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RESUMEN

El empleo excesivo de fungicidas al control de Alternaria spp., ha
ocasionado que este patégeno adquiera resistencia. Los controladores
bioldgicos en la agricultura ofrecen una alternativa en la reduccién
del uso de agroquimicos y ayudar en los aspectos fisiologicos de las
plantas. Planteado como objetivo evaluar la capacidad antagénica
de cepas nativas de Trichoderma hacia el hongo patogénico Alternaria
spp. Se analizaron un conjunto de ocho cepas de Trichoderma aisladas
de la zona de Cotopaxi e identificadas a nivel molecular con los ITS
1 y ITS4 y fueron analizadas para la deteccion del gen ech42. Los
metabolitos se obtuvieron mediante el proceso de centrifugacion. El
aislamiento e identificacion de Alternaria se obtuvieron cultivos puros
son analizados por la técnica de PCR. Se realizaron tres ensayos: 1)
Ensayos antagonistas evaluando el efecto de los metabolitos sobre el
crecimiento micelial al 10%. 2) Aplicacién como bioestimulante en
plantas de brocoli para evaluar peso de raiz y altura. Se emple6 el
disefio completamente al azar (D.C.A) para evaluar el efecto de las
Trichodermas, se utiliz6 la prueba de Tukey al 95%. 3) Aplicacién en
campo al control de patégenos y rendimiento en plantas de brécoli,
utilizando tres dosis distintas. Se emple6é el Disefio de bloques
completamente al azar (B.C.A) utilizando la prueba de Tukey al
95%. Se identificaron cinco cepas distintas de Trichoderma: harzianum,
koningii, atroviride, asperellum y reesei; todas mostraron la presencia
del gen ech42 produciendo la enzima endoquitinasa. Las cepas T.
harzianum y atroviride con una DO de 0.096 y 0.15 respectivamente,
mostrando mayor actividad antagénica hacia A. brassicae in vitro.
La aplicacién en campo 5x10'°P°%5 3Lt/Ha mostro mayor efecto
biostimulante con 27.78 ton/Ha y actividad antagénica en todos los
ensayos evaluados en plantas de brécoli con una incidencia de 1.27%
de pudriciéon. Trichoderma ejercié actividad antagénica hacia el
patégeno Alternaria y demostré un efecto estimulante en las plantas
de broécoli.
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ABSTRACT

The excessive use of fungicides to control Alternaria spp., caused
this pathogen to acquire resistance. Biological controllers in
agriculture offer an alternative in reducing the use of agrochemicals
and helping in the physiological aspects of plants. The objective
was to evaluate the antagonistic capacity of native Trichoderma
strains towards the pathogenic fungus Alternaria spp. A set of eight
Trichoderma strains isolated from the Cotopaxi area and identified
at the molecular level with ITS 1 and ITS4 were analyzed and
they were analyzed for the detection of the ech42 gene. The
metabolites were obtained by means of the centrifugation process.
The isolation and identification of Alternaria were obtained pure
cultures are analyzed by the PCR technique. Three tests were
carried out: 1) Antagonist tests evaluating the effect of metabolites
on mycelial growth at 10%. 2) Application as a biostimulant in
broccoli plants to evaluate root weight and height. The completely
randomized design (D.C.A) was used to evaluate the effect of
Trichodermas, the 95% Tukey test was used. 3) Field application
to control pathogens and yield in broccoli plants, using three
different doses. The completely randomized block design (B.C.A)
was used using the Tukey test at 95%. Five different strains of
Trichoderma were identified: harzianum, koningii, atroviride, asperellum,
and reesei; all showed the presence of the ech42 gene producing the
endochitinase enzyme. The strains T. harzianum and atroviride with
an OD of 0.096 and 0.15 respectively, showing greater antagonistic
activity towards A. brassicae in vitro. The field application 5x10"
bosis 3Lt / Ha showed greater biostimulant effect with 27.78 ton /
Ha and antagonistic activity in all the tests evaluated in broccoli
plants with an incidence of 1.27% of rot. Trichoderma exerted
antagonistic activity towards the Alternaria pathogen and
demonstrated a stimulating effect on broccoli plants.
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I. INTRODUCCION

La Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentaciéon y
la Agricultura mencioné que la produccién mundial del brocoli
en 2018 fue de 37.241.388 toneladas. Los tres paises con mayor
produccién son China, China continental e India con el 81%.
Ecuador ocupa el veintitresavo puesto con 0.29% (FAO, 2020).
El Ecuador se ha convertido en el primer exportador de brécoli
de Sudamérica, con 98% de su produccién para el mercado
internacional y solo 2% para el mercadonacional. La causa principal
de pérdidas y disminucién en la produccién se da por el efecto
del hongo patogénico Alternaria spp causante de la enfermedad
Tizén o Mancha negra (Urooj et al.,, 2019). Esta enfermedad
se propaga por sus conidios que se adhieren a la superficie y
penetran al hospedero a través de los estomas (Cho et al., 2016). La
infeccion da como resultado la aparicién de sintomas graves de la
enfermedad, incluyendo numerosos puntos negros que cubren las
pellas causando perdidas alrededor del 35% (Meena et al., 2016).

Se han adoptado diferentes medidas de estrategias para
controlar la enfermedad, como practicas de rotaciéon de cultivos,
utilizar variedades resistentes y aplicaciéon de fungicidas tales como
el difenoconazol, cyproconazol, flutapyroxad y pyraclostrobin, lo
que ha causado que el patégeno genere resistencia por el empleo
frecuente y extensivo de estas moléculas (Cho et al., 2016). Nuevas
alternativas de control para contrarrestar el uso excesivo de
quimicos, el sector agropecuario ha empezado investigaciones
sobre la aplicacion de Trichodermas por su amplia capacidad de
controlar hongos patogénicos y su capacidad de colonizar las
raices de plantas siendo un simbionte oportunista y avirulento
(Saxena et al., 2015).

Trichoderma spp recibe nutrientes de exudados de raices a
cambio de la proteccién de las plantas contra el estrés bidtico y
abidtico (Saxena et al., 2016). La interfaz entre Trichoderma y la
planta se establece mediante eventos tempranos que incluyen
liberacién de inductores de las paredes celulares de ambos
organismos y secrecion de compuestos de bajo peso molecular,
péptidos y proteinas del hongo, lo que lleva al reconocimiento por
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parte de la planta (Brotman et al., 2015). Se han descrito varios
modos de accién para explicar el antagonismo de Trichoderma
hacia los hongos patégenos e incluyen micoparasitismo,
produccion de antibidticos y competencia por nutrientes (Colla et
al., 2015). Ademas, Trichoderma también ejerce un control indirecto
contra los patoégenos a traves de la acciéon de respuesta sistémica
inducida (ISR) en las células vegetales que resulta en una defensa
mejorada (Macario & Mondragoan, 2017). La ISR se activa
principalmente contra patdégenos necrotroéficos, esta mediada por
las vias del jasmonato (JA) y el etileno (ET), y va sin acumulacién
de proteinas relacionadas con la patogenia (PRP) (Carrillo et
al., 2020). Por otro lado, el SAR se activa por infeccién local e
involucra la via de sefializacion del acido salicilico (SA), requiere
PRP y es principalmente eficaz contra patégenos biotréficos y
hemibiotréficos (Dotson et al., 2018). De acuerdo con Meena et
al. (2016), el desarrollo de A. alternata en condiciones in vitro son
inhibidas por T. koningii, T. lingorum y T. virens estas suprimen el
desarrollo de sus micelios en mas del 55% (Gveroska & Ziberoski,
2012).

La busqueda de nuevos agentes biocontroladores para el
control de pudriciones es el objetivo principal de esta investigacion
evaluando la capacidad biocontroladora de Trichoderma hacia el
agente causal Alternaria en el cultivo de brocoli.

11 Problema cientifico

Se prevé que para el afio 2050, la poblaciéon total del mundo
alcanzard los 9.100 millones de personas aproximadamente. Por
lo tanto, para alimentar a esta creciente poblacion mundial, es
necesario aumentar la produccién de alimentos alrededor del
70% en la agricultura. El aumento sustancial en la produccién
de alimentos ayudé a satisfacer las necesidades de seguridad
alimentaria mundial, pero problemas como el calentamiento
global, la contaminacién ambiental y la explosién demografica ha
empujado a las plantas hacia diversos tipos de tensiones bitticas
como hongos, bacterias, virus, nematodos, malezas e insectos,
que provocan una pérdida de rendimiento de hasta el 31-42%.
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En consecuencia, los fungicidas quimicos todavia se emplean
de manera imprudente, como medio principal de control de
enfermedades. Estos productos quimicos no solo son costosos,
sino que su aplicacion da como resultado la acumulacién de
niveles nocivos de toxinas en los seres humanos y en nuestro
ecosistema. Ademas, el uso indiscriminado de fungicidas obliga
a los patoégenos a someterse a mutaciones que eventualmente se
atribuyen a la seleccién de biotipos resistentes a fungicidas.

1.2 Hipotesis

La aplicacion de Trichoderma en el cultivo de brocoli (Brassicae
oleracea) posee un efecto antagénico hacia Alternaria spp y estimula
al desarrollo vegetativo de las plantas.

1.3 Ohjetivos

1.31 General

Evaluar la capacidad biocontroladora de Trichoderma spp hacia
Alternaria spp en el cultivo de brécoli.

1.3.2 Especificos

¢ Identificar a nivel molecular las especies de Trichoderma y al
patégeno Alternaria.

* Determinar la presencia de genes relacionados a la produccién
de enzimas.

* Analizar la actividad antagénica de Trichoderma spp frente
Alternaria spp mediante la produccion de metabolitos

secundarios a nivel in vitro.

* Verificar la capacidad protectora de Trichoderma a problemas de
pudriciones ocasionado por Alternaria en el cultivo de brécoli.

— 3



Il. MARCO TEORICO
21 Generalidades del Brocoli

Elbroécoli (Brassicae oleracea L. var. Italica) es una hortaliza originaria
de Asia, la parte comestible del vegetal es la inflorescencia
inmadura. Contiene un valor nutricional alto, entre ellas vitaminas
Ay C, potasio y fibra. Es utilizado para reducir los riegos de
diabetes y anemia por su alto contenido de Hierro, también para
algunos tipos de cancer, ya que produce compuestos quimicos
anticancerigenos como el glucosinolatos (Medical Review Faculty,
2014).

El cultivo de brécoli se adapta mejor a temperaturas promedio
de 12 a 16 C, también soporta bajas temperaturas hasta -2 C esto
cuando todavia no haya formado su inflorescencia. Se adapta a
suelos arenosos hasta arcillosos limosos y a un pH ligeramente
acidos hasta alcalinos (Jaramillo & Diaz, 2016). El cultivo se
establece en capo a través del trasplante, la produccion se lleva
a cabo bajo invernaderos durante 30 a 40 dias y luego estan listas
para el trasplante. Esta planta es anual, con 0.6 a 1 m de altura, la
inflorescencia es una pella compacta de 15 a 30 cm de didmetro, son
de color verde en varias tonalidades, depende de las variedades
utilizadas, la inflorescencia o pella se forma en la parte central de
la planta (Hillock, 2016).

La raiz es pivotante con raices secundarias y superficiales, tiene
una profundidad hasta de 60 cm. El tallo es cilindrico, corto y
carnoso de color verde claro, en el cual se disponen las hojas en
forma helicoidal, con entrenudos cortos. Las hojas son pecioladas
y lobuladas con un color verde-grisdceo, con bordes ondulados,
nervaduras marcadas y blancas (Hedestrom, 2018).
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Tabla 1. Clasificacion taxondémica del brécoli (Brassica oleraceae var. Itdlica)

Reino: Plantae
Subphylum: Streptophyta

Division: Magnoliophyta Fanerogama
Orden: Brassicales

Familia: Brassicaceae

Género: Brassica

Especie: Brassica oleracea var. Italica

Fuente: (Nacato & Valencia, 2016)

2.2 Variedades

Existen distintas variedades, entre las que mas se adaptan a
nuestra zona son: Avenger, Domador, SK-6 y Legacy. La variedad
Avenger es la més cultivada en la region sierra esta posee tallos
gruesos y cortos, hojas anchas y largas, esta variedad tiene mayor
peso de pella, por ende, mayor rendimiento, es lider en el mercado
por su excelente adaptacién y uniformidad de pellas favoreciendo
su empaque para la exportacion (Sanchez et al., 2020).

2.3 Cultivo de brocoli en el Ecuador

La Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y
la Agricultura mencioné que la produccién mundial del brécoli
en 2018 fue de 37.241.388 toneladas. Los tres paises con mayor
produccién son China, China continental e India con el 81%.
Ecuador ocupa el veintitresavo puesto con 0.29% (FAO, 2020). En
Ecuador los cultivos de brocoli son transitorios, entre los afios 2017
y 2019, se sembraron alrededor de 9000 hectdreas de esta hortaliza,
con una cosecha equivalente al 99.8% de la siembra. En el 2019
la produccién de brécoli decayé 10%, cuando en afios anteriores
habia crecido mas del 55%. Las ventas han obtenido un crecimiento
del 8% dentro del periodo analizado. El afio 2019 es el que menor
cantidad de toneladas métricas vendid, 5.676 menos que en 2018
y s6lo el 96.7% de la produccioén total, cuando el promedio fue de
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98.6%. Cotopaxi es la provincia con mayor superficie sembrada,
produce casi el 90% de brécoli en todo el pais con un promedio de
100190,79 toneladas (INEC, 2019).

El brocoli es una de las hortalizas més cotizadas a nivel mundial, y
actualmente el principal exportador en Sudamérica es Ecuador. Hasta
el 2018 los principales paises para las exportaciones fueron Japon,
Estados Unidos, la Unién Europea, Canada y Guatemala. En el 2020
desde enero hasta mayo se registraron 39 toneladas y 69.782 miles de
délares en exportaciones. El brocoli estd dentro de los 25 principales
no petroleros de exportacion a Estados Unidos, se estima que mas
del 90% de la produccién nacional se destina para la exportacion,
contribuyendo de manera importante a las exportaciones de
productos primarios no tradicionales (MAGAP, 2020).

24 Principales enfermedades del brécoli

La calidad, produccién y valor nutricional pueden verse afectados
por los microorganismos fitopatégenos como son: hongos,
bacterias, virus y nematodos, ya que provocan grandes pérdidas
en la cadena productiva y comercializaciéon del producto. Las
enfermedades que mds impacto econdmico tiene en el cultivo son
causadas por hongos patogénicos: Tizén o Manch

241 Albernaria spp

La pudricién o mancha negra es una enfermedad causada por el
hongo Alternaria, es un patogeno cosmopolita y saprofito, puede
vivir en los restos vegetales del cultivo o como parasito de la
planta. Produce una gran cantidad de esporas que son diseminadas
por el viento, agua, etc. Para que se genere su infecciéon en los
tejidos requiere humedad, lluvia abundante y una temperatura
de 17 a 24 C., realiza su penetracién a través de los estomas de la
planta (Lawrence et al., 2016). Las conidias tienen un periodo de
viabilidad de hasta dos afios en rastrojos vegetales, ya que es un
hongo saprofito (Ghose et al., 2016).
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Alternaria spp presenta un micelio oscuro grisaceo a negro con hifas
septadas, ramificadas, hialinas y lisas. Posee conidi6foros simples,
tlexuosos o erectos, doblados, hinchados en la base dando a lugar
una conidia pequefia alargada segmentada de forma septada con
una coloracién verde oliva o amarilla cuyo cuerpo gradualmente
se estrecha hasta formar un pico cénico (Kumar et al., 2014).

Sintomas en las plantas

Los sintomas de la enfermedad por Alternaria se presentan en
las hojas, el peciolo, la inflorescencia, el tallo y semillas (Uroj et
al., 2019). Los sintomas iniciales de la enfermedad aparecen en
las hojas viejas de las plantas, como puntos puntuales discretos,
que luego se agrandan y se rodean por un halo distintivo con
anillos concéntricos (Kumar et al., 2014). Estos puntos en tultima
instancia coleasen, formando grandes parches de lesiones de tizén
foliar clorético y necrético, dando como resultado en defoliacién.
El patogeno reside en el centro de las lesiones, que esta rodeado
por halos amarillos, la zona creada por la difusién de metabolitos
tangicos (Uroj et al., 2019). Las manchas formadas por A. brassicae
son de color grisdceo (Kumar et al., 2014). Sobre los tallos, las
manchas son alargadas. La infeccién en las hojas reduce el potencial
fotosintético, lo que no resulta en desarrollo y peso reducidos de la
semilla, pero también en contenido y calidad de aceite reducidos y
baja eficiencia de germinaciéon (Meena et al., 2016).

En condiciones de campo, el desarrollo y la propagacion
generalmente le favorecen temperaturas que oscilan entre 12 C
y 27 C y una humedad relativa del 70% (Urooj et al., 2019). Las
lluvias frecuentes son favorables para el inicio de la enfermedad
y la propagacién en las hojas de Brdsica, particularmente durante
la etapa de floracion. Ademads, la susceptibilidad de las plantas
aumenta con la edad 30 dias después de la siembra, las plantas
de menos de 30 dias no muestran ningdn sintoma, pero son muy
susceptibles desde los 60 a 90 dias después de la siembra (Kumar
et al., 2014).



25 Control biologico de enfermedades

El desarrollo de estrategias ecologicas y rentables para el manejo de
enfermedades en las plantas ha sido de gran interés en los tltimos
tiempos. Los mecanismos de control biol6gicos se contemplan como
medidas significativas para el manejo de enfermedades porque
los fungicidas quimicos afectan negativamente a otros toda la
microbiota del suelo (Kohl et al., 2019). Hay varias investigaciones
que detallan como algunos microorganismos causan inhibicién del
crecimiento de patogenos al alterar su metabolismo o al establecer
una relacion parasitaria (Panth et al., 2020). Ademas, la aplicacién
de agentes de control biolégico (BCA) con concentraciones altas
estimula supresiéon de enfermedades de forma similar a las dosis
altas de tratamientos con fungicidas quimicos (Hyder et al., 2020).

251 Trichoderma spp

Trichoderma se aisl6 por primera vez en 1794 del suelo y de la
descomposicion organica (Persoon, 1794). En todo el mundo,
actualmente se obtienen bio-fungicidas eficaces en més del 60%. son
de Trichoderma (Abbey etal.,2019). Las diferentes cepas de Trichoderma
(telomorfo Hypocrea) pertenecen a hongos imperfectos ya que no
poseen cualquier etapa sexual conocida en su ciclo de vida (Van et al.,
2018).Estoshongossoncolonizadoresrapidos,invasores, filamentosos,
oportunistas, avirulentos y exhiben una relacién simbiética con las
plantas. En suelos contaminados con microorganismos patégenos,
tienen la capacidad de inhibir su crecimiento a través de varios
mecanismos antagonistas (Lorito et al., 2010). Trichoderma exhibe un
comportamiento antagénico contra varios organismos fitopatégenos,
incluidas bacterias, nematodos y especialmente hongos, al inhibir
su crecimiento ya sea por interacciones directas (por ejemplo,
hiperparasitismo, competencia de nutrientes y espacio y antibiosis)
(Zhang et al., 2017) o indirectamente mejorando el crecimiento y el
vigor de las plantas y mejorando la tolerancia al estrés, la absorcion
activa de nutrientes y biorremediacién de la rizosfera contaminada,
ademads de proporcionar a las plantas varios metabolitos secundarios,
enzimas y proteinas PR (Kumar, 2013).

I s



25.2 Mecanismos de accion
1) InGeraccion Trichoderma -plantas

Trichoderma es atraido por sefiales quimicas liberadas por la raiz
de la planta. Los pasos iniciales del establecimiento de la simbiosis
implican el apego, penetracién y colonizaciéon de Trichoderma
dentro de las raices de las plantas. El anclaje de la raiz de la planta
se ve facilitado por proteinas ricas en cisteina conocidas como
hidrofobina, por ejemplo, las hidrofobinas TasHyd1 y Qid74 de T.
asperellum y T. harzianum, respectivamente (Samolski et al., 2012).
La penetracion exitosa de Trichoderma es seguida por una rapida
colonizacién delos tejidos de las raices, esto produce un incremento
de defensas en las plantas, como la produccién de fitoalexina, como
se observé previamente en las raices de Lotus japonicus durante la
aplicacién T. koningii (Masunaka et al., 2019). Ademas, en suelos
contaminados con patdgenos, Trichoderma spp. coopera con otras
poblaciones microbianas beneficiosas, mejorando el crecimiento y
la supervivencia de las plantas (Omomowo & Babalola, 2019).

a) Induccion de resistencia a enfermedades

Se ha informado que la adicion de diferentes especies de
Trichoderma en la rizosfera mejora la defensa de las plantas contra
varios organismos patégenos como virus, bacterias y hongos,
mediante la estimulaciéon de diferentes mecanismos de resistencia
que abarcan principalmente los sistemas de resistencia sistémicos
inducidos (ISR), respuesta hipersensible (HR) y resistencia
sistémica adquirida (SAR) (Harman et al, 2014). En algunos
estudios han demostrado que los metabolitos son inductores de
resistencia en las plantas cuando interactdan con las Trichodermas
(Ahluwalia et al., 2015). Estos metabolitos incorporan proteinas
que muestran actividad enzimdtica como xilanasas y quitinasas,
productos génicos similares a proteinas expresados por genes
no virulentos y de bajo peso molecular. Estos compuestos son
producidos debido a la degradacién enzimatica hidrolitica de
células funcionales o vegetales (Ahluwalia et al., 2015).
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La induccién de resistencia se debe al aumento de las cantidades
de metabolitos defensivos, asi como las enzimas. Estos incluyen
principalmente la biosintesis de fitoalexina (HR), que implica
la participacion de las enzimas fenilpropanoide, es decir,
amonialasa-fenilalanina (PAL) y sintasa chalcona sintasa (CHS)
(Stacey & Keen, 1999). Otras enzimas que mejoran la resistencia
en las plantas son las quitinasas y glucanasas (McIntyre et al,,
2014). También abarcan proteinas relacionadas con la patogenia
(PR) (respuesta SAR), y las enzimas que juegan un papel en la
respuesta de defensa antioxidante (McIntyre et al., 2014). La
quitinasa derivada de T. harzianum (Chit42), expresada en plantas
de tabaco y papa, condujo al desarrollo de lineas transgénicas
extremadamente tolerantes o totalmente resistentes hacia
patégenos como Rhizoctonia solani asi como patdgenos foliares
como Alternaria alternata, A. solani y Botrytis cinerea (Howell, 2013).
Yedidia et al., (2019) confirmé que las raices de pepino inoculadas
con T. harzianum se caracterizaron por una mayor expresion de las
actividades de peroxidasa y quitinasa, lo que mejoro la resistencia
en la planta de los ataques de patdgenos.

b) Interacciones Trichoderma -Pat6geno

El control de enfermedades, facilitado por mediadores de
biocontrol, es un resultado de las interacciones entre los simbiontes
y comunidades patdgenas de la planta. Debido a su capacidad
para defender plantas y controlar poblaciones de patdgenos,
en diversas circunstancias del suelo, Trichoderma spp. han sido
extensamente analizados y explotados comercialmente como
agentes de biocontrol, enmiendas del suelo y biofertilizantes,
colocando Trichoderma spp. entre los BCA fingicos mas explorados
(Harman, 2010). Varias especies de este género son competentes
en la rizosfera y también pueden descomponer polisacéridos,
hidrocarburos, clorofendlicos y plaguicidas xenobidticos
empleados en el cultivo (Li et al., 2019). Las estrategias clave de
biocontrol que Trichoderma se desarrolla en conflicto directo con
hongos patégenos son micoparasitismo, competencia y antibiosis
(Juliatti et al., 2019).
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2) MicoparasiGismo

El micoparasitismo implica el ataque directo de una especie de
hongo a otra y se encuentra entre los mecanismos antagonistas
mdas importantes expresados por Trichoderma spp. Han sido
reportados al menos 75 especies de Trichoderma con potencial
micoparasitico. En investigaciones realizadas indican que las
cepas de Trichoderma atacan y desintegran hongos patogénicos de
las plantas como Rhizoctonia solani, Alternaria alternata, Sclerotinia
sclerotiorum, Fusarium spp., Botrytis cinerea, Pythium spp. y Ustilago
maydis (Harwoko et al., 2019). Este proceso de complejo incluye
eventos secuenciales. En primer lugar, la identificacion entre
Trichoderma y el hongo objetivo es mediada por la unién de los
carbohidratos presentes en la pared celular de Trichoderma a las
lectinas del otro. Esto es seguido por el desarrollo de apresorios
y giro de hifas, que abarca un mayor nimero de compuestos
osmoticos como el glicerol. Después de una penetracion exitosa,
Trichoderma inicia el ataque a la maquinaria celular del huésped
mediante la generacién de numerosos fungitoxicos que degradan
la pared celular (CWDE), como enzimas, glucanasas, quitinasas y
proteasas (Harman et al., 2014).

La acciéon acumulativa de estos compuestos causa la disolucién
de las paredes celulares del patogeno, lo que finalmente da como
resultado el parasitismo del hongo objetivo. Se ha observado que
se pueden generar huecos en el lugar de la formacién de apresorios
que facilitan el acceso directo de las hifas de Trichoderma a la luz
del hongo objetivo, que luego procede a matar el hongo patogeno
(Kumar, 2013). Ademés, los agentes de biocontrol no solo degradan
la pared celular del hongo, también inactivan sus enzimas (por
ejemplo, pectinasas, etc.), que son esenciales para que el hongo
patoégeno pueda colonizar y penetrar los tejidos vegetales (Harman
et al., 2014). Las paredes celulares de los hongos estdn compuestas
por quitinasas y 3-1,3-glucanosa (Fesel & Zuccaro, 2016).

Las Quitinasas y 3-1,3-glucanosa son enzimas licticas sintetizadas
por Trichoderma spp. estas son las responsables de las acciones
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micoparasiticas ya que tienen el potencial de degradar la pared
celular del hongo patogénico (Sivan & Chet, 1989).

Zellinger et al., (1999) informé anteriormente que Trichoderma
puede detectar la existencia de micelio de patogenos en la
rizosfera y proliferan hacia la direccion del area del patégeno.
Estudios revelaron que durante la interaccion de Trichoderma
-hongos patégenos, el gen de la endoquitinasa se estimula antes de
entrar en contacto con el patégeno, de lo contrario, la activaciéon
de la exoquitinasa tuvo lugar s6lo después de que se estableci6 el
contacto (Brunner et al., 2013). Trichoderma emite antibiéticos como
el peptaibol fungitéxicos (Dotson et al., 2018). La accion colectiva
de estos ingredientes es esencial para la disolucién de las paredes
celulares y el parasitismo del hongo objetivo. Aproximadamente
20-30 genes, proteinas o metabolitos conocidos estdn claramente
involucrados en esta actividad (Harman, 2010).

3) Competicion

La disponibilidad limitada y la competencia por nutrientes
conducen al manejo de comunidades fungales y el desarrollo
de fitopatégenos (Mahmood & Kataoka, 2018). La competicion
de macro y micronutrientes en especial Carbono, Nitrégeno y
Hierro juegan un papel importante durante las interacciones
de hongos beneficiosos y desventajosos acopldndose con los
sistemas de biocontrol (Vinale et al., 2018). Estan establecidos
que las especies de Trichoderma compiten por nutrientes, nichos
biol6gicos o puntos de infeccién con patégenos en la rizosfera
de las plantas (Ahluwalia et al., 2015). Trichoderma exhibe mejor
capacidad para movilizar y absorber nutrientes desde el suelo en
comparacién con otros microorganismos de la rizosfera, por lo
tanto, maneja el control de algunos patégenos (ej. B. cinérea) el uso
de Trichoderma implica la coordinacién de numerosas estrategias,
como la competencia por nutrientes, que se considera uno de los
mecanismos mas importantes (Bargaz et al., 2018).

La utilizacioén eficaz de nutrientes depende de la habilidad de
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Trichoderma para conseguir energia derivada del metabolismo de
los carbohidratos como la celulosa, quitina, glucano y glucosa,
que estan presentes en el micelio de los hongos (Mahmood &
Kataoka, 2018). La funcién del sistema que transporta la glucosa
aun no es descubierta, pero es concebible que la competencia del
Trichoderma desemperfie un papel fundamental (Delgado et al.,
2003). Los exudados de las raices y la rizosfera son particularmente
ricos en nutrientes como los carbohidratos, aminodacidos, acidos
organicos, vitaminas, Fe, etc. pero la competencia por Carbono
entre Trichoderma y los hongos patégenos como Rhizoctonia
solani, F. oxysporium, etc. se consideraron los mas mencionados
(Sarroco et al., 2009)

En comparacién con otros microorganismos en el suelo, Trichoderma
es superior en la movilizacién competente de nutrientes inméviles
y en su uso. Para este proceso Trichoderma induce la reduccién
de pH del suelo a través de la biosintesis y liberaciéon de acidos
organicos como glucénico, citrico y fumadrico. Estos &cidos
organicos facilitan atiin mas la solubilizaciéon de micronutrientes
y cationes minerales como fosfatos, Fe, Mn y Mg (Vinale et al,,
2018). Se ha informado que T. harzianum codifica un transportador
de glucosa (Gttl) que expresa una alta afinidad para la glucosa en
un nivel excepcional (Benitez et al., 2014). Ademas, Vargas et al.,
(2019) reconocié una enzima intracelular de T. virens (TvInv) que
parece ser la responsable de la degradacion de la sacarosa de origen
vegetal. Los iones de Fe sirven como cofactores para multiples
clases de enzimas y juegan un papel clave como nutriente para el
crecimiento y desarrollo de las plantas (Miethke, 2013).
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4) Antibiosis

La antibiosis es un proceso donde interactian componentes de bajo
peso molecular y educen el crecimiento de otros microorganismos.
Principalmente, la antibiosis se centra en la produccién de
metabolitos secundarios, que muestran una consecuencia
inhibitoria o mortal sobre un hongo parasito. Se han detectado
més de 180 metabolitos secundarios que indican distintas clases
de productos quimicos aislados de hongos pertenecientes al
género Trichoderma (Masi et al., 2018). Dependiendo de su origen
biosintético, estos compuestos se pueden agrupar en peptaibol,
policétido y terpeno (Hu et al., 2017). Varias especies de Trichoderma
son conocidos por producir aminoacidos no proteinogénicos
(especialmente amino-isobutirico) compuestos de peptaibold,
que son antibiéticos polipeptidicos con pesos moleculares que
oscilan entre 500 hasta 2200 Da. La caracteristica peculiar de estos
compuestos es que su N-terminal esta acetilado, mientras que el
C-terminal tiene aminoalcoholes (Turaga, 2020). Por lo tanto, su
naturaleza quimica es anfipatica y se organizan ellos mismos en
la membrana para formar canales ionicos activados por voltaje.
Estos péptidos sintetasas no ribosomales (NRPS). Ademads,
Trichoderma tiene la capacidad de sintetizar una clase diferente
de metabolitos defensivos denominados policétidos, esto a través
de eventos secuenciales catalizados por un complejo de enzimas
llamas policétidos sintasas (PKS).

Distintas cepas de Trichoderma sintetizan una gran variedad de
antibidticos (Reino et al., 2008), por ejemplo T. viride produce
tricotoxinas A y B, tricodeceninas, tricorovinas y tricocelinas.
De manera similar, se logré aislar de la cepa T. harzianum las
tricorzianinas A y B, las tricorzinas HA y MA. T. longibrachiatum
produce tricholonginas BI y BII, mientras que T. koningii produce
tricoconinas, T. artroviride produce atroviridinas A-C vy las
neoatroviridinas A-D (Mukherjee et al., 2012). El 4cido harzidnico
derivado de T. harzianum mostro actividad antibiética contra
Pythium irregulare, Sclerotinia sclerotiorum y R. solani en
cultivo in vitro (Manganiello et al., 2018). En general la actividad
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antibidtica se combina cooperativamente con enzimas liticas. Su
acciéon dual ofrece un nivel més avanzado de antagonismo que
la actividad de los antibiéticos o de las enzimas que acttian solas
(Monte, 2011). Howell et al., (2013) observo desintegraciéon de
las paredes celulares en los hongos fitopatogenos B. cinérea y F.
oxysporum por la acciéon de las enzimas liticas ya que mejoro la
penetracion de antibidticos en las hifas de los patégenos.

2.6 Espaciador branscrito inGerno ribosémico nuclear (ITS)
marcador de cédigo de barras de ADN universal para hongos

Loscédigosdebarrasde ADNutilizansecuenciasestandarizadasde
500 a 800 pb para identificar especies de todos los reinos eucariotas
usando cebadores que son aplicable para el grupo taxonémico
mas amplio posible. Los c6digos de barras deben derivarse de
los comprobantes depositados identificados por expertos. En
colecciones biolégicas con metadatos en linea y validados por
cromatogramas de secuencia disponibles en linea. La variacion
interespecifica debe exceder la variacién intraespecifica (la brecha
del c6digo de barras), y los c6digos de barras son 6ptimos cuando
una secuencia es constante y tinica

a una especie (Herbert et al., 2013). Idealmente, el lugar del codigo
de barras seria el mismo para todos los reinos. El cistron de rRNA
eucariota consta de 185, 5.85, y genes de ARNr 28S transcritos
como una unidad por la ARN polimerasa I.

Los procesos postranscripcionales dividen el cistrén, eliminando
dos espaciadores transcritos internos, estos dos espaciadores,
incluido el 5.8S gen, generalmente se conocen como la region ITS.
El ITS también se utiliza en algunos hongos para proporcionar
una indicacion de delimitacién. por una medida de las distancias
genéticas (Prado, 2010). Sin embargo, también se estdn utilizando
en enfoques para identificar unidades taxonémicas en muestreo
ambiental de hongos (Geml et al., 2018) y a menudo son mas
efectivos (Porter & Golding, 2011).
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2.7 Gen ech42 de las endoquitinasas

Gen de la endoquitinasa (ech42) que codifica las endoquitinasas
es producido por el hongo Trichoderma spp, es responsable del
micoparasitismo (Barbara et al. 2011). Algunos tipos importantes
de genes de control biolégico que pueden ser facilmente aisladas,
clonadas y caracterizadas son proteasa, quitinasa, glucanasa,
tubulinas, proteinasa, xilanasa, monooxigenasa, galacturonasa,
proteinas de adhesion celular y genes tolerantes al estrés (Muthu
y Sharma, 2011). Los genes tienen sus funciones tinicas en el
mecanismo de biocontrol como degradacion de la pared celular,
crecimiento de hifas, estrés a la tolerancia y actividad parasitaria.
Los genes juegan un papel importante en el proceso de biocontrol
regulando algunas sefiales y conduciendo a la secrecién de
algunas enzimas que ayudan en la degradacion de los patdgenos
y, por lo tanto, se conocen como genes de biocontrol. El aumento
de la expresion de los genes ayuda en una actividad mejorada de
biocontrol que ayuda a promover el crecimiento de la planta y
evita que la planta sea atacada por un patégeno (Hartl et al., 2012).

El gen ech42, (Garcia et al. 1994), codifica genes para endoquitinasa
con actividad inhibitoria significativamente mayor contra
una amplia gama de hongos fitopatégenos que otras enzimas
quitinoliticas. La enzima individual més interesante del complejo
es la endoquitinasa de 42 kDa (ech42), que puede hidrolizar las
paredes celulares de Botrytis cinerea in vitro e inhibe germinacién
de esporas y alargamiento del tubo germinativo de varios hongos
(Schirmbo“ck et al., 2011). El gen correspondiente (ech42) se induce
fuertemente durante las interacciones hongo-hongo y cuando el
hongo crece en presencia de micelio autoclavado de varios hongos
o con quitina coloidal como tnica fuente de carbono. La expresion
de ech4?2 asociada con la germinacién de esporas inducida por la
luz es inhibida por catabolitos de carbono (Carsolio et al., 1994).
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lll. MATERIALES Y METODO
31Localizacion

La presente investigacion se realiz6 en los laboratorios de
Bionintanga de la empresa NINTANGA S.A., localizada en la
Panamericana Norte km 10 sector Guaytacama. Sus coordenadas
geogréficas 08 45” de latitud Sur y 78 64” de longitud Occidental,
ubicada a una altura de 2750 msnm.

Figura 1 Localizacion de la empresa NINTANGA S.A.
Fuente: (Mapcarta, 2021)

Caracteristicas climaticas
Tabla 2. Caracteristicas climéaticas de NINTANGA S.A.

Textura del suelo: Franco arenoso
Altitud: 2750 m.s.n.m.

Clima: Templado

Helofania: 450 horas/afio
Humedad Relativa: 70 %

pH: 8

Precipitacion media anual: 515 mm
Temperatura media anual: 10°C

Topografia: Regular sin pendiente

Fuente: INAMHI, serie 2019
17



3.2 Tipo de invesbigacion

Se utilizé el método experimental comparando informacién
existente en la literatura y ensayos anteriores sobre agentes
antagonistas, con los resultados que se esperan alcanzar en la
identificacion concreta del Trichoderma spp eficaces hacia el hongo
Alternaria spp.

3.3 Material genético

Elmaterial genético que se utiliz6 es el hibrido Avenger distribuido
por SAKATA, la caracteristica agronémica que presenta son las
siguientes:

Tipo de cabeza: Domo denso con grano fino

Color: Verde azulado

Habito de la planta: Alta

Madurez relativa: 85-90 dias después del trasplante
Rendimiento: 25 Ton/ha

3.4 Trabamientos
3.41 Trabamientos para evaluacion por absorbancia al desarrollo
micelial de AlGernaria spp

Se trabaj6 con ocho tratamientos de tres repeticiones cada uno con
dos unidades experimentales, un control positivo para el cual se
us6 un fungicida biolégico comercial y un control negativo (solo
el patégeno).

Tabla 3. Descripcion de los tratamientos in vitro

Tratamiento Nomenclatura Descripeion

T1 T1Al Trichoderma spp vs Alternaria spp
T2 T2A1 Trichoderma spp vs Alternaria spp
T3 T3Al Trichoderma spp vs Alternaria spp
T4 T4A1 Trichoderma spp vs Alternaria spp
T5 T5A1 Trichoderma spp vs Alternaria spp
T6 T6A1 Trichoderma spp vs Alternaria spp
T7 Testl Fungicida biolégico comercial
T8 Test0 Sin aplicacion




3.4.2 Trabamiento para la evaluacion de la capacidad
protectora hacia Alternaria en el cultivo de brécoli

Tabla 4. Descripcion de los tratamientos in vivo

Tratamiento Nomenclatura Descripeion
(DOSIS)

T1 T1D1 Trichoderma 4 x 10191 Lt/Ha
T2 T2D2 Trichoderma 4 x 10192 Lt/Ha
T3 T3D3 Trichoderma 4 x 10193 Lt/Ha
T4 T4M1 Trichoderma 5 x10103 Lt/Ha
TS Testl Fungicida biologico comercial
T6 Test0 Sin aplicacion

35 Diseno de la Investigacion

351 Diseno para evaluacion por absorbancia al desarrollo
micelial de Albernaria spp

Se aplicé un disefio completamente al azar DCA, para evaluar el
efecto antagonista de los metabolitos hacia el hongo Alternaria spp,
generando ocho tratamientos de tres repeticiones cada uno con
dos unidades experimentales.

La variable en estudio a evaluarse se someti6é al andlisis de
varianza y se empleo la prueba de Tukey al 95% de probabilidad
para establecer la diferencia entre las medias de los tratamientos.
Se utiliz6 Stat Graphics para el correspondiente procesamiento
estadistico.

35.2 Diseiio experimental para la evaluacion de la capacidad
protectora hacia Alternaria en el brocoli

Se aplicard un BCA (Bloque completos al azar), para evaluar la
incidencia de la enfermedad en el cultivo de brécoli, generando
seis tratamientos de tres repeticiones.

— 19




La variable en estudio a evaluarse fue sometida al andlisis de
varianza y se emple¢ la prueba de Tukey al 95% de probabilidad
para establecer la diferencia entre las medias de los tratamientos.
Se utiliz6 Stat Graphics para el correspondiente procesamiento
estadistico.

3.6 Caracteristicas del Ensayo

Tabla 5. Caracteristicas del ensayo in vivo

Forma: Rectangular
Ancho de parcelas 0.7m
Largo de parcelas 90 m
Numero de parcelas 3

Distancia entre parcelas 1.10m
Distancia entre plantas 030 m
Distancia entre hilera 0.30 m
Area del ensayo 387 m?

3.7 Manegjo del experimento

3.71 Aislamiento e identificacion molecular de Trichoderma spp de
cultivares de brocoli

Para obtener las cepas de Trichoderma de NINTANGA se
colocaron por lote de 1,5 hectdreas 20 trampas utilizando la
metodologia en X, descrita por Vallejo, (2014). Todas las trampas
se elaboraron utilizando envases de vidrio preparados con 40 gr
de arroz esterilizado y 5mL de melaza, cubiertos con un pedazo
de nylon bien asegurado. Con las trampas terminadas, se procedio
a colocarlas a 20cm de profundidad con el sustrato en direccién
hacia la raiz de la planta de brécoli. Finalmente, cada trampa se
identific6 con una bandera. Transcurridos 15 dias las trampas
tueron llevadas al laboratorio. (Nugra, 2018)

Se utilizé medio de cultivo PDA (papa dextrosa agar), afiadiendo
39 g/L de PDA (Papa Dextrosa Agar), el mismo que se coloco
en un plato agitador caliente durante 45 minutos hasta disolver
el agar. Posteriormente, se esterilizaron en autoclave a 121 °C
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durantel5 minutos a 1.2 kg/cm2 de presion. Se le adicioné 160
mg/L de gentamicina (Martinez et al., 2015). Al medio para evitar
crecimiento bacteriano. Se realizaron diluciones seriadas para
sembrar en las cajas Petri las muestras, luego se dejaron crecer
las placas por 7 dias a 29 C y se identificaron las colonias en base
a sus caracteristicas morfoldgicas. Se purificaron estas cepas de
Trichoderma spp y se sembrardn nuevamente en el medio de
cultiva PDA, se incubaron por 8 dias a 29 C para la extraccion de
ADN (Arbito, 2017).

Se realiz6 la identificacién de las cepas de Trichoderma por PCR
mediante el ADNg, que fue extraido a partir del micelio del hongo
empleando el kit QIAGEN-Start Protocol (USA). Se amplificard
la region ITS1 (5-AAGTAGAAGTCGTAACAAGG-3") y ITS2
(5-GGTTGGTTTCTTTTCCT-3") que codifica para una regién
conservada situada en la subunidad 5.85 del DNA ribosomal con
una amplificacién de 605 pb (Guijon, y otros, 2010).

Lareaccion de PCR se llevé a cabo en tubos de 1,5 mL de capacidad
con un volumen final de 25 pL que contendra: 12.5 uL Platinium
SuperFi Green (2X), 1.25 pL/Cada primer de 10 uM, 5 pL de
SuperFi (5X), 2 pL de ADN, 3puL de H2O. La reaccién se llevo a
cabo en un termociclador utilizando el siguiente programa: 94
°C por 2 minutos, para la desnaturalizacién inicial, seguido de 30
ciclos de: 94 °C por 30 seg a 50°C por 45 seg y 1 minuto a 72 °Cy
una extension final de 72 °C por 15 minutos y. Los amplificados
fueron analizados por electroforesis en gel de agarosa al 1.5 % y
se tifieron con Bromuro de etidio (0,5 ug/mL) (Johanson, 1994).
El producto amplificado se purificé y se enviaron a secuenciar al
laboratorio BIOSIN, las secuencias fueron editadas con el software
MEGA 7 y analizadas por Blast.

3.7.2 Aislamiento e identificacion molecular de AlGernaria spp de
cultivares de brocoli

Seidentificaron los cultivos de brécoli (Brasica oleraceae var Italica)
que presenten signos caracteristicos del patdégeno Alternaria spp.
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Se tomaron hojas en estadios 5 6 6, buscando las que estén libres
de otros patégenos y tierra, guardandolos en fundas “ziploc” para
transportarlos hacia ellaboratorio. Las muestras fueron trasladadas
al laboratorio se colocaron en recipientes con algodén humedecido
(cdmara himeda) por 48h para favorecer el desarrollo del micelio
a 28 °C, se procedi6 a recortar cuadrados de aproximadamente
5mm por lado, de la zona en la cual se desarrollé el micelio del
hongo (Castro, 2010).

La desinfeccion se efectué colocando la muestra vegetal 1 min en
agua destilada, posteriormente se pasé 1 min en alcohol al 70%
v/v, a continuaciéon 1 min en agua destilada y posteriormente se
colocaron en solucién de hipoclorito de sodio al 0.5% por 1 min
y se lavara con agua destilada. (Herrera, 2016). Las muestras ya
desinfectadas fueron colocadas en el medio PDA mas antibi6tico, se
deja incubar a 29 °C durante 8 dias. (Herrera, 2016). De las colonias
identificadas como Alternaria spp., tomando en consideracién la
descripciéon de Herrera (2016), se tom6 una muestra y se sembraron
en medio PDA més antibiético durante 8 dias a 29 C.

Se realiz6 la identificacién de las cepas de Alternaria spp por
PCR mediante el ADNg, que fue extraido a partir del micelio
del hongo empleando el kit QIAGEN-Start Protocol (USA). Se
amplific6 la region ITS1, ITS4 y 5.8 ARNr utilizando los primers
universales ITS 1 (5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3") e ITS4
(5"-GCTGCGTTCTTCATCGATGC-3") de 10 uM (White, Bruns,
Lee, & Taylor, 2015). La reaccién de PCR se llevé a cabo en un
termociclador utilizando el siguiente programa: 94 °C por 2
minutos, para la desnaturalizacién inicial, seguido de 30 ciclos
de: 94 °C por 30 seg a 50°C por 45 seg y 1 minuto a 72 °C y una
extension final de 72 °C por 15 minutos. Los amplificados fueron
analizados por electroforesis en gel de agarosa al 1.5 % y se tifieron
con Bromuro de etidio (0,5 ug/mL) (Johanson, 1994). El producto
amplificado se purificé y se envié a secuenciar al laboratorio
BIOSIN, las secuencias fueron editadas con el software MEGA 7 y
analizadas por Blast.
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3.7.3 Deteccion de la enzima CiGoquinina en Trichoderma spp con
actividad antifangica

Se realiz6 la deteccién de Citoquinina producidas por Trichoderma
spp tomando como molde el ADNg que se extrajo previamente. Se
llevé a cabo utilizando los primers especificos ech42-FWD (5°CTTG-
TAGTCCCAAATACCGTTCTCCCA-3") y ech42-REV(5-GCAAA-
CGCCGTCTACTTCACCAACTGG-3") de 200 nM (Druzhinina,
2012). La reaccion de PCR se llevd a cabo en un termociclador
y se utiliz6 el siguiente programa: 94 °C por 2 minutos, para
la desnaturalizacién inicial, seguido de 30 ciclos de: 95 °C por 1
minuto a 50°C por 2 minutos y una extension final de 72 °C por 7
minutos. Los amplificados fueron analizados por electroforesis en
gel de agarosa al 1.5 % y se tifi6 con Bromuro de etidio (0,5 ug/mL)
(Carsolio, Gutierrez, Jimenez, Van, & Herrera, 2004).

374 Obbtencion de Mebabolitlos secundarios de Trichoderma
Spp

Se prepar6 caldo papa dextrosa (CPD), 250g papa, 5g dextrosa,
1000 mL agua, en matraces de 250 mL, los cuales contenian 50
mL del medio. Se inocularon 1x105 a 150 rpm por 15 dias a 28 C,
se observo el pigmento en los matraces a los 15 dias. Se tomaron
muestras de 6 mL, de todas las cepas biocontroladores para
posteriormente transferirlas a tubos de ensayo de 10 mL. Para
obtener el micelio y sobrenadante, se centrifugaron los tubos de
ensayo por 30 minutos a 3500 r.p.m., el sobrenadante fue filtrado
en milipore de 0,2 pM en viales estériles y con la ayuda de una
jeringa, las muestras fueron guardadas a -4°C debidamente
rotuladas (Rodriguez & Pifieros, 2017).

3.75 Evaluacion de actividad antagonista por absorbancia al
desarrollo micelial de AlGernaria spp

Se recuperaron 0.5 cm del micelio cultivados en placas de PDA
y re-suspendidas en 500 pL de agua ultra pura, se macerard
el micelio usando una punta de 1ml en forma de mortero, serd
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agitado por vortex. La concentraciéon de fragmentos miceliales
serd ajustada con agua a 8x1010/mL. (Howell, 2013), verificado
por camara Neubauer (fondo del campo central de 0.1 mm y
superficie de conteo 0.0025 mm?2), en microscopio Olympus
BX41 (Vinale, Lorito, & Woo, 2018). Se evalué el efecto de los
metabolitos sobre el crecimiento micelial al 10 %, y se afiadira 720
pL del medio Sabourand; 90 puL de la suspensién micelial y 90 pL
de la concentraciéon de los metabolitos de Trichoderma spp con
actividad proteolitica (Harman, 2006).

La solucién fue ubicada en cubetas (12x12x45 mm), utilizando
90 pL micelio y 810 pL del medio Sabourand como punto de
inicio para la evaluacion. El crecimiento micelial fue medido por
el aumento de absorbancia determinado en un espectrofotémetro
(UNICO) a 600 nm y se evaluaron por 3, 6, 9 y 12 dias (Vinale,
Lorito, & Woo, 2018).

3.76 Evaluacion de la capacidad protectora de Trichoderma spp a
problemas de AlGernaria spp en el cultivo de brocoli

1) Fase laboratorio
Multiplicacion de las cepas de Trichoderma spp

Se colocaron 200gr del sustrato (maiz) limpio e hidratado en
fundas plasticas y se esterilizaron a 15 libras de presiéon o0 125 °C 'y
se inocul6 un segmento de las cepas de Trichoderma y se llevaron
al cuarto de propagacion el cual debe estar a una temperatura
méxima de 28 grados durante 6 dias.

Luego se colocé una funda del microrganismo /Lt de agua y se
agregara 5 cc de Tween para el desprendimiento de esporas, luego
se tamizé y se procedi6 a colocar en el campo a una dosis de 1, 2,
y 3 Lt/Ha (Rodriguez & Pifieros, 2017).

2) Fase campo
a) Preparacion de suelo

Se realizaron dos pases de rastra en ambos sentidos para que el
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terreno quede suelto y se encuentre apto para la siembra y se
aplicara compost.

b) Siembra

Se sembraron las plantas de brécoli a una distancia de 0.33 m entre
plantas y entre hileras.

c) Fertilizacion

Se efectud la fertilizacién de acuerdo con los andlisis de suelo y
exigencias nutricionales del cultivo de brécoli.

d) Conbrol de malezas

Este control se realiz6 de manera manual.

e) Control fitosanitario

Se aplicaron las dosis descritas en la Tabla 4 con los productos
elaborados a base de Trichoderma spp con una frecuencia de 15

dias.

3) Dato por evaluar
a) Incidencia de la enfermedad

Se evalu6 la incidencia de la enfermedad mediante una escala
de 1 al 2; en la cual: 1 fue plantas que estuvieron afectadas por
la pudricion y 2 fueron las plantas que no presenten sintomas y
signos de la enfermedad.

b) Rendimiento

Setomo el pesode 50 pellas debrécoli por cada unidad experimental
de cada repeticién y se obtuvo el rendimiento en ton/hectarea.
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IV. RESULTADOS

41 Identificacion morfolégica y molecular de especies de
Trichoderma spp

De la rizésfera de cultivares de brocoli se aislaron ocho cepas
de Trichoderma con diferentes caracteristicas morfolégicas,
estas fueron codificadas por el nimero de trampa seleccionada
y aislada. Se dedujo variaciones morfolégicas macroscopicas
entre los ecotipos de Trichoderma. La cepa N7-T mostré un color
verde-amarilloso claro, tipo algodonosa y en la parte inferior de
la placa presenté una tonalidad amarilla. Las cepas (N1-AT y
N10.1) mostraron caracteristicas similares entre si, presentando
una colonia de coloracién verde oscura con pequefas pustulas
algodonosas blancas. Las cepas (N2.5-T, N3-T y N5-T) presentaron
colonias con un crecimiento circular, formando halos alrededor de
las colonias, de color verde claro y textura en forma de césped.
La cepa (N8.1-T) present6 una colonia de tonalidad verde oscuro,
esporulenta y de superficie llana. La cepa (N1-G) mostré una
colonia algodonosa de coloracién verde y de crecimiento circular
(Figura 2). Las hifas son ramificadas, conidiéforos cortos, ramas
tialidas cortas e infladas y lisas, y conidios pequefios.

N1-G N7-T N1-AT

S

N2.5-T, N3-T, N5-T MN10.1-T




Figura 2. Caracteristicas macroscépicas de los aislados de Trichoderma spp.
Se visualizaron aislados fiingicos en placa Petri con PDA incubadas
por 8 dias a 29 C.

Se extrajo el ADN de las cepas aisladas e identificadas aplicando
la técnica PCR, a través del anélisis de la region ITS, utilizando los
primers universales ITS 1 y 4, el cédigo de barras de ADN emple6
secuencias estandares de 500 a 800 pb en la identficacion de los
microorganismos, comparados con las secuencias del NCBI (Tabla 8).

Tabla 6. Caracterizacién genética de Trichoderma por amplificacion de la

region ITS
s 3 Identidad a la Base de datos de GenBank de Greengenes
o Coloracion Origen del N 3
U e tas cepas aislado Organismo Cepa Identidad umer:o €
accesion
Raices Trichod
N1-G Verde Brassicae | oo OM6a 30% MN031048.1
olaracea reesel
Verde- Raices )
N7-T amarillo Brassicqs | rorodsmma | (GBS 93% | XM 024912186.1
havzianum 22695 -
claro olaracea
Raices Trichoderma IMI
NIA-T | Verde oscuro Brassicae [— 206040 87% XM 014085582.1
olaracea
Raices Trichod CBS
N25.T | Verdeclao | Brassicae | 0 ;””“ il 96% | XM 024901686.1
olaracea dsperettum '
Raices .
EF | Welofen | Bgmias | oondemd || ROEER | MF049065.1
asperellum 32725
olaracea
Raices .
NS-T | Verdeclaro |  Brassicae T”Ch"‘ﬁ”m“ 4§3B§7 94% | XM 024901686.1
olaracea SR '
Verde Raices :
NIQKT | cicroroteti | Bussidas | -roodema | OB 33% MEH862505.1
atroviride 14295
las blancas olaracea
Raices ;
N8.1-T Verde Brassicae T"ﬁ"’_‘j”_ o GJIS’;Q' 26% DQ367694.1
olaracea gt -
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El anélisis filogenético por secuenciacién a la region ITS1, ITS2 y el
gen 5.85 del ADNr de los ocho ecotipo de Trichoderma se agrupan
en dos clados principales con un soporte de bootstrap del 96 %. El
Grupo I reune al Subgrupo A, con tres cepas T. atroviride (N1A-T),
T. harzianum (N7-T) y T. asperellum (N2.5-T, N5-T, N3-T). El
Subgrupo B, retine a la cepa de T. reesei (N1-G). La formacién del
Subrgrupo C, conforma el ecotipo T. koningii (N8.1-T), obtenidas
de NCBI con su numero de accesién. El Grupo II retine a la cepa
T. atroviride (N10.1 T) la formacion de este clado indica distincion
genética dentro del género Trichoderma (Figura 3).
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Figura 3. Arbol filogenético basado en secuencias transcritas internas (ITS) de los
aislados de Trichoderma seleccionados. El drbol se gener6 a partir de las
secuencias ITS mediante el método de unién de secuencias nucleotidicas
utilizando MEGA 5.
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4.2 Aislamiento e identificacion del patogeno Albernaria spp

Las conidias son de color amarillo pardo en forma tabicada,
septada y con cadenas ramificadas. Las colonias presentaron una
coloracion al comienzo gris y luego se fue tornando negra, con
apariencia sedosa y consistencia algodonosa (Figura 4).

_'A

Figura 4. Aislamiento de cultivos puros de Alternaria spp. A, muestras de pellas
de brocoli infectadas con pudriciones en estadio 4-5. B, caracteristicas
microscopicas de Alternaria spp. C, cultivos puros de Alternaria spp a
los 8 dias de incubacién a 29 C.

El ADNg fue extraido de los aislamientos purificados e
identificados mediante la técnica PCR, codificando la region ITS 1
y 4, con un producto de amplificacion de 800 pb. La secuencia fue
100 % homologa a la cepa A. brassicae AB3Boda obtenida de NCBI
con el nimero de accesiéon MZ722981.1 (Figura 5).

B
A M Alter C

Figura 5. Identificacién de Alternaria spp mediante PCR. A, Marcador molecular
Lader 1000bp B, identificaciéon mediante PCR de Alternaria: Carriles:
M, marcador de peso molecular; Alternaria spp; C, F. oxysporum.
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4.3 Identificacion del gen ech42 de actividad antifiingica presente
en Trichoderma spp

La presencia del gen ech42 que codifica a la enzima endoquitinasa
responsable de la produccién de quitinasa, fue analizado a partir
del DNA genémico de los aislados identificados molecularmente.
Con el empleo de los partidores ech42, se genera un amplicon de
237 pb del gen ech42, para las cepas N7-T, N1-G, N1A-T, N3-T,
N10.1-T, N2.5-T, N5-T, N8.1-T (Figura 6).

A B

M N7-T N1-G NIAT N3-T “N10.1-T N25-T N5-T N81-T
!

- G @b G OF E- = o 237 pb

Figura 6. Amplificacién del gen ech42 por PCR en Trichoderma spp. A, Marcador
molecular Lader Invitrogen 1000bp. B, Carril: M, marcador de peso
molecular; carriles N7-T, N1-G, N1A-T, N3-T, N10.1-T, N2.5-T, N5-T,
NB8.1-T: corresponde a ADN genémico de los aislados de Trichoderma.

44 Evaluacion anbagonista de los extractos celulares de
Trichoderma en inhibicion al desarrollo micelial de AlGernaria spp

En condiciones in vitro se evalué el efecto de los metabolitos celulares
de las cepas de Trichoderma identificadas: (T. harzianum, T. koningii,
T. asperellum, T. ressei y T. atroviride) sobre el crecimiento micelial de
A. brassicae para analizar su actividad antagonista. Los ensayos se
realizaron al 10% y evaluados por 2, 4, 6 y 8 dias (Figura 7).

El mayor efecto antagénico para los 2 dias post-incubacion con
la cepa T. harzianum presenté una DO de 0,016 que representa el
menor crecimiento micelial A. brassicae. Las cepas de T. koningii
(N8.1-T) y T. asperellum (N3-T) mostraron un efecto inhibitorio
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al desarrollo del tejido micelial hacia Alternaria con 0.020 y 0.024.
Las cepas de T. atroviride (N1-AT y N10.1-T) presentaron un
crecimiento micelial de 0.025 y 0.034 de DO. Las cepas de T. ressei
(N1-G) y T. asperellum (N5-T y N2.5T) obtuvieron un crecimiento
micelial 0.06.Sin aplicacién del metabolito, mostro una DO de 0.85
observando el desarrollo del tejido micelial, para su evaluacion a

los 2 dias.

B 7T. harzianum (N7-T) T. koningii (N 8.1-T) @ T. asperellum (N3-T)
@ 7. artroviride (N1-AT) BT reesei (N1-6) @ T. asperellum (N5-T)
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Figura 7. Evaluacién de la inhibicién al crecimiento micelial de A. brassicae por
los extractos celulares de Trichoderma. Evaluacion del efecto de los metabolitos
de las cepas T. harzianum, T. asperellum, T. koningii, T. atroviride, T. reesei y sin
control durante 8 dias. Las barras de error indican +ES; diferentes letras indican
diferencias significativas entre los promedios a p<0.05 (prueba de Tukey).

La evaluacion a los 4 dias post-incubacion present6 el mayor
efecto antagoénico la cepa T. harzianum (N7-T) con una DO de
0.017 que representa el menor crecimiento micelial A. brassicae. La
cepa T. atroviride (N1A-T) mostré una DO de 0.032 retardando la
formacién del tejido micelial del hongo patdgeno. Se observa que
los efectos de los extractos celulares de las cepas T. koningii (N8.1-T)
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y T. asperellum (N5-T) tuvieron el menor efecto antagonista sobre
Alternaria con un valor de 0.057 y 0.075 de DO respectivamente.
El tratamiento testigo (sin aplicacién) presento un crecimiento
micelial de 1.12 de DO.

A los 6 dias se observa el mayor efecto inhibitorio al crecimiento
micelial del hongo por T. harzianum (N7-T) con 0.02 de DO
indicando que el micelio no tuvo mayor crecimiento durante los
seis dias. Las cepas T. asperellum (N3-T y N2.5-T) retrasaron la
formacién del tejido micelial con una OD de 0.026 y 0.037. Las
cepas T. atroviride (N10.1-T, N1A-T), T. koningii (N8.1-T) y T. reesei
(N1-6) mostraron un crecimiento micelial 0,047, mientras que en
las cepas de T. asperellum (N5-T) muestra menor efecto antagonista
con un valor de 0.056 de DO. Sin la aplicacion del extracto celular
present6 una DO de 1.13.

El mayor efecto antagénico de los extractos celulares a los 8
dias post-inoculaciéon con la cepa T. harzianum presenté una
DO de 0.096 mostrando el menor crecimiento micelial hacia A.
brassicae. T. atroviride (N1-AT) y T. asperellum (N3-T) con 0.15 y
0.28 respectivamente, presentando un efecto inhibitorio del tejido
micelial. Los aislados de T. atroviride (N10.1-T), T. asperellum
(N2.5-T), T. koningii (N8.1-T) y T. reesei (N1-6) La cepa T. asperellum
(N5-T) mostré un crecimiento acelerado con una DO de 0.47
teniendo menor control sobre el hongo Alternaria. Sin aplicacién
de los extractos celulares mostr6 una DO de 2.39 (Figura 8).

TEST1 TESTO N7-T  N8.1-T N3-T N1-AT NI1-G N5-T N10.1-T N2.5-T

Figura 8. Crecimiento micelial de A. brassicae en cubetas de espectrofotémetro
para medir el DO
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45 Evaluacion de la capacidad protectora de Trichoderma a
problemas de pudriciones ocasionado por AlGernaria en el culGivo
de brocoli

451 Evaluacion de albura (cm) y peso radicular (gr) en plantulas
bajo invernadero

De los aislados de Trichoderma se prepararon bioproductos, donde
se evalud el efecto bioestimulante en las plantulas de brécoli en
condiciones bajo invernadero a las 5 semanas de edad (Figura 9).
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TiD1 T2D2 T3D3 TaD3 TESTC TEST A Sin
Trichoderma Trichoderma4 Trichoderma4 Trichoderma5 Biocontrolador  aplicacion
4x 1070 DOSIS x 10010 DOSIS  x 10010 DOSIS  x10010 DOSIS comercial
1Lt/Ha 2 Lt/Ha 3 Lt/Ha 3Lt/Ha

TRATAMIENTOS

s PESO DERAIZ e ALTURA DE PLANTA

Figura 9. Evaluacién del peso radicular y altura en plantulas de brécoli.
Evaluacién de plantulas de brécoli bajo invernadero a las 5 semanas
de edad. Las barras de error indican =ES; diferentes letras indican
diferencias significativas entre los promedios a p<0.05 (prueba de
Tukey).

El T4D3 (Trichoderma 5 x10'°P°5% 3Lt/Ha) mostré el mayor efecto
estimulante en las plantulas con un peso de masa radicular de 0.31
gr y una altura de 9.01 cm. El T3D3 (Trichoderma 4 x 10" P 3 Lt/
Ha) present6 una masa radicular de 0.26 gr y 8.67 cm de altura,
promoviendo el crecimiento de las raices en las plantulas. E1 T2D2
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(Trichoderma 4 x 1075 2 Lt/Ha) y T1D1 (Trichoderma 4 x 10'°P°S5
1Lt/Ha) mostraron un peso radicular de 0.24 y 0.22 gr; una altura
de 8.30 y 8.16 cm respectivamente. El testigo absoluto mostré el
menor peso radicular con 0.21 gr y una altura de 8 cm en plantulas.
El testigo comercial obtuvo 0.27 gr de masa radicular y 8.82 cm de

altura, presentando un efecto estimulante en las plantas similar al
T4D3 (Figura 10).

TiD1 T2D2 T3D3 T4D3 TESTC TESTA

Figura 10. Plantulas de brécoli con 5 semanas de edad. Efecto de los
bioproductos elaborados a base de Trichoderma spp en diferentes dosis
y concentraciones.

45.2 Evaluacion de incidencia de pudricion (%) y rendimiento (6on/Ha)

Se evaluo el efecto antagoénico y bioestimulante del Trichoderma en
el cultivo de brécoli a las 14 semanas (edad del cultivo). El mayor
efecto antagénico se observé con T4D3 con 1.27% de incidencia
en pudricion demostrando que Trichoderma proporciona una
resistencia sistémica inducida a la planta a problemas patogénicos
en campo. El T3D3 mostré un efecto inhibitorio al crecimiento del
hongo con una incidencia del 2.18%. E1 T2D2 y el T1D1 presentaron
mayor incidencia de pudriciones en las pellas con 2.45 y 2.99%,
donde las dosis de Trichoderma disminuyen su efecto antagénico
sobre Alternaria en campo. El testigo absoluto mostré un 8.46%
de incidencia, mientras que el testigo comercial present6 1.29% de
incidencia de pudricién en las plantas (Figura 11).

Los tratamientos que presentaron mayor rendimiento fue el T4D3
con 27.78 ton/Ha y el T3D3 con 27.75 ton/Ha, observando un
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efecto estimulante en las pellas de las plantas. El tratamiento T2D2
obtuvo un rendimiento de 26.64 ton/Ha. El tratamiento T1D1
obtuvo menor rendimiento con 25.96 ton/Ha. El testigo absoluto
(sin aplicacion) mostr6 un rendimiento de 24.15 ton/Ha, mientras
que el testigo comercial mostr6 un rendimiento de 26.85 ton/Ha.
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Figura 11. Evaluaciéon de Incidencia de pudriciones y Rendimientos en el
cultivo de brécoli. Evaluacion de plantas de brécoli en campo a las 14
semanas de edad desde el trasplante. Las barras de error indican +ES;
diferentes letras indican diferencias significativas entre los promedios

a p<0.05 (prueba de Tukey).
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V. DISCUSION

51 Aislamiento e identificacion morfologica y molecular de especies de
Trichoderma

Las funciones de los microorganismos son de importancia para
el proceso de descomposiciéon y el intercambio de nutrientes
con las plantas, siendo de vital importancia para determinar la
productividad de la planta. La presente investigacion inicio con la
busqueda de cepas del género Trichoderma en la zona de Latacunga
para obtener cepas nativas y que presenten actividad antagonista
hacia el hongo Alternaria.

Se establecié una coleccién de Trichoderma spp que comprenden
ocho cepas de la rizosfera de Brisicas (Figura 2). Estas especies
de hongos saprofitos son encontrados comtinmente en la rizésfera
del suelo y son usados como agentes biocontroladores de varios
microorganismos fitopatégenos (Joshi & Misra, 2013). E1 90% de
hongos biocontroladores que existen en la rizosfera pertenecen al
género Trichoderma (Hermosa et al., 2017). El rdpido crecimiento
de Trichoderma le da una ventaja adicional en la competencia por
el espacio y los nutrientes con los hongos patoégenos de las plantas,
incluso antes de que despliegue su producciéon de micotoxinas
(Singh et al., 2018).

La identificaciéon morfolédgica de ecotipos de Trichoderma crecidos
en medio PDA se caracterizaron por poseer colonias circulares,
halos concéntricos y coloracién verde, micelio algodonoso, hifas
ramificadas y conidios pequefios. Coincidiendo con Rifai, (1969)
el género Trichoderma posee caracteres morfoldgicos similares:
colonias verdes, hifas ramificadas y conidios ovoides pequefios.
Kucuk & Kivanc, (2012) aislaron 31 cepas de Trichoderma
la cual todas presentaron colonias con tonalidades verdes y
abundante formacién de esporas. Estas caracteristicas permiten la
identificacion facil de Trichoderma como género, pero los conceptos
de especies son dificiles de interpretar (Rodriguez et al., 2020).
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La identificacién molecular de los aislados fiingicos se determiné
amplificando la regién ITS dando un amplicén de 800 pb (Figura
3). El c6digo de barras de ADN emplea secuencias estdndares de
500 a 800 pb para identificar especies de todos los reinos eucariotas
utilizando una amplia gama de imprimaciones (Porter & Golding,
2018). Entre los diferentes métodos de secuenciacién nucleotidica,
aquellos que se dirigen ala region ITS tienen la mayor probabilidad
de identificacién exitosa de la mads amplia gama de hongos (Kruger
et al., 2019).

Se identificaron ocho ecotipos de Trichoderma se agrupan en dos
clados principales. El Grupo I reune al Subgrupo A, con tres cepas
T. artroviride (N1A-T), T. harzian um (N7-T) y T. asperellum (N2.5-T,
N5-T, N3-T). Estas cepas se agrupan en base a su semejanza
genetica y producen las hidrofobinas TasHyd1 y Qid74, proteinas
ricas en cisteina que facilitan el desarrollo radicular de plantas
(Viterbo & Chet, 2016). Activan la resistencia sistémica inducida
(ISR) que se activa por las vias de jasmonato (JA) y el etileno (ET) y
producen gran cantidad de metabolitos tales como trichoharzianin,
3-acido-indolacetico, 2,4-dimetilbenzeno (Shoresh et al.,, 2019).
Ademas, producen la enzima superdxido dismutasa (SOD)
que cataliza la dismutacién del anion superdxido en perdxido
de hidrégeno disminuyendo el estrés oxidativo en plantas
(Ighodarab & Akinloye, 2018). El Subgrupo B, retine a la cepa de
T. reesei (N1-G). Produce altos niveles de celulasa por medio del
inductor soforosa, sintetizado a partir de glucosa en la reacciéon
de transgliocosilacion por BGLI/Cel3A durante la hidrélisis
de celulosa (Castro et al., 2014). La formacién del Subrgrupo C,
conforma el ecotipo T. koningii (N8.1-T). Szymanska et al., (2018)
indican alta tolerancia al cobre y herbicidas de cloroacetanilida al
activarse el citocromo P450 y lacasa del ecotipo, siendo capaz de
biorremediar areas agricolas contaminadas.

El Grupo II retine al biotipo T. artroviride, produce dos tipos de
sider6foros: hidroxamato y catecol (Colla et al., 2015). Expresa el
gen LOX2 y PR-1a que estan relacionados a la patogenia y son
regulado por el acido salicilico (Contreras et al., 2016). La 6PP (6-

-38



Ve ’33% -
=5 AN \‘fe{ﬁgi‘ﬁf'ﬁ

pentyl-2H-pyran-2-one) y 1-octen-3-ol derivados de T. atroviride
estimulan el crecimeinto y la defensa sistemica en tomate.

5.2 Determinacion de la presencia del gen ech42 en Trichoderma spp

Todas las cepas aisladas de Trichoderma spp se analizaron mediante
la identificacién de PCR mostrando la produccién de la enzima
endoquitonasa expresando el gen ech42 que genero un amplicon
de 237 pb. Concordando con Gémez et al., (2018) que obtuvo
un amplicon de 237 pb de longitud para la cepa de Trichoderma
atroviride utilizando el método de PCR. Las quitinasas son
metabolitos que incorporan proteinas que muestran actividad
enzimdtica expresados por genes no virulentos y de bajo peso
molecular, producidos en la degradacion enzimatica hidrolitica de
células fungicas o vegetales (Ahluwalia et al., 2015). Las enzimas
quitinasas y glucanasas mejoran la resistencia en plantas contra
los patogenos, expresando el gen relacionado con la patogenia
(PR) jugando un papel importante en la respuesta de defensa
(Karuppiah et al., 2019). Asi mismo, la quitinasa derivada de T.
harzianum (Chit42), expresada en plantas de tabaco y papa condujo
al desarrollo de lineas transgénicas extremadamente tolerantes
hacia patoégenos como Rhizoctonia solani, Alternaria alternata, A.
solani y Botrytis cinérea (Howell, 2013).

5.3 Aislamiento e identificacion molecular del patégeno Alternaria spp

Se obtuvieron cultivos puros del aislamiento de Alternaria a partir
de pellas infectadas de brécoli en estadio 4 y 5. Los conidios
presentaron una tonalidad amarillo pardo, septadas y tabicadas.
Las colonias presentaron una tonalidad gris y algodonosa
(Figura 4). Concordando con Mandal et al., (2018) los conidios
de A. brassicae son de tonalidad parda, septadas y con una forma
tabicada. Rajarammohan et al., (2017) indica que las colonias
aisladas de A. brassicae son de coloracién grisacea y luego se tornan
a coloracién negra con un micelio algodonoso. Asi mismo Urooj et
al., (2019) sefala que las caracteristicas principales de A. brassicae
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en caja Petri fue su tonalidad oscura desde los primeros dias de
incubacién mostrando a los 8 dias de crecimiento una colonia
de coloracién negra con leve pigmentacion grisdcea en la parte
superior. La identificacién molecular de Alternaria mediante la
técnica de PCR se realiz6 utilizando la region ITS 1 y 4 obteniendo
un amplicon de 800 pb, siendo homologo a A. brassicae (Figura
5) concordando con Woudenberg et al., (2013) cuando realizaron
la identificacion molecular de Alternaria spp con los ITS 1 y 4,
obteniendo un amplicon de 800 pb.

5.4 Inhibicion de crecimiento micelial de A. brassicae

En este ensayo se verificaron efectos inhibitorios al crecimiento
micelial de A. brassicae con los metabolitos estudiados en
condiciones in vitro. Los metabolitos de T. harzianum (N7-T), T.
atroviride (N1-AT) y T. asperellum (N3-T) tuvieron el mayor efecto
antagoénico, inhibiendo el crecimiento micelial del patégeno. En
el mecanismo de accién por antibiosis es donde se producen la
mayor cantidad de metabolitos secundarios (Masi et al., 2018).
Trichoderma tiene la capacidad de sintetizar diferentes metabolitos
defensivos denominados policétidos, a través de eventos
secuenciales catalizados por un complejo enzimatico llamadas
sintasas (PKS) (Turaga, 2020). Las especies de Trichoderma tiene
un gran efecto antagénico por la gran produccién de metabolitos
secundarios que son aislados del filtrado de un medio de cultivo
(Hu et al.,2017). T. harzianum produce tricholonginas BI y BII que
son utilizadas para el control de R. solani en el cultivo de papa
(Howell, 2013). Asi mismo Manganiello et al., (2018) sefiala que el
acido harzianico aislado de T. harzianum presenta una actividad
antibidtica hacia Pythium irregulare, Sclerotinia sclerotiorum y R.
solani en placas in vitro.

5.5 Evaluacion de la capacidad protectora de Trichoderma a problemas
de pudriciones ocasionado por Alternaria en el culGivo de brocoli

El T4D4 (Trichoderma 5 x10'°°®553Lt/Ha) mostr6 el mayor efecto
estimulante en las plantulas con pesoradicular de 0.31 gr yalturade
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9.01 cm (Figura 9). Samuels & Hebbar, (2015) indican formulaciones
fangicasabasede Trichodermasehan comercializado enlos tiltimos
afos para el crecimiento de las plantas y control de enfermedades
aplicandolas en semillas tratadas y trasplantes u otros. Harman
et al., (2019) mostr6 que en la asociaciéon de plantulas de maiz y
Trichoderma mejoro el crecimiento tanto de los brotes como de
las raices de las plantas, lo que a su vez condujo a aumentos de
rendimientos. La colonizacién por Trichoderma en planta mono
y dicotiledéneas causan variaciones notables en el metabolismo
de las plantas. Estas alteraciones incluyen principalmente en
la biosintesis de los reguladores de crecimiento, fotosintesis
transpiracion y potencial hidrico (Brotman et al.,, 2015). Las
raices de las plantas tratadas con Trichoderma han mostrado una
mayor capacidad para explorar el suelo y una absorcién mejorada
de minerales. Segin Harman et al., (2019) diferentes cepas de
Trichoderma acidos cumarico, glucorénico y citrico, que ayudan en
la descarga de iones de fosforo, que parecen ser inaccesibles para
las plantas en la mayoria de los suelos (Zhao et al., 2014).

La presencia de la cepa T. harzianum 1295-22 en el suelo aumenta la
disponibilidad de P, asi como Fe y Zn en medio liquido (Altomare
et al.,, 2015). La aplicacién de la cepa T-203 también conocida
como T. asperelloides mejoré la cantidad disponible de Fe y P en la
rizosfera en una cantidad de 30 y 90%, respectivamente. Ademas,
el crecimiento de raices y brotes en respuesta a la inoculaciéon de
Trichoderma conduce a un aumento de la absorcion de Cu, Na y
Zn, asi como a otros micronutrientes (Li et al., 2015). Harman et
al., (2014) informaron que la aplicacién de T. asperellum (T-6) en el
cultivo de pepino aumentaron el contenido de Fe2+ y sideréforos
en el suelo, asi como la actividad del quelato de Fe3+ a Fe2+,
destacando que la aplicacion de Trichoderma ayuda a la reducciéon
de estos quelatos, lo que permite el aumento de su solubilizacion
y absorcion (Colla et al., 2015).

El control de las enfermedades facilitado por los mediadores de
biocontrol es un resultado de las interacciones entre los simbiontes
y comunidades patdgenas de las plantas. En la evaluacién de la
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incidencia de pudriciones en las plantas de brécoli, el bioproducto
de Trichoderma presenté mayor control sobre la enfermedad con
1.27% con una concentracién 5 x1010 DOSIS y 3Lt/Ha (Figura
11). Trichoderma es una de las especies mds estudiadas por ser
competentes en larizésfera porque su estrategia clave de biocontrol
se desarrolla en conflicto directo con los patogenos (Juliatti et
al., 2019). Este complejo proceso incluye eventos secuenciales,
que inicialmente implican el reconocimiento entre Trichoderma
y el hongo patégeno y el enrollamiento alrededor de las hifas
(Harman et al.,2014). Después de esta accion colectiva las enzimas
liticas provocan la disolucion de atacar las paredes celulares de
los hongos. Trichoderma atroviride produce 6-pentil-2H-piranona
(6-PP), un metabolito volatil que desempefia un papel fundamental
en las interacciones entre Trichoderma y el patégeno (El-Hasan et
al., 2018). Asi mismo Tijerino et al., (2016) menciona que aisl6 de
las cepas de T. pseudokoningii SMF2 tricoconinas VI que muestra
acciones antibidticas, estimulando la PCD apoptoética de amplio
espectro en una variedad de especies de hongos patégenos.

Estudios moleculares en A. thaliana revelaron que las raices
colonizadas por T. asperelloides T203 activaron rdpidamente los
factores de transcripcion (WRK), los cuales suprimenlasefalizacion
del acido salicilico (SA) y desencadena respuestas de la via del
acido jasmonato (JA). Estos genes son inducidos por patdgenos
y su expresion codifica al gen WRK que son proteinas enlazadas
estructuralmente enlazadas que desempefian un papel clave en la
defensa arbitraria por JA (Brotman et al., 2013). Concordando con
Martinez et al., (2019) quienes amplificaron los niveles de SA y
JA desde T. harzianum en el cultivo de meldn y obtuvo resistencia
contra el hongo F. oxysporum.

El rendimiento del cultivo de brécoli tratado con Trichoderma fue
de 27,78 ton/Ha, mientras que el testigo absoluto solo present6 un
rendimiento de 24 ton/Ha (Figura 11). Concordando con Ortufio
et al., (2016) donde indican que con la aplicacion de Trichoderma
en el cultivo de cdflamo obtuvieron mayores rendimientos debidos
a que el Trichoderma es un gran colonizador de la rizosfera y
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ademas secreta acido indol-3-acético (IAA). Asi mismo Carillo et
al., (2020) quienes confirmaron que la cepa T22 provocé aumento
de licopeno en Solanum lycopersicum, un compuesto antioxidante y
aumento el rendimiento. La produccién de fitohormonas (incluidas
las auxinas y giberelinas) después del proceso de colonizacion
podrian explicar el incremento significativo de importantes rasgos
agronoémicos en las plantas con la altura, densidad de raices y su
rendimiento (Elkelish et al., 2020).
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VI. CONCLUSIONES

* Selogro el aislamiento e identificacion molecular de cinco cepas
del género Trichoderma: harzianum, asperellum, koningii,
ressei y atroviride; y del patégeno Alternaria brassicae.

* Las cepas de Trichoderma: harzianum, asperellum, koningii,
ressei y atroviride mostraron la presencia del gen ech42
que codifica a la enzima endoquitinasa con un producto de
amplificacion de 237 pb.

* Losmetabolitos delas cepas T. harzianum (N7-T) y T. atroviride
(N1A-T) presentaron mayor control en el crecimiento del tejido
micelial con una OD de 0.09 y 0.15.

e El tratamiento 4 (Trichoderma 5 x1010 DOSIS 3Lt/Ha) mostré
el mayor efecto estimulante y antagénico en las plantas de
brécoli con un peso de masa radicular de 0.31 g; una altura de
9.01 cm; un rendimiento de 27.78 ton/Ha y una incidencia de
pudriciones del 1.27%
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VIl. RECOMENDACIONES

Se recomienda analizar el efecto antagénico de las cepas de
Trichoderma aisladas contra el hongo patogénico Botrytis
cinérea

Se recomienda evaluar de forma cuantitativa la producciéon de

la enzima endoquitinasa desde las cepas de Trichoderma y ver
su efecto antagoénico sobre hongos fitopatégenos

Identificar al menos cuatro metabolitos secundarios producidos
por las cepas de Trichoderma

Evaluar el costo/ beneficio del producto de Trichoderma
formulado y un producto comercial.
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ANEXOS

ANEXO 1. Extraccion de metabolios secundarios de Trichoderma spp




— 99



ANEXO 5. Peso de pellas

ANEXO 6. Analisis de varianza del efecto antagonico evaluado por el
método de absorbancia

Cuadrado
Fuente Suma de Cuadrados Gl Medio Razon-F Valor-P
Entre grupos 16,0394 8 2,00493 89,59 0
Intra grupos 0,604216 27 0,0223784

Total (Cort.) 16,6436 35

ANEXO 7. Andlisis de varianza del peso radicular en plantas de brocoli

Tabla ANOVA para PESO RAIZ por TRATAMIENTOS

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Entre grupos 0,283754 5 0,0567507 119,52 0
Intra grupos 0,259246 546 0,00047481
Total (Corr.) 0,542999 551

ANEXO 8. Analisis de varianza del rendimiento en el cultivo de brocoli
Tabla ANOVA para RENDIMEINTO por TRATAMIENTO

Fuente Suma de Cuadrados Gl  Cuadrado Medio Razén-F Valor-P
Entre grupos 922,711 5 184,542 92,76 0
Intra grupos 1086,25 546 1,98947

Total (Corr.) 2008,96 551
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ANEXO 9. Andlisis de varianza del % de Incidencia de AlGernaria en el
cultivo de brocoli

Tabla ANOVA para % INCIDENCIA DE LA ENFERMEDAD por TRATAMIENTO

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F  Valor-P
Entre grupos 1002,7 5 200,54 2946,06 0
Intra grupos 37,1666 546 0,0680708

Total (Corr.) 1039,87 551

ANEXO 10. Secuencia de la cepa N1-AT

1 cttcttctge tettegtete geataccegg ttcaagceate cgatetgega atttacgttc

61 tagtcaagaa cttttcatca actcccacac aaaacttcaa caaccgccaa aatgggtaag
121 gaggagaaga ctcacatcaa cgtcgtcgtc atcagecacg tegactcegg caagtcetacc
181 accactggtc acttgatcta ccagtgeggt ggtattgaca agegtaccat cgagaagttc
241 gagaaggaag ccgccgagcet cggcaagggt tetttcaagt atgegtgget tettgacaag
301 ctcaaggccg agegtgageg tggtatcacce atcgacattg cectetggaa gttcgagact
361 cccaagtact atgtcaccgt cattgacgct cccggtcace gtgatttcat caagaacatg
421 atcactggta cttcccagge tgactgeget atcctgatta tcgetgecgg tactggtgag
481 ttcgaggctg gtatctccaa ggatggecag acccgtgage acgetetget cgectacacce
541 ctgggtetca ageagctcat cgttgecatc aacaagatgg acactgecaa ctgggecgag
601 gctcgttacc ttgagatcat caaggagacc tccaacttca tcaagaaggt cggcettcaac
661 cccaagaccg ttgecttcgt ceccatetec ggettcaacg gegacaacat gttggctgec
721 tccaccaact geecctggta caagggctgg gagaaggaga ccaaggetgg caagtccacce
781 ggcaagaccc ttctcgagge cattgacgcec attgagecce ccaagegtce cacagacaag
841 cccctecgte ttccecttca ggatgtttac aagateggtg gtattggaac agtecctgtce
901 ggecgtatcg agactggtat cctcaageec ggtatggtcg ttaccttcge teectecaac
961 gtcaccactg aagtcaagtc cgttgagatg caccacgage agctcgtega gggtgtecce
1021 ggtgacaacg ttggattcaa cgtcaagaac gtctcegtca aggatatecg ccgtggtaac
1081 gttgecggete actccaagaa cgaccccccc atgggtgecg ctictttcaa cgeccaggte
1141 atcgtcatga accaccctgg ccaggteggt gecggatacg ctecegtect cgattgecac
1201 actgeccaca ttgectgeaa gttetetgag ctectcgaga agatcgaccg ccgtaceggt
1261 aaggctactg aggcctccce caagttcatc aagtctggtg actcegecat cgtcaagatg
1321 gttcecteca ageccatgtg cgttgaggcec ttcaccgact acccteeect gggtegtttc
1381 gecgtecgtg acatgegeca gaccgtegee gteggtgtca tcaaggecge caagaaataa
1441 gcgataccca ccatcatcaa aacctgatgt tctgggetee ctegtgaggt ttctcccage
1501 ggggcaccac gegcetcactt ctacgacgaa acgatcaatg ttgctatgea tatgagttct

61



1561 cgactatgaa tcgaggcacg ttaattgaga ggctgggaat atgggttcca tcaaaacttc
1621 tccgggaatg caaaacaaag ggaaaaaaaa tttagataga agttcaattg actgacttcg
1681 accacc

ANEXO 11. Secuencia de la cepa N2.5-T

1 cccggttcaa geatccgate tgegaatttg tacgtgetge ctetgeteta cectetgetg

61 atggtgattc ggtcttgcat cgtcgggaag cttcatcatc atcgtcttca tcgtcttcat
121 catcegtgea acagcacceg ctgactcttt ctetegtete tagacgttct agtcaagaac
181 tttacaacta ctcccacaca aaacttcaca aaccgccaaa atgggtaagg aggagaagac
241 tcacatcaac gtcgtegtca tcggecacgt cgactccgge aagtctacca ccactggtca
301 cttgatctac cagtgeggtg gtattgacaa gegtaccatc gagaagttcg agaaggaagc
361 cgecgaacte ggcaagggtt ccttcaagta tgegtggett cttgacaage tcaaggecga
421 gegtgagegt ggtatcacca tcgacattge cctetggaag ttcgagactc ccaagtacta
481 tgtcaccgtc attgacgctc ccggtcaccg tgatttcatc aagaacatga tcactggtac
541 ctcccaggct gactgegcta tectgattat cgetgecggt actggtgagt tegaggcetgg
601 tatctccaag gatggccaga cccgtgagea cgetetgete gectacacce tgggtgtcaa
661 gcagctcatc gttgecatca acaagatgga cactgecaac tgggetgagg ctegttacct
721 tgagatcatc aaggagacct ccaacttcat caagaaggtc ggcttcaacc ccaagaccgt
781 tgecttegte cecatctecg gtttcaacgg tgacaacatg ctgtceccct ccaccaactg
841 cccctggtac aagggctgge agaaggagac caaggctgge aagtccaccg gtaagaccct
901 cctcgaggcec atcgacgceca ttgagecccee caagegtcec acagacaagce cecteegtet
961 geccctecag gacgtctaca agatcggtgg tatcggaaca gtecctgteg gecgtatega
1021 gactggtgtc ctcaageceg gtatggtegt caccttcget ccctecaacg tcaccactga
1081 agtcaagtcc gtcgagatge accacgagea getegetgag ggtgtccccg gtgacaacgt
1141 tggattcaac gtcaagaacg tctctgtcaa ggatatccge cgtggtaacg ttgecggtga
1201 ctccaagaac gaccctecca tgggtgeege ttctttcaac geccaggtca ttgtcatgaa
1261 ccaccctgge caggtcggtg ceggttacge teccgtecte gattgecaca ctgeccacat
1321 tgectgcaag ttctctgage tectcgagaa gatcgaccge cgtaccggta aggcetactga
1381 ggcctecece aagttcatca agtctggtga ctecgecate gtcaagatgg ttccctccaa
1441 geccatgtge gttgaggctt tcaccgacta ccctecectg ggtegttteg cegteegtga
1501 catgcgtcag accgtcgecg teggtgtcat caagtccgtc gagaagtceca ctggtgctgc
1561 cggcaaggtc accaagtccg ccgecaagge cgecaagaaa taagegatac ccatcatcat
1621 caacacctga tgttctggeg tcectegtga ggtttcteee agtggggcac cacgegetca
1681 cttctacgac gaaacgatca atgttgctat gcatatgagt tctcgactat gaatcgaggce
1741 acgttaattg agaggctggg aataagggtt ccatcaaaac ttctccggga atgcaaaaca
1801 aagggaaaaa gggaaaaaaa aattagatag aagttaaatt gactgacttc gacaaccaaa
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ANEXO 12. Secuencia de la cepa N3-T

1 atttttggca caattatatg cccgacaatt ctgttctcag ttttgtcttt cttttttcag

61 catcaccccg ctttgecage ctacctacce ctectttgge acagcaaaaa attttctcge
121 tgcecttgttt ggcttttagt gggotetcaa ttttgtttga cggcaaccce actategeca
181 ctgtacctct ttccatcatc caccacatgc ttttgttcaa tegeatcgtce tattttcaat
241 atctcttgtt cattatgctg atcatgcttc aatcaatagg aagecgecga actcggceaag
301 ggttecttca agtatgegtg ggttettgac aagcetcaagg ccgagegtga gegtggtatce
361 accatcgaca ttgecctetg gaagttcgag actcccaagt actatgtcac cgteattggt
421 atgttttgga cacttcagtc gacattgcaa gatcgtcatt ctaacatact ctccccacag
481 acgctccegg tcaccgtgat ttcatcaaga acatgatcac tggtacctee caggetgact
541 gcgctatect gattatcget gecggtactg gtgagttega ggctggtate tccaaggatg
601 gccagacccg tgagcacgct ctgetcgect acaccctggg tgtcaageag cteategteg
661 ccatcaacaa gatggacact gccaactggg ctgaggcteg ttaccttgag atcatcaagg
721 agacctccaa cttcatcaag aaggtcggct tcaaccccaa gaccgttgec ttegtcecca
781 tctccggttt caacggtgac aacatgcetgt cccectecac caactgecce tggtacaagg
841 gttggeagaa ggagaccaag getggeaagt ccaccggtaa gaccctecte gaggecateg
901 acgccatcga gececccaag cgteccacag acaagecect cegtetgeee ctecaggatg
961 tctacaagat cggtggtatc ggaacagtce ctgtcggecg tatcgagact ggtgtcctca
1021 agcccggtat ggtegttacc ttegetectt ccaacgtcac cactgaagtc aagtecgteg
1081 agatgcacca cgagcagctc getgaggete teccecggtga caacgttggt ttcaacgtca
1141 agaacgtctc tgtcaaggat atccgecgtg gtaacgttge cggtgactec aagaacgacc
1201 ctcccatggg tgecgcttct ttcaacgeec aggtcategt catgaaccac cctggecagg
1261 tcggtgcc

ANEXO 13. Secuencia de la cepa N5-T

1 cccggttcaa geatecgate tgegaatttg tacgtgetge ctetgeteta cectetgetg
61 atggtgattc ggtcttgcat cgtcgggaag cttcatcatc ategtcttca tegtcttcat
121 catccgtgea acagcacccg ctgactcttt ctctegtete tagacgttct agtcaagaac
181 tttacaacta ctcccacaca aaacttcaca aaccgcecaaa atgggtaagg aggagaagac
241 tcacatcaac gtegtcgtca teggecacgt cgactccgge aagtctacca ccactggtca
301 cttgatctac cagtgcggtg gtattgacaa gegtaccatc gagaagttcg agaaggaagc
361 cgccgaactc ggcaagggtt ccttcaagta tgegtggett cttgacaage tcaaggecga
421 gegtgagcegt ggtatcacca tcgacattge cctetggaag ttcgagacte ccaagtacta
481 tgtcaccgtc attgacgctc ccggtcaccg tgatttcatc aagaacatga tcactggtac
541 ctcccaggcet gactgegceta tectgattat cgetgecggt actggtgagt tcgaggctgg
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601 tatctccaag gatggccaga cccgtgagea cgetetgete gectacacce tgggtgtcaa
661 gcagctcatc gttgecatca acaagatgga cactgecaac tgggctgagg ctegttacct
721 tgagatcatc aaggagacct ccaacttcat caagaaggtc ggcttcaacc ccaagaccgt
781 tgccttegte cccatetecg gtttcaacgg tgacaacatg ctgtccccct ccaccaactg

841 cccctggtac aagggcetgge agaaggagac caaggcetgge aagtccaccg gtaagacect
901 cctcgaggcec atcgacgceca ttgagecccec caagegtcec acagacaage cecteegtet
961 gcccctecag gacgtctaca agatcggtgg tatcggaaca gtecctgteg geegtatega
1021 gactggtgtc ctcaageccg gtatggtcgt caccttcget cectccaacg tcaccactga
1081 agtcaagtcc gtcgagatge accacgagca getegetgag ggtgtceecg gtgacaacgt
1141 tggattcaac gtcaagaacg tctctgtcaa ggatatccge cgtggtaacg ttgecggtga
1201 ctccaagaac gaccctecca tgggtgecgce ttetttcaac geccaggtea ttgtcatgaa
1261 ccaccctgge caggtcggtg ceggttacge teecgtecte gattgecaca ctgeecacat
1321 tgcctgeaag ttctctgage tectegagaa gatcgaccge cgtaccggta aggcetactga
1381 ggccteceec aagttcatca agtctggtga ctcegecate gtcaagatgg ttecctecaa
1441 geccatgtge gttgaggcett tcaccgacta cectecectg ggtegttteg cegtecgtga
1501 catgcgtcag accgtcgecg teggtgtcat caagtccgte gagaagtcea ctggtgctge
1561 cggcaaggtc accaagtccg ccgecaagge cgecaagaaa taagcgatac ccatcatcat
1621 caacacctga tgttctggeg tcectegtga ggtticteec agtggggceac cacgegetca
1681 cttctacgac gaaacgatca atgttgctat gcatatgagt tctcgactat gaatcgaggc
1741 acgttaattg agaggctggg aataagggtt ccatcaaaac ttctccggga atgcaaaaca
1801 aagggaaaaa gggaaaaaaa aattagatag aagttaaatt gactgacttc gacaaccaaa

ANEXO 14. Secuencia de la cepa N7-T

1 cgatctgcga atttgtatgt gecatctcte ccttegecct cgecttggte attecatctt

61 ccaacacttg gaacatcatc acctcatcat catcatcatc gtctgaggaa cacttccgge
121 tgactctgct tecctccagt acttttagtc aaggactaca cagetcacge taaatttcac
181 aaaccgcaaa aatgggtaag gaggacaaga ctcacatcaa cgtggtcgtt atcggecacg
241 tcgactccgg aaagtcgacc accaccggte acttgatcta ccagtgeggt ggtatcgacc
301 gtcgtaccat cgagaagttc gagaaggaag ccgecgaact cggeaagggt tecttcaagt
361 acgcttgggt tcttgacaag ctcaaggeeg agegtgageg tggtatcacc atcgacattg
421 ctctgtggaa gttcgagact cccaagtact atgtcaccgt cattgacgcet cccggecacc
481 gtgatttcat caagaacatg atcactggta cttcccagge cgattgeget atcctcatca
541 ttgecgecgg tactggtgag ttcgaggcetg gtatctccaa ggatggecag accegtgage
601 acgctctgct cgectacace ctgggtgtca ageagcetcat tgttgecatc aacaagatgg
661 acactgccaa ctgggccgag getcgttacc aggaaatcat caaggagact tccaacttca
721 tcaagaaggt cggcttcaac cccaaggctg ttgetttegt ceccatctec ggettcaacg
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781 gtgacaacat gctccagecc tecaccaact geeectggta caagggctgg gagaaggaga
841 ccaaggctgg caagttcacc ggcaagaccc tecttgaggce tatcgactce atcgagececc
901 ccaagcgtcc cacggacaag cccctecgte ttececteca ggatgtctac aagateggtg
961 gtattggaac agttcccgtc ggecgtatcg agactggtat cctcaageec ggtatggtcg
1021 tcaccttcge tecctccaac gtcaccactg aagtcaagte cgtcgagatg caccacgage
1081 agctcgtcga gggtgttcce ggtgacaacg ttggtttcaa cgtcaagaac gtttecgtta
1141 aggaaattcg ccgtggtaac gttgecggteg actccaagaa cgacccccece atgggtgeeg
1201 cttctttcac cgctcaggtc atcgtcatga accaccctgg ccaggtcggt geccggetacg
1261 cccecgttet tgactgecac actgeccaca ttgectgeaa gttcgeegag ctccaggaga
1321 agatcgaccg ccgtaccggt aaggctaccg agactgeccce caagttcatc aagtccggtg
1381 actctgecat cgtcaagatg attcccteca ageccatgtg cgttgaggcet ttcaccgact
1441 accctccect gggtegttte gecgtecgtg acatgegaca gaccgteget gteggtgtca
1501 tcaaggctgt cgacaagtcc geegecacceg ctggeaaggt caccaagtee getgecaagg
1561 ccaccaagaa ataagcgata cccatcatca ccacctgatg ttctggggtc cctegtgagg
1621 tttctecagt ggggcaccgt gegetcactt ctacgacgaa acgatcaatg ttgctatgea
1681 tgagcactcg actatgtatc gaggcacgtt aattgagagg ctgggaataa gggttccatce
1741 agaacttctc cgggaatgca aaacaaaagg gaacgaaaaa aaaattagat agaagttaat
1801 taatgacttc gacaacc

ANEXO 15. Secuencia de la cepa N1-6

1 cttgcatcca getcatacct taatgetcac ggttattgat ggtcaaggac agtgattgte

61 gggetttcta tcagtgaatt attcctggea tttggttect acttcaggge cattaattgg
121 tatcattcct cactctttca ttgacgcttg cataagttaa tggtggaaac catacgactc
181 gttacccagc aagcecgageg ttcactccat cgggeaaggg gtgtcttttt tttgtettec
241 tttcacttga catttcagag tgcacccagt aatgtatgat aaggtagaac attttcttgg
301 ttggataaat aatagtgaat gttaaaaaga ctttgacaga aggtttgcat aactgatatc
361 aagggcataa tgatatgttc caatggttct ttcctactga gtgeccectt tgaggtttct
421 cgacgttaaa ccccectacc ccectaaact ccagagttac ttatggtect gcaaaccecc
481 gaaaacagga agaaccccgg acgttacaag tccctatcat aaaagegttc tttacagtat
541 tgtatacagt attgtatata atattgcaca ctatt

ANEXO 17. Secuencia de la cepa N81T

1 ttgagttcaa ggaggcctte tcectctttg taagttctct agatggtctt ttgegacaca
61 tctgcagaca atatgagtgce taatctggtg gctacaggac aaggacggeg atggtacgtt
121 ttggctagtg acgegatact cctetttcee ctectcaceg teccecttta ttetgtgega
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181 accagtgttg gagcacctga acctgegaca ccgatcgaaa ttttaccgac tggcaatttt
241 cataacgaag aaacggacaa aaaactaaca gatgtggttt cgcaggccag atcaccacca
301 aggagctggg cactgtcatg cgctctttgg gacagaaccce ctecgagtca gagetgeagg
361 acatgatcaa cgaggtcgat gecgacaaca acggatccat cgatttcect ggtatgtcac
421 tagctgaaac acttggactg ctacagaata cgagctaatc tagagcggtg aagagttcct
481 taccatgatg gccagaaaga tga

ANEXO 17. Secuencia de la cepa N10+T

1 tggaagtaaa agtcgtaaca aggtctcegt tggtgaacca geggagggat cattaccgag
61 tttacaactc ccaaacccaa tgtgaaccat accaaactgt tgcctcggmg gggtcacgec
121 ccgggtgegt cgeagececg gaaccaggeg cccgecggag ggaccaacca aactctttte

181 tgtagtcecc tegeggacgt tatttcttac agetctgage aaaaattcaa aatgaatcaa

241 aactttcaac aacggatctc ttggttctgg catcgatgaa gaacgcagceg aaatgcegata
301 agtaatgtga attgcagaat tcagtgaatc atcgaatctt tgaacgcaca ttgegeccgc
361 cagtattctg gcgggcatge ctgtecgage gteatttcaa cectcgaacc cetecgggee
421 gtcggcgttg gggacctcgg gageccctaa gacgggatce cggececgaa atacagtggc
481 ggtctcgeeg cagectctee tgegeagtag tttgcacaac tegeaceggg agegeggege
541 gtccacgtce gtaaaacacc caacttctga aatgttgacc tcggatcagg taggaatacc
601 cgctgaactt aagcatatca ataagcggag gaa

ANEXO 18. Secuencia de Albernaria spp

1 tttggcatca cttttecttt acacgcacag ttgegtecac teggtgtate ctetgagege
61 gcagccatat cctggttttt cgegatgagg ggcatttttg getgetgeoe atgtgcgaac
121 ttttacgcgc tagegctagt ccgegtgegg ccctegegaa ccccaacacg atgacgeaca
181 tgcaatttct atattttggc tacagcaaac tgacaagtct aacaggaagce cgecgaactc



ANEXO 19. Ebiqueta del Biocontrolador comercial

CLEA LA ETIQUETA ANTES DE USAR EL PRODUCTO™
“MANTENGASE BAJD LLAVE FUERA DEL ALCANCE DE LOS
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APLICACION
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ropa, bebades ni medicamentos,

+ Utiice rops protectada durante ol manpuleo v sphcaain,

- Después de wsar o producto chmbese, bve b rops
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TRICHO

AGENTE DE CONTROL BIOLOGICO MICROBIAND

FUNGICIDA AGRICOLA

Registro PBUAN®: 353 - SENASA

TITULAR DEL REGISTRO:

SOLUCIONES AGROSOSTENIBLES SAC

Ay, Metropaitara Mz FIL Lote 5, Ut Sen lsadre,

Trupiis - Pend, sclagrossciigmail comy wevs: solagro.com,pe
Telf.: 44611046 RPC: SA377G001/950M6012

PRODUCIDO ¥ DISTRIBUIDO POR:

INSTRUCCIONES DE USO ¥ MANEXO

GEMERALIDADES: mascwosan e cbtenido de un sisamento ratural de

Trichaerma vinde amEagorets drects de hongs

fitcpatigercs.
PERSTA N G Se AN BEE 3 PENQDN FAI0ENR por MACICATaut
i Amibioa: Competencs por nubrientes agus hi y ¢spacks, et Induc-
©n de ressteorca de plantas contra enfermadades; y Prometor de oech

st de b planka.

SISTEMAS DE PREPARACION Y APLICACION

LAVADO DE ESPORAS: For cac boksa de B00 g de TRICHOMAX, preps-
Far uny mhcen de 05 mi de surtactanee agricels o | LE de agua, ense
Quita agregar 10d0 e ConfenidD de TRICHOMAX y agitar i3 mexcia hasta
retiear tnddas bas esperas del madr; lusgo cobir 13 suspensién de espors 3
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