patogenos flngicos de tomate in vitro.

4.2.2. Analizar la incidencia de enfermedad causada por B. cinerea en frutos de
tomates.

4.2.3. Evaluar la produccion de metabolitos secundarios por las cepas
seleccionadas como posibles compuestos antifungicos.

4.2.4. Analizar el espectro de accion de los metabolitos secundarios frente a

patdgenos.
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5. Materiales y métodos
5.1. Preparacion de cepas de Trichoderma

Las cepas de Trichoderma forman parte de la coleccion del Laboratorio de
Fisiologia de la Interaccion Planta-Microorganismo del Centro de Estudios
Fotosintéticos y Bioguimicos (CEFOBI) y se conservaron en el Centro de Referencia
Micoldgica (CEREMIC) de la Facultad de Ciencias Bioquimicas y Farmacéuticas de la
Universidad Nacional de Rosario. Fueron aisladas de muestras de suelo recogidas en la
parte sur de la provincia de Santa Fe, en la regiéon pampeana (32°25'00” S, 61°54'00"
0), con permiso de colecta n° 255/2018, expediente 02101-0019157-3 de acuerdo al

Protocolo de Nagoya.

Para el aislamiento se utilizd la metodologia definida por Zhou et al., (2020)
(modificada), donde se tomd un gramo de suelo/muestra y se lo coloc6 en 9 mL de agua
esterilizada para obtener una solucion de suelo de 1x10. Partiendo de esa suspension
se realizaron diluciones seriadas hasta la 1x10°5. Para sembrarse en 5 placas de Petri con
medio de cultivo PDA y cloranfenicol 0.1g/L y se incubaron por 72 horas. Los
crecimientos con caracteristicas a Trichoderma spp., se los transfirié a papa dextrosa
agar (PDA), utilizando el procedimiento de punta de hifa (Dou et al., 2019), se logro
cultivos monoconidiales los cuales se los conservé en tubos Eppendorf en refrigeracion
-80C.

Se trabaj6 con ocho cepas nativas previamente aisladas y conservadas en el cepario

del laboratorio. Las cepas utilizadas en este trabajo fueron denominadas:

. afroharzianum 3A3
. afroharzianum UEPAARS
. afroharzianum UEPAAR12

. afroharzianum J66

—| A 4] 4| 4

. afroharzianum J50

T. afroharzianum 10BR1

Trichoderma spp Pista 9

Trichoderma spp 20NAR3

16



Tabla 1: Cepas utilizadas Se tomaron muestras de suelo recogidas en la parte sur de la
provincia de Santa Fe, en la region pampeana (32°25'00" S, 61°54'00"” O), con permiso de
colecta n° 255/2018, expediente 02101-0019157-3 de acuerdo al Protocolo de Nagoya y
siguiendo el protocolo (Zhou et al., 2020). Se conservaron en medio liquido a -80 °C y se
sembraron en placas de Petri con medio PDA de 90 mm, utilizando 0,1 mL de in6culo por
placa. La incubacion se realiz6 a 25 °C bajo un fotoperiodo de 12 horas luz/12 horas oscuridad
durante 7 dias.

Las cepas conservadas en medio liquido a -80 °C se sembraron en placas de Petri
con medio agar papa dextrosa (PDA) de 90 mm, utilizando 0,1 mL de indculo por placa.
La incubacion se realiz6 a 25 °C bajo un fotoperiodo de 12 horas luz/12 horas oscuridad
durante 7 dias. Posteriormente, se transfirio un disco de 7 mm del extremo en
crecimiento de la placa, a un nuevo medio PDA para asegurar la pureza y viabilidad del

cultivo.

Finalmente, se cosecharon los conidios y se conservaron en glicerol estéril (50%
v/v) a -80 °C para su uso en las siguientes etapas.

5.2. Medios de cultivos.

5.2.1. Medio Papa-Dextrosa-Agar.

El medio de cultivo utilizado para cultivo en medio solido, tanto las cepas
fitopatdgenas, como Trichoderma fue el PDA (Britania) de concentracién 39 g/L,
(infusién de papa 200 g/L, glucosa 20 g/L, agar 15 g/L) y se ajust6 a pH final: 5.6 + 0.2.
Se disolvieron 39 g del polvo en 1 litro de agua purificada. Se dej6 reposar durante 5
minutos y se calentd hasta ebullicion con agitacion continua hasta disolucion total.

Luego se esterilizo en autoclave a 121°C durante 15 minutos.

5.2.2. Medio agar-banana-avena-leche.

Para activar la esporulacién se realiz6 la siembra de discos de 7mm de los

fitopatdgenos en el medio casero que contiene agar, banana, leche y avena. EI medio
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contiene 1,5% p/v Agar bacteriéfago, 20 g de banana, 20 g de avena y 200 mL de leche

entera en polvo.

5.3. Caracterizacion macroscépica y microscopicas

Tras el periodo de incubacion, se evaluaron las caracteristicas macroscopicas
(color, textura, tamafio y pigmentacion de las colonias) y se registraron

fotograficamente.

La caracterizacion microscopica se realizd mediante microcultivos en agar
Lactrimel segun la técnica de Ridell (Lacaz et al., 2002). Se corté la placa con medio
de Lactimiel con hoja de bisturi, en cuadrados de 1mm. Con la hoja de bisturi se
colocé un cuadrado en el portaobjetos que esta en la placa con el equipo de micro
cultivo. Se sembr6 el hongo con el ansa de punta en las cuatro esquinas y en el centro
del blogue. Por altimo, se colocd el cubreobjetos sobre el bloque de Lactimiel.

Figura 1: Técnica de Riddell: Se cort6 de la placa con medio Lactrimiel con hoja de bisturi,
cuadrados de 1mm. Con la espatula o la hoja de bisturi se colocé un cuadrado en el
portaobjetos que est4 en la placa de Petri con el papel filtro y el portaobjeto. Se sembro el
hongo con el ansa de punta en las cuatro esquinas y en el centro del bloque. Se coloco el
cubreobjetos sobre el bloque de Lactrimiel durante 10 dias a 25°C.

El medio Lactrimiel estd compuesto por harina de trigo 20 g/L, leche descremada
10 g/L, miel 10 g/L y agar bacteriol6gico 15 g/L (Lacaz et al., 2002).

18



Luego del periodo de incubacion de una semana en un fotoperiodo 12 hs luz/ 12 hs
de oscuridad de los fitopatdgenos y las cepas de Trichoderma, se tomo el cubreobjetos y
se le coloco una gota de azul de metileno 1% p/v sobre el mismo. Las observaciones se
Ilevaron a cabo con un microscopio de campo claro con objetivos 10X y 40X en un

microscopio Nikon Labophot-2 con cdmara digital MC500W-G1.

5.4. Ensayo de enfrentamiento.

La actividad antagonica de las ocho cepas de Trichoderma se evaluo frente a F.
oxysporum, B. cinerea y A. alternata mediante la técnica de cultivos duales en placas de
PDA. Se utilizaron discos de 7 mm de diametro tomados de la periferia activa de los
cultivos de Trichoderma y del patogeno, colocandolos a una distancia de 7 cm en la
misma placa. Las placas se incubaron durante 7 dias a 25 °C. Tres dias antes se sembro
los fitopatdgenos debido a su crecimiento méas lento. Se midi6 el crecimiento radial
promedio de ambos organismos con el paso de los dias. Se realizaron medidas desde el
centro del disco sembrado hacia los laterales y hacia el centro de la placa, se promedid

los tres valores y se repitid, para cada dia, durante 3 dias.

Se registraron y clasificaron las interacciones antagonicas segun los criterios

propuestos por Badalyan et al. (2004) y Molla et al. (2001).
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Figura 2. Enfrentamiento in vitro. Se coloc6 en una placa de Petri con medio PDA dos discos
de 7 mm provenientes del borde correspondiente al crecimiento activo de la cepa de
Trichoderma y del patdgeno analizados. A. alternata y F. oxysporum se sembraron 3 dias antes
debido a su crecimiento mas lento, las placas se resguardaron en camara a 25C durante 7 dias.

5.5. Andlisis del perfil proteico en respuesta al enfrentamiento in vitro y tratamiento
con peptaiboles.

5.5.1 Extraccion de peptaiboles.

La extraccion de peptaiboles se realizé a partir de los enfrentamientos in vitro en
medio PDA entre una cepa de Trichoderma y un fitopatégeno. Ademas, ambos fueron
crecidos de manera individual para ser utilizados como control. Se adicionaron 5 mL de
cloroformo a cada placa de Petri, y se realizo dos lavados con 1 mL, se recolecté el halo
de inhibicién (Figura 1) en tubos de ensayo y se agito a temperatura ambiente durante 2

hs. Los tubos fueron centrifugados a 10000 x g durante 10 min.

Luego el sobrenadante se evaporo hasta sequedad mediante rotavapor (40 °C, 20
rpm), SENCO R206B (Shanghai Senco Technology Co., Ltd.). Los extractos totales se
disolvieron en metanol y se transfirieron a nuevos tubos que luego se evaporo bajo una
corriente de N2(g). EI material seco remanente se disolvio en 200 puL de metanol y se

conservo en -20°C para analisis posteriores (Rahimi et al., 2020). (Figura 2.)

20



Figura 3: Zona tomada para la extraccién de peptaiboles totales de enfrentamiento entre
Trichoderma y patogeno. Entre las flechas se indica el halo de inhibicion. EI PDA
correspondiente fue cortado con bisturi para su posterior procesamiento.

Figura 4: Protocolo seguido para la extraccion de peptaiboles totales. 1-Enfrentamiento
Fusarium/Trichoderma, PDA 28°C. 2-Extraccion del halo formado del enfrentamiento
Trichoderma-patdgeno. 3-Lavados con cloroformo del halo extraido y recoleccion de la
superficie desprendida. 4- Agitacion durante 2 hs del halo de inhibicién. 5- Evaporacion en
cloroformo en rotavapor y re suspension en metanol. 6- Centrifugacion durante 10 min a 1000
rpm. 7-Secado de pellet con N> (g). 8- Re suspension en 200 pL de metanol. 9- Analisis
mediante HPLC.

5.5.2. Analisis cromatogréafico

MATERIALES Y METODOS.

1-Enfrentamiento

Fusarium/Trichoderma, 5-Evaporacion de 7-Secado de 8-Reuspension en
APD 28C. cloroformo, en rotavapor y pellet con I:> 200ul de metanol.
— resuspension en metanol. nitrégeno.
2-Extraccion de halo
formado del enfrentamiento - A

extraido y recoleccion
de la superficie
desprendida

b 9-Analisis
entre ambas cepas. .
& PR mediante HPLC
3-lavados con
cloroformo del halo - !’I

6-Centrifugacion 10 ] rl
minutos, 10000 rpm. 4 | 1

4-Agitacion
durante 2 horas.

Los andlisis cromatograficos se realizaron mediante cromatografia liquida de alta
performance (HPLC) utilizando un sistema Altus A10 (PerkinElmer) equipado con un
detector de arreglo de diodos (PDA, Altus A10 PDA Detector) con deteccion a 220nm.
La separacion se efectud en una columna de fase reversa C18 (Phenomenex Luna, 250
mm x 4,6 mm de diametro interno, 5 um de tamafio de particula). La fase mavil estuvo
compuesta por agua con 0,1 % de acido féormico (solvente B) y metanol con 0,1 % de
acido férmico (solvente C), empleandose un modo de elucién en gradiente. EI programa
de gradiente comenzé a tiempo 0 min con una composicion de 30 % de solvente B y 70
% de solvente C; a los 16 min la proporcion se modificd a 15 % de solvente B 'y 85 %
de solvente C; posteriormente, a los 25 min se alcanz6 una composicion de 100 % de
solvente C, condicion que se mantuvo hasta los 35 min de corrida. El flujo se establecio
en 1 mL min™' durante todo el analisis, con limites de presion fijados entre 400 y 4000
psi (Rahimi et al., 2020).
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5.6. Proteccion en fruto de tomate con peptaiboles totales extraidos de cepas
especificas

Se tomaron veintidds tomates Cherry los cuales fueron previamente esterilizados
durante 3 minutos en solucién de 2% v/v de hipoclorito de sodio, enjuagados 2 veces
con H,0 destilada estéril y secados en flujo laminar durante 5 minutos, a los cuales se le
realizd a cada uno tres cruces sobre el epicarpio con aguja hipodérmica estéril (de 0.5
cm cada una) en flujo laminar y se le suministré 5 uL del extracto de peptaiboles en
cada una de ellas. Luego de 5 minutos, se les agregaron 5 uL en cada una de las cruces
con el patogeno B. cinerea. Los frutos fueron colocados en placas de Petri de vidrio, en
una bandeja con papel humedo y se les cubri6é con film para el seguimiento diario del

progreso de la infeccion durante cinco dias.

5.7. Postulados de Koch

Para corroborar que la infeccion observada en los frutos de tomate pertenece a B.
cinerea, a partir de los tomates que presentaron sintomas de este patdgeno se recolecto
con ansa de punta el micelio y se coloco en el centro de una placa de Petri con medio de
cultivo PDA. A partir de ello se realizdé la verificacion morfoldgica de la cepa

patogénica macro y microscopicamente cultivandola durante 10 dias a 25° C .

A tomaron 4 tomates Cherry, los cuales se encontraban sanos y desinfectados, se
les aplicd, en incisiones de 5 mm en forma de cruz realizadas con bisturi, 5 pL de una
solucion 1x10° esporas/mL proveniente de la placa mencionada anteriormente. Se
colocé a cada uno de los tomates en placa de Petri de vidrio con papeles de filtro

humedecidos con 3 mL de agua estéril.

Luego de 3 dias a 25 °C con humedad y fotoperiodo 12hs luz/12hs oscuridad, los
tomates presentaron micelio e hifas grises, sintomas de la enfermedad, los cuales fueron
recolectados con ansa de punta colocados en el centro de placas de Petri con medio de
cultivo PDA. Las mismas se conservaron en cdmara durante 10 dias a 25 °C con un
fotoperiodo de 12hs luz/12hs oscuridad. A continuacion, se colocaron 5mL de agua
estéril en cada placa y se removio el micelio y las esporas con espatula de Drigalsky, se
recolectd el sobrenadante en tubos Eppendorf de 1,5 mL y se realiz6 el conteo de

esporas en microscopio optico de campo claro con aumentos 10X y 40X (Microscopio
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Nikon Labophot-2 con camara MC500W-G1). Generando asi una solucién de 1 x 10°

esporas/mL de B. cinerea.

Se repitid el procedimiento con 4 tomates Cherry sanos: 3 incisiones de 5mm en
forma de cruz, en cada una se aplicaron 5uL de la solucion de esporas y se colocé a
cada uno en placa de Petri de vidrio con papeles de filtro humedecidos con agua esteéril.
Se los reservd 10 dias a 25 °C con humedad y fotoperiodo 12hs luz/12hs oscuridad. Los
tomates presentaron sintomas de enfermedad, los mismos fueron recolectados y
colocados en placas de Petri con medio de cultivo PDA, se cultivaron 10 dias con el
mismo fotoperiodo mencionado, a 25 °C. Se observaron las caracteristicas

macroscopicas.

Se trabajo en cabina de bioseguridad debido al uso de fitopatogenos.

6. Resultados

6.1. Caracterizacion macroscopica de patdgenos
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Figura 5: Patdgenos. Se tomd un disco de 7mm del extremo en crecimiento de las placas de
cada patogeno cultivados en el cepario del laboratorio y fue colocado en el centro de la placa de
Petri en medio PDA a 28°C. Se mantuvo distinto tiempo de crecimiento para cada patégeno
debido a las diferencias en velocidades de crecimiento. F. oxysporum crecida durante 7 dias (A,
D). A. alternata crecida durante 10 dias (B, E). B. cinerea crecida durante 10 dias. (C, F)
Anverso (A, B, C), reverso (D, E, F).

En primer lugar, se realizo la caracterizacion de los patdgenos de tomate para corroborar
su identidad. Luego de haberlos crecido durante el tiempo necesario para que ocuparan
toda la superficie de la placa se procedié a la caracterizacion macroscopica.Se tomo un
disco de 7mm del extremo en crecimiento de las placas de cada patdgeno cultivados en
el cepario del laboratorio y fue colocado en el centro de la placa de Petri en medio PDA
a 28°C.Cada patdgeno crece a velocidades distintas, por esta razon se cultivaron durante
cierto tiempo cada uno. F. oxysporum siendo el patdgeno de crecimiento mas rapido, a
los 7 dias ya se encontraba cubriendo toda la placa de Petri. En cambio B. cinerea y A.
alternata se necesitd 10 dias para que cubran toda la superficie. Se observaron
diferencias en el tamafio y la coloracion de las colonias correspondientes a los
patogenos analizados. F. oxysporum presentd una coloracion rosada tipica en la region
central de la colonia, la cual se atenud progresivamente hacia la periferia (Fig. 5A,
anverso), adquiriendo finalmente una tonalidad blanquecina con una superficie lisa a
levemente radiada de aspecto algodonoso, micelio aéreo abundante, crecimiento

homogéneo con pigmentacion central tipica del género.

Por otro lado, A. Alternata presenta un aspecto aterciopelado a yesoso de color
marrén—grisaceo (Fig. 5B, anverso) y marrén oscuro a negro (Fig. 5E, reverso), una

colonia compacta, oscura, con poco micelio aéreo.

Por ultimo, se puede observar en la Figura 5C una superficie radiada de aspecto
algodonoso de color gris claro a gris amarillento (anverso) y pardo claro (reverso) con

un micelio aéreo abundante tipico de B. cinerea.

6.2. Caracterizacion microscopica de patdgenos

El andlisis microscopico de las imagenes obtenidas permitié identificar diferencias
en la morfologia y el tamafio de las estructuras reproductivas de los patdgenos

estudiados. La micrografia muestra estructuras caracteristicas del hongo fitopatogeno A.
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alternata, presentando una conidiogénesis de tipo holoblastica, produciendo
dictioconidios muriformes de morfologia obclavada (Fig. 6). Dichas estructuras de
propagacion se disponen en cadenas acropétalas a partir de hifas de micelio septado.
(Pitt & Hocking, 2009)

Figura 6: Imagen del micelio y esporas de A. alternata. Obtenidas en microscopio Optico
(40X). (1) Dictioconidio muriforme de morfologia obclavada. (2) Cadena acropétala. (3)
Micelio Septado. (Pitt & Hocking, 2009).

Por otro lado, el andlisis microscopico de los aislamientos de F. oxysporum revelo
la presencia de un micelio septado, en el cual el proceso de reproduccion asexuada
ocurre mediante una conidiogénesis blastica de tipo enteroblastica (Fig.7). En las
muestras se identificaron tres tipos de estructuras caracteristicas del complejo: en primer
lugar, los macroconidios, que se presentan como esporas hialinas, multicelulares y con
una morfologia fusiforme con extremos curvados. En segundo lugar, se observaron
abundantes microconidios elipsoidales, generalmente unicelulares, dispersos en torno a

las fialides. Finalmente, se detecto6 la formacion de clamidoconidios a partir del micelio.
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Figura 7. Imagen del micelio y esporas de F. oxysporum. Obtenidas en microscopio 6ptico
(40X). (1) Micelio septado. (2) Clamidoconidio. (3,4,5) Macroconidios. (6) Microconidios. (Pitt
& Hocking, 2009).

El analisis microscopico de B. cinerea (Fig. 8) permitié identificar un micelio
tabicado conformado por hifas que presentan ramificaciones caracteristicas. La
estrategia de reproduccién asexuada se manifiesta mediante el desarrollo de
conidiéforos largos y ramificados en su seccion apical, donde ocurre una conidiogénesis
blastica de tipo holobléastica, los conidios se originan de forma sincrdnica a partir de
células conididégenas ampuliformes localizadas en los extremos de las ramificaciones,
dando lugar a estructuras unicelulares, hialinas y de morfologia elipsoidal. Esta
disposicion final genera una estructura de tipo botrioide, en forma de racimo, la cual
constituye el rasgo taxondémico distintivo para la identificacion de este género flngico.
(Pitt & Hocking, 2009).
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Figura 8: Imagen del micelio y esporas de B. cinerea. Obtenidas en microscopio Optico
(40X), tincion con azul de metileno y técnica de Riddell. (1) Micelio septado. (2) Células
conididgenas ampuliformes localizadas en los extremos de las ramificaciones. (3) Estructura de
tipo botrioide, en forma de racimo. (Pitt & Hocking, 2009).

6.3. Caracterizacion de cepas de Trichoderma
6.3.1. Caracteristicas macroscopicas

Las ocho cepas de Trichoderma seleccionadas para este trabajo de tesina fueron
caracterizadas macroscopicamente luego de ser crecidas en medio de cultivo PDA
durante 4 dias. Una caracteristica tipica de Trichoderma es su rapido crecimiento en
condiciones favorables, lo que resulta una ventaja al momento de colonizar espacios y

competir por nutrientes en la rizosfera de las plantas (Calumby et al. 2025).

Al finalizar el periodo de incubacién, se evaluaron las caracteristicas
macroscopicas, las cuales se compararon con las descripciones reportadas en la
literatura para confirmar su clasificacion dentro del género Trichoderma. Las
caracteristicas macroscopicas evaluadas incluyeron la forma, la elevacion, el margen, la
superficie y la pigmentacion (Calumby et al., 2025; Chaverri et al., 2015; Barnett y
Hunter, 1972).
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Figura 9: Cepa T. afroharzianum UEPAARDS. Cepa cultivada en medio PDA durante 4 dias a
28°C. Sembrada a partir de un disco de 7mm tomado del extremo en crecimiento de una placa
de Petri de T. afroharzianum UEPAARS (A: anverso; B: reverso).

A B

Figura 10: cepa Trichoderma spp 20NAR3. Cepa cultivada en medio PDA durante 4 dias a
28°C.Sembrada a partir de un disco de 7mm tomado del extremo en crecimiento de una placa de
Petri de Trichoderma spp 20NAR3 (A: anverso; B: reverso).
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Figura 11: Cepa T. afroharzianum 10BR1. Cepa cultivada en medio PDA durante 4 dias a
28°C. Sembrada a partir de un disco de 7mm tomado del extremo en crecimiento de una placa
de Petri de T. afroharzianum 10BR1 (A: anverso; B: reverso).

Figura 12: Cepa T. afroharzianum J66. Cepa cultivada en medio PDA durante 4 dias a
28°C.Sembrada a partir de un disco de 7mm tomado del extremo en crecimiento de una placa de
Petri de T. afroharzanium J66 (A: anverso; B: reverso).
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Figura 13: Cepa T. afroharzianum UEPAAR12.Cepa cultivada en medio PDA durante 4 dias
a 28 °C. Sembrada a partir de un disco de 7mm tomado del extremo en crecimiento de una placa
de Petri de T. afroharzianum UEPAAR12 A: anverso; B: reverso).

Figura 14: Cepa T. afroharzianum J50.Cepa cultivada en medio PDA 4 dias a 28°C.
Sembrada a partir de un disco de 7mm tomado del extremo en crecimiento de una placa de Petri
de T. afroharzianum J50 durante (A: anverso; B: reverso).
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Figura 15: Cepa Trichoderma spp Pista 9. Cepa cultivada en medio PDA 4 dias a 28°C.
Sembrada a partir de un disco de 7mm tomado del extremo en crecimiento de una placa de Petri
de Trichoderma spp Pista 9 (A: anverso; B: reverso).

Figura 16: Cepa T. afroharziaum 3A3. Cepa cultivada en medio PDA durante 4 dias a
28°C.Sembrada a partir de un disco de 7mm tomado del extremo en crecimiento de una placa de
Petri de T. afroharziaum 3A3 (A: anverso; B: reverso).
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Tabla 2: Caracterizacion macroscépica. A partir de las cepas sembradas en placa de Petri con

medio PDA a 28 C° durante 3 dias, se tomd un disco de 7 mm del extremo en crecimiento de las

mismas y se sembré cada una en el centro de ocho placas de Petri y fueron cultivadas durante 4

dias a 28 °C, se clasificé a cada una segun, elevacion, forma, margen, superficie y pigmentacion

anversay reversa.

Caracteristicas Elevacion Forma Margen Superficie Color Color
anverso reverso.
T. Elevada Irregular Ondulado Sectorizada Amarillo Amarillo 'y
afroharzianum limitada anaranjado. | blanco.
UEPAARS
(Figura 9)
Trichoderma Convexa Rizoidal. Desflecado. Surcos radiales. | Tonalida- Tonalida-
spp 20NAR3 umbilicada des des
(Figura 10) amarillas amarillas
T. Convexa Circular Entero Plegada Blanco, Naranja en
afroharzianum umbilicada amarillo y | el centro de
10BR1 naranja la placa que
(Figura 11) se difumino
hacia  los
extremos en
blanco
T. Elevada Circular Ondulado Surcos radiales | Amarillo Marrén en
afroharizanum limitada verdoso con | el centro de
J66. pigmento surcos la placa con
(Figura 12) anverso blancos, vy | distintas
reverso tonalidades
de naranja.
T. Elevada Rizoide Desflecado Surcos radiales | Amarillo Amarillo
afroharzianum limitada con filamen- | central que
UEPAAR12 tos blancos. | se torna
(Figura 13) blanco hacia
los limites
de la placa.
T. Elevada Irregular Liso Plegada Amarillo Blanco vy
afroharzianum limitada verdoso y | naranja.
J50 en la circun-
(Figura 14) ferencia
cercana  a
los limites
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de la placa
reveld

tonalidades
verdes con
puntuacio-

nes violetas.

Trichoderma
spp Pista 9
(Figura 15)

Elevada

limitada

y

Irregular

Lobulado

Cerebriformes

Central
verde y
amarillo,
hacia los
bordes de la
placa se
observan
tonalidades
amarillas y

blancas.

Amarillo

Cepa T.

afroharzianum
3A3 (Figura 16)

Elevada
limitada

y

Irregular

Ondulado

Sectorizada

Amarillo.

Amarillo.

Al sembrar las cepas durante 4 dias las mismas no presentaron esporulacion, ni

produccién de metabolitos secundarios, esto se puede observar en la falta de coloracion

verde caracteristica del género Trichoderma.

6.3.2 Caracteristicas microscépicas

Se realiz6 una tincion con azul de metanol 1% p/v de forma de poder observar

las caracteristicas microscopicas de las distintas cepas de Trichoderma y poder

describirlas en base a conidios, esporas, y micelios ademas de poder comparar sus

similitudes y diferencias. Las caracteristicas microscopicas se evaluaron mediante

microcultivos preparados en agar Lactimel utilizando la técnica de Riddell (Riddell,

1950). Las observaciones se realizaron mediante un microscopio de campo claro con

objetivos de 10x y 40x%, con el fin de analizar los detalles estructurales del hongo.
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Figura 17: Imagen de esporas y micelio de T. afroharzianum UEPAAR 5. Obtenidas en
microscopio optico (40X), tincion azul de metileno 1% p/v y con técnica de Riddell.

Figura 18: Imagen de esporas y micelio de Trichoderma spp 20NAR3. Obtenidas en
microscopio éptico (40X), tincion con azul de metileno 1% p/v y con técnica de Riddell.
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Figura 19: Imagen de esporas y micelio de T. afroharzianum 10BR1.Obtenidas en
microscopio éptico (40X), tincion con azul de metileno 1% p/v y técnica de Riddell.

optico (40X), tincién azul de metileno 1% p/v y técnica de Riddell.
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Figura 21: Ign de esporas y micelio de T. afroharzianum UEPA AR12.0Obtenidas en
microscopio optico (40X), tincion azul de metileno 1% p/v y técnica de Riddell.

optico (40X), tincion de azul de metileno 1% p/v y técnica de Riddell.
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Figura 23: Imagen de esporas y micelio de Trichoderma spp Pista 9. Obtenidas en
microscopio éptico (40X), tincion azul de metileno 1% p/v y técnica de Riddell.

Figura 24: Imagen de esporas y micelio de T. afroharzianum 3A3. Obtenidas enmiroscpi
optico (40X), tincidn de azul de metileno 1% p/v y técnica de Riddell.

El analisis de los aislamientos revelé una notable homogeneidad en sus caracteres
diagndsticos primarios, compartiendo todas las cepas un micelio tabicado y una
conidiogénesis enteroblastica a partir de fidlides diferenciadas, lo que confirma la
estabilidad del género bajo las condiciones de cultivo y tincion empleadas. No obstante,

se manifiestan variaciones fenotipicas significativas en la arquitectura del aparato
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reproductor, donde cepas como T. afroharzianum J66 (Figura 20) y T. afroharizanum
J50 (Figura 22) presentan una esporulacion masiva y dispersa que contrasta con la
organizacion mas localizada y ramificada de T. afroharzianum UEPAAR12 (Figura 21).
Asimismo, la disposicion de los penachos fialidicos varia desde agrupaciones
verticiladas densas en Trichoderma spp 20NAR3 (Figura 18) y T. afroharzianum 3A3
(Figura 24), que forman cabezuelas apicales bien definidas, hasta tramas miceliales méas
abiertas en T. afroharzianum 10BR1 (Figura 19) o aglomeraciones compactas en
Trichoderma spp Pista 9 (Figura 23) que dificultan la individualizacion de las fialides.
Estas divergencias en la densidad de propagulos y en la estructuracion de los

conidioforos sugieren capacidades diferenciales de colonizacion entre las cepas aisladas.
6.4. Enfrentamientos in vitro

Se realizaron enfrentamientos in vitro entre las ocho cepas de Trichoderma
presentadas y los tres fitopatdgenos. Estos ensayos realizados sirvieron para analizar,
como vario las caracteristicas macroscopicas de los patdgenos, como de las cepas en
estudio en presencia de su antagonista. También se utilizaron estos enfrentamientos para
el estudio de a velocidad de crecimiento que presentan cada uno, tanto individualmente
como en presencia de ambos. Por Gltimo, se observo que se generan halos de inhibicién
en la zona de contacto entre los patdgenos y las cepas de Trichoderma, este fue utilizado
para el estudio de metabolitos secundarios que serian los responsables del poder

biocontrolador por parte de Trichoderma.

En cada control como en los enfrentamientos se sembré un disco de 7mm de PDA

proveniente del crecimiento activo de los correspondientes microorganismos.

6.4.1. Controles de patégenos
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Figura 25: Control de fitopatdgenos. Se realizo la extraccion de discos de 7 mm a partir del
crecimiento activo de placas de Petri conteniendo cada patdgeno, las cuales fueron sembradas
en medio PDA y cultivadas en cdmara a 28°C. Y se sembrd ese disco en el extremo izquierdo de
placas nuevas de PDA, se cultivo cada una el tiempo siguiente a 28°C. A) Control F. oxysporum
(6 dias). B) Control A. alternata (6 dias). C) Control B. cinerea. (3 dias).

El patdégeno B. cinerea fue el primero analizado y se cultivdé 3 dias en cdmara a
28°C, se observé que el tiempo no fue suficiente, ya que debido a su crecimiento lento
no pudo presentar competencia a las cepas de Trichoderma, de alli se decidié que los
patégenos F. oxysporum y A. alternata se los cultivo durante 6 dias, 3 dias previos a la
siembra de las cepas de Trichoderma y los 3 dias siguientes en los que se realizaron las
medidas y observaciones.

6.4.2. Cepas de Trichoderma spp.

Figura 26: Controles positivos cepas de Trichoderma. Crecidas en medio APD a 28°C
durante 6 dias. A) T. afroharzianum UEPAARS5. B) Trichoderma spp 20NAR3. C) T.
afroharzianum 10BR1. D) T. afroharzianum J66. E) T. afroharzianum UEPAAR12 F) T.
afroharzianum J50. G) Trichoderma spp Pista 9. H) T. afroharzianum 3A3.
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A partir de las caracteristicas macroscopicas de la Figura 26 se pueden observar que
las cepas presentaron una coloracion verde caracteristica del género Trichoderma, esto
podria deberse al mayor tiempo de cultivo que presentan estas cepas en comparacion
con las presentadas en el apartado 6.1.2, esta diferencia temporal permitiria a las cepas

alcanzar el estado de esporulacion y generar este color caracteristico.

6.4.3. Enfrentamientos in vitro de Trichoderma spp vs. B. cinerea.

Figura 27: Enfrentamientos duales vitro de diferentes cepas de Trichoderma contra B.
cinérea. Crecidas en medio APD a 28°C durante 6 dias. A) T. afroharzianum UEPAARS. B)
Trichoderma spp 20NAR3. C) T. afroharzianum 10BR1. D) T. afroharzianum J66. E) T.
afroharzianum UEPAAR12 F) T. afroharzianum J50. G) Trichoderma spp Pista 9. H) T.
afroharzianum 3A3.

La evaluacion de los enfrentamientos in vitro (Figura 27) evidenci6 la capacidad
antagonista de las distintas cepas de Trichoderma frente a los fitopatdgenos ensayados.
En el caso de B. cinerea, el patdgeno fue completamente micoparasitados por
Trichoderma en todas las cepas evaluadas. Asimismo, se puede observar un cambio en
la coloracion por parte de las cepas de Trichoderma, especificamente por parte de T
afroharzianum UEPAAR 5, esto podria deberse a la produccion de metabolitos

secundarios generados ante el censo del patdgeno. (Figura 27 A).
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6.4.4. Enfrentamientos in vitro de Trichoderma spp vs A. alternata.

Figura 28: Enfrentamientos duales in vitro de diferentes cepas de Trichoderma contra A.
alternata. Crecidas en medio APD a 28°C durante 6 dias. A) T. afroharzianum UEPAARS. B)
Trichoderma spp 20NAR3. C) T. afroharzianum 10BR1. D) T. afroharzianum J66. E) T.
afroharzianum UEPAAR12 F) T. afroharzianum J50. G) Trichoderma spp Pista 9. H) T.
afroharzianum 3A3.

En los ensayos de enfrentamientos duales con A. alternata, este fue sobrepasado
por Trichoderma en todos los casos (Figura 28). La produccion de metabolitos
secundarios y esporulacion se manifestd mediante cambios de coloracion en las cepas,
T. afroharzianum UEPAAR5(A), T. afroharzianum UEPAAR 12(E), asi como por la
presencia de halos de inhibicidn en la zona de contacto con el patdgeno en las cepas T.

afroharzianum J50 (F), Trichoderma spp Pista 9 (G) y T. afroharzianum 3A3 (H).
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6.4.5. Enfrentamientos in vitro de Trichoderma spp. vs F. oxysporum.

Figura 29: Enfrentamientos duales in vitro de diferentes cepas de Trichoderma contra F.
oxysporum. Crecidas en medio APD a 28°C durante 6 dias A A) T. afroharzianum UEPAARS.
B) Trichoderma spp 20NAR3. C) T. afroharzianum 10BR1. D) T. afroharzianum J66. E) T.
afroharzianum UEPAAR12 F) T. afroharzianum J50. G) Trichoderma spp Pista 9. H) T.
afroharzianum 3A3.

En el enfrentamiento con F. oxysporum, se observé la formacion de halos de
inhibicion marcados en el area de contacto, asociados a la produccion de metabolitos
secundarios, junto con cambios de coloracion en las cepas T. afroharzanium UEPA
AR5 (A), Trichoderma spp 20NAR3 (B), T. afroharzianum 10BR1 (C) y T.
afroharzianum UEPA AR12(E) (Figura 29).

En base a las figuras 27, 28 y 29 se realizd la categorizacién de las cepas de

Trichoderma en funcién del micoparasitismo observado mediante enfrentamientos
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duales en placa, lo que permitié evaluar comparativamente su capacidad antagonista

frente a los distintos fitopatdgenos ensayados.

Se clasifico a las distintas cepas de Trichoderma en diferentes categorias a partir de
su capacidad de micoparasitismo y de avance sobre el patdgeno enfrentado. Las
categorias se clasifican de acuerdo a la zona que logra invadir cada uno de los hongos

enfrentados:

Clase 1, Trichoderma ocupa el 100% de la placa, sobrepasando al patogeno.

Clase 2, Trichoderma ocupa el 75% de la placa, sin sobrepasar al patdgeno.

Clase 3, Trichoderma ocupa el 50% de la placa.

Clase 4: Trichoderma ocupa el 25% de la placa.

Clase 5, el patogeno ocupa el 100% de la placa, sobrepasando a Trichoderma
(Santone, 2024).

Tabla 3: Categorias aplicadas a cada cepa de Trichoderma en base al micoparasitismo
observado ante los distintos patégenos. En base al grado de avance que present6 cada cepa de
Trichoderma frente al patdgeno evaluado, se las clasificé en clases 1 a 5. Tanto las cepas de
Trichoderma como los patégenos utilizados, fueron aislados a partir del extremo en crecimiento
de placas de Petri en medio PDA cultivadas a 28°C.Se tomd un disco de 7mm y se sembré cada
disco a 7 cm de distancia entre si en placas de Petri con medio PDA en camara a 28°C.

43



B.cinerea. F oxysporum. A.alternata.
T. afroharzianum clase 1 clase 2 clase 1
UEPAAR 5
Trichoderma spp clase 1 clase 2 clase 1
20NAR3
T. afroharzianum clase 1 clase 1 clase 1
10BR1
T. afroharzianum J66 | clase 1 clase 2 clase 1
T. afroharzianum clase 1 clasel clase 1
UEPAAR 12
T. afroharzianum 150 | clase 1 clase 1 clase 1
Trichoderma spp Pista | clase 1 clase 2 clase 1
9
T. afroharzianum clase 1 clase 1 clase 1
3A3

Frente a B. cinerea, todas las cepas evaluadas fueron clasificadas como Clase 1, lo
que indica que Trichoderma ocupé el 100% de la placa y sobrepasé completamente al
patdgeno. En los enfrentamientos con A. alternata se observd un comportamiento
similar, todas las cepas fueron categorizadas como Clase 1, evidenciando un completo

sobrecrecimiento de Trichoderma sobre el patégeno.

En contraste, los resultados frente a F. oxysporum mostraron una mayor
variabilidad entre las cepas. Las cepas T. afroharzianum 10BR1, T. afroharzianum
UEPA AR 12, T. afroharzianum J50 y T. afroharzianum 3A3 fueron clasificadas como
Clase 1, indicando un sobrepaso total del patdgeno por parte de Trichoderma. Por su
parte, las cepas T. afroharzianum UEPA AR5, Trichoderma spp 20NAR3, T.
afroharzianum J66 y Trichoderma spp Pista 9 fueron categorizadas como Clase 2,

ocupando aproximadamente el 75 % de la placa.

Esta etapa permiti6é identificar las cepas de Trichoderma con mayor capacidad

inhibitoria frente a los patégenos seleccionados.
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En conjunto, estos resultados indican que todas las cepas de Trichoderma evaluadas
presentaron una elevada capacidad antagonista frente a B. cinerea y A. alternata,
mientras que frente a F. oxysporum se observaron diferencias en el grado de
micoparasitismo entre las cepas analizadas. De igual forma todas presentaron inhibicion

del crecimiento del patdgeno analizado.

6.4.6. Evaluacion cinética de crecimiento

En base al ensayo de enfrentamientos realizado y la clasificacion de
micoparasitismo observado se decidi0 realizar mediciones del crecimiento radial
promedio, tanto de los controles como de los enfrentamientos, y se estudié como
variaron las velocidades de crecimiento del radio promedio de los patégenos y de

Trichoderma en ausencia y presencia del antagonista.

6.4.6.1. Evaluacion cinética de crecimiento cepas de Trichoderma

Ocho discos de 7mm de cada cepa de Trichoderma fueron sembradas en un
extremo de una Placa de Petri conteniendo PDA vy se las cultivé en camara a 28°C
durante tres dias. Se realizaron mediciones diarias, tanto centrales como laterales, a
partir del centro del disco cultivado hasta el crecimiento activo de la cepa, y se calculd,

a partir de las 3 mediciones, un promedio del avance del radio para ese dia analizado.
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Figura 30: Crecimiento radial promedio cepas de Trichoderma. Se realizé la medicién radial
del crecimiento de cada cepa de Trichoderma, tomando por dia su crecimiento desde el centro
del disco de 7 mm sembrado, considerando el extremo limitante el borde de crecimiento activo
de la cepa, se midi6 hacia el centro de la placa y los laterales, se los promedié y se lo colocd
como medida de crecimiento radial promedio.

Tabla 4: Valores obtenidos de las medidas de crecimiento radial promedio para cepas de
Trichoderma. Se realizé la tabla pertinente a los valores observados en la figura 30. Se puede
observar los centimetros radiales promedios avanzados por Trichoderma medidos durante los 3
dias, como también la regresion lineal, a partir de la pendiente de la misma se compararon
velocidades de crecimiento radial promedio entre cada cepa y luego entre la cepa y el
enfrentamiento contra cada patdgeno.

[Crecimiento radial promedio]=cm.

[Tiempo]=D T i Trichoderma | T. afroharzianum T_ T i T_ Trichoderma T .
as. afroharzianu spp 20NAR3 10BRI afroharzianum | afroharzianu | afroharzianum spp Pista 9 afroharzianum

m UEPAARS Jo6 m UEP4ARI2 J50 343
1 1,90 1,70 2,53 2,16 2,20 1,23 1,13 2.00
2 4,06 3,93 5.23 4,66 5,70 3.20 2,33 4.30
3 5,66 7,00 6.73 6,53 7.00 3.13 5,53 6.70

Regresion lineal [crecimiento radial promedio]=m.[tiempo]+h
m=1,88cm/dia| m=2.65cm/dia m =2,10cm/dia m=2,18cm/dia |m=2.40cm/dia| m=3,15cm/dia | m=3.43cm/dia | m=2.35cm/dia
h=0.1133ecm h=1,09cm h=0,63cm h=0,08cm h=0,01cm h=1,90cm h=2.66cm h=0,36cm

Se puede observar que las cepas de Trichoderma analizadas presentan una

velocidad de crecimiento radial promedio variable, la cepa que mayor velocidad de
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crecimiento radial promedio presentd fue Trichoderma spp Pista 9 y la menor, T.
afroharzianum UEPAARS.

6.4.6.2. Evaluacion cinética de crecimiento de patdgenos

Se repitio el andlisis para los fitopatdgenos y se midié su crecimiento radial
promedio durante 3 dias. EI mismo consistié en medir a partir del centro disco de 7 mm
sembrado hacia el centro y los laterales tomando como limite el crecimiento activo del

patdgeno.

=Ccm.
o = N w
) [ n N) n w n
{
]

[Crecimiento radial promedio]

o

0 0.5 1 1.5 2 2.5 3 3.5
®B.cinerea ® A.alternata ® F.oxysporum [Tiempo]= Dias.

Figura 31: Crecimiento radial promedio A. alternata, B. cinerea y F. oxysporum. Se
realizé la medicidn radial promedio del crecimiento de cada patdgeno, tomando por dia su
crecimiento desde el centro del disco de 7 mm sembrado, considerando el extremo limitante el
borde de crecimiento activo de la cepa, se midié hacia el centro de la placa y los laterales, se los
promedié y se lo coloc6 como medida de crecimiento radial.
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Tabla 5: Valores obtenidos de las medidas de crecimiento radial promedio para cepas
patogénicas. Se confeccioné la tabla pertinente a los valores observados en la figura 31. Se
puede observar los centimetros radiales promedios avanzados por cada patégeno, medidos
durante 3 dias, como también se realizo la regresion lineal, a partir de la pendiente de la misma
se compararon velocidades de crecimiento radial promedio entre cada cepa y luego entre la cepa
y el enfrentamiento contra cada patégeno

[Crecimiento radial promedio]=cm.

[Tiempo]=Dias. |F.oxysporum  |A.alternata  |B.cinerea
1 1,30 0.40 0.53
2 1,73 1,50 1.0
3 2,33 3,02 1,70
Regresion lineal. [Crecimiento radial promedio]= m.[tiempo]+h
m= 0.51cn/dia |m=1.31cm/dia | m= 0.58cm/dia
h=0.75cm h=-0.98cm h=-0.08cm

A partir de las regresiones lineales se pudo observar como los patdgenos presentan
menores velocidades de crecimiento radial promedio en comparacion con las cepas de

Trichoderma, como también como varian estas velocidades entre patdgenos. (Tabla 5).

En estas mediciones se debe tener en cuenta que el patégeno B. cinerea fue medido
durante los primeros tres dias de crecimiento activo; para los demas patégenos se tomo
como tiempo 0 el tercer dia de crecimiento activo, el mismo dia en que se sembraron las
cepas de Trichoderma en los enfrentamientos. Esta decision fue concebida a causa de la
diferencia de velocidades entre los patdgenos y las mismas.

6.4.6.3. Evaluacion de cinética de crecimiento de los distintos enfrentamientos

Al realizar los enfrentamientos in vitro se midieron los centimetros que crecieron
radialmente cada cepa y cada patdgeno en el transcurso de 3 dias para evaluar como
varia el crecimiento del patdgeno en presencia de cada cepa de Trichoderma y, con
todos los resultados expuestos, poder definir qué cepas tienen mayor de inhibicién

frente a cada patogeno.

Debido a que los patégenos presentan crecimiento lento, se sembrd a A. alternata y

F. oxysporum 3 dias antes en la misma placa que se realiz6 el enfrentamiento, de forma
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que puedan presentar crecimiento y no ser totalmente micoparasitados por las cepas de
Trichoderma que presentan crecimiento rapido. Esta metodologia se aplicé luego de
observar que al sembrar las cepas de Trichoderma al mismo tiempo que el patégeno B.

cinerea, el mismo fue totalmente micoparasitado debido a su crecimiento mas lento.

s 8
97
o
g 6
o5
&
24
<
= o
§ 3
o2
'_
1 3 .
20
20 0.5 1 15 2 25 3 35
(@]
[TIEMPO]=DIAS
#B.cinerea. T. afroharzanium UEPAARS
8
% 7
Q6
a
=5 *
o
g 4 *
-
<
9( 3
L
o
o 2
=
w1
=
8 0
g 0 0.5 1 1.5 2 2.5 3 3.5

[TIEMPO]=DIAS
¢ Aalternata. mT. afroharzanium UEPAARS

49



=CM

[ CRECIMIENTO RADIAL PROMEDIO]

* 2 4
0
0 0.5 1 1.5 2 2.5 3 3.5
[TIEMPO]=DIAS
@ F. oxysporum T. afroharzanium UEPAARS

Figura 32. Cinética de crecimiento de la cepa T. afroharzianum UEPAARDS. Valores
obtenidos de la medicién durante 3 dias de los centimetros avanzados radialmente por
dia, promediado los valores laterales con el central que fueron tomados a partir del
centro del disco de 7mm sembrado. Frente a los patégenos B. cinerea, A. alternata y F.
oxysporum.

Tabla 6: Ecuaciones obtenidas de los enfrentamientos de T. afroharzianum UEPAARS frente a cada
patégeno. Se realizd la regresion lineal de la figura 32, a partir de la pendiente de las misma se
compararon velocidades de crecimiento radial promedio de la cepa en su enfrentamiento contra cada

patdgeno, cémo también como varian en comparacion con los controles.

Repgresion lineal. [crecimiento radial promedio]=m [tiempo]+h

T. afroharzianum — 2 56cm/dia B cinerea fren_te al m= 0.5cm/dia
UEPAARS frentea B — 0.96cm afroharzanium h=0.03cm
cinerea ’ UEPAARS ’
T. afroharzianum m= 3.00cm/dia A.alternata ﬁ"e_n‘re a m=1.30cm/dia
UEPAARS frentea he2 33em T. afircharzanium h=133cm
A.alternata - UEPAARS ’

T. afroharzianum m=1.11cm/dia F.oxysporum frente a
UEPAARS frentea he ’O 6 Oc*rln T. afreharzanium
F.oxysporum ’ UEPAARS

m=0,75cm/dia
h=0.13cm

A partir de los resultados obtenidos en las Figura 32, Tabla 4,5 y 6 se concluyd que la
cepa de T. afroharzianum UEPAARS control, present6 una velocidad de crecimiento radial
promedio de 1,18 cm/dia mientras que en presencia de F. oxysporum se observo una

velocidad de crecimiento radial promedio de 1.11 cm/dia. Por otro lado, el patogeno
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presentd un aumento en la velocidad de crecimiento radial promedio de 0,51 cm/dia a 0.75
cm /dia.

Por otro lado, se observd que la cepa de Trichoderma frente al patégeno A. Alternata
aumento su velocidad de crecimiento desde 1,18 cm/dia a 3 cm/dia y el patdgeno mantuvo
su velocidad de crecimiento aproximadamente constante en presencia como en ausencia de
la cepa T. afroharzianum UEPAARS5 creciendo 1,31cm/dia.

Por ultimo, al comparar el control frente al enfrentamiento, para la cepa mencionada
y B. cinerea se observo que el patdgeno disminuyo su velocidad de crecimiento radial
promedio en menos de la mitad, mientras que la cepa de Trichoderma aumento su

velocidad de crecimiento radial promedio a més del doble.
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Figura 33: Cinética de crecimiento de la cepa Trichoderma spp 20NAR3. Valores obtenidos
de la medicion durante 3 dias de los centimetros avanzados radialmente por dia, promediado los
valores laterales con el central que fueron tomados a partir del centro del disco de 7mm
sembrado. Frente a los patégenos B. cinerea, A. alternata y F. oxysporum.

Tabla 7: Ecuaciones obtenidas de los enfrentamientos de Trichoderma spp 20NAR3 frente
a cada patdgeno. Se realizé la regresion lineal de la figura 33, a partir de la pendiente de las
misma se compararon velocidades de crecimiento radial promedio de la cepa en su
enfrentamiento contra cada patégeno, como también como varian en comparacion con los
controles.

Regresion lineal [crecimiento radial promedio]=m [tiempo]+h

Trichoderma spp B cinerea frente a

m=3 lcem/dia No hubo crecimiento por

20NAR3 frente a B _ Trichoderma spp .
cinerea h=-1,66cm 20NAR3 parte del patogeno
T r:ffmd@r'nm spp m = 1,50cm/dia :I.materrmm frente a m= 0 63cm/dia
20NAR3 frente a h=_0.28cm Trichoderma spp h=1 Sem
A.alternata ~ 20NAR3 ’

iy r:ffmd@r'nm spp m= 1 66cm/dia F. oxyspor i frente a
20NAR3 frente a e ’O 16em Trichoderma spp
F.oxysporum ’ 20ONAR3

m=0_50cm/dia
h=0cm

Los resultados expuestos en la figura 33 y en la tabla 7, en conjunto con los valores
de las tablas 4 y 5, permiten concluir que enfrentar la cepa Trichoderma spp 20NAR3 a
los tres fitopatdgenos solamente aumentd su velocidad de crecimiento al enfrentarla
contra el patdgeno B. cinérea; el cual, por su parte, no logro crecer con el transcurso de

los dias por ser micoparasitado por su antagonista.
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En los enfrentamientos restantes se observo que tanto la cepa de Trichoderma cémo
A. alternata disminuyeron su velocidad de crecimiento al estar en competencia en la
misma placa de Petri. Por otro lado F. oxysporum mantuvo su velocidad de crecimiento
radial promedio tanto en presencia de la cepa de Trichoderma como en ausencia de la

misma.
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Figura 33 Cinética de crecimiento de la cepa T. afroharzianum 10BR1. Valores obtenidos de
la medicién durante 3 dias de los centimetros avanzados radialmente por dia, promediado los
valores laterales con el central que fueron tomados a partir del centro del disco de 7mm

sembrado. Frente a los patégenos B. cinerea, A. alternata y F. oxysporum.

Tabla 8: Ecuaciones obtenidas de los enfrentamientos de T. afroharzianum 10BR1 frente a
cada patogeno. Se realizé la regresién lineal de la figura 33, a partir de la pendiente de las
misma se compararon velocidades de crecimiento radial promedio de la cepa tanto en el
enfrentamiento contra cada patégeno, cdmo también como varian en comparacion con los

controles.

Regresion lineal. [crecimiento radial promedio]=m [tiempo]+h

T
afroharzianum
10BRI frente a

B. cinerea

m=211cm/dia
=-0_17cm

B cinerea frente a
T.afroharzianum
I0BR1

m = 0,63cm/dia
h=-041 cm

T
afroharzianum
10BRI frente a

A.alternata

m=3_36cm/dia
=-235cm

A.alternata  frente a
T. afroharzianum
I0BRI

m = 0. 98cm/dia
h=0_72cm

T.afroharzianu
m 10BRI frente
a F.oxysporum

m=195cm/dia
h=-1.35cm

F.oxysporum frentea
T. afroharzianum
10BRI

m=0_50cm/dia
h=0.03cm

Con los resultados de la figura 33 y las tablas 4, 5 y 8 se puede concluir que la cepa

T. afroharzianum 10BR1 disminuyd su velocidad de crecimiento promedio radial al
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enfrentarla a F. oxysporum de 0,15 cm/dia; en cambio aumentd la velocidad de
crecimiento radial promedio al enfrentarla a A. alternata, con un aumento de 1,26
cm/dia. Al enfrentarla al patogeno B. cinerea no hubo variancia en la velocidad de

crecimiento radial promedio.

Por el lado de los patdgenos, se observa que F. oxysporum mantuvo constante su
velocidad de crecimiento radial promedio en 0,5 cm /dia, A. alternata disminuyd su
velocidad de crecimiento radial promedio de 1.31 cm/dia a 0.98 cm/dia y B. cinerea

aumento su velocidad de crecimiento radial promedio en 0.05 cm/dia.
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Figura 34: Cinética de crecimiento de la cepa T. afroharzianum J66. Valores obtenidos de la
medicion durante 3 dias de los centimetros avanzados radialmente por dia, promediado los
valores laterales con el central que fueron tomados a partir del centro del disco de 7mm
sembrado. Frente a los patdgenos B. cinerea, A. alternata y F. oxysporum.

Tabla 9: Ecuaciones obtenidas de los enfrentamientos de T. afroharzianum J66 frente a
cada patogeno. Se realizo la regresion lineal de la figura 34, a partir de la pendiente de las
misma se compararon velocidades de crecimiento radial promedio de la cepa tanto en
enfrentamiento contra cada patdégeno, como también como varian en comparacion con los
controles.
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Regresion lineal. [crecimiento radial promediol=m [tiempo]+h

T. afroharzianum m=2,73cm/dia B cinerea frente a m=0,83cm/dia
Jog frente a B. cinerea h=-1.08cm T.afircharzianum J66 h=-0.40cm
T. afroharzianum Joo m=2_10cm/dia Aalternata frente a m= 0.90cm/dia
frente a A.alternata h=-1.10cm T. afircharzianum J66 h=143cm
T.afroharzianum Joo m=196cm/dia. F.oxysporum frentea m= 0,50cm/dia
frente a F.oxysporum h=-135cm T. afircharzianum J66 h=0cm

Las regresiones lineales para los enfrentamientos de T. afroharzianum J66 fueron

realizadas frente a los tres patdgenos y se comparo6 con las pendientes control, tanto de

la cepa en estudio como los controles de los patdgenos. Se obtuvo que la cepa T.

afroharzianum J66 frente a B. cinerea aumenté su velocidad de crecimiento radial

promedio en 0,55 cm/dia, mientras que frente a alternata y F. oxysporum disminuyo su

velocidad de crecimiento radial promedio 0.08cm/dia y 0.22 cm /dia. A. alternata por

su parte presentd una disminucion en la velocidad de 0.41 cm/dia, F. oxysporum se

mantuvo constante y B. cinerea aumentd su velocidad de crecimiento radial en 0.25
cm/dia (Figura 34, Tabla 4, Tabla 5y Tabla 9)
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Figura 35. Cinética de crecimiento de la cepa T. afroharzianum UEPAAR12.Valores
obtenidos de la medicién durante 3 dias de los centimetros avanzados radialmente por dia,
promediado los valores laterales con el central que fueron tomados a partir del centro del disco
de 7mm sembrado. Frente a los patdgenos B. cinerea, A. alternata y F. oxysporum.

Tabla 10: Ecuaciones obtenidas de los enfrentamientos de T. afroharzianum UEPAAR12
frente a cada patdgeno. Se realizo la regresion lineal de la figura 35, a partir de la pendiente de
las misma se compararon velocidades de crecimiento radial promedio de la cepa en su
enfrentamiento contra cada patdégeno, como también como varian en comparacion con los
controles.
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Regresion lineal. [erecimiento radial promedio]=m [tiempo]+h

T. afroharzianum
UEPAARI? frente a
B. cinerea

m=1_93cm/dia
h=-2.03cm

B cinerea frente a
T.afroharzanium
UEP44RIZ

m= 0, 76cm/dia
h=-0_80cm

T. afroharzianum
UEPAARI? frente a
A.alrernara

m= 2 76cm/dia
=-1,69

A.alrernara  frente a
T. afroharzanium
UEPAARIZ

m = 0,9%m/dia
h=1.43cm

T.afroharzianum
UEPAARI? frente a
F.oxysporum

m=1,58cm/dia
=-0_54cm

F.oxysporum frente a
T. afroharzanium
UEPA4RI2

m= 0, 50cm/dia
h=0.06cm

En base a las pendientes obtenidas se pudo observar que la cepa T. afroharzianum

UEPAAR12 presentd un incremento en la velocidad de crecimiento radial promedio al

enfrentarse al patdgeno A. alternata, aumentando su crecimiento radial promedio en

0.36 cm/dia. En contraste, el mismo patdgeno presentd una disminucién en su velocidad

de crecimiento radial promedio de 0.31 cm/dia en comparacion con la velocidad

obtenida para el control.

Los enfrentamientos restantes presentaron una disminucion en velocidad de

crecimiento radial por parte de la cepa de Trichoderma, mientras que el patégeno F.

oxysporum mantuvo constante su velocidad crecimiento comparado con la pendiente

control y B. cinerea aument6 su velocidad de crecimiento radial promedio en 0.18
cm/dia. (Figura 35, Tablas 4, 5y 10)
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Figura 36: Cinética de crecimiento de la cepa T. afroharzianum J50 Valores obtenidos de la
medicion durante 3 dias de los centimetros avanzados radialmente por dia, promediado los
valores laterales con el central que fueron tomados a partir del centro del disco de 7mm
sembrado. Frente a los patdgenos B. cinerea, A. alternata y F. oxysporum.

Tabla 11: Ecuaciones obtenidas de los enfrentamientos de T. afroharzianum J50 frente a
cada patogeno. Se realizo la regresion lineal de la figura 36, a partir de la pendiente de las
misma se compararon velocidades de crecimiento radial promedio de la cepa en su
enfrentamiento contra cada patégeno, como también como varian en comparacion con los
controles.

Regresion lineal. [erecimiento radial promedio]=m [tiempo]+h

T. .
] 4 B cinerea frente a
afroharzianum | m=2,63cm/dia T.afroharzianum m=0,61h=-0,54
J50 frente a B. h=-111cm o _ : :
. JI30
cinerea
e B ] [T
. h=-1.63cm T T h=120cm
A.alternata J30
T. qﬁ_‘aﬁm‘:mmmr m=125cm/dia F.oxysporum _ frente m=0.80cm/dia
J30 frente a a T. afroharzianum
h=2.43cm S h=-0.66cm
F.oxysporum Ji0

La velocidad de crecimiento radial promedio para la cepa T. afroharzianum J50 control
fue de 3,15 cm/dias, mientras que al enfrentarla a los patogenos se observa que
disminuyé su velocidad a, 2,63 cm/dia frente a B. cinerea, 2,80 cm/dia frente a A.
alternata y 1,25 cm/dia frente a F. oxysporum. Distinto fue lo ocurrido para los
patdgenos, B. cinerea y F. oxysporum que presentaron un aumento en la velocidad de
crecimiento radial promedio mientras que A. alternaria disminuyé 0,06 cm/dia.

(Figura 36, Tablas 4,5y 11)
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Figura 37: Cinética de crecimiento de la cepa Trichoderma spp Pista 9. Valores obtenidos de
la medicion durante 3 dias de los centimetros avanzados radialmente por dia, promediado los
valores laterales con el central que fueron tomados a partir del centro del disco de 7mm
sembrado. Frente a los patégenos B. cinerea, A. alternata y F. oxysporum.

Tabla 12: Ecuaciones obtenidas de los enfrentamientos de Trichoderma spp Pista 9 frente a
cada patogeno. Se realizd la regresién lineal de la figura 37, a partir de la pendiente de las
misma se compararon velocidades de crecimiento radial promedio de la cepa en su
enfrentamiento contra cada patdgeno, como también como varian en comparacion con los
controles.

Regresion lineal |crecimiento radial promedio]=m.[tiempo]+h
T r::dzoderma SPP | =2 77 em/dia| 2 cinerea frente a m = 0,31cm/dia
Pista 9 frente a B Trichoderma spp
: =-2.17 i =-0,32cm
cinerea i Pista 9 ’
Thichoderna PP | m =2 3gem/dia | oM TEME |y osenydia
staZ Irentea |y 170em | 217ic/odermaspp h=140cm
A.alternata Pista 9
T rs_rhoderma SPP | = 1.65 cnv/dia Fo.xj_l'spormn frente m=0.51 cm/dia
Pista 9 frente a a Trichoderma spp
h=-0.61cm } h=-0,02cm
F.oxysporum Pista 9

Las graficas de crecimiento y las pendientes de las rectas obtenidas permiten
evidenciar que la cepa de Trichoderma spp Pista 9 disminuyé su velocidad de
crecimiento radial promedio en presencia de los patdgenos en el enfrentamiento in vitro,
la velocidad control de la misma fue 3,43 cm/dia, mientras que frente a B. cinerea fue

de 2,77 cm/dia, A. alternata 2,38 cm/dia y para F. oxysporum 1,65.
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Para los patogenos se observd que F. oxysporum no varié su velocidad de
crecimiento radial promedio en presencia de la cepa de Trichoderma, no asi lo hicieron
los dos patdgenos restantes que presentaron una disminucion en la velocidad de
crecimiento radial promedio de 1,31 cm/dia a 1,05 cm/dia (A. alternata) y de
0,58cm/dia a 0.31 cm/dia (B. cinerea). (Figura 37; Tablas 4,5y 12)
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Figura 38 Cinética de crecimiento de la cepa T. afroharzianum 3A3. Valores obtenidos de la
medicién durante 3 dias de los centimetros avanzados radialmente por dia, promediado los
valores laterales con el central que fueron tomados a partir del centro del disco de 7mm

sembrado. Frente a los patégenos B. cinerea, A. alternata y F. oxysporum.

Tabla 13: Ecuaciones obtenidas de los enfrentamientos de T. afroharzianum 3A3 frente a
cada patogeno. Se realiz6 la regresion lineal de la figura 38, a partir de la pendiente de las
misma se compararon velocidades de crecimiento radial promedio de la cepa en su
enfrentamiento contra cada patdgeno, como también como varian en comparacion con los

controles.

Regresiones lineales

[crecimiento radial promedio]=m.[Tiempo]+h

T. afroharzianum
343 frentea B
cinerea

m=1_45cm/dia
h=0_57cm

Bcinereaq frentea T
affoharzianum 343

m=0_66cm/dia
=-0.11cm

T. afroharzianum
343 frentea
A.alternata

m=291 cm/dia
h=-2.02

A.alternata frente a
T, afroharzianum 343

m= 2 03cm/dia
h=0_33cm

T. afroharzianum
343 frente a
F.oxysporum

m=156cm/dia
h=-0.32

F.oxysporum frentea
T. afroharzianum 343

m = 0. 53cm/dia
h=0.05cm

En el anélisis realizado sobre las pendientes de las rectas que presentan los

patogenos y la cepa de Trichoderma se obtuvo un decrecimiento en la velocidad de

crecimiento radial promedio por parte de la cepa T. afroharzanium 3A3 al enfrentarla a

los patdgenos B. cinerea y F. oxysporum, disminuyd su velocidad de crecimiento de
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2.35 cm/dia a 1,45cm/dia y 1,56 cm/dia correspondientemente. Se observo que frente al
patégeno A. alternata la cepa de Trichoderma aument6 su velocidad de crecimiento
radial promedio en 0.44 cm/dia.

Los patogenos A. alternata y B. cinerea presentaron un aumento en la velocidad de
crecimiento radial promedio, mientras que el patégeno F. oxysporum no varié su

velocidad en comparacion con el control. (Figura 38; Tablas 4,5, y 13)

6.4.6.4. Analisis de peptaiboles producidos durante los enfrentamientos

En base a los enfrentamientos obtenidos se decidié analizar los halos producidos in
vitro entre las cepas de Trichoderma y F. oxysporum. Se les realizd un protocolo de
extraccion total de peptaiboles totales a los enfrentamientos duales y se los analizd

mediante cromatografia HPLC a una deteccion de longitud de onda de 220nm.

Se eligio como patdgeno F. oxysporum debido a que es el principal patégeno en

estudio en la actualidad en el grupo de investigacion.
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Figura 39: Cromatograma control medio PDA. Los andlisis cromatogréficos se realizaron
mediante cromatografia liquida de alta performance (HPLC) utilizando un sistema Altus A10
equipado con un detector de arreglo de con deteccion a 220nm.

Se realizo el cromatograma de PDA en forma de control y se observaron los distintos
picos caracteristicos del medio que fueron a los 4,143 min;4,514 min;5,789 min; 6,855
min;10,49 min y 28 min. (Figura 39)
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Figura 40: Cromatograma control F. oxysporum. Los andlisis cromatograficos se realizaron
mediante cromatografia liquida de alta performance (HPLC) utilizando un sistema Altus A10
equipado con un detector de arreglo de con deteccion a 220nm.

En forma de control se realiz6 el barrido cromatografico del patégeno F.
oxysporum para reconocer sus picos, los cuales se encontraron a 4,610 min, también se
encontraron los picos caracteristicos del medio PDA a 4,137 min; 6,833 min;10,476 min
y 28,532. (Figura 40).
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Figura 41: Cromatograma T. afroharzianum UEPAARS. Los anlisis cromatograficos se
realizaron mediante cromatografia liquida de alta performance (HPLC) utilizando un sistema
Altus A10 equipado con un detector de arreglo de con deteccién a 220nm.

El barrido cromatogréfico de la extraccion total de peptaiboles de la cepa UEPA
AR5 presento los picos a 4,195min; 6,668 min;10,546 min y 28,581 min, caracteristicos
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del medio PDA y también se puede encontrar un pico correspondiente a la cepa que se

encuentra a los 4,668 min. (Figura 41).
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Figura 42: Cromatograma del enfrentamiento T. afroharzianum UEPA AR5/F.
oxysporum. Los andlisis cromatogréficos se realizaron mediante cromatografia liquida de alta
performance (HPLC) utilizando un sistema Altus A10 equipado con un detector de arreglo de
con deteccion a 220nm.

El barrido cromatografico de la extraccién total de peptaiboles presentd picos

correspondientes al medio PDA.
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Figura 43: Cromatograma Trichoderma spp cepa 20NAR3. Los analisis cromatograficos se
realizaron mediante cromatografia liquida de alta performance (HPLC) utilizando un sistema
Altus A10 equipado con un detector de arreglo de con deteccion a 220nm.

El cromatograma de la extraccién total de peptaiboles de la cepa Trichoderma spp

20NAR3 exhibio un pico exclusivo a los 5,108 min. (Figura 43)
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Figura 44: Cromatograma del enfrentamiento Trichoderma spp cepa 20NAR3/F.
oxysporum. Los analisis cromatograficos se realizaron mediante cromatografia liquida de alta
performance (HPLC) utilizando un sistema Altus A10 equipado con un detector de arreglo de
con deteccion a 220nm.

La imagen del cromatograma correspondiente al enfrentamiento Trichoderma spp
20NAR3y F. oxysporum presento los picos a 4,269 min; 5,991min;14,092 min que son
exclusivos de la extraccion total de peptaiboles realizadas del enfrentamiento de la cepa
3A3y F. oxysporum, ademas se puede observar un pico a los 4,662 min correspondiente

al patégeno F. oxysporum. (Figura 44).
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Figura 45: Cromatograma T. afroharzianum 10BR1. Los analisis cromatograficos se
realizaron mediante cromatografia liquida de alta performance (HPLC) utilizando un sistema
Altus A10 equipado con un detector de arreglo de con deteccion a 220nm.
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El cromatograma obtenido exhibid los picos caracteristicos del medio APD a los
siguientes tiempos: 4,136; 6,846; 10,491 y 28,556min. (Figura 45).
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Figura 46: Cromatograma del enfrentamiento T. afroharzianum 10BR1/F. oxysporum. Los
analisis cromatogréficos se realizaron mediante cromatografia liquida de alta performance
(HPLC) utilizando un sistema Altus A10 equipado con un detector de arreglo de con deteccion a
220nm.

La figura 47 muestra los picos del medio APD a los 4,331 min; 6,995 min y 28,689
min, los picos debido al patdégeno a los 4,691 min, ademas, los picos exclusivos
correspondientes a los metabolitos producidos durante el enfrentamiento a los
14,242min; 17,752 min y 18,721 min. (Figura 46).
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Figura 47: Cromatograma T. afroharzianum J66. Los andlisis cromatograficos se realizaron
mediante cromatografia liquida de alta performance (HPLC) utilizando un sistema Altus A10
equipado con un detector de arreglo de con deteccion a 220nm.
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El cromatograma realizado de la cepa Trichoderma J66 presentd los siguientes

picos; a los 4,036 min y 28min, correspondiente al medio PDA, a los 6,662 min y a los

13,619 min, correspondientes a Trichoderma spp. (Figura 47).
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Figura 48: Cromatograma del enfrentamiento T. afroharzianum J66/F. oxysporum. Los
analisis cromatograficos se realizaron mediante cromatografia liquida de alta performance
(HPLC) utilizando un sistema Altus A10 equipado con un detector de arreglo de con deteccién a
220nm.

Se puede observar en la figura 46 los picos 4,707 min correspondiente a

metabolitos producidos durante el enfrentamiento in vitro y el pico correspondiente al
PDA a los 28,637 min. (Figura 48)
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Figura 49: Cromatograma T. afroharzianum UEPAAR12. Los analisis cromatogréficos se
realizaron mediante cromatografia liquida de alta performance (HPLC) utilizando un sistema

Altus A10 equipado con un detector de arreglo de con deteccion a 220nm.
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En el cromatograma se puede observar el pico correspondiente al PDA a los
28,326min. (Figura 49)
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Figura 50: Cromatograma del enfrentamiento T. afroharzianum UEPAAR12/F.
oxysporum. Los analisis cromatogréficos se realizaron mediante cromatografia liquida de alta
performance (HPLC) utilizando un sistema Altus A10 equipado con un detector de arreglo de
con deteccion a 220nm.

La figura 50 exhibi6 lo picos obtenidos mediante HPLC de la extraccion total de
peptaiboles producidos durante el enfrentamiento de la cepa UEPA AR12/ F.
oxysporum, de esta forma se obtuvieron los siguientes picos, a los 4,181 min y a los
28,643min, correspondiente al medio PDA, a los 4,677 min correspondiente a F.
oxysporum, a los 24,391 min correspondiente a Trichoderma spp, a los 5,576 y 8,756

correspondientes a metabolitos secundarios producidos durante el enfrentamiento.
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Figura 51: Cromatograma T. afroharzianum J50. Los andlisis cromatograficos se realizaron
mediante cromatografia liquida de alta performance (HPLC) utilizando un sistema Altus A10
equipado con un detector de arreglo de con deteccion a 220nm.
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En el cromatograma expuesto en la figura 49 se pueden observar los siguientes
picos; a los 4,188 min y 28,463 min correspondientes al medio PDA, a los 5,296 min, a
los 7,961 min correspondientes a la cepa Trichoderma spp. (Figura 51).
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Figura 52: Cromatograma del enfrentamiento T. afroharzianum J50/F. oxysporum Los
analisis cromatogréficos se realizaron mediante cromatografia liquida de alta performance
(HPLC) utilizando un sistema Altus A10 equipado con un detector de arreglo de con deteccion a
220nm.

El cromatograma de la extraccion total de peptaiboles del enfrentamiento de la cepa
J50 y el patdgeno F. oxysporum presentd picos correspondientes a PDA a los 28,528 y
4,167 min, ademas presentd un pico correspondiente a F. oxysporum a los 4,613 min y
picos exclusivos de metabolitos secundarios a los 8,668min y 13,989 min. (Figura 52).
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Figura 53: Cromatograma cepa Trichoderma spp Pista9. Los andlisis cromatograficos se
realizaron mediante cromatografia liquida de alta performance (HPLC) utilizando un sistema
Altus A10 equipado con un detector de arreglo de con deteccidn a 220nm.
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En la figura 53 se pueden observar los picos a los 4,154min; 6,65min;10,501min;
28,560 minutos correspondientes al medio PDA, ademas se encuentra un pico a los

4,526 min correspondientes a la cepa de Trichoderma spp.
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Figura 54: Cromatograma del enfrentamiento Trichoderma spp cepa Pista 9/F. oxysporum.

Los analisis cromatograficos se realizaron mediante cromatografia liquida de alta performance
(HPLC) utilizando un sistema Altus A10 equipado con un detector de arreglo de con deteccién a
220nm.

El cromatograma expuesto mostré los picos a 4,18min; 6,785 min; 10,39 min y
28,500 min correspondientes al medio PDA ademés del pico a los 4,595 min

correspondiente al patdgeno F. oxysporum. (Figura 54).
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Figura 55: Cromatograma T. afroharzianum 3A3 in vitro. Los andlisis cromatogréficos se
realizaron mediante cromatografia liquida de alta performance (HPLC) utilizando un sistema
Altus A10 equipado con un detector de arreglo de con deteccion a 220nm.
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La figura 55 expone los picos a los 4,093 min y 28,439 min correspondientes al

medio PDA y un pico a los 13,063 correspondientes a la cepa Trichoderma spp 3A3.
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Figura 56: Cromatograma del enfrentamiento T. afroharzianum 3A3/F. oxysporum. Los
analisis cromatograficos se realizaron mediante cromatografia liquida de alta performance
(HPLC) utilizando un sistema Altus A10 equipado con un detector de arreglo de con deteccién a
220nm

El cromatograma expuesto, muestra los picos a los 4,276 min, exclusivo del
enfrentamiento de la cepa con el patdgeno, un pico a los 4,69 min correspondiente al
patdgeno y un pico a los 28,637 min correspondiente al medio PDA. (Figura 56)

6.5. Proteccidn en fruto con peptaiboles extraidos de cepas especificas.
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Se realizo la aplicacion del extracto total de peptaiboles obtenidos a partir del
enfrentamiento entre la cepa Trichoderma spp Pista 9 de Trichoderma spp y F.
oxysporum previo a la infeccion de los mismos tomates con el patégeno B. cinerea. Este
procedimiento se utilizo para evaluar la capacidad de proteccidn de la extraccion ante el
patdgeno demostrando asi el espectro de accion de estos metabolitos secundarios. Se
eligio esta cepa de Trichoderma ya que fue la que mayor velocidad de crecimiento
radial promedio presentd y es de gran importancia en el grupo de investigacién Se

analiz6 mediante la aparicion o no de sintomas de la enfermedad producida por

B.cinerea, como también la aparicion temprana o tardia de los mismos.

Figura 57: Ensayo de proteccion de frutos frente a B. cinerea con extractos totales de
peptaiboles totales extraidos del enfrentamiento Trichoderma Pista 9-F. oxysporum. Fruto
control negativo con aplicacién 0.05% v/v Tween 20 y metanol(A), Fruto control de la
infeccion B. cinerea (B). Tomates con extracto total de peptaiboles totales para analisis de
proteccién por parte de los mismos. (C). Tomates con extracto total de peptaiboles e infeccion
con patogeno B. cinerea. (D). Cada tratamiento se realiz6 por triplicado y se eligieron las fotos
de la repeticién mas representativa.
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Figura 58: Ensayos de proteccion en fruto frente a B. cinerea con extracto total de
peptaiboles totales extraidos del enfrentamiento Trichoderma spp Pista 9/F.oxysporum.
Fruto control negativo con aplicacion 0.05% v/v Tween20 y metanol, 3 dias post aplicacion de
la solucion control (A). Fruto control de la infeccion con B. cinerea 3 dias post infeccion (B).
Tomates 3 dias post aplicacion del extracto total de peptaiboles totales (C). Frutos con extracto
total de peptaiboles e infeccion con patdégeno B. cinerea 3 dias post aplicacion de ambos. (D).
Cada tratamiento se realiz6 por triplicado y se eligieron las fotos de la repeticion mas
representativa.

Se utiliz6 cinco unidades correspondientes al control positivo de infeccion con B.
cinerea y cinco unidades tratadas con una solucién de metanol y 0.05 % v/v Tween20
como control negativo. Posteriormente, se aplicO el extracto de peptaiboles a seis

unidades de tomate Cherry, las cuales no fueron infectadas con €l patégeno.

Finalmente, se realiz6 el tratamiento con el extracto total de peptaiboles totales

seguido de la infeccion con B. cinerea en las seis unidades restantes.

En base a los controles de las imagenes se pueden observar las caracteristicas de los
tomates sanos, control 0.05% v/v Tween20 con metanol (A), los cuales con el paso de 3
dias no presentan sintomas de enfermedad por parte del patdgeno (E). En cambio, en la
imagen F se observa que los frutos presentan caracteristicas macroscopicas de infeccion
por parte de B. cinerea, como la presencia de hifas grisdceas en las inserciones

realizadas con bisturi las cuales no estaban presentes en la imagen B.
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Por otro lado, en las imagenes C y G se observa que el extracto de peptaiboles
aplicado, los tomates no presentan ningun sintoma de enfermedad, ni gran variancia en
sus caracteristicas macroscopicas (forma, tamafio y turgencia) frente al paso del tiempo

post aplicacion del extracto.

Por ultimo, a partir de las imagenes D y H, comparandolas con las imagenes de los
frutos sanos y con sintomas de infeccion, se podria considerar que aquellos que se les
aplico el extracto total de peptaiboles y luego una infeccion con el patdgeno B. cinerea
presentaron un cambio en su caracteristica macroscopica de tamafio y turgencia, pero no
presentarian sintomas de infeccidn por parte del patdgeno como las observadas en la

imagen F.

Estos resultados podrian evidenciar que los peptaiboles totales obtenidos a partir
del enfrentamiento de Trichoderma Pista 9 y F. oxysporum presentan actividad de
control bioldgico frente a B. cinerea, asi como la capacidad de inducir mecanismos de

resistencia en el fruto de tomate.

6. Discusion.

El tomate (S. lycopersicum L.) constituye uno de los cultivos horticolas mas
importantes a nivel mundial, con una produccién que supera los 180 millones de
toneladas anuales y una distribucion practicamente global (FAO, 2022; Zhang et al.,
2025). Sin embargo, su produccion se encuentra severamente afectada por
enfermedades causadas por patdgenos fungicos, entre los que se destacan B. cinerea, F.

oxysporum y A. alternata (Sharma et al., 2023; Bawa et al., 2024).

En particular, B. cinerea genera pérdidas econdmicas significativas a nivel global (Dean
et al., 2012; Fillinger & Elad, 2016), mientras que F. oxysporum puede ocasionar
reducciones de hasta un 80% en el rendimiento (Zhang et al., 2023). Por su parte, A.
alternata es uno de los principales agentes causales de pudricidn de frutos tanto en pre

como en postcosecha (Troncoso-Rojas & Tiznado-Hernandez, 2014).

En este contexto, el presente estudio abordd el aislamiento y la caracterizacién

macro y microscopica de cepas del género Trichoderma, su clasificacion en funcion del
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micoparasitismo observado frente a los tres patégenos mencionados, asi como el
andlisis de los metabolitos secundarios producidos durante enfrentamientos duales in
vitro. De este modo, se busco evaluar el potencial de ocho cepas de Trichoderma como

agentes de biocontrol y su posible espectro de accién frente a distintos fitopatogenos.

Se aislaron ocho cepas de Trichoderma: T. afroharzianum UEPAARS,
Trichoderma spp. 20NAR3, T. afroharzianum 10BR1, T. afroharzianum J66, T.
afroharzianum J50, T. afroharzianum UEPAAR12, Trichoderma spp. Pista 9 y T.
afroharzianum 3A3. Estas fueron caracterizadas a nivel macroscopico y microscopico,
evidenciando similitudes y diferencias dentro del género. No obstante, es importante
sefialar que, para una caracterizacion macroscépica mas precisa, las cepas deberian,
complementarse con ensayos de mayor tiempo de incubacién para la expresion de

caracteristicas fenotipicas a distintos tiempos

Los enfrentamientos duales in vitro evidenciaron la capacidad micoparasitica de las
ocho cepas evaluadas. En todos los casos, frente a B. cinerea y A. alternata, las cepas
fueron clasificadas como tipo 1, lo que indica que Trichoderma ocup6 el 100% de la
superficie de la placa de Petri, sobrecreciendo completamente al patdégeno y

evidenciando un micoparasitismo total.

En contraste, frente a F. oxysporum, las cepas T. afroharzianum UEPAARS5, T.
afroharzianum J66, Trichoderma spp. 20NAR3 y Trichoderma spp. Pista 9 fueron
clasificadas como tipo 2, alcanzando aproximadamente un 75% de ocupacion de la
placa. Este resultado indic6 que, si bien Trichoderma logro sobrecrecer al patdgeno, el
micoparasitismo no fue completo, lo que sugiere una interaccion mas equilibrada entre
ambos microorganismos en comparacion con lo observado frente a los otros patdgenos.
En consecuencia, se decidio profundizar los estudios de los enfrentamientos duales in

vitro de las cepas con el patdgeno F. oxysporum.

En particular, la cepa Trichoderma T. afroharzianum UEPAARS5 presentd una
disminucion en su velocidad de crecimiento radial promedio de 1,18 cm/dia (Tabla 4)
en cultivo individual a 1,11 cm/dia en enfrentamiento (Tabla 6), mientras que F.

oxysporum incremento su crecimiento de 0,51 cm/dia (Tabla 5) a 0,75 cm/dia (Tabla 6).
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De manera similar, la cepa Trichoderma spp. 20NAR3 también redujo su velocidad de
crecimiento en presencia del patdgeno (Tabla 7), mientras que este ultimo mantuvo
valores similares a los observados en su control (Tabla 4). Por su parte, la cepa T.
afroharzianum J66 disminuyo su velocidad de crecimiento radial promedio en 0,22
cm/dia frente a F. oxysporum, el cual nuevamente no evidencié variaciones en su

crecimiento. (Tablas 4,5,y 9).

Este patron sugiere que, durante la interaccion, Trichoderma podria haber
redirigido recursos metabdlicos hacia mecanismos asociados al micoparasitismo, como
la produccion de enzimas hidroliticas y metabolitos antifungicos, lo que se traduciria en
una reduccion de su velocidad de crecimiento. En contraposicién, el aumento o
mantenimiento de la velocidad de crecimiento de F. oxysporum podria interpretarse

como una respuesta competitiva frente a la presencia del antagonista.

En relacion con la capacidad de micoparasitismo, todas las cepas evaluadas frente a
F. oxysporum fueron clasificadas como clase 2, es decir, lograron sobrecrecer al
patdgeno cubriendo aproximadamente el 75% de la superficie de la placa. En este
sentido, la disminucidn en la velocidad de crecimiento de Trichoderma observada en los
enfrentamientos podria haber influido en que el sobrecrecimiento no fuera total sino
parcial (clase 2). No obstante, dado que el patdgeno mantuvo o incrementé su velocidad
de crecimiento en estas condiciones, es probable que la interaccién entre ambos
organismos haya generado una competencia mas equilibrada, limitando la capacidad de
colonizacion completa por parte del antagonista.

En conjunto, estos resultados sugieren que la velocidad de crecimiento radial no
seria el unico factor determinante del grado de micoparasitismo observado, sino que
este podria depender de la compleja interaccion entre ambos microorganismos,
incluyendo la capacidad de respuesta del patogeno y la eficiencia de los mecanismos de
biocontrol desplegados por Trichoderma. De igual forma se procedié a analizar los
metabolitos secundarios producidos durante la interaccion dual, para estudiar la
presencia de los mismos y si es posible atribuir el micoparasitismo observado a la
produccion de peptaiboles por parte de las cepas de Trichoderma, ademas de estudiar su

espectro de accién frente a los patdgenos.
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Se realiz6 un protocolo de extraccion dirigido a peptaiboles a partir del halo de
inhibicion observado en los enfrentamientos duales, asi como de los controles
individuales de los patogenos y de las ocho cepas de Trichoderma. Las muestras
obtenidas se les realizé un analisis por HPLC con deteccion a 220 nm, lo que permitio
evidenciar la presencia de metabolitos secundarios, particularmente compuestos de

naturaleza peptidica, dado que a esta longitud de onda absorben los enlaces peptidicos.

Si bien la deteccién a 220 nm presenta baja selectividad y no permite identificar de
manera inequivoca los compuestos presentes, el uso de un protocolo de extraccion
especifico para peptaiboles, en conjunto con el andlisis de los cromatogramas, aporta
informacion relevante. En este sentido, la aparicion de picos exclusivos en los perfiles
cromatograficos de los enfrentamientos duales, ausentes en los controles individuales,
sugiere la induccion de metabolitos secundarios en respuesta a la interaccion entre

Trichoderma y el patégeno.

Por ejemplo, se pueden diferenciar picos exclusivos en los enfrentamientos de T.
afroharzianum 3A3/ F. oxysporum a los 4,276min; el halo de inhibicion de T.
afroharzianum J50/F. oxysporum presentd dos picos exclusivos a los 8,668 y 13,989
min. El enfrentamiento dual in vitro de Trichoderma spp 20NAR3 frente al mismo
patdgeno presento picos en los 4,269min; 5,991min y 14,092min. En cambio, la cepa T.
afroharzianum J66 presentd un pico a los 4,707 min. Por ultimo, las cepas T.
afroharzianum UEPAAR12 presentaron sefial a los 5.576 min y a los 8,756 min, y T.
afroharzianum 10BR1 a los 14,242min; 17,752min y 18,721 min. Estas sefiales fueron
distintivas de los enfrentamientos realizados, dado que fueron comparados con los
controles de las cepas individuales, de los patdgenos individuales y del control del
medio PDA, igualmente este Gltimo puede generar sefiales debido a la degradacion de

sus compuestos por parte de los microorganismos.

Si bien se observaron estas sefiales exclusivas hay enfrentamientos los cuales sus
cromatogramas no dieron ningun tipo de sefial como T. afroharzianum UEPAAR
5/F.oxysporum, y T. afroharzianum UEPAAR12, lo que indica que bajo estas
condiciones evaluadas no habria presencia de metabolitos que absorban a 220nm, lo que
no indica ausencia de metabolitos secundarios a otras longitudes, por lo que deberia

realizarse mediciones a distintas longitudes de onda.
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Considerando que la metodologia de extraccion se orientd especificamente a la
recuperacion de peptaiboles, es posible inferir que estos compuestos podrian estar
involucrados en la actividad de biocontrol observada. No obstante, dado el caracter no
especifico de la deteccion y la complejidad de los metabolitos producidos por
Trichoderma, estos resultados deben interpretarse con cautela. En consecuencia, se
requeririan estudios adicionales, como analisis por espectrometria de masas para
confirmar la identidad de los compuestos detectados y establecer de manera concluyente

su rol en los mecanismos de biocontrol.

En el caso de Trichoderma spp Pista 9, el analisis cromatografico no evidencié la
presencia de picos exclusivos asociados al enfrentamiento dual, observandose
unicamente sefiales coincidentes con el control del patdgeno (F. oxysporum) y del
medio de cultivo PDA. La ausencia de sefiales diferenciales atribuibles a metabolitos
producidos por Trichoderma durante la interaccion podria deberse a diversas causas,
tales como limitaciones en la sensibilidad del método variaciones en la produccién de
metabolitos bajo las condiciones evaluadas. Respaldando que deberia realizarse la

cromatografia a distintas longitudes de onda.

En este contexto, y con el objetivo de no descartar la capacidad de produccion de
metabolitos secundarios por parte de esta cepa, se decidié conservar y utilizar los
extractos obtenidos para su posterior evaluacion en ensayos sobre fruto. Esta
aproximacion permitira analizar la posible actividad bioldgica de los compuestos
presentes, asi como corroborar la existencia de metabolitos con potencial biocontrolador

gue no hayan sido detectados mediante el analisis cromatogréafico realizado.

Al utilizar el extracto de peptaiboles totales del enfrentamiento dual Trichoderma spp
Pista 9/F.oxysporum en frutos de tomates frente a la infeccidn con B. cinerea se analiz
el espectro de accion de estos metabolitos secundarios en conjunto con la presencia de

los mismos debido a la falta de sefial observada en el cromatograma de la extraccion.

Se observo que aquellos frutos que se les aplicoO la extraccion presentaron
mantencion de propiedades macroscépicas frente al tiempo, como turgencia y

coloracion. Esto se concluy6 al comparar los frutos a los que se le aplicaron peptaiboles
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totales frente a los controles con Tween20. Por otro lado, se observé que aquellos
frutos que se les aplico la extraccion de peptaiboles y luego se infectaron con el
patdgeno B. cinerea presentaron mayor proteccion frente al mismo sostenida en el
tiempo en comparacion con aquellas que fueron infectados con el patdgeno sin la

aplicacion previa del extracto total.

En conjunto, los resultados obtenidos sugieren que el extracto derivado del
enfrentamiento dual de Trichoderma spp. Pista 9 y F. oxysporum presenté actividad
bioldgica capaz de conferir proteccion a los frutos de tomate frente a la infeccion con B.
cinerea, evidenciada por la conservacion de sus caracteristicas macroscopicas y la
reduccion del desarrollo de la enfermedad. Si bien el andlisis cromatografico no
permitio detectar picos exclusivos asociados a metabolitos producidos durante la
interaccion, el hecho de que el protocolo de extraccion se haya orientado
especificamente a la recuperacién de peptaiboles permite plantear que estos compuestos
podrian estar involucrados en el efecto biocontrolador observado. No obstante, debido a
las limitaciones analiticas mencionadas y a la complejidad del metaboloma de
Trichoderma, no es posible confirmar de manera concluyente su presencia ni su rol
especifico. En este sentido, los resultados obtenidos constituyen una evidencia indirecta
que respalda el potencial de estos metabolitos, siendo necesario profundizar mediante
técnicas analiticas mas especificas y estudios complementarios que permitan identificar

y caracterizar los compuestos involucrados, asi como dilucidar su mecanismo de accion.

7. Conclusiones.

En el presente trabajo se aislaron y caracterizaron ocho cepas del género
Trichoderma, tanto a nivel macroscépico como microscopico, lo que permitid
evidenciar similitudes y diferencias dentro del género. Si bien la caracterizacion
macroscopica podria haberse optimizado mediante tiempos de incubacion mas
prolongados, los resultados obtenidos fueron suficientes para confirmar la identidad de

las cepas y avanzar en su evaluacién como potenciales agentes de biocontrol.

Los ensayos de enfrentamiento dual in vitro demostraron que todas las cepas

presentaron capacidad micoparasitica frente a los patdgenos evaluados. En particular, se
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observo un sobrecrecimiento total (clase 1) frente a B. cinerea y A. alternata, lo que
evidencio una alta capacidad antagonista. En contraste, frente a F. oxysporum algunas
cepas mostraron un comportamiento de clase 2, alcanzando un sobrecrecimiento parcial,

lo que indico una interaccion mas equilibrada entre ambos microorganismos.

El andlisis de la velocidad de crecimiento radial permitid profundizar en la
dinamica de estas interacciones, observandose que, en presencia del patdgeno, varias
cepas de Trichoderma disminuyeron su crecimiento, mientras que F. oxysporum tendio
a mantenerlo o incrementarlo. Estos resultados sugirieron que la velocidad de
crecimiento no fue el Unico factor determinante del micoparasitismo, sino que
intervinieron mecanismos mas complejos asociados a la competencia y a la activacion

de respuestas metabolicas especificas.

En cuanto a los ensayos realizados en frutos de tomate, se observo que la aplicacion
de extractos obtenidos de los enfrentamientos duales permitié conservar las propiedades
macroscopicas de los frutos y reducir el desarrollo de la enfermedad causada por B.
cinerea. Estos resultados evidenciaron un efecto protector de los compuestos presentes

en los extractos.

El anélisis de los metabolitos secundarios mediante HPLC a 220 nm mostré perfiles
variables entre las muestras, detectdndose en algunos casos picos exclusivos en los
enfrentamientos duales, lo que sugiri6 la induccién de compuestos en respuesta a la
interaccion con el patdgeno. No obstante, la baja especificidad de la longitud de onda

utilizada impidié identificar de manera concluyente la naturaleza de dichos metabolitos.

Considerando que el protocolo de extraccion se orientd a la obtencion de
peptaiboles, y en conjunto con la evidencia indirecta obtenida a partir de los
cromatogramas y los ensayos bioldgicos, se plantea que estos compuestos podrian estar
involucrados en la actividad antifungica observada. Sin embargo, no fue posible
confirmar su identidad de manera definitiva, por lo que se requieren estudios
complementarios, como analisis por espectrometria de masas, que permitan su

caracterizacion y la elucidacion de sus mecanismos de accion.
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Finalmente, los ensayos en fruto demostraron que los extractos presentaron
actividad bioldgica incluso en aquellos casos donde no se detectaron sefiales
cromatogréficas exclusivas, lo que sugiere un posible amplio espectro de accion de los
metabolitos producidos por Trichoderma. En conjunto, los resultados obtenidos
evidenciaron el potencial de estas cepas como agentes de biocontrol frente a patdgenos
del tomate, posiblemente asociado a la produccion de metabolitos secundarios, aunque
su naturaleza especifica y su modo de accion deberan ser profundizados en futuros

estudios.
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