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RESUMEN

En la actualidad, existen grandes pérdidas enutivas debido a la presencia de
fitopatdgenos que reducen la produccién a causaf@éemedades. Ultimamente se ha
identificado a plagas que son resistentes a qusmycpesticidas, que aparte de
degradar la microbiota del suelo, son toxicos pasaseres humanos ya que se
bioacumulan en el organismo y causan enfermedaelegqgsas. Los hongos del
géneroTrichodermase destacan como controladores bioldgicos enrlaudtgra, asi
como inductores de crecimiento de plantas, pouten la presente investigacion se
utilizaron a cepas nativas del Ecuadbrharzianumy T. asperellunpara mediante
fusion de protoplastos obtener variantes genétjigagposean dichas caracteristicas en
una sola cepa. De este modo, se obtuvieron 26 ,capas que se las caracterizé
mediante evaluacion de su capacidad antagdnicéefeeRusariumspp., tanto en
cultivos duales como con sus filtrados fungicosicdalmente, se estudioé su efecto
en el crecimiento dA. thaliang junto con los parentales. En el estudio se détérm
que cuatro cepas fusionadas mostraron hiperparasitifrente al fitopatégeno
Fusariumspp. (p<0.0001), y que unicamente el parehtdlarzianumfue capaz de
controlarlo con la producciéon de metabolitos seanod volatiles (p<0.0001).
Interesantemente se determinaron a nueve cepagdujeron el crecimiento del
patogeno (p<0.0001). Ademas, los filtrados fungidedrichodermaresultaron ser
toxicos paraA. thaliang en contraste con tres cepas que indujeron sungesto
significativamente (p<0.0001). En consecuencia, obtuvieron dos cepas que
biocontrolaron &usariumspp. e indujeron el crecimiento Aethaliana

PALABRAS CLAVE: Fusion de protoplasto3richodermaspp., control biolégico,

Fusariumspp.,Arabidopsis thaliana



XVI

ABSTRACT

Nowadays, major losses in crops are caused duetpresence of pathogens which
reduce the yield and cause diseases. Recentlyamgiests to chemical pesticides had
been found, these pesticides kill the soil micrtdi@nd become toxic to humans
owing to bioaccumulation in the body, causing daoge diseases. Fungi of the genus
Trichodermahighlighted as biological control stand in agricuét as well as inducers
of plant growth. In the current study native stsaofi Ecuador were uset, harzianum
and T. asperellumin order to obtain genetic variants by protoplassidn, with
characteristics of both, in a single strain. 2@ias obtained and characterized by the
assessment of the antagonistic capacity agRirsriumspp. Dual culture and fungal
filtrations were used for the evaluation. Additilpawe studied their effect on the
growth of A. thaliang along with parental. We found that four fusedisis showed
hyperparasitism against the pathogesariumspp. (p<0.0001), and only the parental
T. harzianumwas able to control the growth Btisariumspp. by the production of
volatile secondary metabolites (p <0.0001). Intémgsy nine strains were determined
which induced the growth of the pathogen (p<0.00@a)rthermore, the fungal
Trichodermafiltrates proved to be toxic tA. thaliang in contrast with three strains
that induced growth significantly (p<0.0001). Acdimgly, two strains of
Trichodermagenetic variants obtained, biocontrolled the ghoeftrusariumspp. and

induced the growth oA. thaliana

KEY WORDS: Protoplast fusion;Trichodermaspp., biological controlFusarium

spp.,Arabidopsis thaliana



CAPITULO I: INTRODUCCION

1.1Formulacion del problema

Desde el inicio de la domesticacion de las plapias parte de los seres
humanos, hace aproximadamente 10.000 afios atsaf{dpatdogenos han causado

grandes pérdidas en los cultivos y sembrios (Rer2007).

En la actualidad, los agricultores utilizan unangcantidad de productos
quimicos para mantener la fertilidad del suelomloatir a patdbgenos que atacan a los
cultivos, provocando asi, contaminacion en el syetn sistemas de aguas, tanto
superficiales como subterraneas. Los compuestofagos generalmente presentan
consecuencias indeseables, puesto que al pos¢éansas altamente venenosas, se
bioacumulan en el organismo de los seres humarnesdcs capaces de causar
enfermedades peligrosas tales como cancer y moeigenéticas (Muioz, 2012;

Pereira, 2007).

Mufioz en el afio 2012 menciona que con el tiemppetaistencia de estos
compuestos agroquimicos han ido provocando quadgss y patdogenos se vuelvan
MAas resistentes a sus compuestos activos, porelolag agricultores se han visto
obligados a utilizar dosis mas altas de plaguicidiasinando también a la microbiota

normal del suelo.



Estos quimicos, no solo causan la erosion del ss#hm que alteran la
actividad de los microorganismos benéficos lo daeta directamente a la produccion
agricola. Por lo que el desafio para los produstor®dernos es controlar las
enfermedades sin utilizar compuestos quimicos ¢8xido que posiblemente se

consiga con microorganismos del suelo (Mufoz, 2B8&2eira, 2007).

Gomes (2002) sefiala que entre los microorganisranéfisos del suelo se
encuentran hongos del géndmichoderma Este género esta constituido por un gran
namero de especies, que se emplean en difereas #&lgunas producen enzimas
celuloliticas y hemiceluloliticas, y son utilizadgsra el control biolégico de
fitopatdgenos que se encuentran principalmenta eaiz de las plantas, mientras que
otras son utilizadas en la induccion de crecimigetplantas, en la biodegradacion de
compuestos clorofendlicos y en la biorremediaci@ sdelos. Lamentablemente,
muchas de las especiesTd&hodermano han sido bien caracterizadas con respecto

a su funcion.

Mui en el aflo 1999 afirma que hongos de la espagmhdodermaposeen una
variabilidad genética muy amplia, teniendo asiyadg especies con amplio espectro
de actividad bioldgica, mientras que otras puedaansente controlar a ciertos
patdgenos en especifico, asi como también exid@mas cepas que tienen poca o

nula eficiencia en el control biolégico de fitopgedos.

Se ha observado qiieichodermapresenta buenos resultados contra patdgenos

del suelo, comoRhizoctonia solani, Sclerotium rolfsii, Sclerotingglerotiorum,



3
Fusarium spp. yPythiumspp., ademas se ha determinado que el crecimiento d
algunas de sus cepas se ve influenciado por laliciones ambientales. Debido a la
importancia de las especies de este género enviasats areas de interés, existe la
necesidad de obtener nuevos linajes superioregrgaenten caracteristicas deseables

para utilizarlas a nivel industrial y comercial {@es, 2002; Mui, 1999; Pereira, 2007).

La gran mayoria de especies existentes han sidoassdel ambiente, y no han
sido mejoradas genéticamente, motivo por el cumlpimcesos de recombinacion
podrian ser utilizados para obtener mayor varidduli de estas cepas y asi poder

controlar una gran gama de enfermedades (Gome2;, N0, 1999; Pereira, 2007).

1.2 Justificacién del problema

El control biol6gico de enfermedades de plantascefgrandes beneficios para
el manejo de patégenos, en donde los agentes igiotdogueden llegar a controlar
dichas enfermedades, las mismas que ni con elaisgaehtes quimicos se las puede
manejar con tal efectividad como se las manejal@®microorganismos benéficos.
Ademas, dicho control evita que se dé una resist@ac parte de los patégenos frente
a los quimicos tradicionalmente utilizados, disrgando de esta manera los riesgos y

enfermedades causadas por pesticidas (Hanson &IH20@2).

El suelo posee algunos patdgenos tales cdRcsolani, P. ultimuny F.
oxysporumgue ocasionan cuantiosas pérdidas econdémicas @mosaultivos. Ante

estos patdgenos, habitualmente se da tratamientpesiicida para controlar dichas
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enfermedades. Sin embargo, dichos plaguicidasaos g perjudiciales para la salud
humana, ademas que, controlar de esa manera aféasnedades es complicado. El
uso de agentes microbianos para control biolégaods eficaz, menos costoso y mas

seguro para la salud humana (Fahmi, Al-Talhi, &$éen, 2012).

Mufioz (2012) afirma que los plaguicidas tienen gsaefectos que son
perjudiciales para la salud, tanto de los trabaggl@omo de los consumidores,
vinculandolos con una larga lista de enfermedadifekentes tipos de cancer, incluso
se menciona que algunos quimicos permitidos, paeovpooblemas de salud si no son

utilizados bajo las debidas condiciones de segdirida

En la busqueda de alternativas al uso de quimésté,el control bioldgico, el
cual da la oportunidad a fitopatdlogos, micologmsetistas, bioquimicos y biélogos
moleculares a colaborar y comprender de mejor raateerforma en la que los
microorganismos reducen el desarrollo de los filagenos y por ende las
enfermedades. Al utilizar hongos en el biocontseljnterrumpe el ciclo de vida del
patdgeno influyendo en la prevencion de la infetciéduccion en la colonizacion,

reduccion de esporulacion, entre otros (Pereif@7 R0

Uno de los principales fitopatdgenos al que se ti@inar especial atencion es
Fusarium oxysporurdebido a que causa grandes pérdidas en los aulidabe hongo
cosmopolita existe en muchas formas patogénicase yencuentra parasitando
alrededor de 100 especies de plantas Gimnospermasgipspermas. Ademas,

Fusariumspp. es un microorganismo muy comun e importanfgamtas superiores,
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y se encuentra entre los hongos mas ubicuos exctsistemas terrestres, puesto que
infecta a una gran diversidad de hospederos. Lfasne@dades que ocasiona en zonas
agricolas de clima templado han recibido gran @aeng que ha sido responsable de

miles de millones de délares en pérdidas (Gar@#}],; Ploetz, 2005).

En la agricultura, uno de los agentes de biocontndls utilizados es
Trichoderma para el tratamiento de enfermedades de plargasadas por un amplio
espectro de hongos fitopatdgenos. Este génerordmbdenéficos posee la capacidad
de producir enzimas hidroliticas extracelularem@mnecanismo de control biolégico
hacia hongos patdgenos (Prabavathy, Mathivananadeagn, Murugesan, &

Lalithakumari, 2006).

Ademas, en la mayoria de casos, ha sido investigiaqiiamente su efecto en
el aumento de crecimiento de las plantas, demakisgnqud richoderma harzianum
induce el incremento del crecimiento, independimmetgte de la presencia de alguna
condicion de enfermedad en la planta, asi como iGaméicelera la germinacion,
incrementa la estatura y peso de los retofios (Qgéeshida, Gesnara, Omumasaba,

& Chamuswarng, 2000).

Tijerino en el afio 2010 sefiala que ciertas espdeiegchodermatales como,
T. harzianumT. atroviride T. asperellumT. hamatumT. gamsij T. virideo T. virens
son utilizadas para el control biol6gico en la agtura, en programas de manejo
integrado, combinando agentes bioldgicos con costps&uimicos, para reducir las

dosis de éstos, a niveles subletales, gracia®etoesinérgico de la accion de ambos



tratamientos. Ademas, que algunas especie3ridodermatambién pueden ser
utilizadas como fuente de genes, cuya aplicaciotebnologica esté dirigida hacia la
obtencion de plantas transgénicas, las mismas oseap la capacidad de adquirir

resistencia a enfermedades y estreses abioticos.

En el Ecuador, el sector agricola posee gran irapoid economica y social,
ya que aporta con grandes ingresos economicosppads, por lo que es importante
mejorar los modelos agricolas, que sean eficieet@momicamente viables, que se
adapten a la realidad de la sociedad, y que sesuados para conservar el ambiente

(Altiere, et al, 1994).

Dada la importancia de€richodermaen el biocontrol de fitopatégenos, existe
la necesidad de producir cepas, que tengan la idaplade generar metabolitos
secundarios, producir enzimas, y ademas, que posgan capacidad de
micoparasitismo superior a las cepas nativas deosugel Ecuador, tales como
Trichoderma harzianuny T. asperellumAsi como también que sean capaces de
inducir el crecimiento en plantas, para incremelat@roduccion agricola y reducir el

uso de fertilizantes quimicos y plaguicidas.

Un método alternativo para combinar las caracteastde diferentes hongos
que no pueden someterse a recombinacion sexu#d, fasion de protoplastos, la
misma que permite la transferencia de rasgos cgospten tener que conocer los

genes implicados; dichas fusiones se han realizad@species derichodermapara
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combinar caracteristicas tales como la descomposae la celulosa, la produccion

de etanol y para mejorar la competencia en lafezagHanson, & Howell, 2002).

Mui (1999) y Prabavathy y colaboradores (2006) noeran que en el caso del
control biolégico, la fusion de protoplastos es inearamienta de gran utilidad e
importancia para la mejora genética y el desardslouevas cepas hibridas en hongos.
Se ha demostrado que, gracias a esta técnicajesgetrichodermacomo,T. reesei,

T. koningii, T. harzianurhan sido mejoradas, dando lugar a una gran vadabide

cepas para su uso en el control biolégico.

1.30bjetivos de la investigacion

1.3.1 Objetivo general

Evaluar el control biolégico deusariumspp. mediante fusion de protoplastos
de cepas nativas deichoderma harzianum y T. asperell@mnducir el crecimiento

deArabidopsis thaliana.

1.3.2 Objetivos especificos

» Evaluar el efecto antagénico de las cepas natwasichodermaspp frente a
Fusariumspp

» Determinar la capacidad inductora de crecimientdadecepas nativas de
Trichodermaspp enArabidopsis thaliana

» Aislar protoplastos de las cepasTdehodermaspp.



« Fusionar protoplastos de las cepagdehodermaspp

* Regenerar protoplastos fusionados de las cepagad®dermaspp

» Evaluar el efecto antagénico de las cepas fusiendédrichodermaspp
frente aFusariumspp

» Determinar la capacidad inductora de crecimienttagdeepas fusionadas de

Trichodermaspp enArabidopsis thaliana.

1.4Marco tedrico

1.4.1. GéneroTrichoderma

1.4.1.1. Morfologia y taxonomia

El géneroTrichodermaagrupa hongos que son filamentosos anamorficos o
imperfectos (mitéticos), que de forma artificial Ban clasificado en la division
Deuteromicota, en la clase de los Hifomicetos.e&puaduccion es de forma asexual,
mediante un ciclo, el mismo que alterna miceliogsporas (conidios), dichas

estructuras se forman a partir de células desraidanvoltura (Tijerino, 2010).

La mayoria de las especies Tiichodermase desarrollan rdpidamente sobre
una gran diversidad de sustratos y emiten graratgglades de conidios verdes, que
excepcionalmente tienen una coloracién blanca. Ademe ser un organismo
dominante en la microflora de suelos, lo cual sattibuye debido a que posee una
gran capacidad metabdlica y una naturaleza agrepemanitiéndole competir y

colonizar la rizésfera (Tijerino, 2010; Mufioz, 2012



Tijerino en el afio 2010 se refiere también a gweclnidiéforos son muy
ramificados, estan tabicados y sus células contiems de un nucleo, mientras que
los conidios son ovoides, con pared normalmengeyison un solo ndcleo. Mufioz
(2012) coincide y sefiala que en determinadas coneis de estrés, sea nutricional o
por desecacion, se forman estructuras asexualegsiencia sobre el micelio,
conocidas como clamidosporas. Dichas estructuras gbobosas a elipsoidales,
hialinas, con pared rugosa y mas gruesa que laoslecdnidios, y tienen gran

importancia en la supervivencia del hongo.

Gomes (2002) sefiala que poco se conoce sobrddgidiadle muchas especies,
como el ciclo de vida, modos de reproduccion y mdgiaacién, debido a que las
caracteristicas del hongbrichodermason muy variables. Sin embargo, Tijerino
(2010) menciona que se ha descrito en algunosraesitos un estado perfecto, sexual
o teleomorfo (meidtico), dentro del génétgpocreay en géneros relacionados tales
comoPodostromaSarawakusAphysiostromg Protocreg demostrando que especies
de este género son derivados clonaleslyf@ocrea,que han perdido la capacidad de

completar un ciclo sexual.

Con respecto a lo mencionado, se ha identificathy@ocrea lixiicomo el
estado teleomorfo dérichoderma harzianupH. atroviridis como teleomorfo dé.
atroviride, e H. virenscomo teleomorfo dé&. virens tres de las especies del género

mas usadas en el biocontrol (Tijerino, 2010).
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Mufioz en el afio 2012 hace énfasis que el gélrecbodermgposee alrededor
de 104 especies, las cuales se encuentran divididaS secciones, con varias
colecciones. Tijerino (2010) menciona que existeoet grupos oclades™ ceramica,
harzianum, stromaticum, brevicompactum, viride,utisporum, megalocitrina, lutea,
semiorbis, chlorospora, strictipile y longibrachmat los mismos que se pueden

observar en la figura 1.1.

H. ceramica G.J.S. 88-70
N e 1S seisb | CERAMICA CLADE

H. chromosperma G.J.S. 94-67
H. gelatinosa G.J.S. 88-17
H. nigrovirens G.J.S. 99-64
H. catoptron G.J.S. 02-76
H. ceracea G.J.S. 95-169
T. tomentosum DAOM 178713a
H. cinnamomea G.J.S. 97-237
H. straminea G.J.S. 02-84
Trichoderma sp. DIS 219¢c
H. lixii G.J.S. 90-22
T. aggressivum CBS 100525
T. virens DAOM 167652
T Vo 08 ooy ) VIRENS
— T. stromaticum G.J.S. 00-108
T. protrudens DIS 119f
T. arundinaceum ATCC 90237
T. arundinaceum CBS 119577
T. turrialbae CBS 112445
T. brevicompactum CBS 112446a BREVICOMPACTUM CLADE
— T. brevicompactum CBS112447
T. brevicompactum G.J.S. 04-381
H. rodmanii CBS 109719
H. rodmanii CBS 120895

HARZIANUM CLADE

STROMATICUM CLADE

H. dingleyae G.J.S. 99-105 \
H. intricata G.J.S. 02-78
H. dorotheae G.J.S. 99-202
T. koningiopsis DAOM 222105
T. koningii G.J.S. 90-18
T. virideVE G.J.S. 80-97
H. stilbohypoxyli G.J.S. 96-32
H. rufa CBS 101526
T. scalesiae G.J.S. 03-74
T. atroviride CBS 14295
T. viridescens CBS 33372
T. viridescens CBS 43895
T. erinacium DIS 7
T. strigosum DAOM 166121
T. asperellum G.J.S. 907
T. hamatum DAOM 167057
T. pubescens DAOM 166162
H. pezizoides G.J.S. 01-257 )
H. pilulifera CBS 81468

T. minutisporum DAOM 167069 } MINUTISPORUM/CLADE
H. psychrophila Hy8 > MEGALOCITRINA CLADE

H. lutea G.J.S. 89-129
-1 melanomagna G.J.S. 99-153 }'—UTEA CLADE
H. victoriensis G.J.S. 99-130
H. semiorbis DAOM 167636
L. ™™ 1. Gbiongisporum DAOM 167085 }SEMIORBIS CLADE
T. fertile DAOM 167161
H. candida P.C. 59

> VIRIDE CLADE

H. chlorospora G.J.S. 98-1
H. cremea G.J.S. 91-125

H. surrotunda G.J.S. 88-73
H. thelephoricola G.J.S. 95-135
H. costaricensis P.C. 21

H. thailandica G.J.S. 97-61

H. virescentiflava P.C. 278

H. cuneispora G.J.S. 91-93 JSTRICTIPILE CLADE
T. spirale DAOM 183974

H. phyllostachydis G.J.S. 92-123

H. sul is G.J.S. 85-228

_{: T. longibrachiatum DAOM 139758
T. longibrachiatum DAOM 166989 } LONGIBRACHIATUM CLADE (outgroup)

—— 50 changes

CHLOROSPORA CLADE

Figura 1.1: Clasificacion molecular del género Trichoderma. Arbol filogenético
muestra la clasificacion molecular, tras un andlisis filogenético de
las secuencias de genes de la subunidad Il de la ARN polimerasa
(rpb2), el factor de elongacién de transcripcion 1l-a (tefl) y
espaciadores de transcripcion interna ITS1 e ITS2.

Fuente: (Tijerino, 2010).
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1.4.1.2. Ecologia

El géneroTrichodermaes un hongo cosmopolita, que se encuentra habitando
normalmente los suelos forestales y agricolascip@tmente los que son ricos en
materia organica. Ademas, se encuentran sobre maddejidos vegetales en
descomposicion, y su desarrollo se ve favoreciddgpresencia de altas densidades

de raices, las cuales permiten su rapida colodiagdiufioz, 2012).

Saito y colaboradores (2009) hacen énfasis queoslehbngos con gran
potencial antagonista, el génefaichodermaes uno de los mas estudiados.
Naturalmente esta en el suelo, cumpliendo una itapta funcion ecolégica, ya que
participa en la descomposicion y desmineralizaci® residuos vegetales,
contribuyendo de esta manera con la disponibilimade nutrientes para las plantas.
Ademas es considerado como fungicida natural, pupst reduce hasta en un 100%

el riego de que algun hongo ataque al cultivo.

Trichodermaspp. es un exitoso colonizador de habitats, reftiae tanto en
la eficiente utilizacion de sustratos, asi como forcapacidad para la secrecion de
metabolitos antibidticos y enzimas. Son capaceaddptarse a diferentes ambientes
tales como, habitats ricos y biodiversos, asi canteo oscuridad y esterilidad de un
fermentador biotecnolégico; bajo dichas condiciomesponden a su entorno,
regulando su crecimiento, formando conidios, prehdo enzimas, y por lo tanto,
acoplandose a las condiciones, tornandose asi,rale igterés biotecnoldgico

(Schuster, & Schmoll, 2010).
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Tijerino (2010) menciona quérichodermaen cuanto a los parametros
ambientales necesarios para su crecimiento, pueskerdllarse dentro de un amplio
rango de temperaturas, siendo Optima y maxima,e ef6-28°C y 30-32°C,
respectivamente. Los sustratos que puede utiliranaly variados, prefiriendo suelos
acidos y ricos en materia organica, siendo el diem elemento esencial para su
correcto desarrollo. Ademas, un aspecto muy imptetale varias especies de
Trichodermaes la resistencia relativa a numerosos fungicidésigos utilizados en

la agricultura, tales como los organoclorados pie ¢éndosulfano y bencimidazoles.

Un factor ambiental importante para su desareslta presencia o ausencia de
luz, puesto que segun estudios, existen efecta sblrrecimiento, reproduccion,
biosintesis de metabolitos secundarios, asi combiém sobre la expresion de genes

de celulasa (Schuster, & Schmoll, 2010).

1.4.2. Aplicaciones deTrichoderma

El génerdlrichodermaal poseer gran cantidad de caracteristicas besgfiea
sido considerado como un organismo de gran intené&) comercial como industrial.
Entre las cualidades que la caracteriza esta thupoidn de enzimas celuloliticas, por
lo que comercialmente se la utiliza para elaboradé detergentes, alimentos, y en

fermentaciones alcohdlicas (Schuster, & Schmoll,020

Tijerino en el afio 2010 hace énfasis que las épde este género son fuente

de genes, por lo que la aplicacién biotecnol6gsta dirigida hacia la obtencién de
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plantas transgénicas con resistencia a enfermedadstreses abioticos. Ademas,
Trichodermaposeen la capacidad de secretar proteinas, poreles una alternativa

en la industria farmacéutica ya que es empleada cora fabrica celular.

Gomes (2002) menciona que especies del géhgomodermason muy
comunes en el medio ambiente, y han sido utilizadaa la produccién de muchas
exoenzimas a escala industrial. Algunas han sidmlieslas y utilizadas para el control
biolégico en fitopatologias, en procesos de biocaldarion de compuestos

clorofendlicos, y en biorremediacion de suelos.

Algunas especies son importantes en la biorreraiédiapuesto que ayudan a
liberar al suelo de metales pesados, asi como éamlgontaminantes
hidrocarburiferos; mientras que otras son de gtdidad en la agricultura como
agentes de control bioldgico, entre las cualesestdarT. harzianumT. atroviride

T. asperellumT. hamatumT. gamsij T. viride (Tijerino, 2010).

1.4.3. Mecanismos de accién en biocontrol

Trichodermaes un agente exitoso en el biocontrol, ya que sgpoda como
hiperparasito frente a fitopatdogenos, valiéndoseatims mecanismos de accion que
le permiten producir enzimas, antibioticos, compptr luz, espacio y nutrientes.
Ademas, de favorecer la proliferaciéon de otros admganismos benéficos en la

rizosfera (Mufioz, 2012).
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Los mecanismos que posee el géAerchodermacomo agente de biocontrol
y en interaccion con las plantas son varios: (abiasis, el hongo produce antibiéticos
volatiles o no volatiles; (b) competencia, por €spg/o nutrientes en la rizosfera; (c)
micoparasitismo, parasita a hongo fitopatdgenoetando enzimas liticas. Y otros
mecanismos que han sido poco estudiados tales ¢djraromocion de crecimiento
de planta, aumenta la captacion de nutrientemdagcion de resistencia, estimula las

defensas de la planta frente a patégenos (Mui,;IBfSino, 2010).

Mufioz (2012) hace énfasis en que los mecanismopmsenta este hongo no
son excluyentes uno del otro, puesto que puederarade manera sinérgica en el
biocontrol, y van a depender de la interaccion talgratogeno-antagonista, asi como

de las condiciones ambientales en las que se e@nenen

1.4.3.1. Antibiosis

La produccion de compuestos antibiéticos es caniatico de muchos hongos
utilizados como agentes en control biolégico. Muclespecies d@richoderma
producen diversos metabolitos secundarios con ame$ipectro de actividad

antimicrobiana, los mismos que ya son productosecamades (Pereira, 2007).

Segun Cholango en el afio 2009 menciona que kiasis ocurre debido a que
los metabolitos o antibidticos que produbechoderma difusibles, de bajo peso
molecular, interactian con el patdgeno, resultamxioos e impidiendo de esa manera

su colonizacion.
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Mufoz (2012) sefiala que este mecanismo permitelduecontrolador inhiba
al patdgeno al liberar metabolitos, sin la necesidia contacto fisico; la produccion
de antibidtico va a depender de cada especiepmasi ka cantidad y tipo de compuestos

dependeran de las condiciones ambientales.

1.4.3.2. Competencia

La competencia es importante en el control bigldgipuesto que ocurre
cuando dos 0 mas microorganismos requieren un MLOIrso, sea nutrientes,
espacio fisico, luz, oxigeno, eftrichodermaes muy buen competidor, posee gran
versatilidad metabdlica lo cual le permite creaeiua amplio abanico de fuentes de
carbono y nitrdgeno. Ademas, compite por tejidordtco, exudados vegetales,
semillas, y heridas en la planta, evitando de emaena la infeccion de los patdogenos

(Tijerino, 2010; Mufoz, 2012).

El hongoTrichodermacompite por los exudados liberados por las seméias
el proceso de germinacion de hongos patdégenosamtapl Ademas afiade que por
dichas caracteristicas, es usado como agente eonhiol puesto que tiene gran

capacidad de desarrollarse en la rizosfera (Sstital,, 2009).

Segun Pereira (2007) los microorganismos de cogt® tienen la capacidad
de competir de forma efectiva por los sitios desdofén, y usar los nutrientes
disponibles, pueden excluir e impedir de mane@efia propagacion de la infeccion

por parte de los patdgenos.
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1.4.3.3. Micoparasitismo

Los primeros relatos que demostraron que los ditageno podian ser
parasitados, fueron realizados en la década decio$a, y la mayoria de los estudios
se refieren a especies fischodermalPara este tipo de interaccion es necesario que

los microorganismos estén fisicamente proximose{Rer2007).

Tijerino (2010) define al micoparasitismo como ue&cion en la que un
organismo establece con un hongo, resultando Ebtmgo beneficiado, normalmente
de nutrientes; muchas de las veces causando laenaliduésped. Cuando esto ocurre
se denomina necrotrofico, y se lo diferencia delrbfico puesto que este ultimo

mantiene una relaciéon de células vivas.

El ataque directo de un hongo a otro es un proceswlejo que involucra
eventos secuenciales, tales como, reconocimietaque, penetracion, y muerte del
huésped. El crecimiento quimiotrofico es a pariud estimulo quimico que proviene
del hongo diana, donde actla una exoquitinasacekitar, provocando la liberacion
de oligobmeros de la pared de dicho hongo, y denesaera es reconocido el

fitopatdgeno y por ende parasitado (Mufioz, 2012jl&igo, 2009).

Cholango en el afio 2009 se refiere también & gubodermase adhiere a los
carbohidratos unidos a la pared del patdgeno, lmsea, lo apresa, para
posteriormente producir antibidticos y enzimasdiiticas que faciliten la entrada de
las hifas dentro del lumen del hongo fitopatéggrara de esa manera asimilar el

contenido de la pared celular, parasitandolo astqmpleto.
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1.4.3.4. Promocion de crecimiento

Ciertas cepas dErichodermatienen la capacidad de estimular el crecimiento
y desarrollo, tanto de raices como de plantas. Egolcar esto, se han sugerido
mecanismos tales como, produccion de factores eéeintiento y vitaminas,
conversion de material no utilizable (zinc, hierrmanganeso, cobre) en formas
asimilables para la planta. Adicionalmente, se nogr@cgque la absorcion de nutrientes
y la eficiencia en el uso de nitrégeno se incremesgi como también se mejoran los
procesos de fotosintesis, respiracion y metabolidencarbohidratos (Tijerino, 2010;

Mufoz, 2012).

Mufioz (2012) hace énfasis en que se ha determonaglta presencia de dicho
hongo en las plantas, mejora su desarrollo enita saperficie foliar, ayuda en la
floracién, incrementa la longitud y peso seco dpldmta. Se menciona ademas, que
este fendmeno ocurre ya giichodermaal proteger a la planta de patdgenos, permite

gue la energia se destine Unicamente al crecimiento

1.4.3.5. Induccidén de resistencia

Las plantas superiores son capaces de defendense & fitopatdgenos, para
prevenir el desarrollo de los mismos, a travésdeduccion de diversos mecanismos
fisicos y bioguimicos. Las encargadas de la indumccson moléculas o agentes
inductores que son desencadenados debido a lanpieesel biocontrolador (Pereira,

2007).
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Trichodermaes un microorganismo que protege a la planta deypabs de la
raiz, sin embargo, se ha demostrado que la aseideiTrichodermacon las raices
estimula los mecanismos de defensa de la planbapgando resistencia a varios
fitopatdgenos e incluso algunos nematodos. La essplesta dada por expresion de
genes que codifican proteinas relacionadas cog@a¢sis, ademas de la secrecion de

peroxidasas y sintesis de fitoalexinas (Tijerir@l®.

Se ha demostrado qlieichodermaes simbionte de plantas oportunistas y que
mejora la resistencia sistémica de las mismasddeblia accion mediada por proteinas
de la familia ceratoplatanina. La transduccion d@ates incluyen a la proteina G
heterotrimérica, cascada de proteinas quinasasdat por mitdbgenos (MAPK). Esta
interaccion, asi como la competencia en la rizasfaontribuye con la proteccion de
las plantas frente a sustancias toxicas, puestdl qoeodermamuestra resistencia

doble a dichas sustancias (Schuster, & SchmolQR01

Tijerino en el afio 2010 hace énfasis en otrasi@dades que han sido
identificadas enfrichoderma,tales como la resistencia a diferentes tipos de&sst
abidtico y a cambios nutricionales. Recientes éssudemuestran que algunas cepas
pueden regular los niveles de auxinas en la rizéséstimular el crecimiento, proteger

el sistema radicular e inducir la defensa sistérnargte a patogenos.
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1.4.4. Importancia de Arabidopsisthaliana

Arabidopsis thalianas un importante organismo modelo para el estuslia d
biologia, fisiologia, y genética de las plantaserds, es usada debido a que el tiempo
de germinacion en laboratorio es corto, producen gramero de semillas, y su

reproduccién principalmente es por autofecundagfoancoiset al, 2008).

La comunidad cientifica, para agilizar los estadi@némicos y moleculares
de plantas, ha elegidofaabidopsis thaliana&omo modelo de estudio. Pertenece a la
familia de las cruciferas, relacionada a plantasestibles tales como brécoli, col,
coliflor, coles de Bruselas, nabos, rabanos. Cecuincia se describe como nativa de
regiones de Asia, Europa y el Norte de Africa, aindpa sido introducida en

Norteamérica y Australia (Alvareet al, 2010).

Francois y colaboradores (2008) mencionan Authaliana tltimamente ha
sido parte del grupo de las malas hierbas de Eugyeehan invadido otras partes del
mundo, como se menciond anteriormente. Se saltevaefeente poco respecto a la
propagacion prehistorica de la especie en Euragiagid a que su polen es muy similar

a la de otras especies de Brassicaceae.

Esta planta presenta varias ventajas que agilannvestigacion, crece
aproximadamente 30 centimetros, por lo que es lgosiitener un gran nimero en
espacio reducido. Ademas, su ciclo de vida esivalaente corto, alrededor de seis a

ocho semanas, produciendo alrededor de 10.000lasmdr planta. Es diploide, se
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autofertiliza, lo cual facilita mantener las lingasealizar cruzas controladas; en el
mundo existen diferentes variantes o ecotiposviuen en condiciones ambientales
diferentes, lo cual la convierte ain mas valiosaspuque de esa manera se puede

estudiar diversas caracteristicas (Alvastzl, 2010).

El genoma se encuentra organizado en cinco clames siendo uno de los
mas pequeios que se ha encontrado en plantas, &b, poco mas de 20 veces
el deE. coli, 10 veces el d8. cerevisiaey similar al deDrosophila melanogastees
facilmente transformable empleando a la bacté&@robacterium tumefaciens.
Ademas, se estima que codifica para mas de 33&@€sgcasi el mismo namero de

genes que poseemos los humanos (Alvateal, 2010).

1.4.5. Generalidades dg-usarium spp.

Uno de los microorganismos que Se encuentran cowdtemen plantas
superiores eBusariumspp., siendo uno de los hongos mas ubicuos emsistemas
de la tierra. Son patégenos importantes de playgague infectan gran diversidad de
hospederos, y se encuentran en una incomparakiidazhae habitats, causando un

sinnimero de enfermedades (Ploetz, 2005).

Debido al gran dafio que causa este hongo a lasapianes, ha recibido
enorme cantidad de atencion por parte de los dfgnies; la mayoria de cultivos que

han sido priorizados son los anuales, un buen dgeagel trigo.Fusariumha sido
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citado como uno de los responsables de las sessneedlades mas importantes de

plantas, ademas de ser responsable de cuantiodadagéecondmicas (Ploetz, 2005).

1.4.6. Fusion de protoplastos

En la década de 1950-1960 se desarroll6 estaté@partir de la observacion
de que ciertos virus podian inducir fusion de e&uknimales, sin embargo, en la
década de 1980-1990 tuvo auge debido a la apadeiémétodos quimicos y eléctricos

apropiados para fusionar células (Polci, & Fridur2010).

Lépez en el afio 2012 hace énfasis que la téceidasibn de protoplastos es
una técnica de biotecnologia, la cual surge comedialidad a partir de la técnica de
aislamiento y cultivo de protoplastos, permitiefalobtencion de células desprovistas
de pared celular gracias a la accion de enzinmaeadibbtenidas de microorganismos

tales comoAspergillusspp.,Trichoderma virideRhizopusspp.

Dicha técnica permite la fusion de las membradasjos o més células, para
dar lugar a un hibrido somatico; es ampliamentdesda para introducir variabilidad
en las cepas de interés biotecnoldgico. Comunmeateealiza con protoplastos
vegetales, pero también puede efectuarse en aixosds, tal es el caso de algunos

hongos (Polci, & Friedrich, 2010).

Lépez (2012) menciona que para aumentar la aficeen cuanto a la fusion

se refiere, es necesario dirigir el proceso mediaistemas adecuados de induccion,
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los cuales pueden ser de dos tig@simicosse utilizan sustancias aglutinantes como
el polietilenglicol (PEG) o el dimetilsulfoxido (DSD); y Fisicos,tales como la

electrofusiéon que utiliza corriente alterna de aikauencia para fusionar a las células.

Cabe destacar que el método de fusion de pratoglano sélo sirve para
obtener un mejoramiento genético, e hibridos s@ositisino que permite ademas,
incorporar de manera apropiada el ADN exdgenoablenanera que se transfieran
caracteres sin necesidad de contar con un conagtonexacto y detallado de los

mecanismos moleculares que determinan su expr@3ubei, & Friedrich, 2010).

1.4.6.1. Tipos de hibridos soméaticos

Posterior a la fusion de protoplastos, se obtiet#lnlas con el aporte de
cromosomas de dos 0 mas nucleos; si los protoplagtmnados proceden de distintos
parentales forman heterocariones, y si provienen nemo parental originan
homocariones. Cuando en el heterocarion ocurrérfude los nucleos (cariogamia),

el producto es una célula hibrida (Polci, & Friedri2010).

Segun Polci & Friedrich (2010), un organismo puegtgenerarse a partir de
una célula hibrida, que contenga dos genomas ctospiedependiendo de cual haya
sido el destino del material genético nuclear, pueskr de tres tipos, los cuales se los

puede observar en la figura 1.2:
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Figura 1.2: Tipos de hibridos somaticos. Destino del material genético nuclear
y extranuclear, producto de la fusion de protoplastos.
Fuente: (Polci, & Friedrich, 2010).

» Hibrido simétrico, posee el genoma nuclear complettms parentales.

» Hibrido asimétrico, posee el genoma nuclear corapgletun parental, y una
parte del otro parental.

» Cibrido, posee el genoma nuclear completo de uenpaly y sélo el material

genético extracelular del otro parental.

1.5Hipdtesis

La fusion de protoplastos de cepas nativagehoderma harzianuny T.

asperellumda como resultado nuevas cepas que inhiben erafsignificativa el

crecimiento dd-usariumspp. e inducen el crecimiento Aethaliana
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Cultivos duales

Ho: No existe diferencia significativa en el porcentégeanhibicion de crecimiento del
fitopatogenoFusariumspp. sometido a cultivos duales con cepas parsnyale

fusionadas d@&richoderma

Ha: Existe diferencia significativa en el porcentajeint@bicion de crecimiento del
fitopatdgenoFusariumspp. sometido a cultivos duales con cepas parsnyale

fusionadas d@&richoderma

Filtrados fungicos

Ho: No existe diferencia significativa en el porcentdganhibicién de crecimiento del
fitopatégend-usariumspp. sometido a los filtrados fungicos de cepasrntales

y fusionadas dé&richoderma

Ha: Existe diferencia significativa en el porcentajeirt@bicion de crecimiento del
fitopatogend-usariumspp. sometido a los filtrados fungicos de cepasmiales

y fusionadas dé&richoderma

Promocion de crecimiento

Ho: No existe diferencia significativa en el tamafnoAdehalianatratada con cepas

parentales y fusionadas @iechoderma

Ha: Existe diferencia significativa en el tamafno Aethalianatratada con cepas

parentales y fusionadas @iechoderma
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CAPITULO ll: MATERIALES Y METODOS

2.1Participantes

La Universidad de las Fuerzas Armadas — ESPE cdirdacion de la Dra.
Karina Proafio, Ph.D. y la codireccién del Ing-M@dro Romero Saker, junto con la
Universidad San Francisco de Quito con el apoy®defAntonio Ledn-Reyes, Ph.D.,

son los participantes del presente proyecto.

2.2Zona de estudio

El presente proyecto de investigacion se realizolosnLaboratorios de
Biotecnologia Agricola y de Alimentos, y en el den@ol de Plagas, del Colegio de
Agricultura, Alimentos y Nutricion de la Universidi&an Francisco de Quito, ubicada
en la Av. Diego de Robles y Via Interoceanica. Cayabh provincia de Pichincha,

0°1146"S78°2608"0.

2.3 Duracion de la investigacion

El tiempo aproximado para culminar la presentestigacion fue de 9 meses.
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2.4Disefio experimental

Para analizar la inhibicion de crecimientordesariumspp., y la induccién de
crecimiento deA. thaliang por parte de las cepas @idchoderma se establecieron

fases para el disefio experimental.

2.4.1 Fase uno

Estudio de la factibilidad de las cepas parentafasionadas dérichoderma

para inhibir el crecimiento del fitopatégeRasariumspp.

2.4.1.1 Disefo experimental

El disefio experimental que se empled fue un disefinpletamente al azar
(DCA), ya que se analizaron los crecimientos radialel patdogeno, tanto en los
cultivos duales como en los controles, para detexnmel porcentaje de inhibicion de

las cepas dé&richodermafrenteFusariumspp.

2.4.1.ZTratamientos

Se llevaron a cabo 28 tratamientos, debido a sguevaluaron a los dos

parentales y a las 26 nuevas cepas producto dsitanfde protoplastos, ademas de

los controles d&usariumspp.
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2.4.1.3Repeticiones

Para este ensayo se realizaron tres repetici@maspda tratamiento.

2.4.1.4Unidad experimental

Las unidades experimentales para seleccionars ankgores cepas como

controladores biolégicos deusariumspp. fueron cajas Petri. Se obtuvieron un total

de 84 unidades experimentales.

2.4.1.5Variables

Variable de respuesta: La variable de respuesta fue el radio (cm) del

crecimiento dd-usariumspp. en la caja Petri, después de siete dias dbaoidn a

(272 °C).

2.4.1.6Modelo estadistico

Para el modelo estadistico lineal completamehtzar, el disefio esta dado

por:

Y. =pu+eg 1=1,2,...1 j=L2,.r

DondeY;j es la observacion dglésimo tratamientqy; es la media dal-ésimo

tratamientogj es el error experimental de la unidpd
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El andlisis estadistico consistio en efectuaandlisis de varianza (ANOVA),

prueba de significancia segun el método de Tukey gigerenciar entre tratamientos.

2.4.1.7Error aleatorio y experimental

Se consideré error aleatorio a la variabilidaodpcida por la temperatura y
humedad, mientras que el error experimental sedendsa la variabilidad debido a la
manipulacion de las unidades experimentales dumnpgoceso, por parte de mi

persona como investigador.

2.4.2 Fase dos

Estudio de la factibilidad de los filtrados fuogg de las cepas parentales y

fusionadas dé&richodermapara inhibir el crecimiento del fitopatégdresariumspp.

2.4.2.1Disefo experimental

El disefio experimental que se empled fue un disefinpletamente al azar
(DCA), ya que se analizaron los crecimientos radialel patogeno, tanto en los
cultivos de filtrados fungicos como en los contspleara determinar el porcentaje de

inhibicion de crecimiento por parte de los filtradie las cepas deichoderma.
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2.4.2 ZTratamientos

Se llevaron a cabo 28 tratamientos, debido a sguevaluaron a los dos

parentales y a las 26 nuevas cepas producto dsitanfde protoplastos, ademas de

los controles d&usariumspp.

2.4.2.3Repeticiones

Para este ensayo se realizaron tres repeticparascada tratamiento.

2.4.2.4Unidad experimental

Las unidades experimentales para seleccionars ankgjores cepas como

controladores biolégicos deusariumspp. fueron cajas Petri. Se obtuvieron un total

de 84 unidades experimentales.

2.4.2 B5Variables

Variable de respuesta: La variable de respuesta fue el radio (cm) del

crecimiento dd-usariumspp. en la caja Petri, después de siete dias dbaoidn a

(272 °C).
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2.4.2.6Modelo estadistico

Para el modelo estadistico lineal completamehtzar, el disefio esta dado

por:

Yij:,qﬂgj i=12,..t j=1,2,...r

DondeY; es la observacién dgtésimo tratamientq; es la media del-ésimo

tratamientogij es el error experimental de la unidpd

El analisis estadistico consistio en efectuaandlisis de varianza (ANOVA),

prueba de significancia segun el método de Tukey @igerenciar entre tratamientos.

2.4.2.TError aleatorio y experimental

Se consider6 error aleatorio a la variabilidaodpcida por la temperatura y
humedad, mientras que el error experimental saaendsa la variabilidad debido a la

manipulacion de las unidades experimentales dumnproceso, por parte de mi

persona como investigador.

2.4.3 Fase tres

Estudio de la factibilidad de las cepas pareatalisionadas, para inducir el

crecimiento dé\. thaliana
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2.4.3.1Disefo experimental

El disefio experimental que se empled fue un disefinpletamente al azar
(DCA), ya que se analizaron los tamafios de pléautéo de las que fueron inoculadas
conTrichoderma,como de los controles, para determinar el porcemt@jinduccion

de crecimiento por parte de las cepa3dehoderma.

2.4.3.2Tratamientos

Se llevaron a cabo 28 tratamientos, debido a sguevaluaron a los dos

parentales y a las 26 nuevas cepas producto dsitinfde protoplastos, ademas de

los controles d&usariumspp.

2.4.3.3Repeticiones

Para este ensayo se realizaron diez repetici@resaga tratamiento.

2.4.3.4Unidad experimental

Las unidades experimentales para seleccionars ankgjores cepas como

inductores de crecimientdueron plantas deé\. thalianade la linea Col-0, que

estuvieron en semilleros de plastico. Se obtuviemontotal de 280 unidades

experimentales.



32

2.4.3.5Variables

Variable de respuesta: La variable de respuesta fue el tamafio de plant (c

en los semilleros de plastico, después de cincawsasde haber germinado.

2.4.3.6Modelo estadistico

Para el modelo estadistico lineal completamehtzar, el disefio esta dado
por:

Y =y+g =121 j=12,.r

DondeY; es la observacién dgtésimo tratamientq; es la media del-ésimo

tratamientogij es el error experimental de la unidpd

El andlisis estadistico consistird en efectuaanalisis de varianza (ANOVA),

prueba de significancia segun el método de Tukey @igerenciar entre tratamientos.

2.4.3.7Error aleatorio y experimental

Se considerd error aleatorio a la variabilidaddprcida por la luz, agua,
nutrientes, mientras que el error experimentalosesideré a la variabilidad debido a
la manipulacion de las unidades experimentalesntieir@l proceso, por parte de mi

persona como investigador.
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2.4.4 Interpretacion

Se interpretaron los resultados con el fin decagbnar a la mejor cepa de
Trichodermacomo inhibidor del fitopatégenBusariumspp., y como inductora de

crecimiento deé\. thaliana

2.5Metodologia

2.5.1 Material biol6gico

2.5.1.1Biocontrolador

Se utilizaron dos cepas nativasidiehoderma, T. harzianumT. asperellum,

gue fueron aisladas de suelos organicos de cincadide la region sierra del Ecuador,

en los Laboratorio de Biotecnologia Agricola y diém&ntos, y en el de manejo

integrado de plagas, de la Universidad San FramcedQuito, por Mufioz en el afio

2012.

2.5.1.2Fitopatogeno

El patdégenoFusarium spp. fue proporcionado por el Instituto Nacional

Auténomo de Investigaciones Agropecuarias (INIABjaeidon experimental Santa

Catalina, para un proyecto anterior realizado éS&Q.
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2.5.1.3Material vegetal

Las plantasvild-typedeArabidopsis thaliangCol-0) que se utilizaron para el
presente estudio, se obtuvieron a partir de susllagmlas mismas que fueron
proporcionadas por el Laboratorio de Biotecnolo§gaicola y de Alimentos de

alimentos de la Universidad San Francisco de Quito.

2.5.2 Evaluacionin vitro de las cepas dé@richoderma frente a Fusarium

spp.

2.5.2.1Pruebas antagonicas a través de cultivos duales

Para evaluar el efecto antagonico de las cepdsicleoderma se procedio a
inocular discos de PDA de alrededor de siete mmi@®etro, tanto del antagonista
como del patdgeno, en los extremos de la caja, lBetacandolos unos frente del otro
y en forma equidistante del centro de la misma.dagas Petri se incubaron durante
un periodo de siete dias a (2742 °C), evaluandosgistrandose su crecimiento a los
cuatro y siete dias, como se muestra en la figuraPara el control se inocularon
discos de PDA de alrededor de siete mm de diardetqmatégeno, y se incubaron bajo

las mismas condiciones (Rasu, Sevugapperumal, viEngadam, & Ramasamy,

2012).



35
Para este ensayo se realizaron tres repeticipsesjetermino el porcentaje de
inhibicion de crecimiento radial, mediante la fofende Dennis y Webster que se

muestra a continuacion:
(C-T)
%IC = < *100

Donde, C es el crecimiento radial promedio debgano controlencm, y T es
el crecimiento radial promedio del patégeno endia ®etri del cultivo dual (Rasu,

2012).

/

L
T. harzianum  Fusarium ;ﬂp
"

Figura 2.1: Fotografia de prueba antagonica. Cultivo dual entre Trichoderma
harzianum y Fusarium spp.
Elaborado por: (Villarroel, Mauricio).

Para todos los ensayos de cultivos duales, salimel patdgen&usariumspp.
con 24 horas de anterioridad en el medio PDA, aebidiue su crecimiento es mas

lento que el d@richodermaspp. (Mufioz, 2012).
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2.5.2.2Pruebas antagonicas a través de filtrados fungicos

Para evaluar el efecto de los filtrados fungicetad cepas derichodermase
procedieron a inocular sus discos de PDA de almdeel siete mm de diametro, en
matraces erlenmeyers que contenian 50 ml de poextose broth (PDB). A
continuacion, se los incubo con agitacion, durant@eriodo de siete dias a 28 °C y

150 rpm (Mata, 2005).

Transcurrido dicho periodo, se filtraron indepentémente, al vacio, con la
ayuda de papel filtro auto clavado, para separarietlio del extracto obtenido. Se
utilizaron filtros millipore de 0.22 um para obtenes metabolitos secundarios, los
cuales se adicionaron a medio PDA esterilizadamaaoncentracion del 30%, para

ser dispensados en cajas Petri (Mufioz, 2012).

Posteriormente, cuando se solidificd el medianseuld en el centro de la caja
Petri un disco de PDA, de alrededor de siete mutidiaetro del patégeneusarium
spp. Las cajas Petri se incubaron durante un perifedsiete dias a (2712 °C),
evaluandose y registrandose su crecimiento a lasay siete dias, como se puede
observar en la figura 2.2. Para el control se itawon discos de PDA de alrededor de
siete mm de diametro del patégeno, y se incubaanlés mismas condiciones (Mata,

2005).
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Para este ensayo se realizaron tres repeticipsesjetermino el porcentaje de
inhibicion de crecimiento radial, mediante la fofende Dennis y Webster que se

muestra a continuacion:
(C-T)
%IC = < *100

Donde, C es el crecimiento radial promedio debgano controlencm, y T es

el crecimiento radial promedio del patdgeno eraja Petri (Rasu, 2012).

Figura 2.2: Fotografia de prueba antagonica. Filtrados fungicos de
Trichoderma asperellum frente a Fusarium spp.
Elaborado por: (Villarroel, Mauricio).

2.5.3 Evaluacioénin vitro del efecto de los filtrados fungicos de las cepas
parentales de Trichoderma sobre el crecimiento deArabidopsis

thaliana

Para el ensayo, primero se desinfectaron lasllasndie la linea Col-0, las
mismas que se depositaron en tubos eppendorf@dhigide colocaron en un desecador

gue se encontraba en una campana de gases, dowdgoutte precipitacion contenia
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120 ml de cloro al 5% y HCI al 23%. Inmediatamesgesellé el desecador, y se

mantuvieron en esas condiciones durante 22 hoexe(B, 2006).

Para evaluar el efecto de los filtrados fung®$as cepas derichodermase
procedieron a inocular sus discos de PDA de almdeel siete mm de diametro, en
matraces erlenmeyers que contenian 50 ml de poestose broth (PDB). A
continuacion, se los incubd con agitacion, durant@eriodo de siete dias a 28 °C y

150 rpm.

Transcurrido dicho periodo, se filtraron indegentemente, al vacio, con la
ayuda de papel filtro auto clavado, para separarietlio del extracto obtenido. Se
utilizaron filtros millipore de 0.22 um para obtenes metabolitos secundarios, los
cuales se adicionaron al medio Murashige & Skotgyiizado, a una concentracion

del 30%, para ser dispensados en cajas Petri.

Una vez que se solidificd el medio, se esparnisemillas estériles de la linea
Col-0 de Arabidopsis thalianaen la caja Petri. Dichas cajas se sometieron a
refrigeracion durante un periodo de cuatro dia¥3 posteriormente fueron expuestas
a condiciones ambientales de laboratorio y fot@plericontinuo durante siete dias,
para evaluarlas, observandose como la figura ara. € control se sembraron semillas
de la linea Col-0 dé\. thalianaen medio Murashige & Skoog esterilizado, y se
sometieron bajo las mismas condiciones. Para estaye se realizaron diez

repeticiones, y se determiné el tamario de talla gdanta.
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Figura 2.3: Fotografia de filtrados fungicos de T. asperellum en A. thaliana.
Crecimiento de planta en medio Murashige & Skoog con filtrados
fungicos de cepa parental T. asperellum.

Elaborado por: (Villarroel, Mauricio).

2.5.4 Teécnica de fusion de protoplastos

2.5.4.1Aislamiento de protoplastos

Para el aislamiento, se inocularon independientégren cajas Petri con PDA,
a discos de PDA de alrededor de cuatro mm de diemiinto deTrichoderma
harzianumcomo deT. asperellumLas cajas Petri se incubaron durante un periodo de
48 horas a (27+2 °C). Posteriormente, se procedeionocular sus discos de PDA de
alrededor de siete mm de diametro, en matracesneglgers independientes, que
contenian 50 ml de potato dextrose broth (PDB)oAtiauacion, se los incubd con

agitacion, durante un periodo de 24 h a 28 °C yigD(Hanson, & Howell, 2002).

Una vez transcurrido dicho periodo, se filtrarbnacio y se recogieron por
separado las hifas de ambas especidsideodermapara lavarlas con agua destilada
estéril. Las hifas de cada especie se suspendcardrmml| de 0.1 M fosfato de potasio

buffer (pH 6.4) estéril, con 0.6 M de sorbitol (KPR fueron digeridas por 3 h a 30 °C
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con 6 mg nmt de enzima dél. harzianum(Sigma) y 2 mg mt de celulasa de

Aspergillus nige(Sigma) (Hanson, & Howell, 2002).

Los protoplastos se filtraron independientemealtejacio, con la ayuda de
papel filtro auto clavado, se recogieron, y serdegaron a 100 g durante 10 min a
26 °C. Se elimind el sobrenadante y se lavarorplo®plastos con agua destilada
estéril, a continuacion se resuspendieron en KP&Sgsa almacenados a 4 °C durante

24 h (Hanson, & Howell, 2002).

2.5.4.2Fusibn de protoplastos

Para la fusiéon se utilizé aproximadamente la misargtidad de protoplastos
entre las especies, y se suspendieron en 30% dp/yplietilenglicol (PEG, peso
molecular 6000) con 0.1 M fosfato de potasio bufigt 6.4), el mismo que contenia
10 mM CaCl.2H.0O. A los protoplastos, se los incubd a 28 °C der&@® min, y
posteriormente se los centrifugé a 100 g durantaibGa 26 °C, y resuspendieron en

KPS. Posteriormente se observaron en microscal0¥ (Hanson, & Howell, 2002).

2.5.4.FEstabilizaciéon y regeneracion

Los protoplastos fusionados se inocularon en Ppdétafo dextrose broth
[PDB] con 12 gtagar), con 0.6 M sorbitol (SPDA), para determiavihbilidad de
los mismos. Las cajas Petri se incubaron duranteetindo de cinco dias a (27+2 °C),

examinandolas cada dos dias. A los cinco diapslide SPDA de alrededor de siete
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mm de didmetro de los supuestos fusionados sefitrarm a PDA (Hanson, &

Howell, 2002).

2.5.5 Bioensayos

2.5.5.1Evaluacion in vivo del efecto de las cepas parentales de

Trichoderma sobre el crecimiento déA. thaliana

Para evaluar el efecto vivode las cepas parentalesTd&chodermasobre el
crecimiento deA. thaliang se procedié a sembrar semillas de la linea CelO,
semilleros que contenian una mezcla de turba yadfeh) esterilizada. Los semilleros
se sometieron a refrigeracion durante un periodmdgo dias a 4 °C, posteriormente
fueron expuestos a condiciones ambientales dedtdyar y fotoperiodo continuo

durante siete dias (Segarra, Van der Ent, TrilaBieterse, 2008).

Después de dicho periodo se transfirieron a iragaTo, donde se inocularon
independientemente las esporas, tantd .dearzianumcomo deT. asperellumLos
conidios se recolectaron de las cajas Petri de PDMs siete dias de haberlos
inoculado, con la ayuda de 15 ml de tween 80 &%.0Con agua destilada estéril se
suspendieron a una concentracion de 1x1R1F, 1x1¢', 1x1®, 1x1C ufc mi?,

utilizando la cAmara de Neubauer y el método sewdgddiluciones (Mufioz, 2012).

La inoculacion se realizé a los siete dias dehgdxeninado las semillas de

thaliana,con una densidad de 3.33x10c g* sustrato. El bioensayo const6 de cuatro
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tratamientos para cada parental, los cuales fudbstnibuidos al azar en los semilleros,
el disefio experimental fue completamente al az&A)Pdonde, para cada tratamiento
correspondia una concentracion especifica de espuali@ada anteriormente. Para el
control se sembraron plantas sin la aplicacidmrithodermay se mantuvieron bajo

las mismas condiciones.

La unidad experimental ful. thaliana,constando de 10 repeticiones cada
tratamiento, y se evalué desde la tercera haspaiftda semana, el parametro longitud
(cm) de la planta. A continuacion en la figura dpueden observar los bioensayos

al respecto.

Figura 2.4: Fotografia de bioensayo en plantas de A. thaliana. Bioensayo con
cepas de Trichoderma harzianum y T. asperellum para induccion
de crecimiento.

Elaborado por: (Villarroel, Mauricio).
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2.5.5.2Evaluacion in vivo del efecto de filtrados fungicos deT.

harzianum sobre el crecimiento deA. thaliana

Para evaluar el efecio vivode los filtrado fungicos d€&. harzianunsobre el
crecimiento deA. thaliang se procedi6 a sembrar semillas de la linea CelO,
semilleros que contenian una mezcla de turba yadfeh) esterilizada. Los semilleros
se sometieron a refrigeracion durante un periodtdgo dias a 4 °C, posteriormente
fueron expuestos a condiciones ambientales dedtdyar y fotoperiodo continuo

durante siete dias (Segarra, Van der Ent, TrilaBieterse, 2008).

A continuacion, se transfirieron a invernadermak se dosificaron distintas
concentraciones de los filtradosTeharzianunal suelo. Los metabolitos secundarios
se recolectaron, tras haber inoculado un discoli ¢ alrededor de siete mm de
diametro, en matraz erlenmeyer que contenian Sferpbtato dextrose broth (PDB),

y haberse incubado en agitacién, durante un pedediete dias a 28 °C y 150 rpm.

Después de haber transcurrido dicho periodoltssdin al vacio, con la ayuda
de papel filtro auto clavado, para separar el nuahdl extracto obtenido. Se utilizaron

filtros millipore de 0.22 um para obtener los metdbs secundarios.

La aplicacion de la dosificaciones de metabok®sundarios se realizo a los
siete dias de haber germinado las semillas. diealiana,con concentraciones al 10%,
20%, 30%, 40%. El bioensayo const6 de cuatro tiatstos, los cuales fueron

distribuidos al azar en los semilleros, el diseffeemental fue completamente al azar
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(DCA), donde, para cada tratamiento correspondéaaamcentracion especifica de
metabolitos secundarios. Para el control se seombralantas sin la aplicacion de

metabolitos secundarios, y se mantuvieron bajmiamas condiciones.

La unidad experimental ful. thaliana,constando de 10 repeticiones cada
tratamiento, y se evalud desde la tercera haspaitda semana, el parametro longitud
(cm) de la planta. A continuacién en la figura bpueden observar los bioensayos

al respecto.

ANV A\ Wt @307 ) Do/

Figura 2.5: Fotografia de bioensayo en plantas de A. thaliana. Bioensayo con
filtrados fungicos de Trichoderma harzianum, a concentraciones
del 10%, 20%, 30%, 40%.

Elaborado por: (Villarroel, Mauricio).

2.5.5.3Evaluacion in vivo del efecto de las cepas fusionadas de

Trichoderma sobre el crecimiento deA. thaliana

Para evaluar el efecio vivode las cepas fusionadaséchodermasobre el
crecimiento deA. thaliang se procedié a sembrar semillas de la linea CelO,

semilleros que contenian una mezcla de turba yadfeh) esterilizada. Los semilleros
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se sometieron a refrigeracion durante un periodtdgo dias a 4 °C, posteriormente
fueron expuestos a condiciones ambientales dedtdyar y fotoperiodo continuo

durante siete dias (Segarra, Van der Ent, TrilaBieterse, 2008).

Después de dicho periodo se transfirieron a iragsTo, donde se inocularon
independientemente las esporas de las 26 nuevas obfenidas como resultado de
la fusion de protoplastos. Los conidios se recalect de las cajas Petri de PDA, a los
siete dias de haberlos inoculado, con la ayudébdalde tween 80 al 0.08%. Con
agua destilada estéril se suspendieron a una doacém de 1x1® ufc mr,
concentracioén obtenida del screening previo dedmentales, utilizando la cAmara de

Neubauer y el método seriado de diluciones (Mugi612).

La inoculacion se realizé a los siete dias dehgdxeninado las semillas de
thaliana, con una densidad de 3.33x1ifc g* sustrato. El bioensayo const6 de 26
tratamientos, los cuales fueron distribuidos alr aaa los semilleros, el disefio
experimental fue completamente al azar (DCA), dpnukra cada tratamiento
correspondia una cepa fusionada. Para el contselnsbraron plantas sin la aplicacion

deTrichodermay se mantuvieron bajo las mismas condiciones.

La unidad experimental fud. thaliana,constando de 10 repeticiones cada
tratamiento, y se evalud a la quinta semana, é@hpetro longitud (cm) de la planta. A

continuacion en la figura 2.6 se pueden obsensabilmensayos al respecto.
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Figura 2.6: Fotografia de bioensayo en plantas de A. thaliana.
cepas fusionadas para induccion de crecimiento.
Elaborado por: (Villarroel, Mauricio).

Bioensayo con
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CAPITULO lll: RESULTADOS

3.1Evaluacion in vitro de las cepas parentales dd@richoderma frente a

Fusarium spp.

3.1.1 Pruebas antagédnicas a través de cultivos duales

Al evaluar el efecto antagéniaovitro de las cepas parentalesld&hoderma
T. harzianumy T. asperellumen los cultivos duales frente Fusarium spp., se
determind la inhibicién del patégeno. Por parte glgher parental mencionado la
inhibicién fue de 69.51%, mientras que por parté ateo fue de 87.80%, en
comparacién con el control. Ademas, se observd Tueharzianum liberaba
metabolitos al medio, ya que la coloracion del medambié de color crema

blanquecino a amarillento, mientras queasperellurmo lo hizo (Fig. 3.1).

Figura 3.1: Fotografias de evaluacion de cultivos duales de cepas parentales.
Al) T. harzianum vs. Fusarium spp. A2) T. harzianum libera
metabolitos B1) T. asperellum vs. Fusarium spp. B2) T. asperellum
no libera metabolitos C1,C2) Controles de Fusarium spp.

Elaborado por: (Villarroel, Mauricio).
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duales de las cepas techodermafrente al fitopatdgenbusariumspp., se determiné

diferencias significativas entre los parentalesartdlisis de varianzas (ANOVA) con

la prueba de Tukey considera.aasperelluntomo mejor biocontrolador en el ensayo

de cultivos duales, puesto que el crecimiento dlgeno fue apenas del 12.19% con

respecto al control, como se puede observar egueaf3.2.
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% Crecimiento de patégeno
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12.19

T. asperellum H

T. harzianum

Control Fusarium spp.-

Cepas

Figura 3.2: Gréfica de evaluacion de cepas parentales de Trichoderma en

cultivos duales frente a Fusarium spp. Porcentajes de
crecimiento in vitro del patégeno en funcién de T. harzianumy T.
asperellum.

Elaborado por: (Villarroel, Mauricio).

3.1.2 Pruebas antagonicas a traves de filtrados fungicos

Al evaluar el crecimiento radidh vitro del patdégenoFusarium spp. en

presencia de los filtrados fungicos de las cepasnpales deTrichoderma se

determin6 que, los metabolitos @eharzianumo inhibieron en un 79.44%, mientras
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gue los deT. asperellunen un 33.24%, en comparacién con el control; editade

esa manera su proliferacién en la caja Petri @R).

Figura 3.3: Fotografias de evaluacion de filtrados fungicos de cepas
parentales frente a Fusarium spp. A) Filtrados de T. harzianum
B) Filtrados de T. asperellum C) Control de Fusarium spp.
Elaborado por: (Villarroel, Mauricio).

Al realizar el analisis estadistico a los sietesdie inoculacién del patégeno
Fusariumspp. en presencia de los filtrados fangicos dedgsis ddrichoderma se
observa diferencias significativas entre los patest en cuanto al efecto que causaron
sus filtrados. Mediante el analisis de varianzas@¥A), se pudo determinar que los
filtrados del parental. harzianuminhibieron significativamente el crecimiento de
Fusariumspp., de tal manera que su desarrollo fue apeh@0 & % en relacion al

control (Fig. 3.4).
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Figura 3.4: Grafica de evaluacién de filtrados fangicos de las cepas
parentales de Trichoderma frente a Fusarium spp. Porcentajes
de crecimiento in vitro del patégeno en funcién de filtrados de T.
harzianum y T. asperellum.

Elaborado por: (Villarroel, Mauricio).

3.2Evaluacion in vitro del efecto de los filtrados fangicos de las cepas

parentales deTrichoderma sobre el crecimiento deArabidopsis thaliana

Al momento de evaluar el crecimiento Aethaliana in vitroen medio MS,
bajo la influencia de los filtrados deichoderma se determiné que, en presencia de
los metabolitos de ambos parentales, el crecimidetda planta se vio afectado
negativamente, en comparacion con el control. @hseose, que el tamafio promedio
de planta eff. harzianumT. asperellumy el controlA. thalianafue de 0.18 cm, 0.22

cm, y 0.72, respectivamente (Fig. 3.5).
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Figura 3.5: Fotografias de evaluacion de crecimiento in vitro de A. thaliana
con filtrados fungicos de cepas parentales de Trichoderma. A)
Filtrados de T. harzianum B) Filtrados de T. asperellum C) Control
A. thaliana.

Elaborado por: (Villarroel, Mauricio).

Al realizar el analisis estadistico a los sietsdie haber germinado las semillas
deA. thalianade la linea Col-0, en el medio MS que conteniefilbs fangicos de las
cepas parentales deichoderma se determinaron diferencias altamente signifreati
en cuanto al tamafio de planta, observandose ifgnt®a su crecimiento, con respecto

al control. Los filtrados tanto d&. harzianumcomo deT. asperellunpcasionaron

dicho comportamiento, el mismo que se puede obsenvia figura 3.6.
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Figura 3.6: Gréfica de evaluacion de crecimiento in vitro de A. thaliana con
filtrados fungicos de cepas parentales de Trichoderma. Tamafio
de plantas en cm, sembradas en medio MS.

Elaborado por: (Villarroel, Mauricio).
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3.3 Aislamiento de cepas como resultado de la fusion geotoplastos de cepas

nativas deTrichoderma harzianumy T. asperellum

Posterior a realizar la fusion de protoplastos leometodologia mencionada
en el apartado 2.5.5, se logro aislar 26 nuevaascepl medio de cultivo SPDA, las
mismas que se inocularon en medio PDA para su p@wén y proliferacion. A
continuacion, en la figura 3.7 se pueden obsemmrédgiones de las cuales fueron

aisladas las cepas evaluadas.

Figura 3.7: Fotografias con vista superior de cajas Petri de las regiones donde
se aislaron las cepas fusionadas. A) Caja Petri 1 B) Caja Petri 2
C) Caja Petri 3 D) Caja Petri 4.

Elaborado por: (Villarroel, Mauricio).

En la figura 3.8 se pueden observar las regiondasdeuales fueron aisladas

las cepas evaluadas, pero con vista inferior daj@Petri.

Figura 3.8: Fotografias con vista inferior de cajas Petri de las regiones donde
se aislaron las cepas fusionadas. A) Caja Petri 1 B) Caja Petri 2
C) Caja Petri 3 D) Caja Petri 4.

Elaborado por: (Villarroel, Mauricio).
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Las nuevas cepas que se aislaron de las regicystgaghas en las figuras 3.7 y
3.8 se las agrupo de acuerdo al sitio de origeraidi&miento de la cepa en la caja

Petri. Los datos se detallan en la tabla 3.1.

Tabla 3.1: Nomenclatura de las cepas aisladas como resultado de la fusion
de protoplastos.
Elaborado por: (Villarroel, Mauricio).

Caja Petri Region .-
Cepa No. No. aislada Cadigo

1 1 a 1.a
2 1 b 1.b
3 1 c 1.c
4 1 d 1.d
5 1 e l.e
6 1 f 1.f
7 2 a 2.a
8 2 b 2.b
9 2 c 2.C
10 2 d 2.d
11 2 e 2.e
12 2 f 2.f
13 3 a 3.a
14 3 b 3.b
15 3 c 3.c
16 3 d 3.d
17 3 e 3.e
18 3 f 3.f
19 3 g 3.8
20 3 h 3.h
21 4 a 4.3
22 4 b 4.b
23 4 c 4.c
24 4 d ad
25 4 e 4.e
26 4 f 4.f
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Las cepas con la nomenclatura como se muestra éabla 3.1, fueron
inoculadas individualmente en medio PDA para su tepms estudio.
Macroscopicamente se observaron diferencias efias, éanto en la forma de

esporular, como en la coloracion de sus micelios.

Las variaciones en la esporulacién presentardimtis formas tales como,
redondeadas, elipsoidales, y ovoides, mientras rggpecto a la coloracién se
observaron variaciones que van desde blanquecasss tiiferentes tonos de verde. A

continuacion, en la figura 3.9 se muestran a oehlasinuevas cepas fusionadas.

Figura 3.9: Fotografias de las cepas fusionadas de Trichoderma. A) l.a
B)1.bC)1l.cD)1dE)1l.eF)1fG)2.aH)?2bh.
Elaborado por: (Villarroel, Mauricio).
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A continuacion, en la figura 3.10 se muestran ad&8las nuevas cepas

fusionadas.

Figura 3.10: Fotografias de las cepas fusionadas de Trichoderma. I) 2.c J) 2.d
K)2.eL)2fM)3.aN)3.b0O)3.cP)3.dQ)3.eR)3.fS)3.gT)3.h
U)4.aV)4bW)4.cX)4.dY)4d.eZ) At

Elaborado por: (Villarroel, Mauricio).
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La evidencia de la fusién se pudo capturar conaaampio optico (Fig. 3.11).

Figura 3.11: Fotografia de la fusion de protoplastos vista en 100X.
Elaborado por: (Villarroel, Mauricio).

3.4Evaluacion in vitro de las cepas fusionadas d&richoderma frente a

Fusarium spp.

3.4.1 Pruebas antagodnicas a través de cultivos duales

Cuando se evaluo el efecto antagénitovitro de las cepas fusionadas de
Trichodermaen los cultivos duales frenté=aisariumspp., se observé que en su gran
mayoria las cepas fusionadas inhibieron al patddenorelacion con el control),
inclusive mas qué. harzianuny T. asperellumEn general, la inhibicion fue entre un
59% y 84%, aunque un pequefio grupo presentd uitadidm entre 88% y 92%. Se

determind a una sola cepa con un comportamientbiiatio menor, del 52.63%.

Al realizar el andlisis estadistico a los sietesdi@ inoculacion en los cultivos
duales de las cepas fusionadas frente al fitopatdgaesariumspp., se determinaron

grupos, de acuerdo a su inhibiciéon y varianzas mspecto al crecimiento del
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patogeno. Para clasificar a las mejores, se inculpd parentales dentro del analisis,

y de esa manera se obtuvo cuatro grupos estadistita diferentes.

En dos de los grupos, se determind Gusariumspp. se desarroll6 de manera
similar, incluso frente al parentdl harzianumaunque frente a cuatro de las cepas
fusionadas su crecimiento fue minimo, entre el %.8911.84%, por lo que dicho
grupo fue considerado el mejor, ya que inhibe etianiento mucho mas que el
parentall. asperellumSiendo la cepa 2.e la mejor, ya que casi no perhdesarrollo
del patdgeno, con un porcentaje de crecimientd-uarium spp. del 7.89%, en
comparacion con el 100% de crecimiento del controé. datos correspondientes se

encuentran en la figura 3.12.
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Figura 3.12: Grafica de evaluacién de las cepas de Trichoderma frente a
Fusarium spp. Porcentajes de crecimiento in vitro del patdgeno
en funcioén de cepas parentales y fusionadas de Trichoderma.

Elaborado por: (Villarroel, Mauricio).



58

3.4.2 Pruebas antagonicas a través de filtrados fungicos

Al evaluar el efectan vitro de los filtradosde las cepas fusionadas de
Trichodermafrente aFusariumspp., se determiné que la gran mayoria presentaba
menor inhibicion que el parent@l harzianum cepa que debido a la produccion de

metabolitos secundarios posee el mejor biocongbpdtégeno en este ensayo.

Ademas, se observo que en los filtrados de nugasdasionadas, el patégeno
se desarroll6 méas que el control, entre un 101 0%3.25%. Sin embargo, existieron
tres cepas que produjeron inhibicion mayor queaetmtalT. asperellumLas cepas
fusionadas que presentaron la mejor inhibiciorFdsariumspp., lo hicieron entre

34.94% y 43.98%, mientras que en las demas se acmmentre 2.41% y 33.13%.

Al realizar el analisis estadistico a los sietes dia inoculacion del patdgeno,
en presencia de los filtrados fungicos de las cépsisnadas ddrichoderma se
determinaron grupos estadisticamente significatidesacuerdo a la varianza y la
inhibicion con respecto al crecimiento del patégétara clasificarlas, se incluyo a los
parentales dentro del analisis, obteniéndose da estnera cuatro grupos

estadisticamente diferentes con respecto al control

En la mayoria de tratamientos, se observokpusariumspp. se desarrollaba
de manera similar, y su inhibicién era muy escasgprte de los filtrados fungicos.
Ademas, se logré identificar que algunas cepasapamente inducian el crecimiento
del patdgeno, en lugar de controlarlo, tal es sbake 4.d, 4.e, 2.b, 2.e, 2.1, 4.b, 3.3,

4.1, 3.9.
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De entre los cuatro grupos que se determinarca,caparl. harzianumse la

clasific6 como la principal al momento de geneilfnatios inhibidores d&usarium
spp., puesto que en su presencia, tan solo sea&san un 20.56%, con respecto al
100% del control, y a la mayoria de fusionadosoAtinuacion, en la figura 3.13 se

pueden observar los resultados al respecto.
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Figura 3.13: Grafica de evaluacion de filtrados fungicos de las cepas de
Trichoderma frente a Fusarium spp. Porcentajes de crecimiento
in vitro del patdégeno en funcion de filtrados de las cepas
parentales y fusionadas de Trichoderma.

Elaborado por: (Villarroel, Mauricio).

3.5Evaluacion in vivo del efecto de los filtrados fangicos dé. harzianum

sobre el crecimiento déA. thaliana

Al momento de evaluar el crecimiento Alethaliana in vivo a través de los

bioensayos en invernadero, bajo la influencia defibrados deT. harzianuma
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concentraciones del 10%, 20%, 30%, y 40%, se d@térque mientras mayor era la
concentracion proporcionada al suelo, el crecimiela las plantas se veia afectado
negativamente, en comparacion con el control. Dadrmaportamiento fue registrado
a la tercera, cuarta, y quinta semana desde suirgmign, observandose valores

promedio muy inferiores al control de thaliana

Las diferencias en cuanto al tamafio de plantadsatcatamiento, con respecto

al control, a las cinco semanas de germinaciépusden observar en la figura 3.14.

SN0 AWl al30/ A Do/

Figura 3.14: Fotografias de evaluacion de crecimiento in vivo de A. thaliana
con filtrados fangicos de T. harzianum a diferentes
concentraciones. A) Vista lateral de plantas en los tratamientos
B) Vista superior de plantas en los tratamientos C) Control A.
thaliana.

Elaborado por: (Villarroel, Mauricio).
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Al realizar el analisis estadistico a las cincaon@eas de haber germinado las
semillas deA. thalianade la linea Col-0, en los bioensayos a condicicies
invernadero, bajo influencia de filtrados fungicds T. harzianuma diferentes
concentraciones, se determinaron diferencias asitzali significativas respecto al
tamafo de planta. Se observd que, a concentracatassde filtrados las plantas
crecian poco, mientras que a bajas concentracsangssarrollo era mayor en relacion

al control.

Las diferencias entre el control de thalianay los tratamientos fueron
concluyentes, puesto que el tamafio de las plan@asa@ncentracion de filtrados al
10%, 20%, 30%, y 40% fueron de 2.49 cm, 2.18 cm86 Icm, y 1.65 cm
respectivamente, con relacion al control que fud.828 cm. Dichos datos se los puede

observar a continuacion en la figura 3.15.
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Figura 3.15: Grafica de evaluacion de crecimiento in vivo de A. thaliana con
filtrados fangicos de T. harzianum. Tamafo de plantas en cm,
evaluadas a la tercera, cuarta, y quinta semana, en funcién de
las concentraciones de filtrados fangicos.

Elaborado por: (Villarroel, Mauricio).
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3.6 Evaluaciénin vivo del efecto de las cepas parentales deichoderma sobre

el crecimiento deA. thaliana

Cuando se evaluo el crecimiento de thaliana in vivg a través de los
bioensayos en invernadero con los tratamientossderas de ambos parentales, a
concentraciones de 1A Ax1F, 1x1¢, 1x1®, 1x1C ufc mt?, se determind que, con
las suspensiones de harzianuma concentraciones bajas las plantas presentaron un
mayor desarrollo que las inoculadas con conceninasialtas de esporas, con respecto
al control; mientras que con las suspensioned.dasperellumel crecimiento de
plantas en la mayoria de tratamientos aumenté.oDiomportamiento se observo en
A. thaliang el mismo que fue registrado a la tercera, cugir@inta semana desde su

germinacion.

Las variaciones con respecto al tamafo de plantaéa tratamiento con las
cepas parentales deichodermaen comparacion con el control, a las cinco semanas

de germinacion se pueden observar en la figura 3.16
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Figura 3.16: Fotografias de evaluacion de crecimiento in vivo de A. thaliana
con suspensiones de esporas a diferentes concentraciones de
las cepas parentales de Trichoderma. A) Vista superior y lateral
de plantas en los tratamientos con T. harzianum B) Vista superior
y lateral de plantas en los tratamientos con T. asperellum.

Elaborado por: (Villarroel, Mauricio).

Al realizar el andlisis estadistico a las cuatrma@nas de haber sido inoculadas
las plantas d@. thalianaCol-0, con suspensiones de esporas de las cepadglas
de Trichodermaa diferentes concentraciones, se determind difererestadisticas

significativas respecto al tamafo de la planta.

Con respecto al parentdl. harzianum se determiné que Unicamente a
concentraciones de 149 1x1C ufc mf?, las plantas crecieron un tanto mas que el
control (3.58 cm y 3.40 cm respectivamente), pesode manera significativa.

Mientras que, a concentraciones mayores de espArathaliana fue inhibida
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significativamente en su desarrollo, presentandores. muy por debajo del control
(3.29 cm). Los tamarfos promedio de planta fuer@d 2m, 1.76 cm, 1.25 cm, para
las concentraciones de 1X10x1¢, 1x1C ufc mr?, respectivamente. En la figura 3.17

se pueden observar dichas diferencias.
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Figura 3.17: Gréfica de evaluacion de crecimiento in vivo de A. thaliana con
suspensiones de esporas de T. harzianum. Tamarfo de plantas
en cm, evaluadas a la tercera, cuarta, y quinta semana, en
funcién de las concentraciones de esporas.

Elaborado por: (Villarroel, Mauricio).

En cuanto a los tratamientos cbnasperellumse determind que, existieron
diferencias significativas entre las suspensiornesesporas a concentraciones de
1x10, 1x1@, 1x1C ufc mt?, y el control. Se observaron valores de tamafulatga
de 3.89 cm, 3.67 cm, 3.65 cm, respectivamentetgpgue a dichas concentraciones,
la cepa indujo el crecimiento de thaliana Mientras que con los demas tratamientos,

el desarrollo de las plantas se inhibid, ya quelservaron valores por debajo del
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control (3.29 cm). Los tamafos fueron de 3.25 c&0p cm para las suspensiones

1x10 y 1x10 ufc mr?, respectivamente. Dichos datos se pueden obsamtarfigura

3.18.
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Figura 3.18: Gréafica de evaluacion de crecimiento in vivo de A. thaliana con
suspensiones de esporas de T. asperellum. Tamafo de plantas
en cm, evaluadas a la tercera, cuarta, y quinta semana, en
funcién de las concentraciones de esporas.

Elaborado por: (Villarroel, Mauricio).

Las diferencias entre los tratamientos con lasppeentales derichoderma
y el control deA. thaliang al evaluar el crecimiento a las cuatro semanatade

inoculacion con las esporas se encuentran enueafig;19.
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Figura 3.19: Gréfica de evaluacion de crecimiento in vivo de A. thaliana con
suspensiones de esporas de cepas parentales de Trichoderma.
Tamafio de plantas en cm, evaluadas a la quinta semana, en
funcion de concentraciones de esporas de T. harzianum y T.
asperellum.

Elaborado por: (Villarroel, Mauricio).

3.7 Evaluacionin vivo del efecto de las cepas fusionadas @ie choderma sobre

el crecimiento deA. thaliana

Posterior a los ensayos realizados con las cepagssideT. harzianuny T.
asperellum se determiné la concentracion de esporas er® Lft0nl?, ya que a esa
concentracion las plantas presentaron un mayorrrdédeaque el control deA.
thaliana Posteriormente se realizaron inoculaciones cerédpas fusionadas a dicha

concentracion.
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Al evaluar el crecimiento d&. thaliana in vivpa través de los bioensayos con
la suspension de esporas a la concentracion de® 1¢0mrt, con las 26 cepas
resultantes de la fusion de protoplastos, se detérgue 16 de ellas indujeron el
crecimiento de las plantas dethaliang mientras que el resto aparentemente inhibid

su desarrollo ya que el tamafio de plantas fue nwrelas del control.

En la figura 3.20 se pueden observar las variasideétamaro de plantas en
los tratamientos con las cepas fusionadas que mia@sa un mayor cambio con

respecto al control, a las cinco semanas de geciaima

(ONTROL

Figura 3.20: Fotografias de evaluacion de crecimiento in vivo de A. thaliana
con suspensiones de esporas de cepas fusionadas de
Trichoderma. Plantas que presentaron el mayor y menor tamafio
con la presencia de las cepas fusionadas en relacion al control.

Elaborado por: (Villarroel, Mauricio).
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Al realizar el analisis a las cuatro semanas tierhsido inoculadas las plantas
deA. thalianade la linea Col-0, con suspensiones de esporasdepas fusionadas
de Trichoderma se identificaron a 18 grupos de cepas estadisticte diferentes

respecto al tamafio de planta.

Ademas, se determind que existieron 16 cepasrfadas que indujeron el
crecimiento de las plantas en cuestion, de lasespalnicamente dos de ellas
presentaron una induccion mayor al pareftasperellumCon las demas cepas, se

observo un desarrollo de thalianapor debajo del control.

Las mejores cepas que ayudaron al desarrollosdeldatas fueron 3.b y 1.b,
mientras que las que presentaron induccién intaarfedron 4.b, 1.e, 4.c, 1.c, 4.d,
1d, 1.a, 2.c, 2.b, 4.e, 3.h, 2.3, 4.a, y 3.d pugse los valores de crecimiento se
encontraron entre los de harzianuny T. asperellumLas demas, tales como 3.1, 2.d,
3.0, 3.e, 2.f, 1.f, 4.1, 2.e, 3.a, y 3.c presemtarna induccién nula, ya que el tamafio

de planta en dichos tratamientos fue inferior acdatrol A. thaliana

La diferencia estadistica en cuanto al tamafidatgas en el tratamiento con
la cepa 3.b, en relacion al resto, es significatigaque el tamafio promedio Ae
thalianafue de 3.99 cm. Se determind que el tratamientoomefectivo fue con la
cepa 3.c ya que el tamafio fue de 2.44 cm, conidalad control (3.32 cm). A

continuacion, en la figura 3.21 se pueden obselichias diferencias.
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Figura 3.21: Gréfica de evaluacién de crecimiento in vivo de A. thaliana con
suspensiones de esporas de cepas de Trichoderma. Tamafio de
plantas en cm, evaluadas a la quinta semana, en funcion de
esporas de cepas parentales y fusionadas de Trichoderma.

Elaborado por: (Villarroel, Mauricio).

Para determinar a las mejores cepa3nighodermaen cuanto al biocontrol
del fitopatdogendrusariumspp. y a la induccion de crecimiento Aethaliang se
analizaron todos sus comportamientos en las dstiahsayos mencionados en el

apartado 2.5.

Posterior al analisis de las cepas fusionadas @a ©gao de los ensayos, se
logro identificar a dos cepas que ademas de indicrecimiento deéA. thaliang
mejoraron los mecanismos de accidon de micopanasitig en la produccion de

metabolitos secundarios. Se observd un mejor btomlatel patégend-usariumspp.
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en los ensayos de cultivos duales como en lodtdsdfys fungicos, con relacion a los

parentales. Las cepas identificadas fueron la 4.a.y

Algunas cepas mejoraron el mecanismo de accionagparasitismo mas que
T. asperellum mientras que otras no lo hicieron con respecta produccion de
metabolitos secundarios del otro pareftaharzianum Sin embargo, se determiné
que por parte de la gran mayoria de cepas el ddeateA. thalianase vio6 favorecido.

En la gréfica 3.22 se muestran los datos obterdb@specto.
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Figura 3.22: Grafica de evaluacion de las cepas fusionadas de Trichoderma.
Evaluacion de las cepas fusionadas con relacion a los parentales
en los ensayos de cultivos duales, filtrados fangicos y
bioensayos con A. thaliana.

Elaborado por: (Villarroel, Mauricio).



71

CAPITULO IV: DISCUSION

4.1 Control biologico de cepas ddrichoderma frente a Fusarium spp.

Luego de la evaluacion de los resultados obterdgolas cepas parentales y
fusionadas dé&richodermaen las pruebas de cultivos duatesitro frente a~usarium
spp., se puede mencionar que en su totalidad f&s @eesentaron un gran control del
patogeno, puesto que la actividad antagonica sengdcentre el 52% y 92% (ver
figura 3.12). Para las cepas 1.f, 2.a, 2.b, 2miebparasitismo fue muy marcado, ya
que colonizaron el medio donde se desarrollabapjdiendo de esa manera el
crecimiento del patégeno; coincidiendo con los regsode Cervantes y colaboradores
en 2010, donde se observaron a ciertas especiggctiedermanhibir el crecimiento

radial deFusarium oxysporum

Las cepas que presentaron micoparasitismo, emddsscse observé el mejor
biocontrol fueron las resultantes de la fusion deqgplastos. Estas cepas al parecer
presentaron una mejor produccion de acidos, prmeiantibidticos, y enzimas
hidroliticas. Rasu y colaboradores (2012) mencidagnesencia de una quitinasa que
cumple una funcién clave en el micoparasitismojditea que degrada la pared celular
del patdgeno. Posiblemente debido a eBtichodermapuede ingresar con facilidad

al interior deFusariumspp.
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La actividad antagonica observada en los cultivesled con las cepas en
mencion, podria deberse a guechodermaposee un mecanismo por el cual compite
por espacio y nutrientes que se encuentre a sdedlibe por lo que al parecer la
colonizacion también pudo ser potencializada, o @ez la reorganizacion de genes
ayudd a que el sinergismo de los mecanismos mejogele las cepas fusionadas

presenten dichas caracteristicas relevantes (T2088).

El efecto observado en el ensayo de cultivos dualedas mejores cepas (ver
figura 3.12) muestra el éxito antagonico. El efeptusiblemente se deba a un
reordenamiento de genes con respecto al parengaiperellumya que éste posee un
parasitismo marcado. La inhibicién dada por losdfarmantes es superior incluso al
del parental mencionado. En estudios similareszeasds con cepas nativas por
Guigdén & Gonzélez (2004) se obtienen inhibicionéximas del 51%, mientras que

en la presente investigacion se pudo observarninat@el patégeno de hasta un 92%.

Posterior a la evaluacion de los resultados obbsnile las cepas parentales y
fusionadas d&richodermaen las pruebas de filtrados fangicos frert@sariumspp.,
se puede mencionar que, en la gran mayoria dédrar@tes no se observo inhibicion
considerable del patégeno con relacion a los palenfver figura 3.13). Posiblemente
ésta inhibicion se deba a que las cepas fusiomadpsseen la capacidad de producir
metabolitos secundarios téxicos. Dos santos (200@nciona queTrichoderma
produce ciertas sustancias tales como antibidyi@wimas liticas capaces de inhibir

la propagacion del fitopatégeno.
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Al evaluar los filtrados de todas las cepas estladigla Unica cepa que presento
una inhibicion considerable deisariumspp. fue el parentdl. harzianunm(ver figura
3.13), debido a que posiblemente dicha cepa tianeapacidad de producir gran
cantidad de metabolitos secundarios, cuya nat@ai@atil de algunos de ellos, como
las pironas, confiere la ventaja de controlar nuoganismos que en ocasiones se
encuentren fisicamente distantes. Motivo por el, daa&sporulacion del patégeno en
cuestion fue minima en los medios que conteniradibs d&'. harzianun{ver figura

3.3), datos que se corroboran con los obtenido®psrsantos en el 2008.

En referencia a las cepas que tuvieron una eschircion, se puede sugerir
gue fueron incapaces de producir y liberar suséarmin actividad antibiotica, debido
a que el patdgeno crecié casi con normalidad. Bibaego, los filtrados de nueve
transformantes no inhibieron en absoluto al patdgeh contrario se observé que
estimularon su crecimiento. Braga, Grigoletti, &r@8a (2001) en sus estudios
obtuvieron resultados similares, y hacen énfasigjen puede deberse a que los
metabolitos no volatiles derichodermaestimulan significativamente el crecimiento

del patégeno, mientras que los volatiles inhiberretimiento del micelio.

En relacion a los resultados obtenidos con losafltis fungicos de todas las
cepas, se asume que la Unica que produjo metabséitundarios de tipo volatiles fue
T. harzianum mientras quel. asperellumy todos los transformantes produjeron
metabolitos de tipo no volatiles o no produjeramesgio que los Unicos que controlan

la proliferacién de patégenos son los volatilesafBret al, 2001).
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4.2 Obtencion de cepas fusionadas deichoderma

Por medio de la metodologia empleada se logro expamuna considerable
cantidad de protoplastos a condiciones de fusamptpor medios enzimaticos como
quimicos, dénde las enzimas y celulasas rompieasrparedes celulares para que
posteriormente el PEG pueda combinar a los prattygade ambas cepas parentales.
Se obtuvieron 26 cepas aparentemente fusionadas resultado de un proceso muy
al azar (ver figura 3.9 y 3.10), ya que muchasofusss ocurren entre protoplastos de
las mismas cepas, o simplemente no ocurre dichmepoo(ver figura 3.11), como lo

describe Migheli y colaboradores en el afio 1995.

Segun los ensayos realizados en esta investigatién transformantes
obtenidos muestran una variabilidad genética, gggérs Hanson & Howell (2002)
muchas de las veces no puede ser Unicamente deaelapor medio de caracteristicas
fenotipicas. Sin embargo, se logré determinar asepe presentaban caracteristicas
morfolégicas muy especificas, aunque algunas eranlages al parentalT.

asperellum

A pesar de las similitudes observadas entre undosleparentales y las
fusionadas, el comportamiento frente al fitopat@geme distinto, lo cual puede ocurrir
debido a que a pesar de producir pigmentos y espa@imilarmente, la produccion
de enzimas o0 metabolitos secundarios varia, ¥ezslos requerimientos nutricionales

no son los mismos. Debido a lo mencionado, serarslaonidios semejantes de
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manera al azar para caracterizarlos posteriormenteo lo sugiere Hanson & Howell

en el ano 2002.

Al analizar la morfologia de las colonias resukandel proceso de fusion de
protoplastos, se observo que una gran proporcidargeia al parentdl. asperellum
mientras que la minima tenia relacion @doharzianuniver figura 3.9 y 3.10). Gomes
(2002) sugiere que, lo mencionado se debe a qleefasion, el ndcleo del parental
no prevalente es degradado y que pequefias porcderssgenoma son incorporadas
en el nucleo del parental prevalente, de esa maeeganeran los recombinantes con

caracteristicas de los parentales.

4 3 Efecto deTrichoderma sobreA. thaliana

En los ensayos con los filtrados de las cepas {@esrdelrichoderma sobre
el crecimiento dé\. thaliang tantoin vitro comoin vivo, se determind que la presencia
de metabolitos secundarios en las plantas tienerefaoto negativo sobre su
crecimiento, mas no sobre su germinacion (ver #g8i5 y 3.14). Ezziyyani y
colaboradores en el afio 2004 coinciden y menciadamas que los filtrados de
harzianum aplicados a tomate y pepino afectan directamehtereximiento y

desarrollo de radiculas de semillas.

Tijerino (2010) hace énfasis qué. harzianumademds libera fuertes
inhibidores, tales como trichotecenos y trichodeanmotivo por el cual las plantas

no se desarrollaron con normalidad, pero aun @&raton el tamafio del control, ya
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que dichas sustancias son fitotoxicas. Con res@ctesarrollo dé\. thalianaen los
bioensayos a diferentes concentraciones de metadhotie observd que a mayor
concentracion mayor fue el dafio y la inhibicidn lanplanta (ver figura 3.14),
relacionandose con estudios similares realizado$iino en el afio 2010, en donde
se registrO que a muy bajas dosis los metaboliéesirglarios tienen un efecto

estimulante sobre el desarrollo de las plantas.

Los ensayos realizad@s vivo con las suspensiones de esporas de las cepas
parentales, mostraron que tafitcharzianuncomoT. asperelluna la suspension de
1x1C® ufc mrt inducian el crecimiento d&. thaliana(ver figura 3.16 y 3.19). En el
caso der. harzianum ocurre que a mayores concentracionefaafina para las
plantas debido a la liberacion y acumulacién déaswusas fitotoxicas, mientras que
conT. asperellunmse muestra lo contrario, debido a que ésta cepa aalisposicion
los nutrientes y los transfiere a la planta a sal@ las raices, motivo por el cual se
observé un mayor desarrollo y vigorosidad, lo @osicuerda con lo citado por Cano

(2011).

Al analizar el efecto de todas las cepas sobreselmiento deA. thaliang se
determiné que la gran mayoria de cepas promowéesimiento, observandose mayor
tamafio de hojas y tallo (ver figura 3.21). En esiidealizados al respecto por
Tijerino (2010), se hace énfasis en que dependidadas especies deichoderma
éstas pueden mantener una relacion con las pkapraporcionar beneficios que van
desde un mejor desarrollo, incremento en la pradncieasta estimulacion de sus

defensas.
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Ezziyyani y colaboradores en el afio 2004 menciananlos cambios que
Trichodermapuede ocasionar en las plantas varian dependagidipo de planta,
sustrato y los microorganismos que se encuentrehsrelo, aunque es probable que
los exudados de las raices varien con el sustrgteydicha variacion tenga efecto
sobre la promocién. Estos resultados se constagaranpresente investigacion puesto
que los resultados obtenidos variaban entre cepgassar de provenir de los mismos

parentales dérichoderma

De todas las cepas evaluadas, aparentemente langigoria provienen del
parental con mayor prevalendaasperellumcomo se menciond anteriormente. En
base a estos resultados se determinaron dos c&dasy(1.b) con mejor
comportamiento que el parental en cuanto a promatgdcrecimiento se refiere (ver
figura 3.21). Estos resultados coinciden con lalsgjos de Casanova y colaboradores
(2008) que mencionan &. asperellumcomo un microorganismo eficaz en la
promocién, puesto que se ha observado incremertentidio y biomasa de 2.5 veces

en plantas de pimiento.

En ensayos realizad@s vivo conA. thalianatambién se determinaron cepas
gue inhibieron el crecimiento de las plantas (igurk 3.21). Al parecer las cepas no
poseian la habilidad de solubilizar los nutriemtesas plantas mediante mecanismos
guelantes y reductores, lo cual concuerda contdm@ipor Guigén & Gonzélez en el
afio 2004, donde menciona que algunas cepas produstamcias fitotoxicas que

generan un escaso desarrollo de las plantas.
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CAPITULO V: CONCLUSIONES

En la presente investigacion, a través de la pmdncde metabolitos
secundarios fitotéxicos de naturaleza volatil de émsayos con filtrados
fungicos, se logré determinar que el parehtdlarzianunes el biocontrolador

mas eficiente contra el fitopatdgeRosariumspp. (p<0.0001).

Los filtrados fungicos de las cepas nativasTdiehodermaresultaron ser
toxicos para las plantas, observandose inhibiciéh alecimiento deA.

thalianaa medida que aumentaba la concentracion en @ qued.0001).

Se aislaron 26 cepas hibridas como resultadofdsitan de protoplastos entre
las cepas nativa$. harzianumy T. asperellumlas mismas que mostraron
distintos comportamientos en los ensayos sometdogusariumspp. yA.

thaliana

En base a las variantes morfolégicas observadas,cépas fusionadas
mostraron mayor similitud coh. asperellundebido posiblemente a que éste

parental fue prevalente en la recombinacion génica.

Se logr6 identificar a 1.f, 2.a, 2.b, y 2.e compazfusionadas debido a las
caracteristicas de hiperparasitismo que mostra@«0.0001), ya que
inhibieron significativamente al fitopatdgeRosariumspp., entre un 88% y

92% en los ensayos de cultivos duales.
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La gran mayoria de cepas fusionadas no mejorararétigamente la
produccion de metabolitos secundarios, puesto bb@eontrol fue limitado

frente aFusariumspp. en los ensayos con filtrados fungicos (p<@LPO

La variabilidad genética de las cepas fusionadasstraiun comportamiento
poco comun, puesto que se logrd identificar nuesfas que indujeron el

crecimiento del fitopatogerfeusariumspp. (p<0.0001).

Las fusionadas 3.b y 1.b son cepas que mostramignificativa induccion
de crecimiento dé. thaliana(p<0.0001), por lo que se las considera como

posibles agentes biolégicos promotores de crectmien

Finalmente podemos mencionar que las cepas fusienh@ y 4.a son las
mejores cepas para el biocontrol del fitopatogdebjdo a que ademas de ser
capaces de inducir el crecimiento de plantas, puedetrolar &usariumspp.

de manera eficiente. Estas cepas al parecer paesemt mejoramiento
promedio en los mecanismos de accion caracteristecocada parental

(p<0.0001).
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CAPITULO VI: RECOMENDACIONES

En investigaciones posteriores se recomienda egabiensayos con los
filtrados fungicos de las cepas @echodermaa diferentes concentraciones,
para determinar la concentracion Optima a la cealpseda inducir el

crecimiento de la planta.

Es de gran importancia realizar andlisis de losab@itos que produce
Trichodermapara poder identificar a las moléculas que intgen de manera

especifica en el biocontrol de fitopatdogenos.

Seria de gran interés realizar bioensayos consadeitrichodermaen plantas,
para poder determinar la sinergia de los mismas yefectos en la induccion

del crecimiento y resistencia a plagas.

Se recomienda realizar investigaciones con lasscep@ favorecieron e
indujeron el crecimiento del fitopatdogeno, paraedeinar sus posibles

aplicaciones.

Es importante que se realicen ensayos en camgdasoapas dérichoderma
para estandarizar parametros que resulten desrgara la produccion agricola

en el Ecuador.
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