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Abstract: Identification and antagonistic evaluation in vitro of strains of native Trichoderma
spp. against peach pathogens. Interest in the biological control of phytopathogens has increased conside-
rably due to the need to introduce effective environmentally friendly alternatives and put aside the massive
use of agrochemicals. Trichoderma is an antagonistic agent used as a natural means against phytopathogens.
The aim of the present investigation was to isolate and identify morphologically and molecularly native strains
of Trichoderma sp. from the south of the state of Chihuahua, Mexico, testing its antagonistic capacity against
phytopathogens. Four strains of Trichoderma sp. were isolated associated with plants such as Prunnus persica,
Pinnus sylvestris and Arbutus unedo. In the in vitro antagonism tests, strains 1, 3, 5 and 8 were evaluated against
the phytopathogens Fusarium sp., Alternaria sp., Epicoccum sp., Monilinia sp. and Collectotrichum sp. subjec-
ting the data to an Aligned Rank Transformation ANOVA test with 10 treatments and seven repetitions plus
a control. The morphological identification of the antagonists was carried out according to the characteristics
of the strain, physical growth and structural development of resistance, sequencing the TEF genes EF1-728F
(5'-CATCGAGAAGTTCGAGAAGG-3) y TEF1LLErev (5'-AACTTGCAGGCAATGTGG-3'), and the primers ITS1
and ITS4 (ITS1 (5'- TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3') / ITS4 (5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3) to identify the
species present. All were identified as Trichoderma asperelloides and presented acceptable control over the con-
trol of phytopathogens. The post hoc test detected significant differences in strain 1, presenting 81.2% in vitro
biological control. It is suggested to carry out evaluations in peach plants at field level.
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Resument: El interés en el control bioldgico de fitopatégenos ha aumentado de manera considerable, debido a la
necesidad de introducir alternativas eficaces amigables con el medio ambiente, y dejar a un lado el uso masivo de
agroquimicos. Trichoderma es un agente antagénico utilizado como medio natural contra fitopatégenos. El objeti-
vo de la presente investigacion fue aislar e identificar morfolégica y molecularmente cepas nativas de Trichoderma
sp. del sur del estado de Chihuahua, México, probando su capacidad antagénica contra fitopatogenos. Se aislaron
cuatro cepas de Trichoderma sp asociadas a plantas como Prunnus persica, Pinnus sylvestris y Arbutus unedo.
En las pruebas de antagonismo in vitro se evaluaron las cepas 1, 3, 5 y 8 contra los fitopatégenos Fusarium sp.,
Alternaria sp., Epicoccum sp., Monilinia sp. y Collectotrichum sp. sometiendo los datos a la prueba ANOVA de
Aligned Rank Transformation con 10 tratamientos y siete repeticiones mas un testigo. La identificacién morfolégica de
los antagonistas se llev6 a cabo de acuerdo con las caracteristicas de la cepa, crecimiento fisico y desarrollo es-
tructural de resistencia, secuenciado los genes EF1-728F (5'-CATCGAGAAGTTCGAGAAGG-3') y TEF1LLErev
(5-AACTTGCAGGCAATGTGG-3") y los cebadores ITS1 e ITS4 (ITS1 (5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3") /
ITS4 (5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3') para identificar las especies presentes. Todas fueron identificadas
como Trichoderma asperelloides y presentaron un aceptable control sobre el control de fitopatégenos. La prueba
post hoc detect6 diferencias significativas en la cepa 1 presentando 81.2% de control biolégico in vitro. Se sugiere
realizar evaluaciones en planta de durazno a nivel campo.
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INTRODUCCION

A nivel mundial el duraznero (Prunus persi-
ca L.) ocupa el segundo lugar entre los cultivos
de frutales con hueso, después de la nectarina,
y el 127 lugar de frutales (FAOSTAT, 2022). En
México se producen 94.836,71 t (SIAE 2022),
de las cuales el 9.33% se produce en el estado
de Chihuahua (SIAP, 2022). No obstante, en el
cultivo se presentan diversas enfermedades que
ocasionan pérdidas significativas de rendimien-
to, lo que lleva a serios problemas econémicos en
el sector productivo y social. Los hongos fitopaté-
genos del durazno han recibido especial atencion,
ya que pueden ser muy destructivos (Udayanga
et al., 2020). Entre ellos podemos mencionar a
diferentes especies del género Monilinia sp. cau-
santes de la podredumbre parda del melocotén;
Fusarium sp. como agente causal de la fusariosis
o enfermedad del marchitamiento; Epicoccum sp.
causante de manchas en la hojas, frutos o semi-
llas; Alternaria sp. causante de la podredumbre
de los frutos y Collectotrichum sp., ocasionando
la antracnosis del durazno, entre otras no menos
importantes (Hu et al., 2011; Ren et al., 2019; Wu
etal., 2019).

El control biolégico de fitopatégenos ha au-
mentado en los tltimos anos debido a la necesi-
dad de introducir alternativas més respetuosas
con el medio ambiente y disminuir el uso exce-
sivo de fitosanitarios (Corke, 1975; Fira et al.,
2018; Mazrou et al., 2020). Los organismos para
control biol6gico acttian contra los fitopatégenos
de varias maneras, como ser: micoparasitismo,
supresion mediada por antibi6ticos, produccién
de enzimas liticas y otros subproductos, compe-
tencia por nutrientes o induccién de mecanismos
de resistencia del hospedante (Mazrou et al.,
2020; Garrido et al., 2021). El manejo de enfer-
medades utilizando organismos antagénicos ha
sido considerado como una estrategia eficaz y
prometedora para reducir la pérdida postcosecha
de frutos (Zhang et al., 2020).

Trichoderma ha sido ampliamente utilizado
en el control biol6gico debido a su plasticidad eco-
l6gica, facil produccién a gran escala y eficiencia
contra muchos fitopatégenos (Cai & Druzhinina,
2021; Inglis et al., 2020). Trichoderma ha mostra-
do tener éxito en el control biolégico mejorando el
crecimiento y el vigor de las plantas, induciendo
resistencia sistémica en la planta y permitiendo
una mejor defensa contra fitopatégenos (Nawaz
et al., 2018). Su accién se basa principalmente en
la activacién de diversos mecanismos, ejerciendo
un biocontrol de fitopatégenos que pueden estar
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indirectamente compitiendo (nutrientes y espa-
cio), modificando las condiciones ambientales
presentes, o produciendo antibiéticos directa-
mente mediante micoparasitismo (Imran et al.,
2020; Zhan et al., 2020). Por lo anteriormente
mencionado, el objetivo de la presente investiga-
cién fue aislar e identificar morfolégica y molecu-
larmente las cepas de Trichoderma spp. nativas
del sur del estado de Chihuahua, probando su
capacidad antagénica contra diversos fitopatége-
nos de durazno que afectan el cultivo de la regién
antes mencionada.

MATERIAL Y METODOS

Obtencion de muestras vegetales para el
aislado de Trichoderma spp. Se selecciona-
ron plantas de tres especies: pino silvestre (Pin-
nus sylvestris), duraznero (Prunnus persica)
variedad amarilla y blanco, y madronio (Arbutus
unedo) al azar, todos presentes en el sur del esta-
do de Chihuahua (Fig. 1). Se establecieron cuatro
puntos de muestreo, de los cuales dos correspon-
den a la planta de durazno, uno a pino y uno a
madrono (Tabla 1). De las especies vegetales an-
tes mencionadas, se tomaron pequenos cortes de
raiz, utilizadas como material de origen para el
aislamiento de hongos del género Trichoderma
spp. Las muestras se tomaron a 15 cm de distan-
cia de la base del tallo y 10 cm de profundidad.
La medicién se llevé a cabo con una cinta métri-
cay con la ayuda de unas tijeras previamente
desinfectadas. Los especimenes se almacenaron
posteriormente en bolsas de papel estraza y una
hielera para ser trasladados al laboratorio de mi-
crobiologia de la Universidad Tecnoldgica de la
Tarahumara, donde se mantuvieron en refrig-
eracién a 4 °C por 10 horas.

Aislamiento de Trichoderma spp. Los
aislamientos se llevaron a cabo de acuerdo con
Sanchez et al. (2021). El tejido radicular de cada
planta se corté en fragmentos de 5,0 cm? Pos-
teriormente se desinfectaron con hipoclorito de
sodio (NaClO) al 1,25% durante 60 s, seguido de
cuatro enjuagues utilizando agua destilada pre-
viamente estéril. Para el secado se utilizé papel
estéril absorbente. Se utilizaron cajas Petri con
el medio de cultivo papa dextrosa agar (PDA), se
sembraron los fragmentos de tejidos desinfesta-
dos y se incubaron durante cuatros dias a 27 °C
+ 2. Los cultivos se monitorearon diariamente
hasta observar el crecimiento tipico de Tricho-
derma spp.: colonias con alta tasa crecimiento
que mostraron una tonalidad de color verde y
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Tabla 1. Ubicacién de puntos de muestreo donde se recolecté el material vegetativo de raiz de
cultivares, pertenecientes a los municipios de Guachochi y Morelos en Chihuahua. Nota:1,3,5 y
8=Numero de cepa, CP=Ciénega Prieta, G=Guachochi, R=Raiz, T=Trichoderma, SP=San Pablo,
M=DMorelos, M5=Muestra 5, LJ=Las Joyitas, M2=Muestra 2, M=Muestra.

Identificacién de

Cultivar Aislados Municipio Localizacion geografica
Pino 1=CP-G-R-T Ciénega Prieta 26° 507 52.74” N 106° 56" 44.12” W

Durazno variedad
amarillo

3=SP-M-M5-R-T

Durazno variedad 5=LJ-M-M2-R-T
blanco
Madrono 8=CP-G-M-R-T

Guachochi

San Pablo, Morelos

Las Joyitas, Morelos

Ciénega, Prieta

2400 m s.n.m.
26° 327 54.3” N 107° 47" 38.8” W
2094 m s.n.m.

26° 37" 45.3” N 107° 44" 37.9” W
1238 m s.n.m.

26° 51° 40.50” N 106° 58~ 8.333” W

Guachochi 2400 m s.n.m.
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Fig. 1. Mapa del sur de Chihuahua, México, que muestra los sitios de recoleccién de material vegetativo de los

aislados de Trichoderma spp. obtenidos.

anillos concéntricos. Se tomaron porciones de las
colonias las cuales se transfirieron al medio de
cultivo PDA (Panizo et al., 2005).

Caracterizacion morfolégica. Para observar
las estructuras microscopicas, el material fin-
gico se montd en glicerina aplicando la técnica
de aplastamiento o “squash” (Lugo et al., 2018).
La muestra se observé bajo un microscopio 6pti-
co compuesto Imager M2 utilizando el software
ZEN, en aumentos de 100X y 400X. Se registré
la forma, largo y ancho de 50 conidi6foros, el
diametro de las hifas vegetativas (principal eje

de los conididéforos) (Guigéon & Guerrero, 2010;
Kubicek et al., 2019), asi como el largo y ancho
del micelio, didmetro y forma de las esporas y
longitud de hifas (Ezziyyani et al., 2007; Jiang et
al., 2016; Asis et al., 2021).

Las caracteristicas evaluadas incluyeron el
diametro de las colonias, coloracion del anverso y
reverso de las mismas, presencia de clamidospo-
ras y pigmento difusible, textura de las colonias,
disposicion de las métulas o fialides, esporas,
conidiéforos y formacién de anillos concéntricos
(Arraa et al., 2012; Jang et al., 2018; Nawas et
al., 2018; Andrade et al., 2019).
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Identificaciéon molecular

Extraccion de ADN, PCR y secuenciacion.
La extraccién de ADN se llevé a cabo a partir de
micelio aéreo aislado de Trichoderma con el reac-
tivo DNAzol (Invitrogen), siguiendo las instruc-
ciones del fabricante (Rios et al., 2021). Para
la identificacién molecular se amplificé el espa-
ciador transcripto interno (ITS) y el gen parcial de
factor de elongacion 1 alfa (TEF), mediante PCR
utilizando los cebadores ITS1 (5-TCCGTAG-
GTGAACCTGCGG-3") / ITS4 (5-TCCTCCGCT-
TATTGATATGC-3") (White, 1990), y EF1-728F
(5'-CATCGAGAAGTTCGAGAAGG-3') (Carbone
y Kohn, 1999) / TEF1LLErev (5'-AACTTGCAG-
GCAATGTGG-3") (Hall, 1999; Jaklitsch et al.,
2005), respectivamente. La reaccién de PCR se
realizé en un volumen final de 25 uL, los cuales
contenfan 1 pul. de ADN genémico, Buffer 1X,
1,25 mM de MgCl,, 0,2 mM de cada iniciador, 0,2
mM de dNTP s y 1U de Taq polimerasa (Invit-
rogen). Las condiciones de amplificacion fueron
las siguientes: desnaturalizacién inicial a 95 °C
durante 5 min, con 35 ciclos de desnaturalizacién
a 95 °C durante 1 min; el anillamiento a 55°C por
1 min con extension a 72°C por 40 seg min (ITS) y a
59°C por 1,5 min con extension a 72° por 1,5 min (TEF)
ambos con una extension final de 72°C por 5 min. La
visualizacién de los fragmentos amplificados en
gel de agarosa al 1%, fue tefiido con bromuro de
etidio en un fotodocumentador (BIO-RAD). Una
vez obtenidos los productos amplificados estos
fueron secuenciados en Macrogen Inc. (Corea)
los cuales se anclan en los ADNr.

Analisis filogenético. Para editar las secuen-
cias se utiliz6 el software BioEdit version 7.0.5.3
(Hall, 1999). Las mismas se compararon con
secuencias depositadas en la base de datos Gen-
Bank, empleando el algoritmo BLASTn. Las ca-
denas de cada gen/regién fueron alineadas a un
set de cadenas de referencia del género Trich-
oderma y la cadena de Protocrea farinosa CBS
121551, con el alineador MUSCLE (Edgar, 2004)
e implementado con MEGA11 (Zhan et al., 2018).
Los alineamientos se concatenaron en MEGA y
la matriz resultante se analiz6 en PartitionFind-
er version 1.1.1 (Lanfear et al., 2012) para de-
terminar el mejor esquema de particiones. Con
respecto al arbol filogenético, se llev6 a cabo por
el método de Méaxima Verosimilitud en RAXML
versién 7.2.8 (Stamatakis, 2006; Voglmayr et al.,
2016), empleando el modelo GTRGAMMAI y
1000 réplicas Bootstrap. Se utiliz6 el software
FigTree version 1.4.0 (Rambaut, 2014) para edi-
tar el filograma.
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Cultivos duales. Se empleé la técnica de culti-
vos duales descrita por Andrade et al. (2019) para
establecer la capacidad antagénica de los aislados
de Trichoderma con cinco géneros de hongos fito-
patégenos de P persica: dos aislados de Fusarium
sp. obtenidos del municipio de Balleza, dos de Al-
ternaria sp. y cuatro de Epicoccum sp. obtenidos
de los municipios de Guachochi y Morelos, uno
de Monilinia sp. obtenido del municipio de Ba-
topilas y uno de Colletotrichum sp del municipio
de Morelos, todos del sur del estado de Chihua-
hua, México. Se utilizaron cajas Petri (90 mm)
con PDA para el crecimiento de los diferentes
fitopatégenos. En un extremo de las cajas Petri
se situ6 un disco de 6 mm de diametro de micelio
tomado de cultivos con PDA de los fitopatégenos.
Tres dias después se colocé un disco de micelio
de 6 mm de didmetro de Trichoderma (previa-
mente crecido en PDA) el otro extremo. La con-
frontacién dual se llevé a cabo por cuatro (Alter-
naria sp., Epicoccum sp.), siete (Monilinia sp.y
Colletotrichum sp.) y nueve (Fusarium sp.) dias
de edad, una vez que el testigo de cada patége-
no llené la caja Petri (Rubio et al., 2021). Cada
combinacién (fitopatégeno-Trichoderma) contd
con seis repeticiones (Heflish et al., 2021). Las
cajas Petri se incubaron a 27=2 °C. Para su reg-
istro se consideré el nimero de dias de contacto
entre antagonista y fitopatégeno, midiéndose el
crecimiento radial en ambas colonias (mm), cada
12 h, para estimar la tasa de crecimiento diario
(Andrade et al., 2019; Savin et al., 2021). Adicio-
nalmente, se calculd la inhibicién del crecimien-
to micelial (PICM), en porcentaje, con la formula
propuesta por Oliveira et al. (2021).

Porcentaje de inhibicion de Crecimiento
Micelial (PICM) = [(C - T) / C] x 100.

Donde: C = Crecimiento micelial del paté-
geno en la caja control (mm) y T = crecimiento
micelial del patégeno enfrentado a Trichoderma
(mm).

El efecto antagénico de Trichoderma se eva-
lué utilizando la escala propuesta por Bell et al.
(1982) que comprende cinco grados: 1) el anta-
gonista invade completamente la superficie del
medio de cultivo envolviendo completamente al
patdgeno; 2) el antagonista alcanza a sobrepasar
las 2/3 partes de la superficie del medio de culti-
vo; 3) el antagonista y el patégeno colonizan cada
uno alrededor de la mitad de la 4rea del medio y
ninguno parece dominar al otro; 4) el patégeno
sobrepasa al crecimiento del antagonista coloni-
zando 3/4 partes de la superficie de la caja Petri
y 5) el fitopatégeno llega a cubrir completamente
la caja Petri.
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Analisis estadistico. Los PICM se analizaron
con ANOVA de Rango Alineado Transforma-
do (ART), una prueba no paramétrica factorial
implementada en el paquete ARTool version
4.0.5 (Wobbrock et al., 2022) de RStudio versiéon
1.4.1106 (Allaire, 2011). Las discrepancias entre
tratamientos se determinaron con la prueba de
media de Tukey con un alfa de P (>0.05). Los
valores fueron ajustados con la libreria emmeans
version 4.0.5 en RStudio (Lenth et al., 2022), uti-
lizando un diseno estadistico completamente al
azar.

RESULTADOS

Caracterizacion morfolégica. Se lograr-
on obtener cuatro aislados con caracteristicas
morfolégicas y culturales tipolégicas del género
Trichoderma (CP-G-R-T, SP-M-M5-R-T, LJ-M-
M2-R-T y CP-G-M-R-T). Al principio, las cepas
se mostraron de color blancas y algodonosas.
Después de cuatro dias de incubacion, el mice-
lio alcanz6 el borde del agar cubriendo com-
pletamente la caja Petri, apareciendo de color
verde oscuro. Luego se desarrollaron pequenos
circulos compactos de color verde amarillento a
verde intenso, especialmente en el centro de un
punto de crecimiento o en zonas concéntricas en
forma de anillo en la superficie del medio em-
pleado. El aislado 3 (SP-M-M5-R-T) desarrollé una
coloracion de colonia verde oscuro fuerte de dos anillos
concéntricos grandes con textura algodonosa, con poco
de micelio aéreo después de 10 dias de crecimiento, y
una coloracion blanca sobre la superficie filamentosa al
reverso de la caja Petri. Los conidios presentaron forma
globosa de 3,67 a 4,44 um de diametro, con fidlides
en forma globosa de 5,67 de ancho y 11,35 um de
largo (Fig. 2).

Las colonias 5 (LJ-M-M2-R-T) y 8 (CP-G-M-
R-T) presentaron colonias color verde oscuro de
3 a 4 anillos concéntricos grandes con textura
pulverulenta y granulada, con abundante micelio
aéreo después de nueve dias de crecimiento, de
color crema con tonalidad verdosa y con un halo
céntrico al reverso de la caja Petri. Los conidios
eran de forma ovoide a elipsoide de 4,77 a 5,77
pum de didmetro, las fidlides presentaron forma
ligeramente globosa, de 5,41 um de ancho y 13,00
um de largo (Fig. 2). En el aislado 1 (CP-G-R-T)
se observé una coloracién verde oscuro-azula-
do, con formacién de colonia pulverulenta, con
abundante micelio aéreo, sin presencia anillos
concéntricos, con conidios de forma subglobosa
de 4,00 a 4,93 uym de diametro, y fidlides en for-
ma de botella de 5,67 um de ancho y 11,35 um de
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largo (Fig. 2). Las cuatro cepas de Trichoderma
spp. registraron una tasa de crecimiento de entre
0,95 a 1,09 mm/dia, cubriendo por completo la
caja Petri en 96 h.

Identificacion molecular. Al comparar la
secuencia de la region ITS, de los aislados CP-
G-R-T, SP-M-M5-R-T, LJ-M-M2-R-T' y CP-G-M-
R-T, con la base de datos de GenBank, la cepa
SP-M-M5-R-T presenté 100% de igualdad con
distintas especies del género Trichoderma: T.
asperellum (MT529846, ON877396), T. hama-
tum (MT111894), T. asperelloides (ON844157)
y T yunnanense (MN989979). Al comparar las
secuencias parciales del gen TEF, los resultados
mostraron un 100% de similitud de todas las ce-
pas con Trichoderma asperellum (MK391533)
y T. asperelloides (MN428412). El anélisis filo-
genético multigen confirmé que las cepas de
Trichoderma estudiadas pertenecen a la especie
T. asperelloides (Fig. 3), ya que todas se agrupan
en un mismo clado con la secuencia de referencia
de T. asperelloides aislado GJS 04-217 (Bootstrap
55%).

Biocontrol de Trichoderma asperelloides
en fitopatéogenos. El efecto antagéonico de to-
das las cepas de Trichoderma frente a los difer-
entes patdgenos se clasificaron en grado 1 de la
escala de Bell et al. (1982), ya que Trichoderma
asperelloides limita el crecimiento del fitopatége-
no y crece sobre él, cubriendo toda la superficie
de la caja (Fig. 4). Dichos resultados indican la
importancia de conocer la rapidez del aumento
de crecimiento micelial de la cepa 3 con respecto
al resto de los antagonistas. Las cepas de T as-
perelloides presentaron un desarrollo més rapido
que los fitopatdgenos.

De acuerdo con el analisis estadistico, no exis-
ten diferencias significativas en el biocontrol de
los hongos patégenos con las cepas de T. aspere-
lloides (F'= 5,87; P = 0,0007). La prueba post
hoc no detect6 diferencias en porcentaje de cre-
cimiento en la capacidad antagénica de la cepa 1
(CP-G-R-T) con respecto a las cepas 3 (SP-M-M5-
R-T) y 5 (LJ-M-M2-R-T) (Fig. 5). En general, la
cepa 1 (CP-G-R-T) registro porcentajes de inhibi-
cién mas bajos (mediana= 72,7%; RIQ= 9,7) que
las cepas 3 (SP-M-M5-R-T) (mediana= 81,2%;
RIQ= 7,0) y 5 (LJ-M-M2-R-T') (mediana="79.2%;
RIQ= 6,8). La cepa 8 (CP-G-M-R-T), al igual que
el resto de las cepas de Trichoderma asperelloi-
des, mostré un porcentaje similar (mediana 80,
6%; RIQ= 6,9) (Fig. 5). Existe un efecto en la
interaccion Trichoderma-fitopatégeno (F'= 2,21;
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3=SP-M-M5-R-T

Fialides

Conidios
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Fig. 2. Morfologia tipica del género Trichoderma spp. a los 9 dias de crecimiento.

P= 0,0009), es decir, la capacidad antagénica de
las cepas de T. asperelloides estd en funcién del
hongo fitopatégeno.

DISCUSION

Delas cepas obtenidas en el sur de Chihuahua,
Meéxico, todas presentaron caracteristicas mor-
folégicas y culturales tipoldgicas del género
Trichoderma spp. (Romero-Rosales et al., 2021).
Esto se debi6 principalmente a su coloracién
verde oscuro con anillos concéntricos en la caja
Petri de 90 mm (Savin et al., 2021), iniciando con
coloraciones amarillentas y tornando a verde cla-
ro, hasta llegar al verde oscuro (Zin et al., 2020;
Degani & Dor, 2021). Estas caracteristicas y la
identificacién molecular reafirman tanto el géne-
ro como la especie de Trichoderma asperelloides,
que a su vez coinciden con las reportadas por
Mulatu et al. (2022) en Etiopia. En dicho estudio
se revelaron colonias con rapida crecimiento mi-
celial, anillos concéntricos y superficies flocosas
o compactas en el medio de cultivo. Asimismo,
se encontré que formaban colonias con micelio
blanco, volviéndose verdes al formar los conidios
y conidiéforos (Mulatu et al., 2022).

Por otro lado, Pakdaman (2013), obtuvo re-
sultados con cepas de T. asperelloides los cua-
les fueron cultivados a temperatura ambiente
(25+2°C), destacando el potencial de dos de las
cepas con alto potencial antagénico y velocida-
des de crecimiento estadisticamente altas. Sin
embargo, el cambio de temperatura de 25°C a
15°C provocé el aumento de los valores de 2 a 4
dias de crecimiento, mientras que, en el presente
trabajo, las cepas de T. asperelloides tuvieron su
grado 6ptimo de crecimiento a los 27+2°C en un
periodo de 3 dias de crecimiento a temperatura
ambiente.

En cuanto al porcentaje de inhibicion, de cada
aislamiento se obtuvo un 72,7 a 81,2% de las cepas
obtenidas en el sur de Chihuahua. Esto coincide
con lo propuesto por Umana et al. (2018), donde
se presentd una variaciéon de 3 a 90% de grado
de inhibicién, durante 72 horas, en condiciones
ambientales similares. De igual manera, Sumida
et al. (2018), evaluaron el potencial antagéni-
co que ejerce Trichoderma asperelloides sobre
Sclerotinia sclerotiorum causante de la enferme-
dad de moho blanco en cultivo de soja, mostrando
una excelente inhibicién de crecimiento con ran-
gos de 60 a 100% en todas las cepas evaluadas.
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Trichoderma rogersonii GJS 04-158
Trichoderma paraviridescens CBS 119321
Trichoderma viridescens CBS 433.34
Trichoderma sp. T-SP-CEPA 3
Trichoderma asperelloides GJS 04-217
Trichoderma yunnanense CBS 121219
Trichoderma sp. T-CP-CEPA 8
Trichoderma sp. T-UJ-CEPA 5
Trichoderma sp. T-CP-CEPA 1
Trichoderma asperellum CBS 433.97
—1 [ Trichoderma hamatum DAOM 167057
ssfl | Trichoderma pubescens DAOM 166162
Trichoderma theobromicola CBS 119120
Trichoderma paucisporum BPI GJS 01-13
Trichoderma neorufum CBS 111144
Trichoderma neorufoides CBS 119506
Trichoderma polysporum CBS 820.68
Trichoderma voglmayrii CBS 117711

Protocrea farinosa CBS 121551

Fig. 3. Arbol filogenético del género Trichoderma, inferido por Méaxima Verosimilitud a partir del alineamiento
concatenado de la zona ITS y la secuencia parcial del gen caracteristico del factor de elongacién (TEF). La escala
representa las sustituciones del promedio por sitio. Los datos bootstrap =50% se muestran arriba de las ramas,
junto a los internodos. Las especies estudiadas en esta investigacién se exponen en negritas.

Asimismo, estos resultados son similares a los
reportados por Sanchez et al. (2021), quienes ob-
tuvieron un total de 17 aislados de Trichoderma,
localizandose siete especies diferentes del anta-
gonista en estudio, tales como: T harzianum,
T. viride, T. asperellum, T. asperelloides, T. son-
gyi, T. virens y T. breve. De estas especies, T.
asperelloides coincide con las caracteristicas mor-
fol6gicas y coloraciéon encontradas en los aislados
identificados en el sur de Chihuahua, mostrando
efectividad como control biolégico de enfermeda-
des y promotores de crecimiento vegetal (Steffen
et al., 2019). Por consiguiente, se ha considera-
do a T! asperelloides como un hongo antagénico
que reduce considerablemente la gomosis causa-
da por Fusarium spp. en el norte del estado de
Veracruz, permitiendo asi una mejoria en la sani-
dad del cultivo de los citricos (Cruz et al., 2020).

En correspondencia con el arbol filogenético
se logré identificar homogeneidad de los genes
en las cuatro cepas aisladas de los municipios de
Morelos y Guachochi, Chihuahua, ya que todas
se agruparon en un mismo clado con la secuen-
cia de referencia de Trichoderma asperelloides
aislada GJS 04-217 (Bootstrap 55%). Asimismo,
T. asperelloides fue encontrado en aislamientos
de terrenos agricolas, suelos de bosques tropi-
cales y diferentes cultivos, por ejemplo, platano
(Musa paradisiaca), tomate (Solanum lycoper-
sicum) y pasto Guinea (Panicum maximum) en
Nicaragua, con ntimeros de acceso MK427695.1
con puntuacién de 946 e identidad méaxima de
100 y 99,43 (Sanchez et al., 2021). Ademas se ha
identificado cepas de T.asperelloides utilizando
pares de cebadores EF1728F y TEF1LLEreyv,
asi como CAL-228F y CAL-737R (call) (Gal et
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Epicoccum sp.  Fusarium sp.  Monilinia sp.

Fig. 4. Biocontrol in vitro de Trichoderma asperelloides aisladas de areas templadas contra hongos fitopatégenos.

al., 2011). Por otro lado, estudios realizados por
Heflish et al. (2021) evaluaron las caracteristicas
moleculares usando los genes ITS, Rpb2 y Tef-1,
utilizando la herramienta GenBank BLAST para
comparar las secuencias obtenidas con las de la
base de datos.

En este estudio se destaca la importancia de
las pruebas de PICM y de dar ventaja de tres dias
de crecimiento para obtener mejores resultados
en los ensayos in vitro. Estos resultados coinci-
den con lo reportado por Ramirez et al. (2020),
quienes evaluaron la efectividad de los agentes
de biocontrol Bacillus paralicheniformis y T. as-
perelloides en condiciones in vitro e in vivo para
controlar las enfermedades de tomate como la
marchitez vascular (Fusarium oxysporum) y el
tizén temprano (Alternaria alternata). Como
resultado se vio que T. asperelloides fue capaz
de ejercer un efecto micoparasitario sobre am-
bos hongos fitopatégenos en las pruebas in vitro
entre 53,8% y 66,7%. Iguales resultados fueron
obtenidos por Loépez-Valenzuela et al. (2022),
quienes lograron medir la capacidad de biocon-
trol con Fusarium oxysporum, Alternaria spp. y
Helminthosporium spp. obteniendo porcentaje
de inhibicién entre 83,3% y 87,7% ubicados entre

los grados 1y 2 de la escala propuesta por Bell et
al. (1982). Asimismo, Silva et al. (2022) evalua-
ron a T. asperelloides enfrentando a fitopatége-
nos, tanto de suelo como foliares, donde los por-
centajes de inhibicién presentaron una variacién
de 56,6% a 80,4% en Colletotrichum gloeosporioi-
des, de 70,5% a 73,1% en Macrophomina sp.,y de
80,4% a 84,5% en Curvuldria lunata, consideran-
dose un antagonista eficaz.

CONCLUSIONES

Los cuatro aislados de Trichoderma deriva-
dos de la parte del suelo (rizosfera) de las plantas
de durazno (Prunus persica) y pino (Pinus arizo-
nica) en el sur de Chihuahua, fueron caracteriza-
dos morfolégica y molecularmente, y se determi-
né que pertenecen a la especie T. asperelloides.

Todos los aislados mostraron una alta inhibi-
cién del crecimiento micelial contra los cinco hon-
gos fitopatdgenos: Epiccocum sp., Alternaria sp.,
Monilinia sp., Collectotrichum sp. y Fusarium
sp. La estirpe 3 (SP-M-M5-R-T) presenté un alto
potencial para el control in vitro frente a los fito-
patégenos.
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Fig. 5. Porcentaje de inhibicién de Trichoderma sp. (1=CP-G-M-R-T, 3=SP-M-M5-R-T, 5=LJ-M-M2-R-T y 8=CP-
G-R-T) contra fitopatégenos (Fusarium sp., Alternaria sp., Monilinia sp., Epicoccum sp. y Colletotrichum sp.) de

Prunus persica.

La aplicacién de microorganismos antagonis-
tas es una alternativa biolégica para el control de
fitopatégenos foliares en cultivos de durazno en
condiciones controladas (in vitro). Por lo tanto,
se recomienda realizar bioensayos de biocontrol
en condiciones de invernadero o campo abierto
en cultivos de durazno.
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