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Morphological and molecular characterization of
native isolates of Trichoderma and its potential
biocontrol against Phytophthora infestans
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Resumen. El presente trabajo muestra la carac-
terizacion morfoldgica y molecular de 10 cepas
nativas de Trichoderma (TL2, TL4, TLS5, TLS6,
TX7, TX8, TT6, TFS, TF10 y TJ6) y su relacion
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Abstract. This paper presents the morphological
and molecular characterization of 10 native isolates
of Trichoderma (TL2, TL4, TL5, TL6, TX7, TXS,
TT6, TF8, TF10 and TJ6) and their phylogenetic
relation, as well as its biocontrol ability against
Phytophthora infestans. The of the
molecular characterization by amplifying the ITS1-

results

ITS4 region of nuclel and TJ6). The phylogenetic
analysis by maximum parsimony showed a close
relation among the isolates of these two groups.
Biocontrol tests between the antagonist and the
pathogen showed significant differences (p<0.05).
Strain TX8 had the highest inhibition percentage
(98 %), while TL4 recorded the lowest percentage
(49 %). The isolates of 7° harzianum (TLS5, TL6,
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filogenética, asi como su capacidad de biocontrol
contra Phytophthora infestans. Los resultados de
la caracterizacién molecular al amplificar la region
ITS1-ITS4 del ADN ribosémico nuclear y un frag-
mento del gen fefla mostraron que de las 10 ce-
pas, seis corresponden a Trichoderma asperellum
(TL2, TL4, TX7, TX8, TT6 y TF8) y cuatro a T.
harzianum/Hypocrea lixii (TL5, TL6, TF10 y TJ6).
El analisis filogenético por maxima parsimonia de-
mostré que existe una estrecha relacion entre las
cepas de estos dos grupos. Las pruebas in vitro de
biocontrol entre el antagonista y el patogeno indi-
caron diferencias significativas (p<0.05). La cepa
TX8 registré el mayor porcentaje (98 %) de inhibi-
cion, mientras que TL4 fue la de menor porcentaje
(49 %). Las cuatro cepas de H. lixii (TL5, TL6,
TF10 y TJ6) presentaron capacidad de inhibi-
cidén media (55-66 %).

Palabras clave: 7. asperellum, H. lixii, antagonis-
mo, papa, Solanum tuberosum.

El cultivo de papa (Solanum tuberosum) tiene
gran importancia econdmica y agricola, ya que la
papa es el tercer alimento mas consumido en el
mundo (FAO, 2014). La produccidon que se cose-
cha en el campo mexicano representa el 0.5 % de
su oferta a nivel mundial (SIAP, 2014). EI munici-
pio de Zinacantepec, Estado de México, en el afio
2014 registré una produccion de 17,535 t, equiva-
lente a $115,239.06 (SIAP, 2014). El rendimiento
de este tubérculo se ve afectado por la presencia
de agentes fitopatogenos, tal es el caso del oomi-
ceto Phytophthora infestans (Mont) De Bary que
causa la enfermedad conocida como “tizon tardio”
(Kerroum et al., 2015). Este oomiceto provoca
lesiones foliares que se desarrollan de tres a siete
dias, lo que deriva en una epidemia (Rekanovi¢ et
al., 2011). En los ultimos afios este patogeno ha
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TF10 y TJ6) showed percentages between 55-
65 %.
T harzianum,

Key words: 7. asperellum,

antagonism, potato, Solanum tuberosum.

The potato crop (Solanum tuberosum) is of
great economic and agricultural importance, since
potato is the third most consumed food in the world
(FAO, 2014). Potato production in Mexican fields
contributes 0.5 % of the worldwide supply (SIAP,
2014). The municipality of Zinacantepec, State of
Mexico, recorded a production of 17,535 t in 2014,
equivalent to $115,239.06 (SIAP, 2014). Potato
yield is affected by the presence of phytopathogenic
agents such as he oomycete Phytophthora infestans
(Mont) De Bary, which causes a disease known
as “late blight” or potato blight (Kerroum et al.,
2015). This oomycete causes leaf lesions which
take from three to seven days to develop and
become epidemics (Rekanovi¢ et al., 2011). In
recent years, this pathogen has caused significant
economic losses in Zinacantepec (Lopez et al.,
2013). Chemical control is the most used method;
it is successfully applied to seed, leaves and soil,
but has residual effects, which causes chemical
products to accumulate on water bodies, soil,
plants and animals (Miller et al., 2000; Aceves et
al., 2008).

Hence, it is important to search for ecological
strategies for biological control, including the use
of microorganisms that help reduce the presence
of pathogens (Aceves et al., 2008). Some species
of the Trichoderma genus are known to act as
biocontrol agents with broad spectrum of action
against pathogens of agricultural crops (Schuster y
Schmoll, 2010). This genus uses mechanisms such
as: competition, mycoparasitism and antibiosis
(Monte, 2001; Harman et al., 2004; Bailey et
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causado grandes pérdidas econdmicas en Zinacante-
pec (Lopez et al., 2013). El control quimico es el
método mas utilizado, se aplica a la semilla, follaje
y suelo, con resultados eficientes, pero con efectos
de residualidad, lo que provoca que los productos
quimicos se acumulen en cuerpos de agua, suelo,
plantas y animales (Miller ef al., 2000; Aceves et
al., 2008).

Lo anterior sugiere buscar estrategias ecologi-
cas como el control biologico, que consiste en el
uso de microorganismos que ayuden a disminuir
la presencia de patdogenos (Aceves et al., 2008).
Algunas especies del género Trichoderma son re-
conocidas como agentes de biocontrol con amplio
espectro de accion hacia fitopatdgenos de cultivos
agricolas (Schuster y Schmoll, 2010). Este género
utiliza mecanismos de accion tales como: compe-
tencia, micoparasitismo y antibiosis (Monte, 2001;
Harman et al., 2004; Bailey et al., 2008). Las for-
mulaciones comerciales compuestas por varias es-
pecies de Trichoderma (I. harzianum, T. viride y
T. atroviride) que se aplican en campo (Lorito et
al., 2010; Mazyar et al., 2010) generalmente per-
tenecen a una region diferente a la que se aplica, lo
que deriva en la ineficacia del control (Harman et
al., 2010). Al respecto Altieri (1999) recomienda
la utilizacién de especies nativas adaptadas a las
condiciones ecologicas de la region de aplicacion
para garantizar la accidén exitosa de biocontrol. Sin
embargo, algunas empresas requieren cepas con
capacidad de biocontrol y adaptacion a diferentes
regiones y sobre diversos agentes patdogenos (PHC,
2016).

En el control bioldgico es importante la eva-
luacion del potencial antagdénico in vitro y en
planta, asi como la caracterizacion taxonomica
de los aislados, ya que esto permite conocer los
requerimientos de la especie para su crecimiento
y establecer criterios de seleccion como agente de
biocontrol, debido a que no todas las especies de
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al., 2008). Commercial formulations containing
various species of Trichoderma (T. harzianum, T.
viride and T. atroviride) used in the field (Lorito et
al., 2010; Mazyar et al., 2010) usually belong to a
different region than that where they are applied,
which results in ineffective control (Harman ef al.,
2010). To this regard, Altieri (1999) recommends
the use of native species adapted to the ecological
conditions of the region where the control is carried
out to ensure a successful biocontrol. However,
some companies require isolates with biocontrol
ability and adaptation to different regions and
against diverse pathogenic agents (PHC, 2016).

In the biological control, it is important to assess
the antagonistic potential of the isolates in vitro and
in plants and carry out a taxonomic characterization,
in order to find out what the requirements are for
the species to grow and, based on this information,
establish a selection criteria to use them as a
biocontrol agents, since not all the species of
Trichoderma have such ability (Munir et al., 2013).
Conventional characterization of Trichoderma
species based on morphological characteristics is
not enough due to the plasticity of their traits, so it
is important to conduct molecular studies to make
a more accurate taxonomical diagnosis (Hermosa
et al., 2000). Phylogenetic analyses are a tool that
supports and validates molecular studies through
evolutionary evidence that can reveal convergent
or divergent relations among species (Morrone,
2001).

In previous studies (Garcia-Nufiez et al., 2012),
10 native isolates of Trichoderma from horticultural
soils of the Toluca Valley, Mexico —some of them
used in in vitro antagonism tests— showed high
potential for the control of Sclerotinia sp., the
causing agent of lettuce soft rot. The isolates were
not identified at molecular level, so it is important
to know to which species they belong to, as well as
their potential biocontrol effect on other pathogens.
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Trichoderma tienen esta capacidad (Munir et al.,
2013). La caracterizacion convencional de las es-
pecies de Trichoderma basada en caracteristicas
morfologicas no es suficiente, debido a la plastici-
dad de caracteres, por lo que es importante realizar
estudios moleculares para tener un diagndstico con
mayor certeza taxonomica (Hermosa et al., 2000).
Los analisis filogenéticos son una herramienta que
apoya y valida los estudios moleculares, mediante
la evidencia evolutiva que puede demostrar rela-
ciones convergentes o divergentes entre especies
(Morrone, 2001).

En estudios previos a este trabajo (Garcia-
Nufez et al., 2012), se aislaron 10 cepas nativas
de Trichoderma de suelos horticolas del Valle de
Toluca, México, algunas de las cuales en pruebas
de antagonismo in vitro mostraron alto potencial
para el control de Sclerotinia sp., agente causal
de la pudriciéon blanda en lechuga. Las cepas no
se identificaron a nivel molecular, por lo que es
importante conocer a que especie pertenecen, asi
como su posible efecto de biocontrol sobre otros
patogenos. Por ejemplo, se ha demostrado que ce-
pas de Trichoderma asperellum son antagonistas de
hongos y oomicetos fitopatogenos (Taghdi et al.,
2015). Por lo anterior, el objetivo del presente tra-
bajo fue caracterizar mediante técnicas convencio-
nales, moleculares y filogenéticas 10 cepas nativas
de Trichoderma, asi como evaluar su potencial de
biocontrol contra Phytophthora infestans, agente
causal del tizén tardio en cultivo de papa.

MATERIALES Y METODOS

Zona de estudio y origen de las cepas
Las 10 cepas nativas de Trichoderma (TL2,

TL4, TLS, TL6, TX7, TXS8, TT6, TF8, TF10 y TJ6)
utilizadas para este estudio fueron aisladas en un
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For example, it has been shown that isolates of
Trichoderma asperellum are fungi antagonists and
phytopathogenic oomycetes (Taghdi et al., 2015).
For this reason, the present study was aimed to
characterize 10 native isolates of Trichoderma
using conventional, molecular and phylogenetic
techniques, and assess their biocontrol potential
against Phytophthora infestans, the causing agent
of late blight in potato crops.

MATERIALES Y METODOS

Study area and origin of the isolates

The 10 native isolates of Trichoderma (TL2,
TL4, TLS, TL6, TX7, TX8, TT6, TF8, TF10
and TJ6) used in this research were isolated in a
previous study (Garcia-Nufiez et al., 2012). The
isolation points are located in areas of the Toluca
Valley horticultural zone (Table 1).

One strain of Phytophthora infestans was
isolated from a potato crop plot in La Pefiuela, a
location from the municipality of Zinacantepec,
State of Mexico. For this purpose, leaves with late
blight signs and symptoms were selected; that is,
necrotic stalk and petioles tissue showing dark
spots, as well as the presence of white mycelium
with gray sporulation on the backside of leaves.
The sample was placed on wet paper and taken
to the lab, where it was placed on sterilized filter
paper and then on Petri dishes with wet cotton to
create wet chambers, which were then maintained
at room temperature during seven days to foster the
presence of mycelium and sporulation. When there
was enough mycelium, an evaluation was performed
using Sutton’s (1980) technique, described as
follows: an active sporulated mycelium was taken
with an inoculation loop and put in a Petri dish using
a Potato Dextrose Agar (PDA, Bioxon) culture
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trabajo previo (Garcia-Nufiez et al., 2012). Los
puntos de aislamiento se ubican en localidades de
la zona horticola del Valle de Toluca (Cuadro 1).

Se aislo una cepa de Phytophthora infestans
de una parcela de cultivo de papa de La Penuela,
localidad del municipio de Zinacantepec, Estado
de México. Se seleccionaron follajes con signos y
sintomas de tizon tardio, es decir tejido de tallos y
peciolos con necrosis, con apariencia de manchas
oscuras y en el envés de las hojas presencia de un
halo de micelio blanco con esporulacion color gris.
La muestra fue colocada en papel humedo y se
traslado al laboratorio, donde fue colocada en pa-
pel filtro esterilizado y después en placas Petri con
algodon humedo, generando asi cadmaras hiimedas
que se mantuvieron a temperatura ambiente duran-
te siete dias para propiciar la presencia de micelio
y esporulacion del patégeno. Cuando se obtuvo mi-
celio suficiente se procedi6 siguiendo la técnica de
Sutton (1980), tal como se describe a continuacion:
se tom6 una muestra de micelio activo esporulado
con una asa bacterioldgica y se inoculd en una pla-
ca Petri con medio de cultivo papa dextrosa agar
(PDA, Bioxon). Se incub6 a 22+2 °C por 12 dias,
posteriormente de estas muestras se obtuvo un ais-
lado monospoérico mediante la técnica de punta de
hifa para obtener una cepa pura. A partir de la cepa
pura de P, infestans se realizaron las pruebas de los
postulados de Koch para validar su patogénesis.

Las cepas se encuentran resguardadas en el
Instituto de Ciencias Agropecuarias y Rurales
(ICAR), de la Universidad Autonoma del Estado
de México.

Caracterizacion morfolégica macroscopica de
las cepas

Una vez obtenidas las cepas puras de Trichoder-
ma 'y de P. infestans se realiz6 su caracterizacion
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Cuadro 1. Ubicacion geografica de aislados de Trichoderma
en la zona horticola del Valle de Toluca.

Table 1. Geographic location of the isolates of Trichoderma in
the horticultural zone of the Toluca Valley.

Localidad Coordenadas Cepa
Sta. Ma. Xajalpa 14Q0443334/2114038 TX7
Sta. Ma. Xajalpa 14Q0443347/2116334 TX8
San Juan la Isla 14Q0442109/2115420 TJ6
Sn Francisco Putla 14Q0434242/2114300 TF8
Sn Francisco Putla 14Q0432918/2116404 TF10
Sn Francisco Tetetla 14Q0435475/2114358 TL2
Sn Francisco Tetetla 14Q0436273/2114681 TL4
Sn Francisco Tetetla 14Q0435875/2114606 TL5
Sn Francisco Tetetla ~ 14Q0436993/2113877 TL6

medium. The mycelium was incubated at 22+2°C
during 12 days. From this sample, a monosporic
isolate was obtained applying the tip-of-hyphae
technique. Using the pure strain of P. infestans,
tests using Koch’s postulates were conducted to
validate its pathogenesis.

The isolates are safeguarded at the Institute of
Agricultural and Rural Sciences (ICAR) of the
Autonomous University of the State of Mexico.

Macroscopic morphological characterization of
isolates

After obtaining pure isolates of Trichoderma
and P infestans, they were morphologically
characterized. Isolates of Trichoderma were
identified using the guide by Barnett and Hunter
(1972), considering the following macroscopic
morphological characteristics: mycelium texture,
concentric rings development and conidia
pigmentation. The strain of P infestans was
characterized using the guide of Erwin and
Robeiros (1996) and considering mycelium texture

and type, as well as spore pigmentation.
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morfologica. Las cepas de Trichoderma se identifi-
caron siguiendo la guia de Barnett y Hunter (1972),
considerando caracteristicas morfologicas macros-
copicas como: textura del micelio, formacion de
anillos concéntricos y la pigmentacion de las coni-
dias. La cepa de P, infestans se caracterizo a través
de la guia de Erwin y Robeiro (1996), considerando
la textura, tipo de micelio y la pigmentacion de las
esporas.

Caracterizacion morfolégica microscopica

Para cada cepa se hicieron camaras de cultivo en
placas Petri de acuerdo con el método modificado
de Harris (1986) como se describe a continuacion:
se coloco un triangulo de vidrio que contenia un
porta objetos con un disco de medio PDA (Bioxon)
de 15mm de diametro, en el que se inoculdé una
asada de esporas de la cepa de Trichoderma. Se
cubrid la muestra con un cubreobjetos, se cerro la
caja Petri y se incubd a 25 °C por siete dias. Pos-
teriormente se retir6 el cubreobjetos que contenia
micelio activo y esporas del aislado y se colocd so-
bre un portaobjetos, se tifio con una gota de azul de
algoddn. Se realizaron observaciones en microsco-
pio optico (Image Motic Plus 2.0) acoplado a una
camara digital. Las imagenes se capturaron bajo el
objetivo de 100X usando aceite de inmersion. Para
Trichoderma la descripcion se realizd de acuerdo
a las siguientes caracteristicas: forma y nimero de
conidias, fialides, y conidioforos, para lo cual se
utilizo la guia de identificacion de Barnett y Hunter
(1972). Para P. infestans las caracteristicas morfo-
logicas que se tomaron en cuenta fueron: tipo de
hifa; forma y tamafio de esporangios; tipo de papila
y presencia o ausencia de clamidosporas, segun lo
recomendado para Oomycetes (Erwin y Robeiro,
1996).
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Microscopic morphological characterization

Culture chambers in Petri dishes were built
for each strain, according to the modified method
by Harris (1986) as follows: a glass triangle
containing a slide with a 15 mm in diameter PDA
medium disk (Bioxon) was used to inoculate
a spore loop of the strain of Trichoderma. The
sample was covered with a slide, and the Petri
dish was capped and incubated at 25 °C during
seven days. Then, the slide containing the active
mycelium and isolate spores were removed and
placed on a slide; the slide was stained with a drop
of cotton blue. Observations were made under
an optical microscope (Image Motic Plus 2.0)
connected to a digital camera. The images were
captured under a target of 100X using immersion
oil. For Trichoderma, the description was based on
the following characteristics: shape and number
of conidia, phialides and conidiophores; this was
performed according to the Barnett and Hunter
(1972) identification guide. For P. infestans, the
morphological characteristics taken into account
were: hyphae type; sporangia shape and size; type
of papilla or absence of chlamydospores, according
to recommendations for oomycetes (Erwin and
Robeiro, 1996).

Molecular characterization of Trichoderma

Obtaining mycelium. Petri dishes with a PDA
(Bioxon) culture medium and a 76 mm in diameter
sterilized cellulose circular membrane (Sigma)
were inoculated with 100 pL of a 1X10?® spore
suspension per mL of each strain. The dishes were
incubated at 25 °C during three days. The mycelium
recovered from the membrane by scratching with a
scratcher under sterility conditions was frozen and
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Caracterizacion molecular de Trichoderma

Obtencion del micelio. Cajas petri con medio de
cultivo PDA (Bioxon) y una membrana circular de
celulosa de 76 mm de diametro (Sigma) esterilizada
se inocularon con 100 pL de una suspension de
1X10® esporas por mL de cada una de las cepas.
Las placas se incubaron a 25 °C por tres dias.
El micelio se recuperd de la membrana por raspado
con una espatula en condiciones de esterilidad,
se congelo y liofilizo. La extraccion de ADN geno-
mico del hongo se realizo de acuerdo a la técnica
descrita por Hermosa et al. (2000).

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).
Se amplifico la region ITS1-ITS4, zona del ADN
ribosémico nuclear como se describe a conti-
nuacion: se utilizaron los primers comerciales
ITSIf (5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3") e
ITS4r(5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3") com-
probados por Hermosa et al. (2012), esperando una
amplificacion de 600 pb. Se prepard cada reaccion
con un volumen final de 50 puL. que contenia 5 puL
de Buffer + MgCl, (50 mM), 0.3 pL dNTPs
(2 mM/pL), 2 pL de primer (10 uM), 1 pL de Taq
polimerasa (5U); 1.5 uL de DNA gendmico; 38.2
uL de agua miliQ. La reaccion se corrid en un ter-
mociclador (MJ Research, Inc.) bajo el siguiente
programa: Primera etapa, desnaturalizacion inicial
a 94 °C por 3 min. Segunda etapa, 35 ciclos cada
uno comenzando con desnaturalizacion a 94 °C por
1 min, seguido por alineacion a 53 °C por 1 min
con 30 s, y extension a 72 °C por 2 min. Tercera
etapa, extension final a 72 °C por 7 min. El pro-
ducto se mantuvo a 4 °C. Los fragmentos de DNA
productos de la amplificacion (3 pL) mezclado con
2 uL de buffer de carga, fueron separados en gel
de agarosa (0.8 %) mezclado con 3 pL de bromuro
de etidio. Se utilizaron 5 uL. de marcador de peso
molecular de 100 pb (Gene ruler, Thermo Scien-
tific). Las condiciones de corrida de la camara de
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lyophilized. The extraction of genomic DNA of the
fungi was performed according to the technique
described by Hermosa et al. (2000).

Polymerase chain reaction (PCR). The ITS1-
ITS4 region, nuclear ribosomal DNA zone, was
amplified as follows: the commercial primers ITS1f
(5’-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’) and ITS4r
(5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3"), with
which an amplification of 600 bp was expected.
Each reaction was prepared with a final volume of
50 uL containing 5 pL of Buffer + MgCl, (50 mM),
0.3 uL dNTPs (2 mM/pL), 2 uL of primer (10 pM),
1 uL of Taq polymerase (5U); 1.5 uL of genomic
ADN; 38.2 pL of miliQ of water. The reaction was
conducted in a thermocycler (MJ Research, Inc.)
under the following program: first stage: initial
denaturation at 94 °C during 3 min; second stage;
35 cycles each, starting with denaturation at 94 °C
for 1 min, followed by alignment at 53 °C for 1 min
30 s, and extension to 72 °C for 2 min; third stage:
final extension to 72 °C for 7 min. The product
was kept at 4 °C. The DNA fragments obtained
from the amplification (3 pL), mixed with 2 pL of
charge buffer, were isolated in a mixture of agarose
gel (0.8 %) and 3 pL of ethidium bromide. At this
stage, five puLL of molecular weight marker of 100
bp (Gene ruler, Thermo Scientific) were used.
Running conditions for the electrophoresis camera
were 81 volts during 30 min. The DNA fragments
were observed using a UV light photo documenter.

The PCR fragments obtained were purified
according to the gel extraction (NucleoSpin Extract
II, Macherey-Nagel) clean-up kit protocol. The
DNA quality and concentration was evaluated in a
Nanodrop. The DNA bands were observed in 1 %
agarose gel. The same procedure was followed to
amplify a fragment of the translation elongation
factor 1 alpha (teflo) gen with the primers
EF1278f 5’-CATCGAGAAGTTCGAGAAGG-3’
(Chaverri and Samuels, 2003) and TEF1LLEr
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electroforesis fueron 81 volts por 30 min. Los frag-
mentos de ADN fueron visualizados con un fotodo-
cumentador de luz ultravioleta.

Los fragmentos producto de PCR se purifi-
caron siguiendo el protocolo del kit clean-up,
gel extraccion (NucleoSpin Extract II, Macherey-
Nagel). Se evaluo la calidad y concentracion del
ADN en un Nanodrop. Se visualizaron las bandas
de ADN en un gel de agarosa al 1 %. Este mis-
mo procedimiento se realizd para amplificar un
fragmento del gen tramslation elongation factor
1 alpha (tefla) con el par de primers EF1278f
5’-CATCGAGAAGTTCGAGAAGG-3’ (Chaverri
y Samuels, 2003) y TEF1LLEr 5’-AACTTGCA-
GGCAATGTGG-3" (Jaklistch et al., 2005). Las
condiciones de amplificacion fuero las siguientes:
desnaturalizacion inicial 94 °C por 3 min, 35 ciclos
de desnaturalizacion a 94 °C 30 s, alineacion 58 °C
por 1 min, extension 72 °C 1 min, extension final
de 72 °C por 7 min.

Preparacion de las muestras para secuenciacion.
Se colocaron en tubos eppendorf 3 ul de produc-
to de PCR purificado (50 nguL'), 3 uL de primer
(1uM) y 2 pl de agua miliQ. Las muestras se en-
viaron al Departamento de Secuenciacidon de la
Universidad de Salamanca, Espaiia.

Analisis de secuencias en bases de datos geno-
micos. Las secuencias obtenidas se analizaron con
los programas FinchTV version 4.1 y DNAstar para
obtener las secuencias consenso. Posteriormente se
realizé el andlisis de alineamiento BLAST en la
base de datos Genbank.

Analisis filogenéticos. Con la finalidad de cono-
cer la relacion filogenética de las cepas se utiliza-
ron como grupos externos a Trichoderma viride y
Trichoderma longibrachiatum (Mohammad et al.,
2014). Se alinearon ambas secuencias mediante el
programa BioEdit Sequence Alignment ver. 7.05
(Hall, 2004) y las relaciones filogenéticas se reali-
zaron mediante el programa Past ver.207 (Harmer
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5’-AACTTGCAGGCAATGTGG-3" (Jaklistch et
al., 2005). The amplification was performed under
the following conditions: initial denaturation at
94 °C for 3 min, 35 denaturation cycles at 94 °C
30 s, alignment at 58°C for 1 min, extension at
72 °C for 1 min, final extension at 72 °C for 7 min.

Sample preparation for sequencing. Eppendorf
tubes with 3 pl of purified PCR product (50 nguL"),
3 uL of primer (1uM) and 2 pl of miliQ water. The
samples were sent to the Sequencing Department
of the University of Salamanca, Spain.

Sequences analysis in genomic databases. The
sequences obtained were analyzed using FinchTV
version 4.1 and DNAstar in order to obtain
consensus sequences. Then, a BLAST alignment
analysis in the Genbank database was performed.
Phylogenetic  analysis. To  identify  the
phylogenetic relation of the isolates, external
groups to Trichoderma viride and Trichoderma
longibrachiatum (Mohammad et al., 2014) were
used. Both sequences were aligned using BioEdit
Sequence Alignment ver. 7.05 (Hall, 2004); the
phylogenetic relations were established using the
heuristic method in the parsimony analysis with
the program Past version 207 (Harmer et al.,
2001). The robustness of the internal branches was
assessed with 1000 bootstrap replications.

Antagonism tests

In vitro confrontation tests were performed on
10 native isolates of Trichoderma and Phytophthora
infestans, using a modified version of the method
of Larralde et al., (2008), as follows: on Petri
dishes containing PDA, antagonists and pathogens
were confronted by placing a 5 mm diameter
circle of active mycelium in face to face on each
dish, separated by approximately 5 cm; they were
incubated at 25+2 °C for seven days. This test
was carried out in batch (in triplicate) using three
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et al., 2001). Se obtuvo el analisis cladistico de
parsimonia, mediante un Bootstrap Heuristic.

Pruebas de antagonismo

Se realizaron pruebas de confrontacion in vi-
tro entre las 10 cepas nativas de Trichoderma y
Phytophthora infestans, por el método modifica-
do de Larralde et al., (2008), como se describe a
continuacion: en cajas Petri con PDA se confron-
taron antagonistas contra patogenos, colocando
frente a frente un disco de 5 mm de diametro de
micelio activo de cada uno de ellos, separados 5
cm aproximadamente, se incubaron a 2542 °C por
siete dias. Este ensayo se hizo por triplicado, con
tres repeticiones de cada cepa de Trichoderma. El
porcentaje de inhibicidon del crecimiento radial fue
monitoreado cada 24 h, usando la siguiente formu-
la: PIRG=[(R1-R2)/R1] x100, donde R1 es el cre-
cimiento radial del control no confrontado con la
cepa de P. infestans y R2 es el crecimiento radial
del crecimiento de 7richoderma confrontado con P,
infestans. Las pruebas de confrontacion se realiza-
ron de acuerdo a un disefio experimental completa-
mente al azar, para cada una de las 10 cepas nativas
de Trichoderma que se enfrentaron contra P, infes-
tans. El potencial de cada cepa de Trichoderma
como agente de biocontrol para la infeccion por
P infestans se evalué mediante analisis de va-
rianza y comparacion multiple de medias (Tukey,
p<0.05), utilizando el software Sistema de Analisis
Estadistico (SAS) version 9.

RESULTADOS Y DISCUSION

Caracterizacion morfolégica macroscépica de
Trichoderma y P. infestans

Con excepcion de la cepa TF10, las cepas

nativas de 7richoderma presentaron micelio de
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repetitions of each strain of Trichoderma. The
inhibition percentage of their radial growth was
monitored every 24 hours using the following
formula: PIRG=[(R1-R2)/R1] x100, where R1
is the radial growth of the non-confronted strain
of P infestans, and R2 is the radial growth of
Trichoderma confronted against P
Confrontation test were performed according to
a randomized experimental design for each of
the 10 native isolates of Trichoderma confronted
against P, infestans. The potential of each strain of
Trichoderma as a biocontrol agent of P. infestans
infection was evaluated by variance analysis and
multiple media comparison (Tukey, p<0.05), using
the Statistical Analysis System (SAS) software
version 9.

infestans.

RESULTS AND DISCUSION

Macroscopic morphological characterization of
Trichoderma and P. infestans

Except for strain TF10, the native isolates
of Trichoderma developed abundant fluffy
mycelium (Figure 1). Isolates TL2, TL4, TXS8
y TT6 developed from two to three well defined
concentric white (mycelium) and green (conidia)
rings. Strain TL5 developed yellow pigmentation
and concentric rings. Meanwhile, no rings were
observed in isolates TX7, TF10, TL6 TF8 y TJ6,
and the mycelium spread evenly on the dishes.
Conidial pigmentation of isolates ranged from
light green to dark green. Although the isolates
came from the same location, they developed
different pigmentation, as in the case of those
from San Francisco Tetetla, where TL2, TL4,
TLS and TL6 developed green pigmentation with
different tones. The shape and quantity of conidia
observed on the dishes may have been caused by
factors contributing to a stress environment, such
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consistencia esponjosa abundante (Figura 1). Las
cepas TL2, TL4, TX8 y TT6 presentaron de dos
a tres anillos concéntricos bien definidos, blancos
(micelio) y verdes (conidias). La cepa TL5 presen-
td pigmentacion amarilla y anillos concéntricos.
Mientras tanto, en TX7, TF10, TL6 TF8 y TJ6 no
se observaron los anillos y el micelio se extendi6 de
manera homogénea en las placas. La pigmentacion
conidial de las cepas fue desde una tonalidad verde
claro a verde oscuro. Aunque las cepas son de la
misma localidad presentaron pigmentacion dife-
rente, tal es el caso de San Francisco Tetetla donde
TL2, TL4, TLS y TL6 tuvieron pigmentacion verde

as: light exposure, lack of nutrients or pH changes
(Osorio-Concepcion et al., 2013). The shape and
pigmentation of the mycelium observed in the
native isolates are related to the Trichoderma genus,
according to Barnett and Hunter (1972) taxonomic
identification criteria. These characteristics differ
among native isolates and none of them resembles
each other; for this reason, it was difficult to group
them and identify the species based on these data.
The strain of P. infestans developed abundant
white fluffy mycelium with beige tones caused
by the presence of sporangia. No concentric ring
development was observed (Figure 2).

Figura 1. Colonias de las 10 cepas nativas de Trichoderma spp. en medio de cultivo PDA.
Figure 1. Cultures from the 10 native strains of Trichoderma spp. on PDA medium.
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con diferentes tonalidades. La forma y cantidad de
la conidiacion observada en las placas, puede ser
estimulada por factores que propician un ambiente
de estrés, como son: la exposicion a la luz, la falta
de nutrientes o cambios en pH (Osorio-Concepcion
et al., 2013). La forma y la pigmentacion del mi-
celio observado en las cepas nativas corresponden
al género Trichoderma de acuerdo a los criterios
de identificacion taxondémica de Barnett y Hunter
(1972). Estas caracteristicas difieren entre las ce-
pas nativas y ninguna se parece entre si, por esta ra-
zon es dificil agruparlas y definir especies a partir
de estos datos (Gupta et al, 2013).

La cepa de P. infestans mostr6é micelio blanco
de consistencia esponjosa abundante y con una to-
nalidad ligeramente beige por la presencia de los
esporangios. No se aprecid formacion de anillos
concéntricos (Figura 2).

Caracterizacion morfolégica microscopica de
Trichoderma y P. infestans

Para P. infestans se observaron hifas hialinas y
ramificadas con diametro 5-8 um, esporangioéforos
alargados con pedicelo de 5 um y esporangios elip-
soidales (28.2 + 11 X 17.6 + 1.0 um) con papilas
caducas (Figura 3). Estos resultados se apegan a
las caracteristicas que reportan Erwin y Robeiro
(1996) para P. infestans. También coinciden con la
descripcion de los aislados de P. infestans reporta-
dos por Lopez-Orona ef al. (2013).

Los resultados de las observaciones microscopi-
cas de Trichoderma mostraron que las cepas TFS,
TX7, TXS8, TT6 y TL2 presentaron conidias ligera-
mente ovoides, dispuestas en roseta en grupos de 4
a 6, clamidosporas abundantes y globosas, fialides
apicales arregladas en verticilos cruzados en gru-
pos de 3 a 4, ornamentacion finamente espinosa y
conidioforos ramificados (Figura 4). Estas caracte-
risticas coinciden con los estudios reportados por
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Figura 2. Aspecto de la colonia de la cepa de P. infestans en
medio de cultivo PDA.

Figure 2. Mycelium of P. infestans grown on PDA culture
medium.

Microscopic morphological characterization of
Trichoderma and P. infestans

P. infestans showed 5-8 um in diameter hyaline
and ramified hyphae, long sporangiosphores with 5
um pedicel, and ellipsoidal sporangia (28.2 + 11 X
17.6 + 1.0 pm) with aged papillae (Figure 3). These
results are in agreement with the characteristics
reported by Erwin and Robeiro (1996) for P
infestans. They also agree with the description of
P infestans isolates reported by Lopez-Orona et al.
(2013).

R

Figura 3. Esporangios elipsoidales de P. infestans.
Figure 3. Ellipsoidal sporangia of P. infestans.
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Samuels et al., (2010). La cepa TL4 presento co-
nidias ovoides y fidlides en par o triadas a lo largo
del conidi6foro, mas anchas en el centro que en la
base, caracteristicas que permiten clasificarla como
T asperelloides. Las cepas TL5, TL6, TF10, TJ6
presentaron hifas hialinas, conidioforos largos con
ramificacion, fialides anchas por el centro y alarga-
das en la base agrupadas piramidalmente, conidias
globosas de pared lisa y abundantes clamidosporas

Cepa Conidias y Clamidosporas

TL2

TLS

TL6

TXS8

X7

The results from microscopic observations
of Trichoderma showed that TF8, TX7, TX8,
TT6 and TL2 developed slightly ovoid conidia
arranged in rosette-like clusters of 4-6, abundant
and spherical chlamydospores, apical phialides
arranged in the form of transverse whorls in groups
of 3-4, fine thorny ornamentation and ramified
conidiophores (Figure 4). These characteristics
are in agreement with those reported by Samuels

Figura 4. Caracteristicas microscopicas de las cepas nativas de Trichoderma a 100X.
Figure 4. Microscopic characteristics of native isolates of Trichoderma at 100X.
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terminales, caracteristicas que revelan un acer-
camiento a Hypocrea (Chaverri y Samuels, 2002;
Druzhinina y Kubicek, 2005; Ortiz-Garcia et al.,
2015). Debido a que las caracteristicas morfologi-
cas macroscopicas y microscopicas son variables,
no permiten discriminar entre especies, lo cual
muestra la importancia de la caracterizacion mole-
cular para clasificar taxonémicamente a las cepas,
ya que un diagnoéstico a nivel de especie basado en
caracteres morfologicos puede derivar en un diag-
nostico erroéneo, tal como sucedid en los estudios
realizados por Hermosa et al., (2000) quienes rea-
lizaron la caracterizaron molecular de cepas de una
coleccion que habian sido clasificadas morfologi-
camente como 1. longibranchiatum, encontrando
que se trataba de 7. asperellum.

Caracterizacion molecular

La amplificacion del ADN genomico de las ce-
pas con los primers ITS1 y ITS4 fue de 600 pb,
observandose bandas bien definidas (Figura 5). La
amplificacion del ADN gendmico de los aislados
con el par de primers tefl 278f y teflller fue de
1200 pb (Figura 6). Los resultados obtenidos del
GenBank mediante el analisis Blast de las secuen-
cias amplificadas de los dos pares de primers, mos-
tr6 que de las 10 cepas, seis (TL2, TL4, TF8, TT6,
TX7 y TX8) tienen una identidad del 99 % con T.
asperellum. Las cuatro cepas restantes (TJ6, TLS,
TL6 y TF10) presentaron una identidad del 99 %
con Hypocrea lixii, el teleomorfo de 7. harzianum
(Cuadro 2). Por la variabilidad de los ITS a veces
es dificil discriminar entre especies, por lo que se
amplificé un fragmento del gen tefla, lo cual ayu-
do6 a corroborar la taxonomia de los aislados nati-
vos. Esto coindice con lo reportado por Druzhinina
y Kubiceck (2005) y Kredics et al. (2014), quienes
indican que estos marcadores son basicos para la
caracterizacion de Trichoderma/Hypocrea. Asi
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et al., (2010). Strain TL4 developed ovoid conidia
and phialides in pairs or groups of three all along
the conidiophore that were wider at the center
than at the base; based on these characteristics,
it can be classified as 7. asperelloides. Isolates
TLS, TL6, TF10 and TJ6 showed hyaline hyphae,
long ramified conidiophores, phialides wide at the
center, long at the base and grouped in a pyramid,
smooth-walled globose conidia and many terminal
chlamydospores; these characteristics show a
similarity to Hypocrea (Chaverri and Samuels,
2002; Druzhinina y Kubicek, 2005; Ortiz-Garcia
et al., 2015). Since the macroscopic morphological
characteristics vary, they donotallow discriminating
among species, which highlights the importance of
the molecular characterization to taxonomically
classify the isolates, given that a diagnosis at
the species level based on morphological traits
may result in a wrong diagnosis, as in the studies
conducted by Hermosa et al., (2000), who
performed molecular characterization of isolates
from a collection that had been morphologically
classified as 7. longibranchiatum but that was
actually 7. asperellum.

Molecular characterization

The genomic DNA amplification of the isolates
using primers [TS1 and ITS4 was of 600 bp (Figure
5). The genomic DNA amplification of isolates with
the primers pair tefl 278f and teflller was 1200 bp
(Figure 6). The results from GenBank through a
BLAST analysis of the amplified sequences of the
two primer pairs showed that from the 10 isolates,
six (TL2, TL4, TF8, TT6, TX7 y TX8) were 99 %
identical to 7. asperellum. The other four isolates
(TJo, TLS, TL6 y TF10) were 99 % identical to 7.
harzianum a anamorph of Hypocrea lixii (Table 2).
Due to the ITS variability, it is sometimes difficult
to discriminate among species, so a fragment of the
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MW TLZ TL4 TLS TLEe TX8 TX7 TI6 TF10 TF2 TJ6 C+ C-

Figura 5. Productos de amplificacion de PCR a partir de ADN gendmico de 10 cepas nativas de Trichoderma (TL2, TL4, TLS, TL6,
TX8, TX7, TT6, TF10, TF8 y TJ6) a 600pb con los primers ITS1, ITS4. MW= marcador de peso molecular (Gene ruler
100bp plus DNA ladder Thermo Scientific). C+ = Control positivo (7. asperellum). C- = Control negativo. Gel de agarosa
al 0.8 %.

Figure 5. PCR amplification products from genomic DNA of 10 native strains of Trichoderma (TL2, TL4, TLS, TL6, TXS8, TX7,
TT6, TF10, TF8 and TJ6) at 600bp with primers ITS1, ITS4. MW= molecular weight marker (Gene ruler 100bp plus
DNA ladder Thermo Scientific). C+ = Positive control (7. asperellum). C- = Negative control. 0.8 % agarose gel.

MW TL2 TL4 TLS TL6 TX8 TX7 TT6 TF10 TF8 TI6 C+ C-

Figura 6. Productos de amplificacion por PCR a partir de ADN gendmico de los aislados nativos de Trichoderma (TL2, TL4, TLS,
TL6, TX8, TX7, TT6, TF10, TF8 y TJ6) a 1200pb con los primers, teflo 278fy tef1ller. MW= marcador de peso molecu-
lar (Gene ruler 100bp plus DNA ladder Thermo Scientific). C+ = Control positivo (7. asperellum). C- = Control negativo.
Gel de agarosa al 0.8 %.

Figure 6. PCR amplification products from genomic DNA of native isolates of Trichoderma (TL2, TL4, TL5, TL6, TX8, TX7, TT6,
TF10, TF8 and TJ6) at 1200bp with primers tefla 278f and teflller. MW= molecular weight marker (Gene ruler 100bp
plus DNA ladder Thermo Scientific). C+ = Positive control (7. asperellum). C- = Negative control. 0.8 % agarose gel.
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Cuadro 2. Especies de Trichoderma/Hypocrea presentes en la zona horticola del Valle de Toluca, México, identificadas mediante la
amplificacion de los espaciadores internos transcritos (ITS) y un fragmento del gen translation elongation factor 1 alpha

(tefl).

Table 2. Trichoderma/Hypocrea species found in the Toluca Valley, Mexico, horticultural zone, identified through amplification of
internal transcribed spacers (ITS) and a fragment of the gen translation elongation factor 1 alpha (tefla).

Identificacién Identidad Cepa de referencia Identidad Cepa de referencia
Cepa molecular (%) Genbank TEFla (%) Genbank
ITS1-ITS4

TX7  Tasperellum 97 LC002589 T. asperellum 99 FJ436181
TX8  Tasperellum 99 KP721591 T asperellum 99 KP009011
TI6  H. lixii 99 AY 605733 H. lixii 99 FJ179573
TT6  Tasperellum 99 KP883284 T. asperellum 99 FJ179573
TL2  Tasperellum 99 LN846676 Tasperellum 99 FJ436181

TL4  Tasperellum 99 KC859434 T asperellum 99 KP009011
TL5  H. lixii 99 AY 605752 H. lixii 99 FJ179573
TL6  H. lixii 99 FR872742 H. lixii 99 KF923284
TF8  Tasperellum 99 KC8594341 Tasperellum 99 KP009011
TF10  H. lixii 99 FJ860767 H. lixii 98 KPO08786

mismo, los estudios de Ortiz-Garcia et al. (2015)
demuestran que las secuencias ITS permiten identi-
ficar exitosamente aislados de Trichoderma/Hypo-
crea.

Los resultados obtenidos indican que las cepas
TL2, TFS, TT6, TX7 y TXS identificadas por ca-
racteres morfoldgicos como 7 asperellum efectiva-
mente pertenecen a esta especie. La cepa TL4, que
inicialmente fue clasificada como 7. asperelloides,
fue reclasificada con base en los estudios molecula-
res como 7. asperellum. De esta manera queda de-
mostrado que la identificacion molecular respalda
la descripcion morfologica y estos elementos per-
miten tener un diagnostico taxonémico acertado y
confiable. Por otra parte, estos resultados coindicen
con los estudios de Guigon et al., (2010), quienes
reportan la presencia de cepas de 7. asperellum en
cultivos horticolas. La cepas TJ6, TLS5, TL6 y TF10
que inicialmente fueron clasificadas como Hypo-
crea, fueron ubicadas taxonémicamente a partir de
los analisis moleculares como H. /ixii.

Los resultados obtenidos de la caracterizacion
de las cepas nativas de la zona horticola del Valle
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teflo gen was amplified, as this helped to confirm
the taxonomy of the native isolates. This result
agree with the findings reported by Druzhinina
and Kubiceck (2005), and Kredics et al. (2014),
who stated that these markers are essential to
characterize Trichodermal/Hypocrea. Also, studies
conducted by Ortiz-Garcia et al. (2015) show that
ITS sequences are useful to successfully identify
Trichoderma/Hypocrea isolates.

The results obtained show that TL2, TFS8, TT6,
TX7 and TXS identified by morphological traits
as T. asperellum actually belong to this species.
Strain TL4, which was initially classified as T
asperelloides, was reclassified as T. asperellum
based on molecular studies. These results show
that the molecular identification supports the
morphological description and that these elements
lead to an accurate and reliable taxonomic diagnosis.
On the other hand, these results are similar to those
obtained by Guigdn et al., (2010), who reported the
presence of isolates of 7. asperellum in horticultural
crops. Isolates TJ6, TL5, TL6 y TF10, which were
initially classified as Hypocrea/Trichoderma, were
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de Toluca, son significativos, ya que H. lixii y T.
asperellum son especies que no se habian reporta-
do para esta regioén y son de uso importante como
agentes de control bioldgico en cultivos horticolas
(Monte, 2001; Harman et al., 2004; Woo et al.,
2006; Hermosa et al., 2012).

Analisis filogenético

El analisis se realizd de manera heuristica y
se obtuvieron 82 arboles filogenéticos igualmente
parsimoniosos, con indice de consistencia de 0.97 y
reescalado de 0.99, lo cual indica que estan bien so-
portados (Figura 7). El estadistico bootstrap para el
soporte de las ramas se obtuvo con 100 repeticio-
nes y se consideraron valores de 60y 100 % como
indicadores de ramas estadisticamente fuertes. Esto
es importante, ya que indica que los grupos ana-
lizados corresponden a las especies esperadas, lo
que coincide con los estudios reportados por Sadfi-
Zouaoui et al. (2009). El arbol filogenético indica
que la especie mas frecuente fue 7. asperellum con
una mayor distribucion en la zona de estudio, ya
que las cepas pertenecen a cuatro de las cinco lo-
calidades muestreadas (Figura 7). En Tenango del
Valle se encontrd T. asperellum, 1o cual no coincide
con estudios de Osorio et al., (2005) quienes repor-
tan la presencia de 7. harzianum y T. lignorum. Sin
embargo, dicho estudio solo se limitd a caracteri-
zacion morfologica, lo cual pudo conducir a una
determinacion errénea. De aqui la importancia de
rescatar las especies nativas con potencial de bio-
control hacia fitopatégenos, tales como 7. aspere-
llum e H. lixii. Este tltimo se encontrd en las locali-
dades de San Francisco Putla (TF10), San Francis-
co Tetetla (TL5, TL6) y San Juan la Isla (TJ6). Al
parecer las condiciones geograficas y ambientales
establecieron este patron de distribucion, ya que
estas localidades estan geograficamente cercanas.
Esto se muestra en el analisis filogenético, susti-
tuyendo a los taxones por sus localidades, donde
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taxonomically identified as H. lixii/T harzianum
through molecular analysis.

The results obtained from characterization of
native isolates from the Toluca Valley horticultural
zone are significant, since 7. harzianum/H. lixii and
T. asperellum are species that had not been reported
before in this region, and they are important as
biological control agents in horticultural crops
(Monte, 2001; Harman et al., 2004; Woo et al.,
2006.

Phylogenetic analysis

In this case, we performed a heuristic analysis
and obtained 82 phylogenetic trees; they were
equally parsimonious with a consistency index of
0.97 and 0.99 retention index, which suggests that
they were well supported (Figure 7). For statistical
bootstraps to obtain branch support values, 1000
replications were used, and values of 60 and
100% were considered as indicators of statistically
strong branches. This is important as it confirms

T viride

T. longibranchiatum

H. lixii (TL6) Tetetla

H. lixii (TL5) Tetetla

H. lixii (TF10) Putla

H. lixii (TJ6) San Juan la Isla
T. asperellum (TL4) Tetetla
T. asperellum (TX8) Jajalpa
T. asperellum (TT6) Tenango
T. asperellum (TL2) Tetetla
T. asperellum (TX7) Jajalpa
T. asperellum (TF8) Putla

Figura 7. Relacion filogenética de 10 cepas nativas de 7ri-
choderma/Hypocrea, por el analisis de secuencias
ITS1e ITS4. La filogenia fue inferida por el método
de maxima parsimonia con indice de consistencia de
0.97 y reescalado de 0.99.

Figure 7. Phylogenetic relation of 10 native strains of 7richo-
derma/Hypocrea obtained through ITS1 and 1TS4
sequences analysis. Phylogenetic was inferred by
the maximum parsimony method with a consistency
index of 0.97 and 0.99 upscaling.
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se observa una estrecha relacion entre las especies
encontradas en las tres localidades mencionadas.
Por otra parte, es importante mencionar que aunque
las 10 cepas corresponden a dos especies, en el ar-
bol se agrupan de manera separada, lo que coincide
con los resultados de la descripcion morfologica
macroscépica tan diversa, ya que aunque la pig-
mentacion y la forma de crecimiento micelial son
diferentes entre si, pertenecen a una misma especie.

Pruebas de antagonismo

Los resultados de las pruebas de antagonismo
entre los 10 aislados nativos de Trichoderma y
Phytophthora infestans mostraron diferencias sig-
nificativas (p<0.05). Para el caso de T. asperellum,
TX8 y TF8 presentaron los porcentajes mas altos
de biocontrol hacia el patdogeno, con 98 y 76 % res-
pectivamente (Figura 8), mientras que TL4 presen-
to el valor mas bajo (49 %). A pesar de esto, se
puede afirmar que 7. asperellum ejercié un mayor
biocontrol sobre P. infestans. La variacion de estos
porcentajes coincide con los estudios in vitro repor-
tados por Kerroum et al. (2015), quienes reportan

Figura 8. Actividad de antagonismo. (A) Trichoderma aspe-
rellum TX8, (B) Phytophthora infestans.

Figure 8. Antagonism activity. (A) Trichoderma asperellum
TX8, (B) Phytophthora infestans.
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that the analyzed groups relate to the expected
species, which is similar to the results reported
by Sadfi-Zouaoui et al. (2009). The phylogenetic
trees show that the most frequently found species
was 1. asperellum with a wider distribution in the
study zone, since the isolates belong to four of the
five sampled locations (Figure 7). 7. asperellum
was found in Tenango del Valle, this finding is
being in agreement with studies conducted by
Osorio et al., (2005), who reported the presence
of T harzianum and T lignorum. However,
the study was limited only to morphological
characterization, and this may have led to a wrong
determination. Therefore, it is important to rescue
native species with potential as biocontrol agents
against plant pathogens such as 7. asperellum and
T harzianum/H. lixii. The latter was found in San
Francisco Putla (TF10), San Francisco Tetetla
(TLS5, TL6) and San Juan la Isla (TJ6). It seems
that the geographic and environmental conditions
established this distribution pattern because of the
geographic proximity of the three locations. This
was shown by the phylogenetic analysis, replacing
taxa by their locations, where a close relation
among the species found in the three locations
was observed. It is also important to mention
that although the 10 isolates belong to the two
species, in the tree they are individually grouped,
which agrees with the results of the highly diverse
macroscopic morphological description. Though
their pigmentation and mycelia growth differ from
each other, they belong to the same species.

Antagonism tests

The results from antagonism tests between
the 10 native Trichoderma and Phytophthora
infestans isolates showed significant differences
(p<0.05). In the case of T. asperellum, TX8 and
TF8 had the highest percentages of biocontrol of
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biocontrol de 7. harzianum hacia P. infestans con
un rango de 56 a 86 %. Los porcentajes de bio-
control encontrados en este estudio son similares
a los reportados por Al-Mughrabi (2008), donde
especies de T. atroviride evaluadas in vitro mues-
tran un 92 % de control sobre P. infestans. Ademas
superan a los obtenidos por Debebe ef al., (2011)
donde el valor minimo de biocontrol de 7. viride
fue de 36.7 % hacia este oomiceto. Por otra par-
te, a pesar de que H. /ixii presenta los porcentajes
mas bajos de biocontrol, estan por arriba del 50 %.
Los resultados son consistentes con de los Santos et
al. (2013), quienes reportan porcentajes de control
mayores para 7. asperellum comparado con H. [ixii
en estudios de antagonismos contra Colletotrichum
gloeosporoides, causante de la antracnosis en man-
go.Los resultados obtenidos en este estudio difieren
de los realizados con las mismas cepas por Garcia-
Nuiez et al. (2012), en los que los valores mas altos
de inhibicion contra Sclerotinia sp corresponden a
las cepas de T. asperellum TX8 y TL4, con 88y
86 %, respectivamente (Cuadro 3). Sin embargo,
en este estudio el aislado TL4 (7. asperellum) re-
gistro el valor mas bajo de inhibicion contra P. in-
festans (49 %). Este mismo caso lo presenté TF10
(H. lixii) que registr6 80 % para el control de Scle-
rotinia sp. y un 66 % para P. infestans. TF8, TX7,
TL2, TT6, TJ6, TLS5 y TL6 registraron porcentajes
menores de biocontrol para Sclerotinia sp., no asi
para P. infestans. Estos resultados coinciden con
Matroudi et al, (2013) quienes reportan especies
de Trichoderma con un bajo efecto de biocontrol
sobre Sclerotinia sclerotiorum, ya que no rebasan
el 80%. Por otra parte, Aceves ef al., (2009) re-
portan especies de Trichoderma con un biocontrol
del 5.35 % al 62.9 %. Por todo lo anterior, los re-
sultados son interesantes, ya que P. infestans es un
patogeno agresivo que tiene la capacidad de mutar
con facilidad (Lépez et al., 2013), a pesar de lo cual
se encontraron aislados de 7. asperellum con poten-
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the pathogen (98 and 76 %, respectively) (Figure
8), while TL4 had the lowest value (49 %). Despite
of this, we can affirm that 7. asperellum showed
a higher biocontrol of P. infestans. The variation
of these percentages is similar to the in vitro
studies conducted by Kerroum et al. (2015), who
reported biocontrol values of 7. harzianum against
P, infestans between 56 to 86 %. The biocontrol
percentages obtained in this study are similar to
those reported by Al-Mughrabi (2008), where the 7.
atroviride strain evaluated in vitro showed 92% of
control of P. infestans. Furthermore, they exceeded
the results obtained by Debebe et al., (2011), where
the minimum value of biocontrol of 7. viride on the
oomycete was 36.7 %. On the other hand, despite
T harzianum/H. lixii has the lowest percentages of
biocontrol, these are higher than 50%. These results
are in agreement with those obtained by Santos et
al. (2013), who reported higher control percentages
of T asperellum compared to T. harzianum/H.
lixii in antagonism studies against Colletotrichum
gloeosporoides, which causes mango anthracnose.

The results obtained in this study differ from
those obtained by Garcia-Nufiez et al. (2012)
using the same isolates, where the highest
inhibition values against Sclerotinia sp belong
to isolates TX8 and TL4 of T. asperellum, with
88% and 86%, respectively (Table 3). However,
in this study, isolate TL4 (7. asperellum) had the
lowest inhibition value against P. infestans (49
%). TF10 (H. lixii) showed similar values with
80 % of control of Sclerotinia sp. and 66 % of P.
infestans. Isolates TF8, TX7, TL2, TT6, TJ6, TLS
and TL6 had the lower percentages of biocontrol
of Sclerotinia sp., but not for P. infestans. These
results agree with those obtained by Matroudi et
al, (2013), who reported Trichoderma species with
little biocontrol effect of Sclerotinia sclerotiorum,
which do not exceed 80%. Also, Aceves et al.,
(2009) reported Trichoderma species with 5.35 %
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Cuadro 3. Porcentaje de inhibicion de 10 cepas nativas de 77i-
choderma sobre P. infestans.
Table 3. Inhibition percentage of 10 native isolates of Tricho-
derma against P. infestans.

Cepa Especie Inhibicién %
TL2 T asperellum *68.36bc
TL4 T. asperellum 49.74c
TLS H. lixii 65.99bc
TL6 H. lixii 55.84c
X7 T asperellum 68.22bc
TX8 T. asperellum 98.12a
TT6 T. asperellum 56.92bc
TF8 T asperellum 76.41b
TF10 H. lixii 66.43bc
TJ6 H. lixii 65.26bc

*Valores con letras desiguales son estadisticamente diferentes
(Tukey, p<0.05).

cial para el control de este oomicete. Los aislados
de H. lixii que registraron un potencial por arriba
del 50 % se pueden potenciar en estudios posterio-
res para un biocontrol mas efectivo, para realizar
pruebas in vivo en una siguiente etapa con las cepas
mas virulentas.

CONCLUSIONES

La caracterizacion morfologica, molecular y el
analisis filogenético generan un diagnostico con-
fiable, que permiti6 identificar a las cepas de 7ri-
choderma aisladas de la zona horticola del Valle
de Toluca, México como Trichoderma asperellum
e Hypocrea lixii. Estas especies son consideradas
con actividad biolégica de amplio espectro de ac-
cion sobre fitopatégenos de cultivos. El anélisis
filogenético refleja la relacion que existe entre la
distribucion geografica de las dos especies encon-
tradas, donde 7. asperellum fue mas frecuente. La
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to 62.9 % of biocontrol. Based on this, the results
are interesting, considering that P. infestans is an
aggressive pathogen able to mutate easily (Lopez
et al., 2013); however, we found 7. asperellum
isolates with potential to control such oomycete.
The isolates of T. harzianum/H. lixii with potential
higher than 50% can be strengthened to perform a
more effective biocontrol and use them in in vivo
tests in further stages, with more virulent isolates.

CONCLUSIONS

The morphological and molecular characteri-
zation, as well as the phylogenetic analysis
performed, provided a reliable diagnosis to identify
isolates of Trichoderma isolated in the horticultural
zone of the Toluca Valley, Mexico, as Trichoderma
asperellum and T. harzianum/Hypocrea lixii. These
species are considered to have biological activity of
wide action spectrum on crop plant pathogens. The
phylogenetic analysis shows the existing relation
among the geographic distribution of the two
species, where 7. asperellum was more frequently
found. Strain TXS8 identified as 7. asperellum, due
to its high percentage of biocontrol of P. infestans
and Sclerotinia sp., can be a candidate to control
these plant pathogens. It can be an agroecological
alternative to control the late blight disease in the
State of Mexico, given that it is a native strain
and may have greater chances of adaptability and
success compared to isolates currently available
in the market. For this reason, we recommend to
conduct studies at greenhouse level and then in
the field, including different application doses and
methods. The isolates identified can be also be
evaluated as biocontrol agents of other pathogens
in further studies.
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cepa TX8 identificada como 7. asperellum, al pre-
sentar un alto porcentaje de biocontrol sobre P. in-
festans y Sclerotinia sp., puede ser candidata para
el control de estos fitopatogenos, lo que represen-
taria una alternativa agroecologica para el control
del tizon tardio en el Estado de México, ya que se
trata de una cepa nativa que puede tener mayores
posibilidades de adaptabilidad y éxito en compa-
racion con las cepas disponibles actualmente de
manera comercial. Por ello es recomendable reali-
zar estudios a nivel de invernadero y posteriormen-
te en campo, incluyendo diferentes dosis y métodos
de aplicacion. Las cepas identificadas pueden eva-
luarse asi mismo como agentes de biocontrol sobre
otros patodgenos en futuras investigaciones.
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