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Identificacién molecular de aislados de Trichoderma spp. y su actividad
promotora en Solanum lycopersicum L.

Molecular identification of isolates of Trichoderma spp. and promoting
activity in Solanum lycopersicum L.

Felicia Amalia Moo-Koh*, Jairo Cristébal-Alejo*=, Arturo Reyes-
Ramirez*, José Maria Tun Sudrez*, Marcela Gamboa-Angulo**

Moo-Koh, F. A., Cristébal-Alejo, J., Reyes-Ramirez, A., Tun Sudrez, J. M., & Gamboa-
Angulo, M. (2017). Identificacién molecular de aislados de Trichoderma spp. y su
actividad promotora en Solanum lycopersicum L. Investigacion y Ciencia de la
Universidad Auténoma de Aguascalientes, 25(71), 5-11.

El presente estudio se dirigid al aislamiento e
identificacion de especies de Trichoderma vy
su estimacion de promocién de crecimiento
vegetal en pldntulas de Solanum lycopersicum L.
cv. Rio Grande. Se aislaron cuatro cepas; dos se
identificaron como T. ghanense (Th26-52 y Th02-04),
una como T. citrinoviride (Th33-58) y ofra como T.
harzianum (Th33-59). Los resultados de promocioén
en pldntulas de S. lycopersicum en concentraciones
de 10¢ conidios ml" mds fertilizacion quimica a 50%,
mostraron diferencias estadisticas  significativas
entre tratamientos (p < .01). Los tratamientos con
Trichoderma spp. incrementaron de 24.28 a 38.53%
la altura de plantula, de 2.29 a 14.09% el didmetro
de tallo, de 8.48 a 16.54% la longitud de raiz, de
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0.37 a 2.68% el volumen radical y de 0 a 23.07% la
biomasa seca total, con respecto al testigo que
consistié Unicamente de fertilizacién quimica a 50%.
T. ghanense (Th26-52) mostré potencial para mejorar
el crecimiento de pldntulas en S. lycopersicum.

The objective of this study was to isolate, identify and
estimate the promoting plant growth of species of
Trichoderma. Four strains were isolated, two were
identified as T. ghanense (Th26-52 and Th02-04) and
as T. citrinoviride (Th33-58) and once as T. harzianum
(Th33-5%). Promotion results in seedlings of Solanum
lycopersicum L. cv. Rio Grande at concentrations of
10¢ conidios 'ml!" and 50% chemical fertilizer showed
significant differences between freatments (p < .01).
Treatment with Trichoderma spp. increased from 24.28
to 38.53% the seedling height, 2.29 to 14.09% the stem
diameter, 8.48 to 16.54% the root length, 0.37 to 2.68%
the root volume and 0 to 23.07% the total dry biomass
compared to the confrol with chemical fertilization
50%. T. ghanense (Th26-52) showed potential to
improve seedling growth in S. lycopersicum.

En plantas, el efecto benéfico de la inoculacién
de especies de Trichoderma se consigue cuando
mantienen una estable colonizacion producto
de una interaccién quimica que se refleja en la
germinacion de semillas, donde la produccién de
enzimas liticas de Trichoderma actia en el epispermo
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de éstas (Lopez-Bucio, Pelagio-Flores, & Rivera-
Estrella, 2015). En pldntulas, Trichoderma promueve
el desarrollo de tejidos meristemdticos primarios, los
cuales aumentan la altura de pldntula, el peso vy
el desarrollo de las raices laterales que mejoran la
asimilacion de nutrientes y con ello la acumulacion
de antfocianinas en hojas (Confreras-Cornejo,
Macias-Rodriguez, Beltrdn-Pena, Herrera-Estrella, &
Lépez-Bucio, 2011; Marin-Guirao, Rodriguez-Romera,
Lupion-Rodriguez, Camacho-Ferre, & Tello-Marquina,
2016).

La inoculacién de Trichoderma tiene efecto en
el crecimiento y desarrollo de Arabidopsis thaliana L.
y en cultivos de importancia agricola como Passiflora
edulis var. flavicarpa Degener (Cubillos-Hinojosa,
Valero, & Meijia, 2009), Solanum lycopersicum L.,
Theobroma cacao L., Salvia hispanica L., Zea mays
L., Nicotina tabacum L., Latuca sativa L. y Raphanus
sativus L., Capsicum annuum L. var. longum vy
Capsicum chinense Jacg. (Candelero et al., 2015).

La plasticidad bioldgica de Trichoderma le
confiere un potencial como biofertilizante (Leelo-
vathi, Vani, & Reena, 2014) y antagonista confra
fitopatdgenos, son los hongos mds estudiados de la
rizésfera y comercialmente disponibles para su apli-
cacién como enmiendas del suelo (Kumar Solanki et
al., 2011). Sin embargo, se ha visto que la utilizacion
de aislados adaptados a las condiciones ambienta-
les de donde se aislan tiene mds éxito durante las
evaluaciones para estos propdsitos (Candelero et
al., 2015; Marin-Guirao, Rodriguez-Romera, Lupidn-
Rodriguez, Camacho-Ferre, & Tello-Marquina, 2016).

Los objefivos de esta investigacion fueron
aislar, identificar y estimar la capacidad promotora
de crecimiento vegetal de aislados de Trichoderma
en plantulas de S. lycopersicum vy relacionar de
manera filogenética las especies identificadas
molecularmente.

Para obtener los aislados de Trichoderma se realizé
un muestreo directo de suelo, con vy sin actividad
agricola, en el estado de Yucatdn. Se utilizd la técnica
de particulas de suelo sin lavar (Bills, Christensen,
Powell, & Thorn, 2004). La identificacion preliminar
se basd segun fidlides, conidios, color y forma de
crecimiento micelial.
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La identificacidn molecular de Trichoderma
spp. se realizd a partir de cultivos monospdricos
(Zhenyu, Man, Xinzheng, Libo, & Li, 2014) se extrajo
el ADN con el kit ZR Fungal/Bacterial DNA MiniPrep™.
Se amplificd la region ITS1-5.8s-1TS2 del ADN ribosomal
mediante la reacciéon en cadena de polimerasa
(PCR) usando los iniciadores ITS1 e [TS4 (White, Bruns,
Lee, & Taylor, 1990) bajo las siguiente condiciones:
desnaturalizacion inicial de 5 min a 94 °C, seguido
de 30 ciclos (desnaturalizacion a 95 °C por 1 min,
alineacién a 54 °C por 30 s y una extension de 1 min a
72 °C) con una extension final de 5 min a 72 °C (Moo-
Koh et al.,, 2014; White et al., 1990). Los productos
de PCR se enviaron a secuenciar a la empresa
Macrogen USA. Las secuencias se compararon con
la base de datos del Banco de Genes del National
Center for Biotechnology Information (s. f.) en el
programa Basic Local Alignment Search Tool (BLAST)
y se elabord un drbol flogenético con el software
MEGA version 6 con el método Neighbor-Joining
(Tamura, Stecher, Peterson, Filipski, & Kumar, 2013).

Para evaluar la promocion de crecimiento en
S. lycopersicum, se prepararon semilleros de tomate
del tipo Saladette cv. Rio Grande como modelo
de estudio, preparados con sustrato comercial
Cosmopeat® mezclado previamente con agrolita
(50:50 p/p). con una inoculacién inicial de 10¢
conidios'ml’ de cada uno de los hongos aislados
(Th02-04, Th26-52, Th33-58 y Th33-59); posteriormente
se realizaron dos inoculaciones fungicas, alos 8y 15
dias después de la germinacion. A partir de los 8 dias
después de la misma, las pldntulas se mantuvieron
conriego diario y fertilizacion quimica a 50% (20N-20P-
20K, 1 g ). El testigo sin inoculacién de Trichoderma
consistié solo en fertilizaciéon quimica (FQ) a 50%
(Candelero et al., 2015). El efecto promotor de los
aislados fungicos se realizd a los 25 dias después
de la germinaciéon; cuando las pldntulas tuvieron
las caracteristicas agrondmicas para un trasplante
definitivo, de porlo menos 15 cm de alturay 3 mm de
didmetro de tallo (Caiet al., 2015). Se consideraron 21
plantas como unidad experimental por fratamiento,
con cuatro repeticiones.

Los fratamientos se distribuyeron en un
diseno experimental completamente al azar, en
condiciones de invernadero. Las variables respuesta
fueron: altura de pldntula (cm), didmetro de tallo
(mm), longitud de raiz (cm), volumen radical (ml) y
biomasa seca total (g). Con los datos obtenidos se
realizaron andlisis de varianza y para la comparacion
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de medias se considerd el método de Tukey (p<0.05).
Con el propdsito de obtener el mejor aislado fungico
en la promociéon de crecimiento, se realizd un andlisis
de conglomerado donde se agruparon las variables
estimadas con los promedios mayores, con 1os
mismos se formd un testigo positivo, y los promedios
mds bajos constituyeron el testigo negativo. El andlisis
estadistico se realizé con el paquete Statistical
Analysis System (SAS) ver. 9.4.
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Aislamiento e identificacién de aislados de
Trichoderma spp.

Después de 3 d de desarrollo en medio de cultivo en
papa dextrosa agar, y con base enlas caracteristicas
morfotaxondmicas, se identificaron cuatro aislados
correspondientes al género Trichoderma, como se
observa en la tabla 1.

TA?skI)clJ?:lc])s de Trichoderma obtenidos de localidades del estado de Yucatdn
C(;%\lged%e Origen Tipo de suelo Latitud Longitud (m/:\IrT]ler:]d)***
Th02-04 Tizimin SCAA* 21°08'33"N 88°09'53"0 20
Th26-52 Tahdziu SCAA 20°12'08"N 88°56'35"0 32
Th33-58 Ticul SSAA** 20°23'43"N 89°32'02"0 25
Th33-59 Ticul SSAA 20°23'43"N 89°32'02"0 25

Nota: *SCAA: suelo con actividad agricola, **SSAA: suelo sin actividad agricola, ***m.s.n.m.: metros sobre el nivel del mar.

Elaboracion propia.

El andlisis de las secuencias genéticas permitié
99% de homologia para los aislados Th02-04 y Th26-52
con dos secuencias diferentes registradas en la base
de datos del NCBI con claves de acceso JN564003
y LN84670; sin embargo, coincidieron con la misma
especie: T. ghanense. El aislado Th33-58 coincidid
en 99% con Hypocrea schweinitzii al alinearse con
la secuencia FJ605263, mientras que el Th33-59
tuvo 100% de homologia con H. lixii en la secuencia
FR872742. En todos los casos se obtuvieron resultados
significativos con puntuaciones mdximas de >500 y
con valor de E <0.0.

En la construccion del drbol filogenético se
visualizd la relacidon genética inter e intraespecifica.
Se observd en las especies de T. ghanense (Th02-
04 y Th26-52), aunque presentaron una similitud de
99%. se agruparon de manera independiente con
respecto a las secuencias del NCBI. H. schweinitzii
(Th33-58) se agrupd con el clado de H. schweinitzii
(T. citrinoviride) y para el aislado Th33-59, con el de H.
lixii (T. harzianum) (figura 1).

Efecto de Trichoderma spp. en el crecimiento de S.
lycopersicum

Los andlisis de varianza mostraron diferencias esta-
disticamente significativas (p<0.01) entre tratamien-
tos. En general, los tratamientos con las especies T.
ghanense (Th26-52), T. citrinoviride (Th33-58) y T. har-
zianum (Th33-59) presentaron los mayores promedios

[ Trichoderma Th02-04

100 | Trichoderma Th26-52
Trichoderma ghanense JN564003
78|l Trichoderma ghanense EF442075
% Trichoderma ghanense LN846701

@0 | Trichoderma Th33-58

-

M Hypocrea schweinitzii X93957

i?(; Hypocrea schweinitzii FJ605263

| 'Trichoderma citrinoviride KR812250
87| Trichoderma Th33-59

- Trichoderma harzianum KC403944

" Hypaocrea lixii FR872742

100 = Trichoderma harzianum KC403943
Trichoderma virens AF099008

{ Trichoderma atroviride KR978451
98 L Trichoderma koningiopsis KM190127

Rhizoctonia solani JQ676940

—_—

0.1

Figura 1. Relacién filogenética de cuatro aislados de Trichoderma
spp. El drbol se construyd a partir del andlisis de secuencias ITS
por el método Neighbor-Joining usando el modelo Tamura et al.
(2013).

en las variables altura de plantula (figura 2), didmetro
del tallo y biomasa seca total; T. ghanense (Th26-52)
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presentd los mayores incrementos con ganancias de
38.53, 14.09 y 23.07% en relacion con el tratamien-
to testigo FQ 50%. En longitud de raiz T. citrinoviride
(Th33-58) causd mayor efecto con ganancias de
16.54%, mientras que en el volumen radical la apli-
caciéon de T. harzianum (Th33-59) lo incrementd con
2.68%. La comparacién de medias (Tukey, p< 0.05)

Tabla 2
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en la altura de pldntula detectd diferencias entre las
especies fungicas y el testigo FQ 50%; en el didmetro
de tallo, solo T. ghanense (Th26-52) no superd al testi-
go FQ 50%; mientras que en la longitud de raiz, T. har-
zianum (Th33-59) y T. citrinoviride (33-58) lo superaron;
en el volumen radical y en biomasa seca total, solo T.
harzianum (Th33-59) fue mayor (tabla 2).

Efecto de la inoculacién de Trichoderma spp. en la promocidon de crecimiento vegetal para la produccion

de pldntulas de S. lycopersicum cv. Rio Grande

Variables agronémicas

Aislado Altura de planta  Didmetro del tallo Longitud deraiz ~ Volumen radical Biomasa seca total
(cm) (mm) (cm) (i) (9)
T. ghanense 17.2141.43a 3.29+0.29abc 17.38+2.08ab 46.19+0.87b 0.27+0.07b
(Th02-04)
T.ghanense  yg3741 159 3.48+0.31a 17.65+2.250b 46.1020.66b 0.32+0.08a
(Th26-52)
T.
citrinoviride 16.48%1.56a 3.34+0.30ab 18.67+1.0a 46.31+0.43b 0.2620.04b
(Th33-58)
T. ﬂﬂgéog%m 17.26£2.41a 3.12+ 0.44bc 18.08+1.94a 46.88+0.550 0.28+0.06ab
FQ 50 % 13. 2622.62b 3.05+0.34c 16.02+2.41b 45.93+0.68b 0.26+0.06b
DMS 1.65 0.29 1.71 0.56 0.05

Nota: DMS: diferencia minima significativa. Medias con diferente literal en las columnas son estadisticamente diferentes (p<0.05).
Elaboracion proia.

Testigo FQ 50% T. ghanense

Th02-04

T. ghanense
Th26-52

T. citrinoviride
Th33-58

T. harzianum
Th33-59

Figura 2. Efecto de la inoculaciéon de Trichoderma spp. en la promocién de crecimiento de pldntulas de S. lycopersicum.

Fotografia proporcionada por los autores.

Con base en el andlisis de conglomerados, T.
ghanense (Th26-52) fue el mejor tratamiento para
promover el crecimiento vegetal, ya que su similitud
fue la mds cercana al testigo positivo (figura 3).

Estudios recientes sugieren que las relaciones entre
Trichoderma (anamorfo) e Hypocrea (teleomorfo)

son incorrectas; sin embargo, existen especies de
Trichoderma cuyo teleomorfo se encuentra descrito
en Hypocrea (Bissett, Gams, Jaklitsch, & Samuels,
2015). Asi, en aquellos hongos en los que se conoce
la reproduccién sexual y asexual se recomienda
usar el género de uso comun y mds antfiguo
nombrado, cuando se encuentran representados
por un aislado ftipificado y cuando su secuencia
de ADN se encuentra en el banco de genes. Esto
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T. harzianum

(Th33-59)

T. ghanense

(Th02-04)

T. citrinoviride

(Th33-58)

T. ghanense

(Th26-52)

Positivo

Testigo

Negativo

| I
0.00 0.99

| T 1
1.08 297 3.96

Figura 3. Dendrograma del andlisis de conglomerados del efecto de la inoculacién
de Trichoderma spp. en la promocién de crecimiento vegetal en pldntulas de S.

lycopersicum cv. Rio Grande.
Elaboraciéon propia.

significa que el género Trichoderma es el adecuado
para determinadas especies, cuyo teleomorfo se
encuentra dentro del género Hypocrea; por tanto,
las especies H. schweinitzii (Th33-58) e H. lixii (Th33-
59) pueden nombrarse como T. citrinoviride y T.
harzianum, respectivamente. El hecho de que se
haya identificado a Trichoderma molecularmente
como Hyprocrea solo fue esencial para aclarar vy
confirmar la biologia y plasticidad de este hongo
(Jaklitsch, & Voglmayr, 2014).

El desarrollo de técnicas moleculares para el
andlisis de secuencias filogenéticas ha contribuido
a la comprension de la evolucidn de Hypocrea/
Trichoderma y ha ayudado a mostrar el vinculo
enfre anamorfos particulares y teleomorfos. En
aquellas especies estrechamente relacionadas
de Trichoderma se ha utilizado el gen factor de
elongacion 1-alfa (EF-Ta); sin embargo, estudios
demuestran que el andlisis de las secuencias ITS de
los genes ribosomales han sido determinantes para
distinguir un hongo de ofro (Moo-Koh et al., 2014).
Cuando se realiza el andlisis y existe una identidad
y una cobertura de 99% con las secuencias del
banco de genes se considera a organismos de la
misma especie (Pavone Maniscalco, & Dorta, 2015),
como ocurrié con T. ghanense (Th02-04 y Th26-52) y
T. citrinoviride (Th33-58) (Jaklitsch, & Voglmayr, 2014).

Los estudios sobre la biodiversidad de hongos
microscopicos en las zonas tropicales son escasos.
Conelpresente estudio se contribuye alconocimiento
de dos aislados de T. ghanense (Th02-04 y Th26-
52) procedentes de distintas zonas geogrdficas,
lo que pone en evidencia el papel relativo de la
actividad humana que favorece el establecimiento
de especies de Trichoderma e interactUa con la
comunidad endémica y el ambiente. La exposicion
de especies de Trichoderma en diversas zonas y las
condiciones donde se desarrollan establecen una
diversidad intraespecifica (Hermosa et al., 2013).

Las investigaciones de seleccion ayudan a de-
terminar el potencial de aislados de Trichoderma, esto
se demostrd con los aislados de T. ghanense (Th02-04
y Th26-52), los cuales provienen de diferentes localida-
des y de suelos con actividad agricola; sin embargo,
presentaron diferente actividad promotora de creci-
miento.

El potencial de Trichoderma como promotor
de crecimiento vegetal se ha reportado en estudios
como elde Donoso, Lobosy Rojas (2008), que en Pinus
radiata D. Don con aplicaciones de T. harzianum,
en combinacidén con composta, incrementaron la
altura de la planta de 24.4 a 29.3 cm; es decir, 20.1%,
de 5.9 a 7.7 g, equivalente a 30.5% en la biomasa
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seca total, y de 4.9 a 6.6 g, 34.7% en la aérea en
comparacion con los fratamientos que no incluyeron
composta. La adicidén de composta esla opcidon para
el mantenimiento de poblaciones fungicas, mejora
las condiciones del suelo y estabiliza el rendimiento
de los cultivos (Cai et al., 2015).

En pldantulas de P. edulis var. Flavicarpa, Cu-
billos-Hinojosa et al. (2009) obtuvieron incrementos
significativos al inocular un aislado de T. harzianum,
el mismo tuvo efectos sobre el didmetro del tallo,
longitud de raiz y peso seco total con incrementos
de 57.1%, 63% y 125%, en su orden, en relacién con
una especie comercial, lo que confirmé la ventaja
de aplicar agislados locales. En tomate, Zhenyu et al.
(2014) con T. harzianum TL-1, incrementaron el drea
foliar (97.34%), la altura de planta (61.22%), el peso
fresco (167.98%) y el peso seco (131.82%). En Cap-
sicum chinense Jacqg., Candelero et al. (2015) con
aislados de T. virens, mostraron efectos significati-
vos en altura de planta con incrementos de 55.57 y
47.62%; sin embargo, un aislado de T. harzianum lo
consideraron como el mejor al causar mayor volu-
men radical con ganancias de 84.61% en relaciéon
con el tratamiento sin aislado fungico. La explica-

e Bills, G. F., Christensen, M., Powell, M., & Thorn, G. (2004).
Saprobic soil fungi. En G. Mueller, F. Bills, & M. Foster (Eds.),
Biodiversity of fungi: Inventory and monitoring methods (pp.
271-302). Amsterdam, Netherlands: Academic Press.

e Bissett, J., Gams, W., Jaklitsch, W., & Samuels, G. J. (2015).
Accepted Trichoderma names in the year 2015. International
Mycological  Association,  6(2), 263-295. doi:10.5598/
imafungus.2015.06.02.02

e Cai F, Chen, W, Wei, Z., Pang, G., Li, R., Ran, W., & Shen, Q.
(2015). Colonization of Trichoderma harzianum strain SQR-T037
on tomato roots and its relationship to plant growth, nutrient
availability and soil microflora. Plant and Soil, 388(1), 337-350.
doi:10.1007/s11104-014-2326-z

¢ Candelero, D. J., Cristébal, A. J., Reyes, R. A, Tun, S. J. M.,
Gamboa, A. M. M., & Ruiz, S. E. (2015). Trichoderma spp.
promotoras del crecimiento en pldntulas de Capsicum
chinense Jacgq. y antagdnicas contra Meloidogyne incognita.
Revista Internacional de Botdnica Experimental ¢YTON, 84,
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