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RESUMEN

La podredumbre gris, causada por Botrytis cinerea, afecta
significativamente la produccion y poscosecha de uva de mesa. Ante la resistencia
a fungicidas sintéticos y sus efectos ambientales, este estudio evalud el potencial
biocontrolador de Trichoderma spp. mediante sus metabolitos extracelulares
volatiles y no volatiles. Se aislaron 118 cepas de la rizosfera y tejidos vegetales,
identificandose molecularmente 10 de ellas, ademas de Botrytis cinerea obtenida
de uvas infectadas. El analisis filogenético confirmé a 7. afroharzianum, T.
longibrachiatum, T. asperelloides, T. paratroviride y Trichoderma sp. En el ensayo
de antibiosis, 7. afroharzianum AZEN10 y AZEN20, T. longibrachiatum AZEN14
y AZEN17, inhibieron el crecimiento de B. cinerea en un 88,45 %. Por su parte, T.
asperelloides CAQ7 y T paratroviride MAO2 alcanzaron un 100 % de
micoparasitismo. 7. afroharzianum AZEN10 y AZEN20, T. asperelloides CA07 y
T. paratroviride MAO2 destacaron por su antagonismo potencial, alcanzando una
inhibicion del 94,48 %. Los metabolitos volatiles de Trichoderma sp. AZENO06 y
TI15 alcanzaron una inhibicién del 97,01 % in vitro y 75,43 % in vivo. Los
metabolitos no volatiles al 50 % mostraron una eficacia del 80,81 % en la inhibicion
del crecimiento, 81,53 % en la germinacién de conidios y 55,18 % in vivo,
destacandose T. afroharzianum AZEN20 y AZENI10. Los resultados destacan el
potencial de Trichoderma como agente de control biologico de B. cinerea,

ofreciendo una alternativa sostenible al uso de fungicidas quimicos.
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ABSTRACT

Gray mold, caused by Botrytis cinerea, significantly affects the production
and postharvest quality of table grapes. Due to the increasing resistance to synthetic
fungicides and their environmental impacts, this study evaluated the biocontrol
potential of Trichoderma spp. through their extracellular metabolites, both volatile
and non-volatile. A total of 118 strains were isolated from the rhizosphere and plant
tissues, with 10 strains molecularly identified, along with B. cinerea isolated from
infected grapes. Phylogenetic analysis confirmed the presence of 7. afroharzianum,
T. longibrachiatum, T asperelloides, T. paratroviride, and an unidentified
Trichoderma sp. In the antibiosis assay, 1. afroharzianum AZEN10 and AZEN20,
as well as 7. longibrachiatum AZEN14 and AZEN17, inhibited the growth of B.
cinerea by 88,45 %. T. asperelloides CAO7 and T. paratroviride MAQ2 achieved
100 % mycoparasitism. T. afroharzianum AZEN10 and AZEN20, T. asperelloides
CA07, and T paratroviride MAO2 stood out for their antagonistic potential,
reaching an inhibition rate of 94,48 %. Volatile metabolites from Trichoderma sp.
AZENO06 and TI15 achieved 97,01 % inhibition in vitro and 75,43 % in vivo. Non-
volatile metabolites at a 50 % concentration showed 80,81 % efficacy in growth
inhibition, 81,53 % in conidia germination inhibition, and 55,18 % in vivo, with T.
afroharzianum AZEN20 and AZEN10 being the most notable. These results
highlight the potential of Trichoderma as a biological control agent against B.

cinerea, offering a sustainable alternative to chemical fungicides.



L INTRODUCCION

A nivel mundial, 1a uva de mesa (Vitis vinifera) es un cultivo importante que
cuenta con alrededor de 10000 variedades, de las cuales solo 33 cubren
aproximadamente el 50 % de la superficie mundial de vifiedos (OIV, 2017; Adrian
et al., 2024). En el Perq, el cultivo de uva de mesa se ha transformado en una de las
actividades agricolas mas relevantes, alcanzando una exportacion de 562 (093
toneladas en la temporada 2024 — 2025, lo que representa un incremento del
12,76 % respecto a 2023 — 2024. Las principales variedades comercializadas
internacionalmente son Sweet Globe, Red Globe y Allison, exportadas entre los
meses de octubre y abril, y enviadas mayoritariamente a Estados Unidos, paises
europeos y México (CIEN-ADEX, 2024; SENASA, 2025a). Dado que durante el
transporte deben recorrerse largas distancias para llegar a los mercados de destino,
el tratamiento de conservacion en frio (~1,1 °C) es un factor crucial (SENASA,
2014). A pesar de estas condiciones, es frecuente el desarrollo de diversas
pudriciones provocadas por hongos fitopatdgenos durante el almacenaje.

Diversas enfermedades causadas por fitopatdgenos pueden afectar a los
cultivos de uva de mesa. Mondello et al. (2018), Ye et al. (2021) y Bustamante et
al. (2022) mencionan que la muerte regresiva de Eutypa, la muerte regresiva de
Botryosphaeria, la muerte regresiva de Phomopsis, la esca y el pie negro estan

asociadas a las enfermedades del tronco de la vid. Ademas, se ha reportado que los



cultivos de uva de mesa, tanto en etapas de precosecha como de poscosecha, pueden
ser atacados por Botrytis cinerea, Aspergillus niger, Penicillium expansum,
Rhizopus stolonifer, Alternaria alternata, Cladosporium herbarum y Mucor
racemosus (Murray et al., 2019). Entre ellos, B. cinerea destaca por causar las
mayores pérdidas en poscosecha, al provocar la podredumbre gris en uva de mesa
y afectar diversos organos de la planta, como flores, frutos, hojas y brotes
(Williamson ef al., 2007; Romanazzi et al., 2016; Elad et al., 2016).

La base del manejo de los problemas fitosanitarios en poscosecha se ha
centrado, de manera tradicional, en el uso de agroquimicos; sin embargo, su
aplicacion intensiva, prolongada e indiscriminada ha generado el desarrollo de
cepas resistentes de B. cinerea (Leroux et al., 1999; Fillinger et al., 2008; Hahn,
2014). En respuesta a ello, se ha intensificado la busqueda, el desarrollo y la
innovacion de productos alternativos que presenten efectos ecotoxicologicos
minimos y que sean capaces de ofrecer productos de mayor calidad, con menor
presencia de residuos quimicos peligrosos para la salud humana (Palou et al., 2008).
Entre estas alternativas, la aplicacion de agentes de control biologico (ACB) ha
destacado por su potencial antagonico, al ser capaces de controlar B. cinerea
(Wisniewski et al., 2007; Liu et al., 2013; Romanazzi et al., 2016).

Actualmente, en el Perti se emplean diversos ACB en las actividades
agricolas de campo. Entre ellos, Trichoderma spp. destaca por su uso extendido en

el manejo de fitopatdogenos. Su aplicacion ha demostrado reducir la incidencia de



estas enfermedades en cultivos de uva de mesa, tomate, palto, maiz, entre otros
(SENASA, 2025b). El mecanismo de control biolégico de estos hongos se basa en
la secrecion de antibidticos, la competencia por espacio y nutrientes, y la
produccion de enzimas degradadoras de la pared celular (Wisniewski ef al., 1991;
Piano et al., 1997; Qin et al., 2004). Latorre et al. (1997) obtuvieron resultados
similares en el control de B. cinerea en uva de mesa, al analizar dos formulaciones
conidiales obtenidas por el método de fermentacion liquida de cepas de
Trichoderma harzianum. Los tratamientos fueron aplicados al inicio de floracion,
en plena floracion y en pinta, y proporcionaron una inhibicion estimada del 64,79 %
respecto al testigo. Khairy et al. (2025) reportaron que un extracto de metabolitos
al 70 % de Trichoderma reesei T1 logrd reducir Botrytis cinerea en frutos de tomate.
Por su parte, Lisboa et al. (2007) evaluaron la eficacia de 7. harzianum TRIC-30,
aplicado mediante pulverizacion foliar semanal a partir de la primera floracion en
plantas de tomate, logrando detener el crecimiento de B. cinerea en un 46,36 %.
La eficacia del control biologico mediante metabolitos extracelulares
producidos por Trichoderma spp. ha sido ampliamente demostrada en diversas
especies vegetales. Por lo tanto, esta evidencia abre nuevas posibilidades para el
uso de extractos fingicos en el manejo fitosanitario de la uva de mesa, al permitir
un efecto fungicida comparable al de los productos quimicos convencionales, pero
con un enfoque mas sostenible, amigable con el medio ambiente y seguro para el

consumidor.



1.1. Planteamiento del problema

La “podredumbre gris”, causada por Botrytis cinerea, representa uno de los
principales desafios fitosanitarios en el cultivo de uva de mesa (Vitis vinifera),
ocasionando pérdidas significativas en la produccion y poscosecha (Latorre et al.,
2015; De Simone et al., 2020). Este fitopatogeno afecta la calidad comercial de las
bayas, reduciendo su vida util y valor en el mercado, especialmente en regiones con
condiciones climaticas favorables para su proliferacion, como Tacna, Pert. En este
contexto, resulta particularmente preocupante debido al crecimiento sostenido que
ha tenido la industria viticola peruana en la Gltima década, consolidando al pais
como uno de los principales exportadores de uva de mesa a nivel mundial (Montes
Ninaquispe ef al., 2024; Castillo Sandoval et al., 2024).

Durante décadas, el manejo de B. cinerea ha dependido principalmente del
uso de fungicidas sintéticos, como el tebuconazol y el fenhexamid,
complementados con practicas agrondmicas que, si bien no son suficientes por si
solas, contribuyen a mejorar la eficacia del control. Estos tratamientos se aplican
estratégicamente en etapas fenoldgicas clave, como la floracion, el cierre del
racimo, el envero y el periodo previo a la cosecha, y suelen intensificarse cuando
las condiciones climaticas elevan el riesgo de epidemias (Esterio et al., 2021). Sin
embargo, el uso intensivo y prolongado de estos compuestos ha favorecido la
aparicion de cepas resistentes y ha generado impactos negativos en el equilibrio

ecologico, lo que evidencia la necesidad urgente de desarrollar alternativas



sostenibles que ofrezcan eficacia en el control del fitopatdgeno sin comprometer la
seguridad ambiental (Esterio et al., 2021; Herrera-Défaz et al., 2023). En este
contexto, el control biolégico emerge como una estrategia prometedora.

Entre los agentes de control bioldgico, los hongos del género Trichoderma
destacan por su capacidad antagonica, la cual se manifiesta a través de mecanismos
como la produccion de metabolitos secundarios volatiles y no volatiles, el
micoparasitismo y la induccion de respuestas de defensa en las plantas hospederas
(Mukherjee et al., 2022). No obstante, la mayoria de estudios se han enfocado en
otros fitopatdgenos, existiendo vacios significativos en la investigacion dirigida a
B. cinerea en uva de mesa (V. vinifera), particularmente bajo condiciones in vivo y
utilizando cepas locales. Asimismo, la elevada variabilidad genética presente en
especies de Trichoderma hace indispensable una identificaciéon molecular precisa,
que permita garantizar la seleccion de aislamientos con alto potencial
biocontrolador (Cai & Druzhinina, 2021); sin embargo, este enfoque sigue siendo
limitado en estudios realizados en ecosistemas rizosféricos peruanos.

La falta de soluciones adaptadas a las condiciones especificas de la region
de Tacna, sumada a la necesidad de reducir la dependencia de fungicidas sintéticos,
justifica explorar el potencial biocontrolador de Trichoderma spp. nativos. Esto no
solo contribuiria a mitigar las pérdidas econdmicas, sino también a fortalecer

practicas agricolas sostenibles alineadas con la demanda global de seguridad



alimentaria y conservacion ambiental (Wang et al., 2023). En este marco, se plantea
la siguiente interrogante de investigacion:

(En qué medida los metabolitos extracelulares (volatiles y no volatiles)
producidos por cepas de Trichoderma spp. inhiben el crecimiento micelial, la
germinacion de conidios y la infeccion de Botrytis cinerea en uva de mesa (Vitis
vinifera), in vitro € in vivo?

1.2. Hipotesis

Los metabolitos extracelulares (volatiles y no volatiles) producidos por
cepas de Trichoderma spp. inhiben significativamente el crecimiento micelial, la
germinacion de conidios y la infeccion de Botrytis cinerea en uva de mesa (Vitis
vinifera), in vitro € in vivo.

1.3.  Justificacion

La “podredumbre gris”, provocada por B. cinerea, es una de las
enfermedades mas dafinas para el cultivo de uva de mesa, ocasionando pérdidas
significativas tanto en la produccion como en la poscosecha. Este fitopatdgeno,
ampliamente distribuido y con una gran capacidad para adaptarse a diferentes
condiciones, afecta la calidad comercial de las bayas, reduciendo su vida util y su
valor en el mercado. Este problema podria intensificarse en regiones como Tacna,
Pert, donde las condiciones climaticas favorecen su proliferacion. Durante afios, el
control de esta enfermedad se ha basado en el uso de fungicidas sintéticos, pero su

aplicacion excesiva ha generado cepas resistentes de B. cinerea y ha tenido



impactos negativos en los ecosistemas. Ante este panorama, surge la necesidad de
desarrollar soluciones sostenibles que sigan siendo efectivas, pero que a la vez
protejan el equilibrio ambiental.

Una de las alternativas mas prometedoras es el biocontrol, que consiste en
utilizar microorganismos antagonistas, como los hongos del género Trichoderma.
Estos hongos tienen demostrada capacidad para combatir patogenos mediante
diversos mecanismos, como la produccion de metabolitos volatiles y no volatiles,
micoparasitismo y la estimulacion de las defensas de las plantas. Aunque ya existen
estudios sobre Trichoderma frente a otros patdgenos, la investigacion sobre su
accion contra B. cinerea en uvas de mesa, especialmente en condiciones in vivo,
sigue siendo escasa.

Por lo tanto, esta investigacion se justifica no solo por la necesidad de
encontrar soluciones adaptadas a la situacion local de Tacna, sino también por la
necesidad de avanzar hacia una agricultura mas sostenible, que reduzca la
dependencia de productos quimicos. Al centrarse en los metabolitos extracelulares
de cepas nativas de Trichoderma, este estudio busca identificar los mecanismos que
puedan inhibir el crecimiento de B. cinerea. El objetivo es ofrecer alternativas que
no solo mejoren el control de la enfermedad, sino que también contribuyan a la
seguridad alimentaria y la conservacion ambiental, en respuesta a la creciente

demanda global de practicas agricolas mas sostenibles.



1.4. Objetivos
1.4.1. Objetivo general

Evaluar el potencial de los metabolitos extracelulares producidos por cepas
de Trichoderma spp. contra Botrytis cinerea, agente causal de la “podredumbre
gris” en uva de mesa, mediante ensayos in vitro € in vivo.
1.4.2. Objetivos especificos

Aislar e identificar morfologica y molecularmente cepas de Trichoderma
spp. provenientes de suelos rizosféricos y tejidos vegetales de cultivos de vid y de
plantas silvestres, asi como aislar e identificar B. cinerea a partir de racimos de uva
infectados.

Determinar la capacidad antagonica de cepas de Trichoderma spp. frente a
B. cinerea mediante ensayos de antibiosis y micoparasitismo in vitro.

Determinar el antagonismo potencial de cepas de Trichoderma spp. a través
de los ensayos de antibiosis y micoparasitismo.

Determinar el efecto inhibitorio de los metabolitos volatiles y no volatiles
de Trichoderma spp. sobre el crecimiento micelial, la germinacién de conidios y la

infeccion de B. cinerea en condiciones in vitro € in vivo.



1. MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes

Geng et al. (2022) realizaron el estudio titulado “Potencial de biocontrol de
Trichoderma harzianum contra Botrytis cinerea en plantas de tomate”, con el
objetivo de evaluar la eficacia de Trichoderma harzianum (TM) como agente de
biocontrol contra Botrytis cinerea (BC) en tomate, y comprender los mecanismos
implicados en dicha interaccion. En los ensayos in vitro, TM inhibid el crecimiento
de BC con una eficacia del 62,05 % al sexto dia, ocupando rapidamente el medio
de cultivo. En plantas de tomate, la suspension de esporas de TM logré una
inhibicion del moho gris del 33,66 % y 69,44 %, dependiendo del tipo de indculo.
Ademas, TM redujo los niveles de perdxido de hidrogeno y malondialdehido
inducidos por BC, mejorando el estado redox de las hojas. También indujo la
expresion de genes relacionados con el metabolismo secundario y la defensa,
elevando las concentraciones de flavonoides, fenoles y lignina. A nivel fisiologico,
disminuy¢ el cierre estomatico y mejoro6 la fotosintesis y la actividad de las enzimas
RuBisCO y FBPasa. En conclusion, TM potencia la resistencia del tomate frente a
Botrytis cinerea mediante la activacion de mecanismos redox, produccion de
metabolitos  secundarios 'y regulacion del funcionamiento estomético,

posicionandose como un agente prometedor en el control bioldgico.
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Fujinawa et al. (2020) realizaron el estudio titulado “Control biolégico del
moho gris y la mancha foliar por Myrothecium en begonias”, con el objetivo de
evaluar el antagonismo de Clonostachys rosea LQC62 y Trichoderma asperellum
LQC96 frente a B. cinerea y Myrothecium roridum, asi como su aplicacion en el
manejo de las enfermedades causadas por estos patdégenos en el cultivo comercial
de begonia. En condiciones controladas in vitro, ambos antagonistas produjeron
compuestos solubles capaces de inhibir el desarrollo de B. cinerea, aunque no se
observo el mismo efecto contra M. roridum. Ademas, produjeron compuestos
volatiles que redujeron el crecimiento de ambos patogenos. Se observo
superposicion de colonias, lo que indica actividad hiperparasita, y ambos
microorganismos colonizaron los discos foliares. La aplicacion previa de los
antagonistas redujo la esporulacion de los patdogenos hasta en un 100 %, y las
pulverizaciones foliares semanales con LQC62 disminuyeron la incidencia de moho
gris y mancha foliar de Myrothecium en el cultivo comercial. En conclusion, C.
rosea y T. asperellum demostraron un alto potencial como agentes de control
biologico en el manejo de enfermedades en begonias.

Bello et al. (2022) llevaron a cabo el estudio titulado “La micofumigacion
de arandanos poscosecha con compuestos volatiles de Trichoderma atroviride 1C-
11 es una herramienta prometedora para controlar las pudriciones causadas por
Botrytis cinerea”, con el objetivo de evaluar el potencial de compuestos organicos

volatiles (VOCs) producidos por Trichoderma atroviride 1C-11 para controlar B.
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cinerea en arandanos durante el almacenamiento poscosecha. Los VOCs inhibieron
casi por completo el crecimiento de B. cinerea in vitro, destacando el compuesto 6-
pentil-a-pirona (6PP) como el mas abundante, cuyo efecto antifingico fue
confirmado en ensayos individuales. En ardndanos inoculados y almacenados a
20 °C durante 14 dias, la incidencia de moho gris fue del 100 % sin tratamiento,
mientras que en frutos expuestos a los VOCs se redujo al 17 %. A 4 °C durante 31
dias, la incidencia se redujo del 82 % al 11 %. Ademas, los VOCs inhibieron el
crecimiento micelial y la germinacion de conidios, y causaron vacuolacion y
deterioro de las hifas por interaccion directa con su superficie. También se observo
una citotoxicidad selectiva del 6PP contra B. cinerea, sin afectar células intestinales
humanas en concentraciones eficaces. En conclusion, la micofumigacion
poscosecha con VOCs de T. atroviride 1C-11 representa una alternativa
prometedora para proteger arandanos del moho gris causado por B. cinerea.

You et al. (2022) desarrollaron el estudio titulado “Control biolégico y
promocion del crecimiento vegetal mediante compuestos organicos volatiles de
Trichoderma koningiopsis T — 517, con el objetivo de evaluar la actividad
biocontroladora y promotora del crecimiento vegetal de los VOCs emitidos por 7.
koningiopsis T — 51. En este trabajo se demostr6é que los VOCs producidos por T-
51 inhibieron significativamente el crecimiento micelial de B. cinerea (73,78 %) y
Fusarium oxysporum (43,68 %). Asimismo, la germinacion de conidios y la

elongacion del tubo germinativo de ambos hongos se vieron afectadas
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negativamente por la exposicion a los VOCs, reduciendo de forma notable la tasa
final de germinacion en B. cinerea. En ensayos con frutos de tomate, los VOCs
redujeron la pudricion causada por B. cinerea, y en Arabidopsis thaliana se observo
un aumento significativo del tamafio y peso de las plantulas. En total, se
identificaron 24 compuestos volatiles pertenecientes a los grupos de alquenos,
alcanos y ésteres. En conclusion, los resultados evidencian que 7. koningiopsis T —
51 tiene un alto potencial como agente de control bioloégico indirecto, al integrar
mecanismos que suprimen enfermedades y favorecen el desarrollo vegetal.

Joo & Hussein (2022) realizaron el estudio titulado “Propiedades de control
biolégico y promocion del crecimiento vegetal de Trichoderma spp., un antagonista
productor de compuestos organicos volatiles”, con el objetivo de evaluar el efecto
de los VOCs producidos por distintas cepas de Trichoderma en la promocion del
crecimiento vegetal y el control de fitopatogenos. Los VOCs mostraron una
inhibicion significativa del crecimiento de varios hongos fitopatdégenos, incluyendo
B. cinerea, Alternaria panax, Cylindrocarpon destructans y Sclerotinia nivalis, con
diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05). Ademas, la exposicion a
VOCs de Trichoderma promovio el crecimiento de plantulas en germinacion. Con
el andlisis GC — MS, se identificaron compuestos como ciclopentasiloxano
decametilo y ciclotetrasiloxano octametilo en la cepa 7. harzianum KNUI. En

conclusion, estos hallazgos evidencian el potencial de los VOCs emitidos por
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Trichoderma como recurso eficaz de biocontrol y como estimulantes del desarrollo
vegetal.

Stracquadanio et al. (2020) realizaron el estudio titulado ‘“Actividad
antifungica de metabolitos bioactivos producidos por Trichoderma asperellum y
Trichoderma atroviride en medio liquido”, con el objetivo de investigar la
produccion de metabolitos bioactivos con actividad antimicrobiana por parte de las
cepas T. atroviride (TS) y T. asperellum (IMI 393899). Se evalu¢ la bioactividad de
filtrados de cultivos de 10 y 30 dias, extraidos con acetato de etilo, contra un
conjunto de hongos patdgenos y oomicetos. Los extractos de 30 dias mostraron
efectos citotoxicos significativos, con concentraciones minimas fungicidas (MFC)
entre 0,19 y 6,25 mg/mL. En los ensayos de cultivo dual, se registraron valores
maximos de inhibicidn del crecimiento radial (PIRG) de 76 % para T. asperellum y
81 % para T. atroviride en condiciones de contacto directo, mientras que en contacto
indirecto no se observo inhibicion, indicando que los efectos no se debieron a
compuestos volatiles. Mediante analisis por GC — MS y HPLC — Q — TOF — MS,
se identificaron siete clases de VOCs y doce nVOCs. En conclusion, estos
resultados muestran que ambas cepas presentan actividades antimicrobianas y
representan fuentes naturales prometedoras de compuestos con actividad biologica.

Li et al. (2019) llevaron a cabo una revision titulada “Metabolitos no
volatiles de Trichoderma spp.”, cuyo objetivo fue recopilar y analizar

aproximadamente 390 metabolitos secundarios no volatiles producidos por 20
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especies conocidas y otras especies no identificadas del género Trichoderma. Esta
revision se centra en la clasificacion de dichos compuestos segiin la especie de
origen, su estructura quimica y sus actividades biologicas. Trichoderma es
ampliamente reconocido por su capacidad de producir metabolitos bioactivos con
aplicaciones en el control biologico, incluyendo poliquétidos, alcaloides,
terpenoides y peptaibols. En conclusion, debido a estas propiedades, diversas
especies han sido investigadas intensamente en el contexto del biocontrol de
fitopatogenos fingicos y como fuente de productos naturales con potencial
farmacologico y agricola.

Nawrocka et al. (2022) realizaron un estudio titulado “Determinacion de
especies reactivas de oxigeno o nitrogeno y nuevos compuestos organicos volatiles
en las respuestas de defensa de plantas de tomate contra Botrytis cinerea inducidas
por Trichoderma virens TRS 1067, cuyo objetivo fue evaluar como 7. virens TRS
106 reduce la enfermedad del moho gris causada por B. cinerea en plantas de tomate
mediante la mejora de sus respuestas defensivas. Los resultados mostraron que las
plantas de la variedad “Remiz” generaron mds superoxido (O2-) y peroxinitrito
(ONOO-), pero menos peroxido de hidrogeno (H20:z), S — nitrosotioles (SNO) y
compuestos volatiles de hoja verde (GLV) en comparacion con la variedad
“Perkoz”. Ademas, la infeccion con B. cinerea causé acumulacion de 6xido nitrico
(NO) en cloroplastos, que no se detectd en plantas tratadas con TRS 106, mientras

que el tratamiento con TRS 106 indujo la propagacion sistémica de H2O: y
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acumulacion de NO en apoplasto y nicleos. Se identificaron 24 VOCs liberados
por las plantas tratadas, incluidos derivados de hexanol y dacido salicilico
considerados por primera vez en la proteccion contra B. cinerea. En conclusion, 7.
virens TRS 106 modula la produccion y localizacién de especies reactivas de
oxigeno y nitrogeno y la emision de nuevos compuestos volatiles, contribuyendo a
la defensa de las plantas de tomate contra B. cinerea, lo que abre nuevas vias para
investigar el papel de NO y VOC:s en la proteccion inducida por Trichoderma.
2.2. Fundamento tedrico
2.2.1. Control biologico

2.2.1.1.Definicion y principios

El control biolégico consiste en utilizar organismos naturales para gestionar
plagas y enfermedades, brindando una opcidn sostenible frente al uso de pesticidas
quimicos. Este enfoque abarca varias estrategias, como el manejo de plagas,
proteccion mediante barreras de exclusion y el refuerzo de los mecanismos de
defensa natural de las plantas. Los principios fundamentales incluyen la
comprension del agroecosistema, la rotacion del cultivo, la preservacion de la salud
del suelo y promocion de organismos beneficiosos (Cook, 1988; Ferron & Deguine,
2005). Para lograr un control efectivo, generalmente implica combinar diversos
métodos y agentes de control, ya que ningin agente solo garantiza resultados
optimos (Thompson, 1930). Las aplicaciones pueden llevarse a cabo con la

conservacion de organismos nativos, la introduccion de nuevos agentes o
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aplicaciones repetidas (Cook, 1988). Ademas, los avances mas recientes incorporan
el uso de metabolitos microbianos bioactivos para la proteccion de cultivos
(Chalfoun, 2010). Por ello, es esencial comprender de manera detallada la dindmica
entre plagas, depredadores y el manejo del habitat, tanto en areas cultivadas y no
cultivadas (Ferron & Deguine, 2005).

2.2.1.2.Clasificacion de agentes biocontroladores

El control biologico es una estrategia sostenible para el manejo de plagas y
enfermedades en la agricultura, utilizando organismos vivos con accidn antagdnica
frente a fitopatogenos. Entre estos agentes se encuentran hongos, bacterias y
actinomicetos, capaces de proteger a los cultivos al reemplazar o complementar el
uso de plaguicidas sintéticos (Thambugala et al., 2020; Torres-Rodriguez et al.,
2022).

Los hongos del género Trichoderma destacan por su capacidad antagénica
frente a fitopatdgenos, mediante mecanismos como el micoparasitismo, la
competencia por recursos y la produccion de metabolitos antifingicos. De la misma
manera, los actinomicetos, bacterias filamentosas como el género Streptomyces,
han emergido como una fuente prometedora de compuestos antimicrobianos,
alguno de los cuales ya han sido comercializados como biopesticidas (Bonaterra et
al., 2022), mostrando eficacia frente a diversos hongos fitopatdogenos (Thambugala
et al., 2020; Torres-Rodriguez et al., 2022). Ademas de su accion antagdnica, estos

microorganismos actiian como promotores del crecimiento vegetal, al participar en
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procesos como la fijacion biologica de nitrégeno, solubilizacion de fosfatos y
produccion de fitohormonas, mejorando la nutricidon y resistencia de los cultivos
(Silva et al., 2022).

2.2.1.3.Mecanismos de accion de agentes biocontroladores

Los agentes de biocontrol emplean estrategias de mecanismos directos
como la antibiosis, produccion de enzimas hidroliticas que descomponen la pared
celular y la liberacion de compuestos orgénicos volatiles (Figura 1). Mientras que,
los mecanismos indirectos comprenden la competencia por espacio y nutrientes, asi
como la induccion de resistencia sistémica en plantas hospedadoras (Haidar ez al.,
2016; Roca-Couso et al., 2021; Srivastava et al., 2021). Diversos antagonistas,
incluidas bacterias y levaduras como Pseudozyma aphidis, secretan metabolitos
bioactivos capaces de inhibir el crecimiento de fitopatdogenos y favorecer la salud
vegetal (Srivastava et al., 2021). La filosfera, interfaz aérea de las plantas, forma
un nicho ecologico clave para el biocontrol, al albergar microorganismos que han
desarrollado adaptaciones particulares a este ambiente. La comprension de estos
mecanismos es fundamental para crear alternativas sostenibles que sustituyan a los
pesticidas quimicos, favoreciendo una agricultura mas segura y ambientalmente

responsable (Legein et al., 2020; Roca-Couso et al., 2021).
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Figura 1
Mecanismos clave del control biologico de enfermedades fungicas en plantas por

hongos antagonistas
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Nota. Adaptado de Fungi vs. Fungi in Biocontrol: An Overview of Fungal
Antagonists Applied Against Fungal Plant Pathogens, por K. M. Thambugala, D.
A. Daranagama, A. J. L. Phillips, S. D. Kannangara y I. Promputtha, 2020, Frontiers
in  Cellular  and  Infection  Microbiology, 10, Articulo  604923.

https://doi.org/10.3389/fcimb.2020.604923.
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2.2.2. Caracteristicas y mecanismos antifungicos de Trichoderma spp.

2.2.2.1. Taxonomia y diversidad

La taxonomia del género Trichoderma ha evolucionado significativamente
a lo largo del tiempo, pasando de métodos morfologicos tradicionales a enfoques
moleculares de alta resolucion. Actualmente, se reconocen 375 especies validas, de
las cuales 361 cuentan con codigos de barras moleculares en regiones como ITS,
tefl y rpb2 (Cai & Druzhinina, 2021). Esta transicion a representado una expansion
notable clave para la identificacion de especies cripticas y delimitacion de grupos
filogenéticos dentro del género.

Historicamente, la clasificacion del género puede dividirse en distintas
etapas. Antes de 1969, el reconocimiento de especies era muy limitado y centrado
principalmente en el complejo Trichoderma viride. Entre 1969 y 2000, se amplid
los conceptos de especie con el establecimiento de secciones como
Longibrachiatum, Trichoderma y Pachybasium, aunque seguia predominando los
criterios morfologicos. Desde el afio 2000, la incorporacion del andlisis multilocus
permitié un rapido aumento en el nimero de especies reconocidas, destacandose
estudios sobre el agregado Trichoderma koningii y el clado Longibrachiatum
(Samuels ef al., 2006). Entre 2015 y 2021, el uso masivo de marcadores molecular
principales remarco esta tendencia, manifestdndose en un incremento exponencial

en la identificacion de especies (Cai & Druzhinina, 2021).
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Entre los marcadores mas empleados destacan tef7 (mas utilizado), seguido
por ITS y rpb2, mientras que otros como acll, 18S rDNA, 28S rDNA, mitSSU,
ech42, actina, calmodulina y EF- /o han sido utiles en estudios especificos (Kullnig-
Gradinger ef al., 2002; Samuels et al., 2006; Jaklitsch & Voglmayr, 2015). Este
enfoque ha permitido el establecimiento de clados filogenéticos bien definidos,
como los grupos Harzianum — Virens, asi como la diferenciacion de linajes
principales dentro del agregado 7. koningii, que ha sido desagregado en al menos
12 especies distintas y una variedad.

La diversidad del género presenta una distribucion tanto cosmopolita como
localizada. Estudios como los de Jaklitsch & Voglmayr (2015) han identificado
aproximadamente 90 especies en Europa del sur y Macaronesia, mientras que
Samuels (2006) documenta 89 especies a nivel global, incluyendo tanto formas
sexuales (teleomorfos) como asexuales (anamorfos), destacando ademds que
Trichoderma e Hypocrea son géneros congéneres.

El desarrollo de herramientas bioinformaticas y bases de datos
especializadas ha representado un paso esencial hacia la estandarizacion en la
identificacion taxondmica y la incorporacion continua de nuevas especies (Cai &
Druzhinina, 2021). Por ello, estos avances en conjunto han permitido no solo
mejorar la resolucién taxondmica, sino también comprender la complejidad

filogenética gel género con mayor rigurosidad y profundidad.
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2.2.2.2.Ecologia

El género Trichoderma se destacada por su versatilidad ecologica,
especialmente en ambientes edaficos. Estas especies habitan predominantemente la
rizésfera, donde desempefian funciones clave en la dindmica microbiana del suelo
y en las interacciones planta-microorganismo. Mas alla de una simple coexistencia,
Trichoderma actua como agente de biocontrol frente a fitopatdogenos mediante
diversos mecanismos, entre los que se incluyen la antibiosis, la competencia por
espacio y nutrientes, y el micoparasitismo (Sood et al., 2020).

Ademas, estas especies son capaces de sintetizar una amplia gama de
metabolitos  secundarios que median interacciones relacionadas con
microorganismos del suelo como con plantas. Tales compuestos no solo tienen
efectos directos sobre los patdogenos, sino que también pueden modular la
composicion estructural de las comunidades microbianas rizosféricas (Contreras-
Cornejo et al., 2016).

Desde una perspectiva funcional, Trichoderma contribuye de manera activa
a la promocion del crecimiento vegetal, facilitando la absorcion de nutrientes,
modular el desarrollo radicular colonizando las raices y activar respuestas de
resistencia sistémica frente a estreses bidticos y abidticos (Woo et al., 2023).

No obstante, es importante considerar que, si bien Trichoderma tiene efectos
beneficiosos ampliamente documentados, la produccion de ciertos metabolitos

también puede impactar negativamente sobre microorganismos no patdgenos
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considerados beneficiosos, alterando el equilibrio de la microbiota nativa (Shahriar
etal., 2022).

2.2.2.3.Mecanismos de biocontrol

. Produccion de metabolitos antifiingicos

Las especies del género Trichoderma han sido ampliamente reconocidas por
su potencial como agentes de biocontrol frente a hongos fitopatogenos, debido a su
capacidad para producir metabolitos volatiles y no volatiles con actividad
antifungica (Ahluwalia et al., 2015; Li et al., 2019; Stracquadanio et al., 2020;
Hernandez et al., 2024). Cepas como Trichoderma harzianum, Trichoderma
asperellum y Trichoderma atroviride destacan por la secrecion de compuestos
bioactivos, entre ellos fenoles, antraquinonas, pironas y lactonas, que han
demostrado eficacia en ensayos de cultivo dual y pruebas de concentraciéon minima
fungicida. (Ahluwalia et al., 2015; Stracquadanio et al., 2020; Herndndez et al.,
2024).

Para la identificacion y caracterizacion de estos metabolitos secundarios se
han empleado técnicas analiticas avanzadas como la cromatografia de gases
acoplada a espectrometria de masas (GC-MS), la cromatografia liquida de alta
resoluciéon con tiempo de vuelo en tdndem (HPLC-Q-TOF-MS) y la ultra alta
resolucion con ionizacion por electrospray y espectrometria de masas en tandem

(UHPLC-ESI-HRMS/MS) (Stracquadanio et al., 2020; Hernandez et al., 2024).
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o Micoparasitismo:

El micoparasitismo representa uno de los mecanismos mas importantes
mediante los cuales Trichoderma ejerce su accidn antagonista. Este proceso
involucra la produccion de enzimas hidroliticas, metabolitos secundarios y
pequefias proteinas secretadas que contribuyen a la degradacion e inhibicion del
hongo hospedero (Figura 2) (Atanasova et al., 2013; Mukherjee et al., 2022).
Mediante microscopia electronica de barrido, se ha observado la formacion de
estructuras especializadas como espirales hifales, ganchos y apresorios,
responsables de la adhesion, lisis y posterior penetracion del micelio del patdgeno
(Elad et al., 1983).

Este mecanismo ha demostrado ser efectivo contra diversos fitopatogenos
como Rhizoctonia solani'y Sclerotium rolfsii. Sin embargo, también se ha registrado
micoparasitismo entre especies del mismo género, como en el caso de Trichoderma
hamatum y Trichoderma pseudokoningii. Este tipo de interaccion intragénero
podria comprometer la eficacia de Trichoderma en campo al generar competencia

intragénero y comprometer su estabilidad ecolégica (Vajna, 1985).
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Figura 2
Crecimiento de Trichoderma spp. sobre Rhizoctonia solani en ensayos de

confrontacion dual tras 10 dias de incubacion.

T. atroviride s T. virens

o i
2 -.' . . )\
' ‘@ Rhizoctonia
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T. reesei

Nota. Las flechas indican la sobreposicion de Trichoderma spp. sobre R. solani.
Adaptado de Comparative transcriptomics reveals different strategies of
Trichoderma mycoparasitism, por L. Atanasova, S. Le Crom, S. Gruber, F.
Coulpier, V. Seidl-Seiboth, C. P. Kubicek y I. S. Druzhinina, 2013, BMC Genomics,

14, 121. https://doi.org/10.1186/1471-2164-14-121

J Estimulacion de la planta:
Trichoderma spp. también son caracterizados por favorecer el crecimiento
vegetal y mejorar la tolerancia frente a condiciones adversas. Produce metabolitos

senalizadores como el acido indolacético y compuestos orgédnicos volatiles que
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inducen el crecimiento incluso sin contacto directo con la planta (Contreras-
Cornejo et al., 2024).

Durante la colonizacion de raices, modula las respuestas inmunes de la
planta hospedera, induciendo una reprogramacion génica que facilite una
interaccion benéfica sostenida (Brotman et al., 2013). Ademds, promueve la
activacion de genes relacionados con la defensa frente a estrés bidtico y abidticos,
como salinidad o déficit hidrico (Pacheco-Trejo ef al., 2022).

En cultivos como el maiz, la aplicacion de Trichoderma incrementa la
biomasa radicular incluso en semillas tratadas previamente con fungicidas (Resende
et al.,2004). Asimismo, en condiciones salinas, favorece la germinacion de semillas
y estimula respuestas antioxidantes y de proteccion osmotica (Brotman et al.,
2013). Ademas, se ha propuesto que los efectos benéficos pueden perdurar a través
de generaciones, lo que representa un aporte clave para la sostenibilidad agricola
(Contreras-Cornejo et al., 2024).

2.2.3. Biologia y patogenicidad de Botrytis cinerea

2.2.3.1.Caracteristicas taxonémicas

Botrytis cinerea es un hongo fitopatdégeno clasificado en el reino Fungi, filo
Ascomycota, clase Leotiomycetes, orden Helotiales y familia Sclerotiniaceae
(Williamson et al., 2007; Singh et al., 2024). De estilo de vida necrétrofo, posee

una alta capacidad de adaptacion y diversidad genética que le permite infectar mas
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de 1600 especies vegetales y causar importantes pérdidas a nivel global (Singh et
al., 2024).

Su patogenicidad se basa en la produccion de enzimas hidroliticas que
degradan la pared celular vegetal, toxinas especificas y pequefias moléculas de
ARN que interfieren con la defensa del huésped (Williamson et al., 2007; Singh et
al., 2024). Presenta un ciclo de vida dimérfico, con una fase asexual (B. cinerea) y
una fase sexual (Botryotinia fuckeliana) (da Silva Ripardo-Filho et al., 2023).

Se ha reportado su presencia en nuevas especies vegetales nativas de Chile,
ampliando su rango de hospedantes. La mayoria de los aislados analizados
contienen los elementos transponibles boty y flipper, que podrian contribuir a su
variabilidad genética (Notte et al., 2021). Dada la dificultad de su control, se han
propuesto estrategias integradas de manejo fitosanitario, asi como el uso emergente
de herramientas basadas en ARN pequefios para interferir en la expresion génica
del hongo (Singh et al., 2023).

2.2.3.2.Ciclo de vida

El ciclo de vida depende estrechamente de condiciones ambientales como
temperatura, humedad y pH (Latorre ef al., 2002; Calvo-Garrido ef al., 2014). El
proceso inicia con la germinacion de conidios, que ocurre en un rango de
temperatura entre 5 °C y 30 °C, con un 6ptimo de 20 °C, favorecido en presencia

de agua libre o una humedad relativa superior al 93 % (Latorre et al., 2002).
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Posteriormente, se produce la elongacion del tubo germinativo entre las 48
y 72 horas, y penetra en las células epidérmicas del hospedero hacia las 96 horas,
sin necesidad de apresorios (Rivas Santoyo et al., 2007). Posteriormente, el micelio
se desarrolla bajo la cuticula vegetal, generando lesiones y maceracion de los tejidos
(van Kan, 2005). La esporulacion puede iniciarse entre los 3 y 4 dias después,
influenciada por acidos como el méalico y tartarico, asi como el pH del entorno
(Doneche & Pucheu-Plante, 2015).

Ademas de la infeccion activa, Botrytis cinerea emplea estrategias de
persistencia como la formacion de microesclerocios (Moyano Cardaba, 2001), que
le permitan sobrevivir en condiciones desfavorables. Las infecciones primarias
suelen originarse en tejidos necroticos o durante la floracion (Ciliberti et al., 2015),
mientras que las secundarias se propagan por estructuras de resistencia dispersados
por el viento o transportados por vectores como Drosophila melanogaster (Louis et
al., 1996).

Se ha observado también que el micelio sobrevive en campo como en
invernaderos durante el verano, actuando como fuente de inoculo para nuevas
infecciones. En la planta hospedera, se han identificado respuestas fisiologicas
como la acumulacion de granulos rojos en las células vecinas al sitio de infeccion
y la produccion de etileno que pueda favorecer la germinacion fungica (Rivas

Santoyo et al., 2007).
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Estos factores explican su éxito como patdogeno en cultivos agricolas y la
dificultad de su control efectivo en el campo (van Kan, 2005; Calvo-Garrido et al.,
2014; Singh et al., 2024).

2.2.3.3.Daiios en Vitis vinifera

Botrytis cinerea, causante de la podredumbre gris y la momificacion en Vitis
vinifera, es uno de los patogenos mas perjudiciales para los vifiedos a nivel mundial,
comprometiendo el rendimiento y calidad de las uvas. La infeccién provoca una
reprogramacion del transcriptoma y metaboloma de la vid, activando mecanismos
de defensa mediados por 4cido jasmoénico, etileno y metabolitos secundarios como
el transresveratrol (Figura 3) (Agudelo-Romero et al., 2015). Aunque la mayoria de
las variedades de V. vinifera son altamente susceptibles, algunos cultivos e hibridos
presentan resistencia parcial (Naegele, 2018). En vifiedos chilenos también se ha
reportado la presencia de Botrytis prunorum, afectando flores y bayas, aunque
menos agresivo que B. cinerea (Esterio et al., 2020).

Los sintomas aparecen en las hojas, flores y frutos de la planta. En hojas,
aparecen manchas necréticas que pueden provocar defoliacion, y en condiciones
favorables, se observa micelio blanco y algodonoso (Hill, 2014; Dwivedi et al.,
2024). En las flores, la infeccion puede interferir con la polinizacién y mantenerse
latente hasta el desarrollo del fruto (Hill, 2014).

Las mayores pérdidas econdmicas ocurren en la poscosecha, cuando la

infeccion reduce la calidad y vida util de la fruta, haciéndolas no aptas para el
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mercado por su rapida descomposicion y apariencia poco atrayente (Droby &
Lichter, 2006; Latorre et al., 2015; De Simone et al., 2020; Dwivedi et al., 2024;
Xing et al., 2024).

El uso de fungicidas, como el divxido de azufre, ha demostrado ser eficaz,
en parte por su efecto sobre los mecanismos antioxidantes de la planta (De Simone
et al., 2020; Xing et al., 2024). También, se ha logrado avances en el control
biolégico mediante el uso de Trichoderma spp. y Aureobasidium pullulans, que han
reducido la incidencia del hongo poscosecha (Zhang et al., 2020; Herrera-Défaz et
al., 2023). El manejo integrado de plagas (MIP), que combina métodos culturales,
fisicos y quimicos, ha mostrado alta efectividad. Un ejemplo exitoso de esto es el
enfoque adoptado en China, conocido como “controlar mejor y reducir la
fumigacién”, que enfoca la intervencion en etapas criticas de la infeccion (Wang et
al., 2023). Sin embargo, el desarrollo de cepas resistentes a fungicidas subraya la
necesidad de desarrollar variedades mas resistentes y en medidas de control

alternativas (Naegele, 2018; Esterio ef al., 2020).
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Figura 3
Racimo de uvas de la variedad Trincadeira en la etapa EL33 afectado por Botrytis

cinerea.

Nota. A. En este estadio, algunas bayas del racimo ya mostraban signos de
esporulacion del hongo. B. Detalle ampliado de la imagen A. Adaptado de
Transcriptome and metabolome reprogramming in Vitis vinifera cv. Trincadeira
berries upon infection with Botrytis cinerea, por P. Agudelo-Romero, A. Erban, C.
Rego, P. Carbonell-Bejerano, T. Nascimento, L. Sousa, J. M. Martinez-Zapater, J.
Kopka y A. M. Fortes, 2015, Journal of Experimental Botany, 66(7), 1769—1785.

https://doi.org/10.1093/jxb/eru517
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2.2.4. Metabolitos extracelulares de Trichoderma spp.

Las especies del género Trichoderma se destacan por su produccion de
metabolitos secundarios implicados en una gamma de funciones biologicas
relacionados a contextos agricolas y biotecnologicos. Estos metabolitos pueden
clasificarse en dos grandes grupos segun su volatilidad: volatiles y no volatiles,
ambos con efecto antimicrobiano, de promocion del crecimiento vegetal y rol en la
comunicacion entre organismos, la competencia por recursos y defensa contra
fitopatogenos (Cubilla-Rios ef al., 2019; Khan et al., 2020; Gualtieri et al., 2022).

2.2.4.1.Metabolitos volatiles (MVs)

Los MVs de Trichoderma pueden ser evaluados por diferentes métodos
(Figura 4), y abarcan principalmente alcoholes, cetonas, pironas, sesquiterpenos,
¢ésteres, furanos y compuestos aromaticos, con funciones desde la sefializacion hasta
la inhibicion directa de fitopatdogenos. En los estudios revisados, se identificaron
varias clases de compuestos volatiles que son producidos por diferentes especies de
Trichoderma en cultivos in vitro. Entre los alcoholes y cetonas se encuentra el 1-
octen-3-ol, 3-octanol y la 3-octanona, ambos asociados con la sefializacion de la
conidiacion y actividad antimicrobiana (Martinez-Padrén et al., 2018; Guo et al.,
2019). Las pironas como 6-pentil-2H-piran-2-ona (6-PAP), son conocidas por su
capacidad de inhibir el crecimiento fingico y promover el crecimiento vegetal
(Jelen et al., 2014). Estos compuestos han demostrado un efecto en el crecimiento

y morfologia de diversos hongos fitopatdgenos, como Pyrenophora teres, Fusarium
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sp. y Colletotrichum gloeosporiodes ademas de inducir respuestas de defensa en
plantas y su crecimiento (Moya ef al., 2018).

En cuanto a las condiciones de cultivo, factores como la temperatura, tipo
de medio y la presencia de fitopatdgenos, influyen significativamente en la
produccion de estos metabolitos. Moya et al. (2018) reportaron, por ejemplo, que
la presencia de Fusarium sp. induce una mayor produccion de compuestos volatiles

en Trichoderma.

Figura 4
Representacion grdfica del sistema empleado para evaluacion del impacto de los
metabolitos volatiles

Ensayo de interaccion entre Trichoderma y microorganismo

. Hongo
Trichoderma sp./:.-r T Hongo —n
7 ; —\ = Hongo Trichoderma sp.
Nl | [ ——— = —
b Trichoderma sp. \ J

Nota. Sistemas de placas divididas, placas invertidas y cultivo dual para investigar
el impacto de los metabolitos volatiles de Trichoderma con hongos. Adaptado de
Microbial antagonists as biocontrol agents against postharvest fungal diseases in
Sfruits: Mechanisms and applications, por M. Dwivedi, M. C. Meena, y M. B.
Reddy, 2024, Scientia Horticulturae, 323, Articulo 112984.

https://doi.org/10.1016/j.scienta.2023.112984
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2.2.4.2.Metabolitos no volatiles (MNV5s)

Los MNVs de Trichoderma se agrupan quimicamente en ocho clases
principales: alcoholes, ésteres, lactonas, terpenos, antraquinonas, acidos grasos,
furanonas y proteinas (Cubilla-Rios et al., 2019; Sridharan et al., 2021), que se
caracterizan por poseer propiedades fisicoquimicas distintas que influyen tanto en
su modo de accién como en su estabilidad y biodisponibilidad.

Los extractos etanolicos obtenidos a partir de cultivos liquidos de
Trichoderma han mostrado actividad inhibitoria contra una variedad de
fitopatogenos (Isaias et al., 2014). Por ejemplo, se reportdé que Trichoderma
arundinaceum inhibe el crecimiento de Macrophomina phaseolina en condiciones
in vitro, mientras que Trichoderma viride y Trichoderma harzianum afectan a
patogenos como Sclerotium rolfsii, Fusarium oxysporum y Verticillium dahliae
(Cubilla-Rios et al., 2019; Dubey et al., 2011).

Entre los metabolitos no volatiles identificados se encuentran 2-feniletanol,
B-sitosterol, 6-PP, 1,8-dihidroxi-3-metilantraquinona, tirosol, harzianum A,
koningin-A, acido palmitico, etc (Sridharan et al., 2021). Estos compuestos actiian
mediante la disrupcidn de membranas, inhibicidon de enzimas y la alteracion de la
morfologia celular, llegando a provocar vacuolizacion y lisis celular en los hongos
tratados (Stefanova et al., 1999). Algunas estructuras se aprecian en la figura 5.

La produccion de estos MNVs depende de las condiciones de cultivo, como

el tipo de medio liquido o s6lido, temperatura y tiempo de incubacion. Por ello, la
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composicion del medio de cultivo y las condiciones de crecimiento pueden modular

significativamente el perfil metabolico de las especies de Trichoderma (Dubey et

al., 2011).

Figura 5§
Estructura quimica de metabolitos no volatiles de Trichoderma asperellum IMI
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Nota. (a) Asperelina A; (b) Trichodermaerina; (c) Metilcordisina A; (d) Asperelina
E; (e) Nucleosido de adenina; (f) 6-pent-1-enilpirano-2-ona; (g) Asperelina H; (h)
Atrichodermona B; (i) Atrichodermona C; (j) Ergosta-7,22-dien-3-ol; (k) 3,5,9-

trihidroxiergosta-7,22-dien-6-ona; y (I) Beta-sitosterol. Adaptado de Antifungal
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Activity of Bioactive Metabolites Produced by Trichoderma asperellum and
Trichoderma atroviride in Liquid Medium, por C. Stracquadanio, J. M. Quiles, G.
Meca y S. O. Cacciola, 2020, Journal of Fungi, 6(4), Articulo 263.

https://doi.org/10.3390/j016040263

2.2.4.3.Métodos de extraccion y purificacion

Las especies de Trichoderma son reconocidas por la produccion de diversos
metabolitos secundarios con aplicaciones potenciales tanto en la agricultura como
en la industria. Estos metabolitos incluyen compuestos con propiedades bioactivas,
como peptaibioticos, que presentan actividades antifungicas y promotoras del
crecimiento vegetal (Ortufio et al., 2013; Martinez-Padrén et al., 2018).

La produccion de metabolitos suele realizarse bajo fermentacion en medios
liquidos, como el caldo papa dextrosa (PDB), que favorece su acumulacion (Ortuiio
et al., 2013; Martinez-Padron et al., 2018). Para la extraccion de los metabolitos, se
emplea filtracion del cultivo para separar micelio, seguida de una extraccion en fase
liquido-liquido con disolvente como el cloruro de metileno. Posteriormente, se
pueden utilizar métodos cromatograficos, como GC-MS, que permite identificar y
caracterizar los metabolitos producidos por Trichoderma (Martinez-Padron et al.,
2018; Setargie et al., 2023). Ademas, la purificacion de proteinas en los extractos
se puede optimizar por liofilizacidon y precipitacidon con acido tricloroacético en

acetona (Cubilla-Rios et al., 2020).
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Los peptaibidticos, han mostrado eficacia antifingica contra patdégenos
como Fusarium oxysporum y efectos positivos en el desarrollo de plantas de tomate
y rabano (Ortufio et al., 2013; Martinez-Padron et al., 2018; Setargie ef al., 2023).
La combinacioén de técnicas cromatograficas y espectroscopicas proporciona una
caracterizacion completa de los metabolitos, lo que facilita la comprension de sus
propiedades y potenciales aplicaciones (Setargie et al., 2023).

2.2.5. Evaluacion de la eficacia antifungica

2.2.5.1.Ensayos in vitro

. Antibiosis

La técnica de cultivo dual es ampliamente utilizada para evaluar la actividad
antibiotica de Trichoderma frente a hongos fitopatdgenos. Consiste en inocular
tanto a Trichoderma como al patdgeno en placas de agar, ya sea simultaneamente o
con una preincubacion, midiendo el halo de inhibicidon seglin el crecimiento radial
del patdgeno respecto al control (Weindling, 1932)

Distintas especies de Trichoderma han mostrado efectos inhibitorios
significativos. Trichoderma viride logréd inhibir un 76,94 % del crecimiento de
Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (Ayele et al., 2021), mientras que
Trichoderma koningii mostro efectividad frente a F. oxysporum, Fusarium solani,
Alternaria solani y Rhizoctonia solani (Shaikh & Sahera, 2012). Asimismo,
Trichoderma lignorum, a una concentracion de 10° esporas/mL y con 24 h de

preincubacion, inhibié completamente a F oxysporum f. sp. lycopersici (Sarro Baro
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et al., 2010). En base a ello, factores como la concentracion de inoculo, tiempo de
incubacidén y condiciones ambientales, influyen en la eficacia del antagonismo, al
afectar la produccion de metabolitos antibidticos (Perek & Swierczynska, 2012;
Alvarez-Garcia et al., 2020).

Estas pruebas son fundamentales para identificar cepas prometedoras. Por
ejemplo, 7. harzianum presentd tasas de inhibicion que variaron entre el 40 % y el
82 % frente a F. oxysporum, dependiendo de la cepa y las condiciones
experimentales (Reyes Ramirez ef al., 2012).

. Micoparasitismo

El micoparasitismo es determinado por el método de placa pre colonizada,
y es uno de los principales mecanismos de biocontrol ejercidos por Trichoderma,
basado en una interaccion directa con hongos fitopatégenos (Benhamou & Chet,
1993; Prasad & Kumar, 2013). Este proceso se inicia con el entrelazamiento de
hifas, donde las de Trichoderma rodean a las del patdgeno, como se ha observado
con Rhizoctonia solani y Phytophthora palmivora (Sarria et al., 2021).

Durante el contacto, especies como Trichoderma hamatum y Trichoderma
harzianum desarrollan estructuras similares a apresorios o ganchos, que facilitan la
adherencia y penetracion en el huésped (Chet et al., 1981; Inbar et al., 1996). Una
vez establecida la interaccion, Trichoderma invade las hifas del patégeno,
generando dafios como vacuolizacion, colapso celular y retraccidn citoplasmatica

(Chet et al., 1981; Gao et al., 2002; Prasad & Kumar, 2012).
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Este tipo de antagonismo estd mediado por sefiales quimicas emitidas por
los patdgenos, que inducen quimiotropismo en Trichoderma, orientando su
crecimiento hacia el huésped (Elad et al., 1987). Una vez en contacto, produce
enzimas hidroliticas como quitinasas, [3-1,3-glucanasas y proteasas, que degradan
la pared celular del hongo objetivo (Benhamou & Chet, 1996; Inbar et al., 1996).

Factores ambientales como temperatura, actividad de agua, pH Yy
disponibilidad de nutrientes influyen significativamente en la eficacia del
micoparasitismo. Por ejemplo, T. harzianum actia con mayor eficacia contra A.
alternata entre 20 — 25 °C y con actividad de agua superior a 0,90 (Sempere &
Santamarina, 2007). Asi mismo, condiciones acidas o neutras y disponibilidad de
nutrientes potencia la produccion de enzimas liticas (Benhamou & Chet, 1996;
Inbar et al., 1996).

. Germinacion de conidios

Diversas especies de Trichoderma han demostrado, en condiciones de
laboratorio, una gran capacidad para inhibir la germinacion de conidios en
fitopatdgenos como Colletotrichum capsici, Fusarium spp. y Sclerotium rolfsii. La
eficacia del antagonismo se evaliia con cdmara de recuento Neubauer, que permiten
cuantificar con precision los conidios germinados y no germinados. En
experimentos in vitro, Trichoderma spp. logrd inhibir la germinacion en un 68,2 %
frente a C. capsici, 53,9 % contra Fusarium spp. y 35,5 % frente a S. rolfsii (Alfizar

et al., 2013). También, filtrados de cultivo de Trichoderma harzianum y
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Trichoderma pseudokoningii inhibieron por completo la germinacién de conidios

de patogenos poscosecha, incluso a diluciones del 50 % (Odebode, 2006). Estos

resultados destacan el potencial de Trichoderma como agente de biocontrol.
2.2.5.2.Ensayos in vivo

. Modelos en frutos

El uso de Trichoderma como agente de biocontrol en viticultura ha
demostrado eficacia frente a Botrytis cinerea en uvas, especialmente en ensayos con
heridas artificiales que simulan condiciones naturales de infeccion. Especies como
Trichoderma asperellum y Trichoderma gamsii han reducido significativamente la
incidencia y severidad de la enfermedad, aunque la efectividad depende de la cepa
y condiciones ambientales (Di Marco et al., 2022; Herrera-Défaz et al., 2023). Por
otro lado, se ha observado que algunas cepas pueden permanecer activas en los
tejidos tratados por varios meses, brindando proteccion prolongada.

El momento de aplicacion realizada poco después de generarse las heridas
en el fruto permite a Trichoderma colonizar antes que el patdgeno (Pollard-Flamand
et al., 2022; Langa-Lomba et al., 2023).

Ensayos de campo a largo plazo han confirmado estas observaciones,
reportando reducciones de hasta un 90 % en la incidencia de enfermedades fiingicas
con aplicaciones sistematicas en viiiedos (Di Marco ef al., 2022). No obstante, la

eficacia puede variar seglin la cepa, condiciones edafoclimdticas y compatibilidad
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con otros insumos, por lo que se sugiere integrar su uso de manera cauta dentro del
manejo sanitario del vifiedo (Langa-Lomba et al., 2023; Mkhwanazi et al., 2024).

o Camaras de micofumigacion

Los MVs emitidos por Trichoderma trepresentan una alternativa
prometedora en el control poscosecha de frutas. Por ejemplo, el 6-pentil-a-pirona
(6PP) de Trichoderma atroviride IC-11 ha inhibido eficazmente el crecimiento de
B. cinerea en arandanos (Bello et al., 2022), mientras que el alcohol feniletilico,
emitido por Trichoderma asperellum T76-14, inhibio el crecimiento de Fusarium
incarnatum en melones (Intana ef al., 2021). Ademas, se ha observado que cepas
de Trichoderma estimulan la produccion de COVs en plantas como el olivo,
afectando positivamente las vias bioquimicas de proteccion para el huésped (Dini
et al., 2021). COVs vegetales como el trans-2-hexenal, carvacrol y citral también
han mostrado actividad fungicida contra Monilinia laxa en frutos de hueso (Neri et
al., 2007). Estos hallazgos refuerzan el potencial de la micofumigacion, basada en
COVs fungicos o vegetales, como estrategia sustentable frente a la pudricion
poscosecha.

2.2.5.3.Parametros de medicion

La eficacia de Trichoderma spp. como agente de biocontrol frente a
fitopatdgenos se evalia mediante distintos parametros cuantitativos, entre los que

destacan el crecimiento radial, el porcentaje de inhibicién y el indice de control
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bioldgico. Estos indicadores permiten caracterizar la actividad antagonista de cada
cepa y seleccionar las mas prometedoras para su uso en campo.

El crecimiento radial mide la expansion del micelio sobre medios sélidos a
lo largo del tiempo, y se utiliza para comparar la velocidad de crecimiento de
Trichoderma frente a hongos patégenos como Fusarium spp. y Rhizoctonia spp.
(Reyes et al., 2008; Andrés et al., 2022).

El porcentaje de inhibicion indica la reduccion en el crecimiento del
fitopatdgeno debido a la presencia de Trichoderma, y se obtiene comparando el
desarrollo del patdgeno en presencia y ausencia del antagonista. Altos valores de
inhibicion evidencian un efecto significativo sobre el crecimiento del patdgeno,
como ha sido reportado para Fusarium y Rhizoctonia (Martinez et al., 2008; Soares
etal., 2011).

El indice de control bioldgico ofrece una vision integrada del potencial
antagonista de una cepa, considerando parametros como la inhibicion del
crecimiento, la produccion de metabolitos antifingicos y la manifestacion de
mecanismos de micoparasitismo (Mukhopadhyay & Kumar, 2020). Este indice
resulta Gtil para la seleccion de cepas eficaces en condiciones reales de cultivo
(Martinez et al., 2008). Comprender estas interacciones es clave para asegurar su
desempefio en contextos agricolas variables, y para promover su integracion en
sistemas de manejo sostenible (Mukhopadhyay & Kumar, 2020; Andrés et al.,

2022).
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2.2.6. Identificacion molecular de Trichoderma

2.2.6.1.Loci genéticos

Para mejorar la resolucion taxonémica dentro del género Trichoderma, se
emplean diversos loci genéticos que permiten detectar variabilidad intra e
interespecifica. Entre los mas utilizados destacan la region ITS (espaciador
transcrito interno), el gen tefl (factor de elongacion 1-alfa) y el gen rpb2 (subunidad
2 de la ARN polimerasa I1), debido a la informacion complementaria que aportan
sobre la diversidad genetica y la estructura poblacional de las especies.

La region ITS del ADN ribosémico es ampliamente utilizado en taxonomia
fungica debido a su alta tasa de variacion, que permite diferenciar especies
estrechamente relacionadas. Estudios han reportado polimorfismos en esta region
entre aislamientos de Trichoderma, facilitando la diferenciacion de especies como
T. koningiopsis, entre otras (Kim et al., 2000; Menezes et al., 2010). Sin embargo,
otros locus como tefl y rpb2 ofrecen ventajas complementarias. El locus tefl ha
demostrado ser una herramienta eficaz para evaluar la diversidad genética y
estructura poblacional del género, clave en la identificacién de cepas procedentes
de suelo y tejidos endéfitos, lo que mejora su seleccion para &mbitos agricolas
(Ismaiel et al., 2024). Por su parte, rpb2, al ser un gen de copia Unica y menos
propenso a ambigliedades, representa una alternativa robusta a ITS para estudios
filogenéticos, permitiéndonos una discriminaciébn mas precisa entre especies y

cobertura taxondmica mas amplia (Vétrovsky et al., 2016).
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2.2.6.2.Filogenia multilocus

El uso de analisis filogenéticos multilocus ha demostrado ser esencial para
delimitar con precision las especies del género Trichoderma. Métodos como la
maxima verosimilitud (ML) y la inferencia Bayesiana permiten integrar datos de
varios loci, como acll, act, rpb2 y tef1, lo que incrementa la resolucion taxonémica
y evita el sesgo de errores asociados a un inico marcador

Bustamante et al. (2021) aplicaron esta estrategia combinada con cuatro
métodos moleculares para identificar 108 especies en el linaje Harzianum y 39 en
Longibrachiatum. Asimismo, Dangallo et al. (2025) reportaron la identificacion de
Trichoderma protrudens con un sélido soporte estadistico de 100 % de ML y
probabilidad posterior bayesiana de 1,00. El enfoque méas efectivo para la
delimitacion de especies es aquel que integra datos morfologicos y moleculares.
Asis et al. (2021), por ejemplo, emplearon secuencias multilocus complementado
con datos morfologicos para identificar 53 cepas de Trichoderma, confirmando su
clasificacidon taxonémica y evidenciando su adaptabilidad ecolégica. No obstante,
aungue los analisis multilocus incrementan la precision, depender en su totalidad
de informacion genética puede llevar a subestimar la diversidad fenotipica
relevante. Por ello, se recomienda aplicar un enfoque integrado que integre tanto
datos moleculares como morfolégicos, a fin de obtener resultados mas robustos en

estudios taxondmicos y ecoldgicos.
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III. MARCO METODOLOGICO

3.1. Tipoy disefio de estudio

El tipo de investigacion es aplicada, porque se enfoca en resolver un
problema concreto, la “podredumbre gris” en uva de mesa, mediante la evaluacion
practica de los metabolitos de 7Trichoderma spp. directamente en bayas de uva
infectadas para el control del patogeno.

El disefio es experimental, ya que se manipula la variable independiente
(metabolitos volatiles y no volatiles de Trichoderma spp.) para evaluar su efecto
causal sobre la variable dependiente (inhibicion del crecimiento micelial,
germinacion de conidios y severidad de la infeccion por Botrytis cinerea). Se aplicd
un disefio completamente aleatorizado (DCA), en el cual los tratamientos (cepas de
Trichoderma, metabolitos a concentraciones de 30 %, 40 % y 50 %, y controles)
fueron asignados al azar a las unidades experimentales (placas de agar y bayas de
uva), con tres réplicas por tratamiento. Se incluyeron controles negativos (sin
metabolitos) y positivos (tebuconazol). Este enfoque permite establecer relaciones
causales entre los metabolitos de Trichoderma y la supresion de B. cinerea,
garantizando rigor mediante pruebas estadisticas (ANOVA, seguido de la prueba de
Tukey) y asegurando la replicabilidad de los resultados en condiciones

estandarizadas, tanto in vitro como in vivo.
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3.2.  Material bioldgico

Para la obtencion de Trichoderma spp., se recolectaron muestras de suelo,
raices principales y tallos durante los meses de abril y junio de 2023 en cinco
distritos de la region de Tacna, Pert: Tacna Magollo (19K, 361342.42 m E,
7997822.69 m S; 302 m.s.n.m.), Calana (19K, 374574.34 m E, 8015439.04 m S;
875 m.s.n.m.), Pachia (19K, 378017.13 m E, 8021680.15 m S; 1133 m.s.n.m.),
Tarata (19K, 391424.08 m E, 8068036.07 m S; 3220 m.s.n.m.) y Palca (19K,
411224.46 m E, 8043196.17 m S; 4510 m.s.n.m.).

La obtencion de suelo rizosférico asociado al cultivo de uva de mesa se hizo
a partir de una recoleccion a una profundidad de 20 cm, aproximadamente a un
metro de distancia del tallo de las plantas de vid, siguiendo la metodologia
propuesta por Bustamante et al. (2021). Las muestras fueron recolectadas en
parcelas de vid ubicadas en los distritos de Tacna, Pachia y Calana, aplicando un
disefio de muestreo en forma de cruz “cinco de oros”. La condicion principal para
la seleccion de estas parcelas fue la ausencia de aplicaciones de productos a base de
Trichoderma durante el ciclo del cultivo y en afios anteriores (Rodriguez-Martinez
et al., 2025).

También se recolectaron muestras de suelo rizosférico asociadas a Azorella
sp. en Palca y a Origanum vulgare en Tarata, respectivamente. Asimismo, se

obtuvieron muestras de raices y tallos de estas mismas especies vegetales, mediante
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un muestreo aleatorio simple, con el propdsito de aislar cepas endofitas de
Trichoderma spp.

Para la obtencion de Botrytis cinerea, se recolectaron diez racimos de uva
de mesa de la variedad Red Globe, con aspecto saludable, provenientes del mercado
mayorista Grau (19 K, 366561.67 m E, 8009027.71 m S, 576 m s. n. m.). Los
racimos fueron seleccionados aleatoriamente, asegurandose de que su procedencia
correspondiera a la region Tacna.

3.3. Aislamiento de Trichoderma spp.

Para el aislamiento de Trichoderma spp. de la rizosfera de Vitis vinifera y
Origanum vulgare, se utilizdo el método descrito por Zheng et al. (2021). Se
prepararon tres diluciones seriadas (107!, 102 y 107*) con 10 g de suelo y 90 mL de
agua destilada estéril. Luego, se inocularon 0,1 mL de cada dilucion en placas con
medio agar papa dextrosa (PDA) (Cat. GM096; Himedia Laboratories; India),
suplementado con dos antibidticos (10,000 U de penicilina y 10 mg de
estreptomicina) (Ref. 0781, Sigma-Aldrich Inc., EE.UU.), y se sembr6 por el
método de placa extendida. Las placas se incubaron a 25 °C durante 7 dias.

Para el aislamiento de Trichoderma spp. endofitos de raices y tallos de
Azorella sp. y Origanum vulgare, se procedio a lo descrito por Wirsel ef al. (2001).
Las raices se lavaron con agua corriente del grifo y se enjuagaron con agua estéril.
Posteriormente, se cortaron en secciones de 2 cm y se incubaron en H2O> al 3 %

durante 1 minuto. Luego, las piezas se enjuagaron en agua destilada estéril, se
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secaron con papel de toalla estéril y se transfirieron a placas con medio PDA
suplementadas con penicilina y estreptomicina. Las placas se incubaron a 25 °C
durante 7 dias. Para los tallos, se cortaron en secciones similares a las de la raiz,
procurando que tengan un espesor de 2 — 3 mm. Luego, se incubaron en hipoclorito
de sodio al 5 % durante 3 minutos y se procesaron como se indico anteriormente.

Las colonias presumiblemente identificadas como Trichoderma spp. se
seleccionaron con base en sus caracteristicas culturales, que incluyen su
crecimiento rapido sobre PDA, textura algodonosa o fibrosa, coloracion blanca
inicialmente que cambia a tonos verde claro o verde oscuro conforme avanza la
esporulacion, y bordes de colonia bien definidos. Estas colonias se transfirieron a
nuevas placas con PDA suplementadas con penicilina y estreptomicina para su
purificacion.
3.4. Caracterizacion morfologica y fisiolégica de Trichoderma spp.
3.4.1. Cultivo monosporico

A partir de los crecimientos fingicos obtenidos, se realizé la purificacion
mediante el método de cultivo monosporico descrito por French & Hebert (1980).
El procedimiento consisti6 en sembrar 100 puL de una suspensién de 10°
conidios/mL de Trichoderma por el método de diseminacion en superficie sobre el
medio Agar Agua (20 g agar, 1L de agua destilada), seguido de una incubacion a 25
°C durante 24 horas. Tras la incubacion, se identifico un conidio individual

germinado, cuyo tubo germinativo era igual o mayor al doble del didmetro del
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conidio. Con la ayuda de un microscopio Optico (Leica DM750; Leica
Microsystems, Alemania), se extrajo un bloque de agar que contenia el conidio
germinado. Este fragmento se transfirié a una placa con medio PDA suplementado
con penicilina y estreptomicina y se incubd a 25 °C por 5 dias.
3.4.2. Evaluacion de la tasa de crecimiento

La tasa de crecimiento se determind mediante el cultivo de cada aislado de
Trichoderma en cuatro medios diferentes y a 5 temperaturas. Los medios de cultivo
fueron PDA, agar harina de maiz con dextrosa (CMD) (Cat. M150; Himedia
Laboratories; India), agar extracto de malta con peptona micologica (MEA) (Cat.
M137; HiMedia Laboratories, India) y agar sintético de bajo contenido en
nutrientes (SNA) (1 g KH2PO4, 1 g KNOs, 0,5 g MgS0s, 0,5 g KCl, 0,2 g glucosa,
0,2 g sacarosa, 15 g agar, 1 L de agua destilada), suplementadas con penicilina y
estreptomicina. Las temperaturas empleadas fueron 15, 20, 25, 30 y 35 °C. Se
tomaron discos de 5 mm de cada aislado con 3 dias de crecimiento, y se colocaron
a 1 cm del borde de una placa de 100 mm. Las mediciones se realizaron con un
vernier cada 24 horas. La tasa de crecimiento se calculé siguiendo la formula (1)
(Filizola et al., 2019):

GGy
T,-T,

x 100 (1)

Donde:
GR: Tasa de crecimiento

G2: Crecimiento después de 48 horas (mm)
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G1: Crecimiento despues de 24 horas (mm)
T,: Tiempo final de 48 horas
T1: Tiempo inicial de 24 horas
3.4.3. Caracterizacion cultural y microscopica

Para la caracterizacion cultural, se evaluaron los cultivos obtenidos de la
evaluacion de tasa de crecimiento en medio PDA incubados a 25 °C (seccion 3.4.2.).
Se observaron caracteristicas como el color del anverso y reverso, textura,
pigmentacion, patron de crecimiento, esporulacion y presencia o ausencia de
pustulas (Bisset, 1991; Chaverri & Samuels, 2003; Kumar et al., 2011; Samuels et
al., 2012). Las observaciones microscopicas se realizaron con un microscopio
optico Leica DM750, midiendo los conidios, fidlides y clamidosporas.
3.5. Aislamiento de Botrytis cinerea

El aislamiento de Botrytis cinerea se realiz segun lo descrito por Hatem et
al. (2023). Se utilizaron camaras humedas para inducir el desarrollo de B. cinerea
a partir de racimos de uva de mesa variedad Red Globe. Para ello, se colocaron
secciones de racimos en recipientes estériles y se incubaron durante 10 dias a
temperatura ambiente. Tras la incubacion, se observaron las manifestaciones tipicas
de moho gris en los tejidos. Utilizando un asa micoldgica estéril, se tomaron
fragmentos de tejido con desarrollo de conidios y se transfirio a placas con medio

PDA suplementadas con penicilina y estreptomicina. Las placas se incubaron en
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oscuridad durante 7 dias a 25 °C. Posteriormente, se hicieron repliques sucesivos y
se realizo la técnica del cultivo monospdrico para la purificacién del fitopatogeno.

Adicionalmente, se realizd una prueba de sensibilidad al tebuconazol
mediante la técnica del alimento envenenado, descrita por Dhingra & Sinclair
(1995) y adaptada por Zhang et al. (2020). Se estimaron las concentraciones
efectivas que resultaron en la inhibicion del crecimiento micelial del 50 % (ECso) y
90 % (ECg0) en medio PDA, en comparacion con el control sin tebuconazol. Para
ello, se tomaron discos de B. cinerea de 5 mm de didmetro, provenientes de cultivos
con 5 dias de crecimiento, y se colocaron en el centro de placas con PDA
suplementado con tebuconazol a concentraciones de 0,05; 1; 1,5; 2; 2,5; 3; 3,5; 4;
4,5;5;5,5; 6;6,5;7; 7,5; 8; 8,5;9; 9,5y 10 (ng/mL). Todos los tratamientos se
incubaron a 25 °C en oscuridad, con tres réplicas por tratamiento. El experimento
acabd cuando el control estuvo por llenar completamente la placa. Se calculd el
porcentaje de inhibicién de crecimiento micelial (PICM) con la formula (2) (Pandey

et al., 1982):

C_Dt

PICM = x 100 )

Donde:
D.: Promedio del didmetro de la colonia fiingica en control

D¢ Promedio del didmetro de la colonia fiingica en tratamiento
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3.6. Identificacion molecular y analisis filogenético multilocus de
Trichoderma spp. y Botrytis cinerea
3.6.1. Extraccion de ADN, amplificacion por PCR y secuenciacion de loci
g3pdh, hsp60 y rpb2 de Botrytis cinerea
Se realizo la extraccion de ADN a partir de 100 mg de micelio, con 5 dias
de crecimiento en PDA suplementado con penicilina y estreptomicina, utilizando el
kit Quick-DNA™ Fungal/Bacterial Miniprep (Cat. D6005; Zymo Research, Irvine,
CA, EE.UU.), siguiendo las instrucciones del fabricante. La concentraciéon de ADN
se cuantificdé con un fluorémetro Qubit 3.0 (Invitrogen, Carlsbad, CA, EE.UU.), y
la calidad, con la relacién de absorbancias 260/280, utilizando un espectrofotometro
de microplacas BioTek Epoch 2 (BioTek Instruments, Winooski, VT, EE.UU.).
Los loci g3pdh, hsp60 y rpb2 se amplificaron utilizando los cebadores
detallados en la Tabla 1. La PCR se ejecutd en un termociclador ProFlex PCR
System (Applied Biosystems, Waltham, MA, EE. UU.), con una mezcla de reaccion
que contenia 2 uL. de ADN molde (~10 ng), 12,5 pL de GoTaq® G2 Green Master
Mix 2X (Cat. M7823; Promega, Madison, WI, EE. UU.), 9,5 uL de agua libre de
nucleasas y 0,5 pL de cada cebador a 10 uM, completando un volumen total de 25
pL. El protocolo de PCR incluyé una desnaturalizacion inicial a 95 °C durante 2
minutos, seguida de 35 ciclos de desnaturalizacion a 95 °C durante 30 segundos;
recocido (55 °C para g3pdh, 54,3 °C para hsp60 y 49 °C para rpb2) durante 30

segundos, y extension a 72 °C durante 1 minuto, con una extension final a 72 °C
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durante 5 minutos. La presencia y el tamafio de los productos de PCR se evaluaron
por electroforesis en gel de agarosa al 1,5 %. Se tifieron con GelRed® Nucleic Acid
Stain 10000X (Cat. SCT123; Merck Millipore, Darmstadt, Alemania) y se
visualizaron bajo luz UV con un sistema de documentacion de gel omniDOC (SKU
OMNIDOC; Cleaver Scientific, Rugby, Reino Unido). Los productos de PCR
fueron secuenciados por Psomagen, Inc. (Psomagen, Rockville. MD, EE.UU.), y
las secuencias de consenso se obtuvieron del ensamblaje de las cadenas directa e

inversa utilizando BioEdit v7.7.1 (Hall, 1999).



Tabla 1

Cebadores especificos utilizados para la amplificacion de los loci g3pdh, hsp60 y rpb2

Codigo de barras de loci de ADN para Botrytis

g3pdh hsp60 rpb2

G3PDHfor HSPo60for RPB2for

ATTGACATCGTCGCTGTCAACGA CAACAATTGAGATTTGCCCACAAG GATGATCGTGATCATTTCGG
Cebadores

5'-3) G3PDHrev HSP60rev RPB2rev

ACCCCACTCGTTGTCGTACCA GATGGATCCAGTGGTACCGAGCAT CCCATAGCTTGCTTACCCAT

(Staats et al., 2005) (Staats et al., 2005) (Staats et al., 2005)

€S
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3.6.2. Anadlisis filogenético multilocus de Botrytis cinerea

La filogenia se reconstruyo con secuencias de los loci g3pdh, hsp60 'y rpb2.
Para cada locus analizado, se obtuvieron secuencias estrechamente relacionadas a
los aislados mediante busquedas BLAST del NCBI (Altschul et al., 1990)

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi, consultado el 18 de marzo del 2025), y las

secuencias correspondientes se recuperaron de la base de datos de NCBI

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/, consultado el 18 de marzo del 2025). Los nimeros

de acceso de las secuencias utilizadas se presentan en la Tabla 2.

El conjunto de secuencias para cada locus se aline6 individualmente en
Muscle v5.3 (Edgar, 2021). Posteriormente, los alineamientos fueron curados con
BMGE vl1.12 1, implementado en NGPhylogeny (Lemoine et al., 2019)

(https://ngphylogeny.fi/, consultado el 18 de marzo del 2025) con los parametros

predeterminados. Adicionalmente, se realizo una edicion manual en Mesquite v3.81
(Maddison & Maddison, 2023), eliminando los segmentos en las posiciones 885-
878 y 6-1; 969-967 de las matrices g3pdh y hsp60, respectivamente. Luego, se
concatenaron y se exportd en formato Phylip en SequenceMatrix v1.8.2 (Vaidya et
al.,2011).

Los andlisis filogenéticos y el célculo del modelo de sustitucion de
nucleotidos se realizaron en la plataforma CIPRES ScienceGateway (Miller et al.,

2010) (https://www.phylo.org/, consultado el 18 de marzo del 2025). La inferencia

filogenética de maxima verosimilitud (ML) se realizé IQ-TREE v.2.4.0 (Nguyen et
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al., 2015; Hoang et al., 2018; Minh et al., 2020), utilizando 5000 réplicas de
bootstrap ultrarapido. jModelTest2 v.2.1.10 (Darriba et al., 2012) se utilizo para la
busqueda del mejor modelo de sustitucion segin el criterio de informacion de
Akaike. La inferencia bayesiana (BI) se realizo mediante un andlisis particionado
por loci en MrBayes on ACCESS v3.2.7a (Ronquist et al., 2012). Las busquedas de
las cadenas Markov y Monte Carlo (MCMC), acopladas al algoritmo de Metrdpolis,
se ejecutaron durante 20 millones de generaciones, muestreando cada 1000
generaciones. Se realizaron dos corridas independientes con cuatro cadenas cada
uno (tres calientes y una fria) hasta alcanzar una distribucion estacionaria. El primer
25 % de arboles se excluyd como fase de quemado, y los valores de probabilidad
posterior se estimaron con el 75 % de arboles restantes. jModelTest2 se utilizo para
la busqueda del mejor modelo de sustitucion para cada locus segun el criterio de
informacion de Akaike. La convergencia de las verosimilitudes logaritmicas se
confirmo utilizando TRACER v1.7.2 (Rambaut et al., 2018). El arbol filogenético
resultante se visualizdo en FigTree v1.4.4 (Rambaut, 2010) y se editd Inkscape

v1.2.2.



Tabla 2

Numeros de acceso a Genbank de cepas utilizadas para inferencia filogenética de Botrytis

Especie Cepa 23pdh hsp60 rpb2
Botrytis aclada MUCLS8415 AJ704992 AJ716050 AJ745664
B. alli MUCLA403 AJ704996 AJ716055 AJ745666
B. byssoidea MUCL94" AJ704998 AJ716059 AJ745670
B. byssoidea OnionBC-76 FJ169652 FJ169661 FJ169681
B. californica X1487 KJ937073 KJ937063 KJ937053
B. californica X655T KJ937069 KJ937059 KJ937049
B. calthae CBS175.63 AJ704999 AJ716060 AJ745671
B. calthae MUCL1089 AJ705000 AJ716061 AJ745672
B. caroliniana PN40 OP019701 OP019699 ONS887326
B. cinerea J029 PP942926 PP942927 PP942929
B. cinerea B-9 MT300295 MT300299 MT300303

9¢



B. cinerea

B. cinerea

B. convoluta
B. croci

B. deweyae
B. elliptica
B. euroamericana
B. fabae

B. fabae

B. fabiopsis
B. fabiopsis
B. ficariarum
B. fragariae

B. fragariae

J029
B-9
MUCL11595
MUCLA436
CBS 134649 = B1
BE9714
BS83
CBS109.57
MUCL98"
BroadbeanBC-30
BroadbeanBC-13
CBS176.63"
Ul4_Pl

D11_H_R4

PP942926

MT300295

AJ705008

AJ705009

HG799521

AJ705012

KC191677

AJ705013

AJ705014

EU563106

EU563109

AJ705015

KX429699

KX429702

PP942927

MT300299

AJ716069

AJ716070

HG799519

AJ716073

KC191678

AJ716074

AJ716075

EU563097

EU563100

AJ716076

KX429692

KX429695

PP942929

MT300303

AJ745680

AJ745681

HG799518

AJ745684

KC191679

AJ745685

AJ745686

EU563117

EU563115

AJ745687

KX429706

KX429709

LS



B. galanthina
B. galanthina
B. gladiolorum
B. gladiolorum

B. globosa

o]

. globosa

B. hyacinthi
B. medusae

B. narcissicola
B. narcissicola
B. paeoniae
B. paeoniae
B. pelargonii

B. polyblastis

MUCLA435
MUCL3204
9701
MUCL3865
MUCLA444
MUCL21514
MUCL442
B-555"
MUCL18857
MUCL2120
MUCL16084
0003
MUCLI1152

CBS287.38"

MT360709

AJ705017

AJ705019

AJ705020

AJ705022

AJ705021

AJ705024

MH732861

AJ705025

AJ705026

AJ705028

AJ705027

AJ705029

AJ716079

AJ716078

AJ716080

AJ716081

AJ716083

AJ716082

AJ716085

MH732866

AJ716086

AJ716087

AJ716089

AJ716088

AJ716090

AJ716091

AJ745689

AJ745690

AJ745691

AJ745692

AJ745693

AJ745694

AJ745696

MH732870

AJ745698

AJ745697

AJ745700

AJ745699

AJ745701

AJ745702
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B. polyblastis

B. polygoni

B. polygoni

B. porri

B. porri

B. prunorum

B. prunorum

B. pseudocinerea
B. pseudocinerea
B. pyriformis

B. pyriformis

B. ranunculi

B. sinoallii

B. sinoviticola

MUCL21492
Poly-1
Poly-2

MUCL3234"

MUCL3349
Kw2.2.2
BPCl1
10091
YC-7
SedsarBC-1
SedsarBC-3
CBS178.63T
LeekBC-18

GBC-5

MG846496

MG846497

AJ705032

AJ705033

KX196312

MN327621

MT360716

MF461633

MT360730

MT360732

AJ705034

FJ169651

JN692413

AJ716092

MG846501

MG846502

AJ716093

AJ716094

KX196316

MN327633

JN692400

MF461634

KJ543488

KJ543490

AJ716095

FJ169660

JN692399

AJ745703

MG846506

MG846507

AJ745704

AJ745705

KX196314

MN327624

JN692428

MF461635

KJ543492

KJ543494

AJ745706

FJ169679

JN692427
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B. sinoviticola

B. sphaerosperma
B. sphaerosperma
B. squamosa

B. squamosa

B. tulipae

B. tulipae

Monilinia fructigena

Sclerotinia sclerotiorum

GBC-7-2

MUCL21481

MUCL21482

PRI026

MUCL1107

BT9830

BT9001

9201

D13

JN692406

AJ705035

AJ705036

AJ705039

AJ705037

AJ705041

AJ705040

AJ705043

PP429295

JN692392

AJ716096

AJ716097

AJ716100

AJ716098

AJ716102

AJ716101

AJ716047

PP429290

JN692420

AJ745708

AJ745709

AJ745707

AJ745710

AJ745713

AJ745712

AJ745715

OR&18445

Nota. La letra T indica cultivo tipo. La letra ! indica cultivo holotipo.
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3.6.3. Extraccion de ADN, amplificacion por PCR y secuenciacion de loci ITS,
tefl y rpb2 de Trichoderma spp.

Se realizo la extraccion de ADN a partir de 100 mg de micelio, con 3 dias
de crecimiento en PDA suplementado con penicilina y estreptomicina, utilizando el
kit Quick-DNA™ Fungal/Bacterial Miniprep (Cat. D6005; Zymo Research, Irvine,
CA, EE.UU.), siguiendo las instrucciones del fabricante. La concentracion de ADN
se cuantificd con un fluorémetro Qubit 3.0 (Invitrogen, Carlsbad, CA, EE.UU.), y
la calidad, con la relacién de absorbancias 260/280 utilizando un espectrofotometro
de microplacas BioTek Epoch 2 (BioTek Instruments, Winooski, VT, EE.UU.).

Los loci ITS, tef1 y rpb2 se amplificaron utilizando los cebadores detallados
en la Tabla 3. La PCR se ejecut6 en un termociclador ProFlex PCR System (Applied
Biosystems, Waltham, MA, EE. UU.), con una mezcla de reaccién que contenia 2
uL de ADN molde (~10 ng), 12,5 uL de GoTag® G2 Green Master Mix 2X (Cat.
M7823; Promega, Madison, WI, EE. UU.), 9,5 uL de agua libre de nucleasas y 0,5
pL de cada cebador a 10 uM (100 uM para rpb2), completando un volumen total
de 25 pL. El protocolo de PCR incluy6 una desnaturalizacion inicial a 95 °C durante
2 minutos, seguida de 32 ciclos de desnaturalizacion a 95 °C durante 30 segundos;
recocido (53 °C para ITS y 55 °C para rpb2 y tef1) durante 30 segundos, y extension
a 72 °C durante 1 minuto, con una extension final a 72 °C durante 5 minutos. La
presencia y el tamafio de los productos de PCR se evaluaron por electroforesis en

gel de agarosa al 1,5 %. Se tifieron con GelRed® Nucleic Acid Stain 10000X (Cat.
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SCT123; Merck Millipore, Darmstadt, Alemania) y se visualizaron bajo luz UV con
un sistema de documentacion de gel omniDOC (SKU OMNIDOC; Cleaver
Scientific, Rugby, Reino Unido). Los productos de PCR fueron secuenciados por
Psomagen, Inc. (Psomagen, Rockville. MD, EE.UU.), y las secuencias de consenso
se obtuvieron del ensamblaje de las cadenas directa e inversa utilizando BioEdit

v7.7.1 (Hall, 1999).



Tabla 3

Cebadores especificos utilizados para la amplificacion de los loci ITS, tefl y rpb2

Codigo de barras de loci de ADN para Trichoderma

ITS rpb2 tefl

ITS5 fRPB2-5F EF1-728F

GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG GAYGAYMGWGATCAYTTYGG CATCGAGAAGTTCGAGAAGG

Cebadores TEFILLErev
.. ITS4 fRPB2-7cR
(-39 AACTTGCAGGCAATGTGG
TCCTCCGCTTATTGATATGC CCCATRGCTTGYTTRCCCAT
(Carbone & Kohn, 1998; Jaklitsch
(White ef al., 1990) (Liu et al., 1999)

et al., 2005)
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3.6.4. Analisis filogenético multilocus de Trichoderma spp.

La filogenia se reconstruyé con secuencias de los loci ITS, rpb2 y tefl. Para
cada locus analizado, se obtuvieron secuencias estrechamente relacionadas a los
aislados mediante blsquedas BLAST del NCBI (Altschul et al., 1990)

(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqi, consultado el 18 de marzo del 2025), y las

secuencias correspondientes se recuperaron de la base de datos de NCBI

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/, consultado el 18 de marzo del 2025). Los nUmeros

de acceso de las secuencias utilizadas se presentan en la Tabla 4.

El conjunto de secuencias para cada locus se alined individualmente en
Muscle v5.3. (Edgar, 2021). Posteriormente, los alineamientos fueron curados con
BMGE v1.12 1, implementado en NGPhylogeny (Lemoine et al.,, 2019)

(https://ngphylogeny.fr/, consultado el 18 de marzo del 2025) con los parametros

predeterminados. Adicionalmente, se realizé una edicion manual en Mesquite v3.81
(Maddison & Maddison, 2023), eliminando los segmentos en las posiciones 574-
568, 535, 421-418, 194-176, 161-156, 81, 17-1; 1087-1075, 12-1; 1158-1148, 367,
354, 340-338, 154-150, 148-119, 107, 102-99, 80-79, 74, 59, 43, 27-16, 10-1, para
las matrices ITS, rpb2 y tefl, respectivamente. Luego, se concatenaron y se exporto
en formato Phylip en SequenceMatrix v1.8.2 (Vaidya et al., 2011).

Los analisis filogenéticos y el calculo del modelo de sustitucion de nucledtidos
se realizaron en la plataforma CIPRES ScienceGateway (Miller et al., 2010)

(https://www.phylo.org/, consultado el 18 de marzo de 2025). La inferencia
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filogenética de maxima verosimilitud (ML) se realizd 1Q-TREE v.2.4.0 (Nguyen et
al., 2015; Hoang et al., 2018; Minh et al., 2020), utilizando 5000 réplicas de
bootstrap ultrarapido. jModelTest2 v.2.1.10 se empled para la busqueda del mejor
modelo de sustitucion segun el criterio de informacion de Akaike. La inferencia
bayesiana (BI) se realiz6 mediante un analisis particionado por loci en MrBayes on
ACCESS v3.2.7a (Ronquist et al., 2012). Las busquedas de las cadenas Markov y
Monte Carlo (MCMC), acopladas al algoritmo de Metropolis, se ejecutaron durante
20 millones de generaciones, muestreando cada 1000 generaciones. Se realizaron
dos corridas independientes con cuatro cadenas cada uno (tres calientes y una fria)
hasta alcanzar una distribucion estacionaria. El primer 25 % de arboles se excluyo
como fase de quemado, y los valores de probabilidad posterior se estimaron con el
75 % de arboles restantes. jModelTest2 se utilizd para la bisqueda del mejor
modelo de sustitucion para cada locus segun el criterio de informacion de Akaike.
La convergencia de las verosimilitudes logaritmicas se confirmd utilizando
TRACER v1.7.2 (Rambaut et al., 2018). El arbol filogenético resultante se

visualizé en FigTree v1.4.4 (Rambaut, 2010) y se edit6 Inkscape v1.2.2.



Tabla 4

Numeros de acceso a Genbank de cepas utilizadas para inferencia filogenética de Trichoderma

Especies Cepa ITS tef1 rpb2
Trichoderma acremonioides 11398 - MH612375 MH612369
T acremonioides 11585 - MH612374 MH612368
T afarasin DIS 314F FJ442259 FJ463400 FJ442778
T afarasin DIS 377a FJ442665 FJ463322 FJ442799
T’ afroharzianum Tafuml MT102401 MTO081431 MT118246
T’ afroharzianum CBS 466.94 KP009262  KP008851 KP009150
T afroharzianum Tahz03 - OR039795  ORO039789
T afroharzianum T22 - KP008850  KP009145
T alboviride HMAS 247224 = TC916 - MF371230  MF371215
T. anisohamatum YMF1.00333" MHI113926 MHI177912 MH155272
T. anisohamatum YMF1.00253 MH262586 MH236495 MH262578

99



T aquatica

T aquatica

T’ asiaticum

T’ asiaticum

T. asperelloides
T. asperelloides
T. asperellum

T. asperellum

T. atrobrunneum
T. atrobrunneum
T. atroviride

T. atroviride

T. bannaense

T bannaense

YMF 1.046257
YMF 1.04624
YMF1.00168
YMF1.00352T
a67
al0s
CHE-CNRCB 1248
CHE-CNRCB 1249
T17-27
T17-20
TRW
SB6
HMAS:248840" = TC564

HMAS:248865 = TC943

MH262582

MHI113930

PQ679353

PQ679354

KX538952
KX538951
KY687923

KY687948

MK?775507
MKT775506
MH236492
MH183183
ONO934334
ONO934347
PQ699776
PQ699778
MW232537
MW232532
KX538956
KX538955
KY688037

KY688038

MK775512
MK775511
MH262575
MH158994
ON934369
ONO934382
PQ699777
PQ699779
MW232508
MW232504
KX538954
KX538953
KY687979

KY688003

L9



T breve

T breve

T citrinoviride
T citrinoviride
T effusum

T eijii

T eijii

T. flavescens
T. flavescens
T. gamsii

T. gamsii

T guizhouense
T guizhouense

T hamatum

HMAS:248844T = TC735
HMAS:248845 = TC736
S20 = WU:32173
S27
DAOM:230007" = C.PK. 254
HMAS:252876 = 8161
HMAS:266644 = 8150
HMJAU 34730"= 130
HMIJAU 34654 = 54
CCo1
TW20050
HV-2014j
S628

S397

KY687927

KY687928

DQO083008
KJ783307

KJ783305

ORS511997

KU523894

KY688045

KY688046

KJ665449

KJ665450

KJ665473

KJ634775

KJ634773

KU235485

KX765305

OR514824

KU523895

KF134799

KJ665511

JN715614

KY 687983

KY 687984

KJ665250

KJ665251

KJ665260

KJ634742

KJ634740

KU235486

KX765304

ORS514827

KU523896

KF134791

KJ665273

JN715601
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T hamatum

T harzianum

T harzianum

T hispanicum

T’ inconspicuum

T’ insigne

T’ insigne

T. longibrachiatum
T. longibrachiatum
T. obovatum

T. obovatum

T. orientale

T. orientale

T’ parareesei

Hypo 647 = WU:31629
P3413
P3444
CBS:130540" = WU:31606 = S453
YMF 1.04623"
YMF1.00207"
YMF1.00272
TRS764
S328
YMF 1.062117
YMF 1.6190
CBS:131488 = S187
E589

CP55 3

JN715595
MK795993
MH113925
MH113927
KP009314

JQ685875

MN977803

JQ685873

KJ665513

PV081259
PV081269
JN715659
MK795985
MH177911
MH177913
KP008877
JQ685867
MTO070144
MTO070143
JQ685868

ONO934364

MW541129

KJ665274

PV081366
PV081376
JN715600
MK795989
MH155271
MH155274
KP009197

KJ665291
MTO038432
MTO038433
JQ685884
ON934399

MW541109

69



T’ parareesei

T’ paratroviride

T’ paratroviride

T’ paraviridescens
T’ paraviridescens
T’ pluripenicillatum
T. pseudokoningii
T. pyramidale

T. pyramidale

1. reesei

1. reesei

T rifaii

T rifaii

T samuelsii

CP10 3
JZBQT5Z4
JZBQT5Z6

S36
CBS 1193217 = Hypo 372
YMF 1.06198"
DAOM:167678"
CBS:135574T = §73
T20
G.J.S. 86-404
G.J.S.97-177
DIS 337F
CSC22A0494

CBS:130537" = WU:31607 = S5

NR 134367
MN977788

EU280097

KX632513

FJ442621

PQ821598

JN715596

MW541128
ON649925
ON649926
KC285678
DQ672610
MT070159
KJ713204
KJ665699
KX632627
GQ354342
GQ354347
FJ463321
PQ824590

JN715651

MW541108
ON649978
ON649979
KC285766
KC285763
MTO070160
KJg842214

KJ665334
KX632570

HM182970

HM182974
FJ442720
PQ824594

JN715599
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T samuelsii

T’ saturnisporopsis
T saturnisporum
T. sempervirentis
T. sempervirentis

T. shaoguanicum

T simile
T, simile
T sinense
T sinense

T speciosum

T. sphaerosporum

T. sphaerosporum

T subviride

S42
CBS:128829" =S19
CHE-CNRCB 1141

S5997
S601
HMAS 248809 = TC826
YMF 1.062017
YMEF 1.6180
HMAS 252891
HMAS 273771
YMF1.00205"
HMAS:273763" = 9755
HMAS:273764 = 9479

HMAS:273761" = 8658

IN715593
Q685874

PQ281436

MNO977793

MH113929

IN715652
JQ685869
PQ287386
KC285632
K(285633
KX428031
MT070154
MT070153
KX066253
KX066252
MH183184
KU529134
KU529135

KU529131

IN715598
JQ685885
PQ287390
KC285755
KC285756
KX428049
MT052184
MT052185
KX066265
KX066264
MH155270
KU529145
KU529146

KU529142

IL



T. subviride

T uncinatum

T vermifimicola
T vermifimicola
T viridarium

T viridarium

T viridescens

T viridescens

T viridialbum
T viridialbum
T. xixiacum
T. xixiacum
T yunnanense

T" yunnanense

HMAS:273762 = 8878
YMF 1.046227
CGMCC 3.19694" = HMAS 248255
CGMCC 3.19850
S136"

S492

S1

S452FT

CBS:133495" = S250
G.J.S.07-145
CGMCC 3.19697" = HMAS 248253
CGMCC 3.19698
GZG6-1

GZG8-3

MK?795994

0Q734748

0Q734749

KU529132
MK795986
MN605882
MN605881
KC285658

KC285662

K(C285634

KC285646

KC285706
KC285704
MN605885
MN605886
0Q791405

0Q791406

KU529143
MK?795990
MN605871
MN605870
KC285760

KC285761

KC285757

KC285758

KC285774
KC285772
MN605874
MN605875
0Q791403

0Q791404

L



T zelobreve CGMCC 3.19695T = HMAS 248254

T zelobreve CGMCC 3.19696
T’ zeloharzianum YMF1.00268"
Protocrea farinosa CBS 1215511
Protocrea pallida CBS 299.78FT

MH113932

MHS863119

EU703925

MN605883

MN605884

MH183181

EU703889

EU703900

MNG605872

MNG605873

MH158996

EU703935

EU703948

Nota. La letra T indica cultivo tipo. La letra ' indica cultivo holotipo. Las letras *T indican cultivo epitipo.
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3.7. Prueba de antibiosis

Para determinar la antibiosis de los Trichoderma spp. sobre Botrytis cinerea,
se utiliz6 la prueba del enfrentamiento dual en placa, segun lo descrito por Geng et
al. (2022). Los aislamientos de Trichoderma y B. cinerea se cultivaron en placas
con PDA de 100 mm suplementadas con penicilina y estreptomicina, durante 3 dias
a 25 °C. Luego, se cortaron discos de agar de 5 mm de didmetro con un sacabocado.
Un disco con el patdgeno se inoculo en PDA a 10 mm del borde de la placa, yenel
extremo opuesto, un disco con el antagonista. Cada aislado de Trichoderma se
designé como un tratamiento, con 3 repeticiones. Paralelamente, se establecio un
control que solo contenia B. cinerea. Todos los tratamientos y el control se
incubaron a 25 °C, en oscuridad. Se tomaron las medidas del crecimiento radial de
B. cinerea diariamente con un vernier. El porcentaje de inhibicion del crecimiento

radial se calculd con la siguiente férmula (3) (Chen et al., 2016):

R;-R;
PA = ——= x100 3)

1

Donde:
PA: antibiosis (%)
Ri1: crecimiento radial en ausencia del antagonista (control)
Ro: crecimiento radial en presencia del antagonista
3.8.  Prueba de micoparasitismo
Para determinar los aislados de Trichoderma con mejor capacidad de

micoparasitismo, se utilizo el método de placa pre colonizada descrito por Foley &
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Deacon (1985), Krauss et al. (1998) y Evans et al. (2003), con ciertas
modificaciones. Se tomaron discos de 5 mm que contenian B. cinerea y se
inocularon en un extremo de una placa con PDA suplementado con penicilina y
estreptomicina, las cuales se incubaron en oscuridad a 25 °C por 20 dias. Luego, se
tomaron cortes rectangulares de 5 x 25 mm de los aislamientos de Trichoderma con
4 dias de crecimiento, y se inocularon en el extremo opuesto de las placas con B.
cinerea. Todos los tratamientos fueron incubados en condiciones de oscuridad a 25
°C por 15 dias. Tras el periodo de incubacion, se realizaron cortes de discos desde
el extremo inoculado con el patdgeno hasta el otro extremo inoculado con el
antagonista, obteniendo 10 discos por placa. Los discos de cada placa se inocularon
de forma equidistante de 5 en 5 en placas con PDA y fueron incubadas a 25 °C por
3 dias. Todos los tratamientos se realizaron por triplicado. El porcentaje de
micoparasitismo (PM) se determin6 mediante la formula (6) (Reyes-Figueroa et al.,

2016):
CT

Donde:
PM: micoparasitismo (%)
CT: son los discos positivos al crecimiento de Trichoderma

N: son los discos totales de una réplica
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3.9. Antagonismo potencial
El antagonismo potencial se calculd promediando los resultados de
micoparasitismo y antibiosis, segun la metodologia propuesta por Reyes-Figueroa

et al. (2016), mediante la formula (7):

_ PM+PA

AP
2

(7)

Donde:

AP: antagonismo potencial

PM: micoparasitismo de Trichoderma spp. contra Botrytis cinerea

PA: antibiosis de Trichoderma spp. contra B. cinerea

3.10. Efecto inhibitorio de los metabolitos volatiles (M Vs)

3.10.1. Efecto inhibitorio in vitro de los MVs de Trichoderma spp. sobre B.
cinerea

Para evaluar el efecto inhibitorio de los MVs in vitro de Trichoderma spp.
sobre Botrytis cinerea, se utilizd la prueba de placa invertida descrita por Dennis &
Webster (1971).

Se tomaron discos de 5 mm de cultivos de Trichoderma con 4 dias de
crecimiento y se inocularon en el centro de placas Petri de 90 mm con PDA
suplementadas con penicilina y estreptomicina, y se llevaron a incubacion en
oscuridad a 25 °C por 5 dias (Bello et al., 2022). Transcurrido ese tiempo, se
tomaron discos de 5 mm con B. cinerea con 4 dias de crecimiento y se inocularon

en el centro de la placa con medio PDA. Para el enfrentamiento, se retiraron las
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tapas de las placas cultivadas y se enfrentaron con los antagonistas, colocando a
Trichoderma en la parte inferior y B. cinerea en la superior. Los enfrentamientos
fueron sellados con parafilm para evitar el intercambio de gases con el medio
externo. EIl control consistié en un inoculd B. cinerea en la parte superior y la
inferior sin el antagonista. La prueba se detuvo cuando los controles estuvieron a
punto de cubrir la placa. Todos los enfrentamientos se realizaron por triplicado y se
incubaron a 25 °C. El porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial se calculo
con la formula (2).
3.10.2. Efecto inhibitorio in vivo de los MVs de Trichoderma spp. sobre Botrytis

cinerea

El efecto inhibitorio de los MVs sobre Botrytis cinerea se evaluo in vivo
utilizando camaras de micofumigacion, segun lo descrito por Bello et al. (2022),
con ciertas modificaciones. Se prepararon placas con PDA de 90 mm de didmetro,
suplementadas con penicilina y estreptomicina, y se incubaron con discos de 5 mm
con micelio de Trichoderma spp. a 25 °C en oscuridad durante 5 dias. Luego, las
placas se colocaron en recipientes de plastico de 120 mm de diametro que contenia
papel toalla himedo estéril y una malla metalica estéril de 95 mm de didmetro sobre
la placa de 90 mm con el antagonista. Por otro lado, se seleccionaron bayas de uva
de mesa variedad Red Globe, sin heridas visibles y de tamafio uniforme, las cuales
se desinfectaron en NaClO al 0,5 % vy luego en alcohol al 70 %. Se realiz6 una

herida en la zona ecuatorial de cada baya con un tip de micropipeta de 10 L, a una



78

profundidad de 2 mm. A cada herida se aplicaron 10 pl de una suspension de
conidios de B. cinerea a una concentracion de 10° conidios/mL. Las bayas
infectadas se colocaron sobre la rejilla metélica de la cAmara de micofumigacion,
las cuales se cerraron herméticamente utilizando parafilm. Cada cdmara contuvo
tres bayas. El control se establecio con bayas heridas, pero sin inculo del patégeno.
Las camaras fueron incubadas durante 7 dias a 25 °C. Se calculo el porcentaje de
inhibicion del crecimiento micelial utilizando la formula (2).

3.11. Efecto inhibitorio de los metabolitos no volatiles (MNVs)

3.11.1. Obtencion de MNV's de Trichoderma spp.

Se utilizé el método descrito por Dennis & Webster (1971) y adaptado por
Marques et al. (2018), con algunas modificaciones. Los MNVs se obtuvieron
cultivando 300 mL de caldo papa dextrosa (PDB) (Cat. GM403; Himedia
Laboratories; India) con 8 a 10 discos de 5 mm con micelio de Trichoderma,
incubados a 25 °C durante 15 dias a 150 RPM. Posteriormente, el extracto se separd
del micelio mediante filtracién con papel Whatman N°1 (Cat. WHAT1001-110;
Whatman, Merck Millipore) y se centrifugd a 5000 RPM durante 10 minutos.
Finalmente, se realiz6 un filtrado adicional utilizando un filtro de membrana de 0,22

pum (Cat. C0000524; ALWSCI Labfil, China) en un sistema de filtracion al vacio.
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3.11.2. Efecto inhibitorio in vitro de los MNVs de Trichoderma spp. sobre Botrytis

cinerea

Para evaluar el efecto inhibitorio de los MNVs, se aplico el método del
alimento envenenado descrito por Dhingra & Sinclair (1995). Se prepararon placas
con PDA suplementado con el extracto de metabolitos de cada aislado de
Trichoderma, a concentraciones de 30, 40 y 50 % (v/v). En el centro de cada placa
se inoculd un disco de 5 mm con micelio de Botrytis cinerea con 4 dias de
crecimiento. El control consistié en placas con PDA sin el extracto. Las mediciones
del crecimiento micelial se realizaron cada 24 horas, midiendo dos diametros
perpendiculares de la colonia. Cada tratamiento tuvo 3 repeticiones y un tratamiento
quimico con tebuconazol. Se calculo el porcentaje de inhibicién de crecimiento
micelial con la formula (2).
3.11.3. Efecto inhibitorio in vitro de los MNVs de Trichoderma spp. sobre la

germinacion de conidios de Botrytis cinerea

Para evaluar el efecto in vitro de los MNVs sobre la germinacion de
conidios, se prepard una suspension de Botrytis cinerea con agua destilada estéril y
Tween 20 al 0,1 % (v/v), a una concentracion de 10° conidios/mL. Luego, en tubos
de microcentrifuga de 1,5 mL, se mezclaron 100 pl de esta suspension con 1000 pl
de extracto de metabolitos correspondiente a cada aislado de Trichoderma, en
concentraciones de 30, 40 y 50 %. Todos los tratamientos se incubaron a 25 °C por

24 horas. El control contuvo 100 pl de suspensién de conidios y 1000 pl de PDB.
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Tras la incubacidn, se colocaron 20 pL de cada tratamiento sobre un portaobjetos y
se contaron 100 conidios utilizando un microscopio Optico Leica DM750. Se
consideraron como germinados, aquellos cuyo tubo germinativo superé al menos 2
veces el diametro mayor del conidio. Cada tratamiento tuvo 3 repeticiones y un
tratamiento con tebuconazol. El porcentaje de inhibicion de germinacion de
conidios (PIGC) se calculé con la férmula (8) (Skidmore & Dickinson, 1976):

A-Ay
PICG =

x 100 (8)
1

Donde:
Azx: nimero de conidios germinados del patégeno en portaobjetos de control
Az: nimero de conidios germinados del patégeno en portaobjetos con tratamiento
3.11.4. Efecto inhibitorio in vivo de los MNV's de Trichoderma spp. sobre Botrytis
cinerea
Los efectos in vivo de los MNVs se evaluaron mediante un ensayo de
envenenamiento en bayas de uva de mesa variedad Red Globe. Se seleccionaron
bayas de tamafio uniforme y con ausencia de heridas, las cuales fueron
desinfectadas con NaClO al 0,5 % y luego con alcohol al 70 %. Posteriormente, se
realizé una herida en la zona ecuatorial de cada baya con un tip de micropipeta de
10 pL, a una profundidad de 2 mm. Las bayas heridas se sumergieron en el extracto
de los aislados de Trichoderma a concentraciones de 30, 40 y 50 % (v/v) durante
10 minutos. Tras la inmersion, las bayas se secaron y se aplicaron 10 pL de una

suspension de conidios de Botrytis cinerea a 108 conidios/mL sobre cada herida.
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Las bayas inoculadas se dispusieron en camaras himedas. EI experimento se detuvo
cuando el micelio de B. cinerea cubrié el 50 % de la superficie de la baya. En ese
momento, se realiz6 la medicion del crecimiento micelial utilizando un vernier,
registrando dos didmetros perpendiculares de la colonia. Cada tratamiento tuvo 3
repeticiones y un tratamiento quimico con tebuconazol. Se calculd el porcentaje de
inhibicion de crecimiento micelial con la formula (2).
3.12. Analisis estadistico

Se utiliz6 un disefio completamente aleatorizado para los ensayos,
considerando cada cepa de Trichoderma como un tratamiento con tres repeticiones.
Los porcentajes de inhibicion se transformaron utilizando la transformacion angular
de Bliss. Se evaluaron los supuestos de normalidad y homogeneidad de varianzas,
y los datos se analizaron mediante un andlisis de varianza (ANOVA).
Posteriormente, las medias se compararon utilizando la prueba de Tukey (a = 0,05)
en Minitab v19.1.0.1. Los graficos de barras de error se generaron en GraphPad

Prism v&.2.263.
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IV.  RESULTADOS

4.1. Aislamiento y caracterizacion de Trichoderma spp.
4.1.1. Aislamiento de cepas nativas

Se obtuvieron un total de 118 aislamientos de Trichoderma spp.,
recolectados en diversos puntos de muestreo ubicados en la region de Tacna: Tacna
(Magollo), Calana, Pachia, Tarata y Palca. Del total de muestras, 85
correspondieron a aislamientos rizosféricos y 33 a aislamientos endofiticos.

Para su identificacion, las muestras se codificaron segin su procedencia:
MA para Tacna (Magollo), CA para Calana, PA para Pachia, TI para Tarata y
AZEN para Palca. Posteriormente, se seleccionaron aleatoriamente 10 aislamientos
representativos en funcion de sus caracteristicas morfologicas observadas en
cultivos sobre medio PDA. La descripcion detallada de estas muestras se presenta

en la Tabla 5.



Tabla 5

Informacion de aislamientos representativos de Trichoderma spp.

Cddigo de ) ] Zona  Coordenada Coordenada  Altitud
Aislamiento Localidad Origen Hospedante UT™m Este Sur (m.s.n.m.)
PA06 Pachia Rizosférico Vitis vinifera 19K 378017,13  8021680,15 1133
CA01 Calana Rizosférico Vitis vinifera 19K 374574,34  8015439,04 875
CAO07 Calana Rizosférico Vitis vinifera 19K 374574,34  8015439,04 875
TI15 Tarata Endofitico (raiz) =~ Origanum vulgare 19K 391424,08  8068036,07 3220
MAO2 Tacna (Magollo) Rizosférico Vitis vinifera 19K 361342,42  7997822,69 302
AZENO06 Palca Endofitico (raiz) Azorella sp. 19K 411224,46  8043196,17 4510
AZEN10 Palca Rizosférico Azorella sp. 19K 411224,46 8043196,17 4510
AZEN14 Palca Rizosférico Azorella sp. 19K 411224,46 8043196,17 4510
AZEN17 Palca Rizosférico Azorella sp. 19K 411224,46 8043196,17 4510
AZEN20 Palca Rizosférico Azorella sp. 19K 411224,46 8043196,17 4510

Nota. Los aislamientos seleccionados fueron utilizados para el andlisis filogenético.

€8
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4.1.2. Identificacion molecular y andlisis filogenético

Se realizd una inferencia filogenética multilocus con las secuencias
obtenidas de un total de 110 aislamientos, agrupados en 56 taxones que representan
5 clados de Trichoderma. Estos se componen por 33 aislamientos del clado
Harzianum, 26 aislamientos del clado Longibrachiatum, 21 aislamientos del clado
Viridescens, 10 aislamientos del clado Atroviride y 18 aislamientos del clado
Hamatum/Asperellum, con Protocrea pallida CBS 299.78 y Protocrea farinosa
CBS 121551 como grupo externo. Tras la edicion manual de los alineamientos
individuales, la matriz de datos incluyo un total de 2656 caracteres (519 para ITS,
1062 para rpb2 y 1074 para tef1).

El andlisis en IQ-Tree generd un arbol filogenético con la mejor puntuacion,
con un valor de ML optimizado de -18163,9888. El modelo de sustitucion calculado
por jModelTest2 fue TIM3+I+G, con una proporcion de sitios invariantes (-i) de
0,5530 y un parametro de forma de la distribucion gamma (-a) de 0,7510.
Posteriormente, 1Q-Tree optimizd el modelo a TIM3+F+I1+G4. Las frecuencias de
bases fueron: A = 0,2358, C = 0,2880, G = 0,2522 y T = 0,2232, y tasas de
sustitucion: AC = 0,7280, AG = 3,1787, AT = 1,0000, CG =0,7280, CT =4,7362 y
GT=1,0000. El analisis de BI se ejecutd mediante un analisis particionado por loci.
Para ITS, se aplico el modelo TVM+I+G (-i = 0,5090 y -a = 0,5130), con
frecuencias de bases: A=0,2197, C=0,3180, G=0,2497 y T = 0,2126, y tasas de

sustitucion: AC = 1,0846, AG = 1,7894, AT = 1,6853, CG =0,4134, CT=1,789%4 y
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GT = 1,0000. Para rpb2, se aplico el modelo TIM1+I+G (-i= 10,5720 y -a = 1,8330),
con frecuencias de bases: A= 0,2484, C=0,2701, G=0,2608 y T = 0,2208, y tasas
de sustitucion: AC = 1,0000, AG =4,0987, AT =0,7478, CG = 10,7478, CT = 7,3688
y GT = 1,0000. Para tefl, se aplico el modelo TPM3uf+I+G (-1 = 0,5090 y -a =
0,5130), con frecuencias de bases: A=0,1998, C=0,3330, G=0,2321yT=0,2351,
y tasas de sustitucion: AC = 0,5496, AG = 2,8058, AT = 1,0000, CG = 0,5496, CT
= 2,8058 y GT = 1,0000. EI arbol filogenético resultante de ML mostré una
topologia congruente con la obtenida en el analisis de BI.

Los aislamientos AZEN10 y AZEN20 estan estrechamente relacionados con
Trichoderma afroharzianum CBS 466.9, con un soporte estadistico de MLBP/BIPP
= 100/0,99. Su proximidad filogenética con esta cepa, en comparacion con 7.
afroharzianum Tahz03, Tafuml y T22, conforman un subclado bien soportado
(MLBP/BIPP = 100/1,00) dentro del linaje de 7. afroharzianum. Los aislamientos
AZEN14, AZENI17, CAOl y PAO6 estan estrechamente relacionados con
Trichoderma longibrachiatum, con un soporte estadistico de MLBP/BIPP =
100/1,00, lo que respalda su asignacion a esta especie. Los aislamientos TI15 y
AZENO6 forman un subclado estrechamente relacionado, con un soporte estadistico
de MLBP/BIPP = 100/1,00, pero no han sido identificados hasta nivel de especie.
Su posicion filogenética evidencia una relacion cercana a Trichoderma viridialbum,
aunque constituyen un grupo divergente con un soporte estadistico de MLBP/BIPP

= 86/0,99. El aislamiento MAOQ2 esta estrechamente relacionado con Trichoderma
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paratroviride, con un soporte estadistico de MLBP/BIPP = 100/1,00, lo que
respalda su asignacion a esta especie. El aislamiento CAQ7 estd estrechamente
relacionado con Trichoderma asperelloides, con un soporte estadistico de

MLBP/BIPP = 100/1,00, lo que respalda su asignacion a esta especie (Figura 6).



Figura 6

Arbol filogenético inferido por analisis bayesiano a partir de secuencias concatenadas de ITS, rpb2 y tefl
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Nota. Arbol filogenético generado mediante el analisis de inferencia bayesiana
utilizando las secuencias concatenadas de los loci ITS, rpb2 y tefl del género
Trichoderma. Los valores de porcentaje de soporte de Bootstrap de Méxima
Verosimilitud (MLBP) > 70 % (izquierda) y los valores de Probabilidad Posterior
de Inferencia Bayesiana (BIPP) > 0,90 (derecha) se indican en los nodos. Protocrea
farinosa CBS 121551 y Protocrea pallida CBS 299.78 se seleccionaron como
grupo externo. * Indica valores de ML < 70 % y valores de BI < 0,90. La letra T
indica cultivo tipo. La letra ! indica cultivo holotipo. Las letras *' indican cultivo

epitipo.

4.1.3. Caracterizacion morfologica y fisiologica

4.1.3.1.Trichoderma afroharzianum AZEN 20 y AZEN10

T. afroharzianum mostrd patrones de crecimiento dependientes de la
temperatura y del medio, con un crecimiento dptimo entre 25 y 30 °C en medios
ricos en nutrientes (Figura 7). A 25 °C, las colonias en MEA y PDA alcanzaron tasas
de crecimiento rapidas de 22,88 + 1,18 y 22,50 + 0,62 mm/dia, respectivamente,
colonizando placas de 100 mm en 4 dias. A las 72 horas, las colonias en MEA
alcanzaron los 68,6 £+ 3,5 mm, presentando un micelio blanco, denso y algodonoso
con estrias radiales, que transicionaba hacia zonas centrales verde oliva debido a

una esporulacion profusa, mientras que el reverso desarrollaba una pigmentacion



90

ambar oscura. En PDA, las colonias (67,5 = 1,9 mm a las 72 h) mostraron un micelio
aéreo y esponjoso con un nucleo verde intenso y un reverso amarillento.

En contraste, los medios pobres en nutrientes (SNA; 19,89 + 0,43 mm/dia a
25°C) permitieron un crecimiento mas lento (59,7 £ 1,3 mm a las 72 h),
produciendo un micelio traslucido blanco grisdceo con pustulas verdes esporadicas
indicativas de esporulacion localizada, mientras que el reverso permanecio palido.
A 30 °C, las tasas de crecimiento se mantuvieron elevadas en PDA (22,81 + 1,08
mm/dia) y MEA (22,78 £+ 0,46 mm/dia), con rasgos morfoldgicos similares, pero
con una esporulacion mas intensa y pigmentacién mas oscura. En CMD a 30 °C, el
crecimiento fue reducido (19,17 £ 0,60 mm/dia) y la esporulacién irregular, con
colonias aplanadas y traslucidas.

Notablemente, los 35 °C inhibieron severamente el crecimiento en todos los
medios (6,65 mm/dia en PDA; 3,89 mm/dia en CMD), produciendo un micelio
amarillento atrofiado en PDA (19,9 = 8,7 mm a las 72 h) y colonias escasas y no
esporulantes en MEA (8,3 = 1,3 mm a las 72 h). La diferenciacion estructural fue
sensible a la temperatura, zonas concéntricas de esporulacion dominaron en PDA 'y
MEA a 25 y 30 °C, respectivamente, mientras que SNA indujo de forma Unica
micropustulas bajo estrés nutricional.

Microscopicamente, los conidiéforos se organizan en piramides irregulares,
ramificados repetidamente, portando fidlides ampuliformes a lageniformes de (4,9-

) 8,2 — 10,5 (-18,8) um de largo por (2,2-) 3,2 — 3,8 (-4,7) um de ancho en la base,
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con cuellos estrechos y base inflada, dispuestas en verticilos de 2 — 4. Estas
producen conidias subglobosas, ovoides a elipsoidales de (2,6-) 3,2 — 3,5 (-4,1) um
de largo por (2,5-) 2,8 — 3,0 (-3,4) um de ancho, de pared lisa y coloracion hialina
a verde palido, agrupadas en globulos mucilaginosos. Las clamidosporas, son
terminales o intercalares, globosas a subglobosas (4,7-) 7,8 — 9,2 (-11,0) um de
largo por (4,4-) 6,9 — 8,1 (-10,4) um de ancho, con paredes engrosadas y superficie
ligeramente verrugosa, formandose preferentemente en medios pobres (SNA) a

25°C.
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Figura 7

Caracterizacion morfologica de Trichoderma afroharzianum

n
¥
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Nota. Cultivos A — D de T. afroharzianum en diferentes medios a 25 °C tras 7 dias

en oscuridad (A en PDA, B en MEA, C en CMD, D en SNA). Las estructuras
anamorfas fueron observadas en medio PDA. E — F conidiéforos y fialides, G
clamidospora terminal, H clamidospora intercalar, I conidias. Barras de escala: 10

um (E —1I).
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4.1.3.2.Trichoderma longibrachiatum PA06, CA01, AZEN 14 y AZEN17

T’ longibrachiatum mostrd un crecimiento rapido y diferenciado segln la
temperatura y el medio de cultivo (Figura 8). En medios ricos como MEA y PDA,
las tasas de crecimiento fueron elevadas, colonizando completamente placas (100
mm) en menos de 5 dias a temperaturas entre 25 y 35 °C.

A 25°C, T longibrachiatum mostr6 un crecimiento moderado en los cuatro
medios evaluados. En MEA, el micelio alcanz6 los 84,65 = 2,11 mm a las 72 h,
cubriendo completamente la placa a los 4 dias. La tasa de crecimiento fue de 28,22
+ 0,71 mm/dia. Las colonias presentaron un micelio aéreo blanco denso, con
conidiacion verde esmeralda en el centro y reverso amarillo palido. En PDA, el
crecimiento fue de 79,12 + 2,75 mm en 72 h (cubri6 completamente la placa en 4
dias), con una tasa de 26,36 = 1,25 mm/dia, observandose zonacidon concéntrica,
micelio blanco-grisaceo, conidiacion verde oliva periférica y reverso beige. En
CMD, se observo un menor desarrollo (55,67 + 1,12 mm en 72 h; 5 dias para cubrir
la placa), con una tasa de 18,59 + 0,37 mm/dia, mostrando colonias translicidas,
con micelio aéreo escaso y esporulacion retardada en parches concéntricos, y
reverso incoloro. Finalmente, en SNA se registré un crecimiento de 55,82 + 1,45
mm en 72 h (5 dias para cubrir la placa), con una tasa de 18,64 + 0,48 mm/dia,
caracterizado por colonias planas, micelio basal hialino y minima esporulacion en

pequefios agregados verdes, con reverso transparente.
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A 30 °C, se observo un crecimiento mas acelerado. En MEA, el micelio
alcanz6 los 90,83 £ 1,25 mm en 72 h, cubriendo totalmente la placa a los 3 dias,
con una tasa de crecimiento de 33,61 + 0,75 mm/dia. Las colonias presentaron una
conidiacion intensa y homogénea de color verde oscuro, micelio compacto y
reverso amarillo brillante. En PDA, se alcanzaron 88,12 + 2,71 mm en 72 h
(cubriendo la placa a los 3,5 dias), con una tasa de 29,34 + 0,97 mm/dia, con
zonacion marcada, conidiacion en bandas verde oscuras y reverso amarillo
fosforescente. En CMD, el crecimiento fue de 74,12 £ 2,18 mm en 72 h (cubriendo
la placa a los 4 dias), con una tasa de 24,67 + 1,06 mm/dia, presentando micelio
basal plano, conidiacion irregular y reverso ligeramente &mbar. En SNA, se observo
un crecimiento de 78,35 £ 1,25 mm en 72 h (cubriendo la placa a los 4 dias), con
una tasa de 26,05 + 0,75 mm/dia, con colonias que mostraron esporulacion dispersa
de color verde y reverso cristalino.

A 35°C, T. longibrachiatum mantuvo un crecimiento robusto. En MEA, se
registréd un sobrecrecimiento (96,65 + 2,60 mm) alrededor de las 67,5 h, con un
tiempo para cubrir la placa de ~3 dias y una tasa de crecimiento de 35,55 + 1,20
mm/dia, observandose esporulacion precoz, micelio aéreo reducido y reverso
amarillo-ambar. En PDA, se alcanzaron 87,45 + 1,66 mm alrededor de las 72 h (3,5
dias para cubrir la placa), con una tasa de 29,15 + 0,62 mm/dia, con menor zonacion,
esporulacion uniforme de tono verde claro y reverso crema a amarillo palido. En

CMD, el crecimiento fue de 79,19 = 2,24 mm en 72 h (4 dias para cubrir la placa),
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con una tasa de 26,53 + 0,78 mm/dia, destacando la esporulacion leve, micelio
hialino y reverso ambar tenue. Finalmente, en SNA, se obtuvo 74,14 £ 1,18 mm en
72 h, llenando la placa en 4,5 dias, con una tasa de 24,78 + 0,46 mm/dia, colonias
irregulares y reverso sin pigmentacion, con esporulacion escasa y tardia.
Microscopicamente, T longibrachiatum presenta conidios
predominantemente elipsoidales a subglobosos, ocasionalmente oblongos, con
dimensiones que oscilan entre (3,4-) 3,8 — 4,4 (-4,8) um de largo por (2,4-) 2,7 —
2,9 (-3,2) um de ancho. Estos conidios poseen una superficie lisa, pared delgada y
son hialinos o de color verde palido, aunque en masa se tornan verde intenso. Se
disponen en ciimulos apicales (racimos) en las puntas de las fidlides. Las fidlides,
de forma ampuliforme a lageniforme, miden (3,3-) 7,9 — 11,9 (-14,2) um de largo
por (1,12-) 2,40 — 3,24 (-3,99) um de ancho en la base, y se organizan en verticilos
a lo largo de conidiéforos ramificados que confieren un patron arbustivo. Estas
estructuras pueden encontrarse aisladas o agrupadas densamente. Adicionalmente,
se observan clamidosporas de forma globosa a subglobosa, aunque en ocasiones
irregulares, con un tamafio que varia entre (4,32-) 8,29 — 10,03 (-13,69) um de largo
por (4,13-) 7,25 — 8,76 (-11,95) um de ancho, de pared celular gruesa y lisa. Estas
se forman de manera intercalar o terminal en las hifas, frecuentemente en cadenas

cortas, y su coloracion varia de hialina a ligeramente pigmentada.
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Figura 8

Caracterizacion morfologica de Trichoderma longibrachiatum

O

Nota. Cultivos A—D de T. longibrachiatum en diferentes medios a 25 °C tras 7 dias
en oscuridad (A en PDA, B en MEA, C en CMD, D en SNA). Las estructuras
anamorfas fueron observadas en medio PDA. E — F conidiéforos y fialides, G
clamidospora intercalar, H clamidospora terminal, I conidias. Barras de escala: 10

um (E —1I).
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4.1.3.3.Trichoderma sp. AZEN06 y TI15

Trichoderma sp. exhibid6 un crecimiento variable dependiendo de la
temperatura y el medio de cultivo (Figura 9). En medios ricos, como MEA y PDA,
mostrod tasas de crecimiento elevadas a temperaturas Optimas (20 — 25 °C),
colonizando placas de 100 mm en 5 dias, mientras que, en medios pobres como
SNA y CMD, el crecimiento fue moderado y la esporulacion, tardia en SNA. A
30 °C, el crecimiento se inhibio drasticamente en todos los medios.

A 15 °C, el crecimiento de Trichoderma sp. es lento y varia segiin el medio.
En MEA, la tasa de crecimiento es de 7,74 + 0,25 mm/dia, alcanzando un radio de
23,24 £ 1,35 mm a las 72 horas y cubriendo la placa en ~6,5 dias. Las colonias son
inicialmente blancas, con micelio algodonoso y zonacion incipiente. En CMD, la
tasa es de 7,60 + 0,43 mm/dia, con un radio de 22,85 + 2,13 mm a las 72 horas y
cubriendo la placa en 7 dias; las colonias son hialinas, densas y con esporulacion
ausente. En PDA, la tasa es de 7,67 + 0,30 mm/dia, logrando un radio de 23,4 +
0,58 mm a las 72 horas y cubriendo la placa en 7 dias; aqui, las hifas aéreas son
densas y el olor a coco es fuerte. En SNA, mostrd un crecimiento mas lento, con
una tasa de 5,46 + 0,42 mm/dia, alcanzando 16,57 + 0,89 mm a las 72 horas y
cubriendo completamente la placa a los 10 dias. Las colonias fueron translicidas,
con hifas dispuestas radialmente y esporulacion presente, formando pustulas que
cambiaban de un color blanquecino a verde limén conforme maduraban. No se

observo pigmento difusor en ningiin medio.
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A 20 °C, el crecimiento se acelera notablemente. En MEA, la tasa es de
14,97 £ 0,36 mm/dia, alcanzando 44,82 + 1,42 mm a las 72 horas y cubriendo la
placa en 4 dias. Las colonias desarrollan micelio aéreo denso y nula esporulacion.
En CMD, con una tasa de 11,74 + 0,55 mm/dia, el crecimiento a las 72 horas es de
35,78 + 2,15 mm, cubriendo la placa en 5 dias; se observan hifas aéreas discretas y
pustulas amorfas tras varios dias. En PDA, la tasa es de 13,89 + 0,44 mm/dia,
logrando un crecimiento de 41,72 + 2,41 mm a las 72 horas y colonizacion completa
en 4 dias; aqui, el micelio forma una estera blanca aglutinada y el reverso adquiere
un tono amarillento. En SNA, con 12,88 + 0,26 mm/dia, el crecimiento es de 38,68
+ 1,24 mm a las 72 horas, cubriendo la placa en 4,5 dias; las colonias muestran poco
micelio aéreo. El olor a coco se intensifica en PDA y MEA.

La temperatura 6ptima para el crecimiento rapido de Trichoderma sp. es de
25 °C. En MEA, la tasa de crecimiento es de 15,02 + 0,42 mm/dia, alcanzando 45,15
+ 0,18 mm a las 72 horas y cubriendo completamente la placa en 4 dias. Las
colonias presentan zonacion concéntrica de coloracion blanca, micelio aéreo denso
y reverso de tonalidad amarillenta. En CMD, se observa un crecimiento de 45,98 +
1,67 mm a las 72 horas (11,99 + 0,70 mm/dia), con colonizacion total en 5 dias; las
colonias son densas, con esporulacion tardia (a los 10 dias), en forma de pustulas
amorfas, y un fuerte olor a coco. En PDA, se registra un radio de 48,45 mm a las
72 horas (14,95 + 0,64 mm/dia), alcanzando cobertura total en 5 dias; las colonias

presentan zonacidon concéntrica blanquecina, micelio aéreo denso y reverso
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amarillento. En SNA, el crecimiento es de 35,69 mm a las 72 horas (11,87 + 0,41
mm/dia), cubriendo la placa en 6 dias; la superficie adquiere un aspecto velloso por
la presencia de hifas aéreas largas, sin produccion de pigmento. La esporulacion se
observa en SNA entre los 10 y 15 dias.

A 30 °C, el crecimiento se inhibe drasticamente. En CMD, el radio a las 72
horas es de 12,78 + 0,47 mm, sin lograr cubrir la placa incluso tras varias semanas;
las colonias son casi translucidas. En PDA, el crecimiento es de 6,76 = 1,78 mm a
las 72 horas, con micelio blanco y denso, pero sin esporulacion visible. En SNA, el
crecimiento es minimo (6,45 + 2,47 mm a las 72 horas), y las colonias carecen de
estructuras reproductivas. No se observa pigmentacion en ningin medio, y el olor
a coco es imperceptible.

Microscopicamente, Trichoderma sp. presentan conidios que se desarrollan
dentro de las pustulas, dando lugar a una coloraciéon que varia de blanquecina a
verde limon. Los conididforos rara vez presentan un eje principal definido y suelen
estar escasamente ramificados, tipicamente de forma asimétrica y en angulos
estrechos. Las fidlides, solitarias o en verticilos de 2 a 3, son angostamente
lageniformes, apenas o distintivamente hinchadas en o por debajo de la mitad,
rectas o, con la edad, frecuentemente curvadas, y a menudo con base o cuello largo.
Estas fidlides tienen medidas de (4,90-) 7,87 — 9,55 (-11,85) um de largo y (1,95-)
2,58 — 2,92 (-3,29) um de ancho en la base. Los conidios son globosos a

subglobosos, menos cominmente elipsoidales y raramente oblongos; suelen estar
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ligeramente atenuados hacia un extremo, con dimensiones de (3,22-) 3,75 — 4,05 (-
4,23) um de largo por (3,28-) 3,43 — 3,55 (-3,66) um de ancho, presentando un color
verde y una superficie verrugosa. Las clamidosporas, comunes, aunque dispuestas
libremente, se presentan en posicion terminal e intercalar, con formas globosas a
subglobosas o piriformes, y ocasionalmente oblongas, midiendo (7,05-) 9,85 —

11,50 (-12,45) um de largo por (6,29-) 8,34 — 9,42 (-10,91) um de ancho.
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Figura 9

Caracterizacion morfologica de Trichoderma sp.

Nota. Cultivos A — D de Trichoderma sp. en diferentes medios a 25 °C tras 7 dias
en oscuridad (A en PDA, B en MEA, C en CMD, D en SNA). Las estructuras
anamorfas fueron observadas Unicamente en medio SNA. E — F conidiéforos y
fidlides, G clamidospora terminal, H clamidospora intercalar, I conidias. Barras de

escala: 10 um (E —I).
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4.1.3.4.Trichoderma paratroviride MAQ2

T. paratroviride mostrd un crecimiento termodependiente y diferenciado
segin el medio de cultivo (Figura 10). A 20 °C, en MEA, presentd una tasa de
crecimiento de 19,82 + 0,39 mm/dia, alcanzando un radio de 59,5 + 1,41 mm a las
72 h, y colonizando la placa en 5 dias. En PDA, la tasa fue de 19,70 = 0,38 mm/dia
(radio de 59,13 £ 0,31 mm a las 72 h), cubriendo la placa en 5 dias, con micelio
denso y esporulacion verde en zonas concéntricas. En CMD, el crecimiento fue de
17,93 + 3,75 mm/dia, logrando 55,74 + 1,23 mm a las 72 h y colonizacion completa
en 5 dias, mientras que en SNA, la tasa fue de 15,49 = 0,77 mm/dia (radio de 46,51
+ 1,12 mm a las 72 h), requiriendo 6 dias para cubrir la placa.

A 25 °C, se observo el maximo crecimiento; en PDA, la tasa fue de 23,72 +
1,11 mm/dia, alcanzando un radio de 75,2 = 0,15 mm a las 72 h y colonizando la
placa en 4 dias, con micelio blanco-verdoso y reverso amarillento claro. En MEA,
la tasa fue de 21,03 + 0,19 mm/dia (radio de 63,15+ 1,32 mm a las 72 h), cubriendo
la placa en 4 dias, mientras que en CMD, con 18,24 + 0,21 mm/dia, se alcanzé 54,78
+ 1,17 mm a las 72 h y colonizacién en 5 dias. En SNA, el crecimiento fue mas
lento (14,44 + 0,52 mm/dia), con 43,38 = 1,39 mm a las 72 h y 6 dias para cubrir la
placa, mostrando micelio aéreo con coloracion verdosa y esporulacion escasa.

A 30 °C, el crecimiento se inhibid significativamente; en PDA, la tasa fue
de 9,90 + 0,33 mm/dia (radio de 29,7 £ 1,02 mm a las 72 h), sin cubrir la placa

incluso tras 7 dias. En MEA, la tasa fue de 9,30 + 0,48 mm/dia (radio de 27,9+ 0,18
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mm a las 72 h), y en CMD, de 9,50 + 0,30 mm/dia (radio de 28,5 + 1,21 mm a las
72 h), ambas con micelio escaso y ausencia de esporulacion visible. En SNA, el
crecimiento fue minimo (8,69 + 0,33 mm/dia), con 26,1 = 0,11 mm a las 72 h, sin
superar el 50 % de la placa tras 7 dias.

T' paratroviride presenta conididforos altamente ramificados, de
disposicion arbustiva, con ramas primarias y secundarias organizadas en verticilos
o pares, hialinas y de paredes lisas. Las fidlides, de forma ampuliforme a
lageniforme, miden (5,12-) 7,38 — 8,62 (-10,32) um de largo por (2,62-) 3,22 — 3,63
(-4,50) um de ancho en la base, y se agrupan en racimos apicales. Estas producen
conidios elipsoidales a subglobosos, con dimensiones de (2,87-) 3,22 — 3,41 (-
3,51) um de largo por (2,57-) 2,91 — 3,07 (-3,29) um de ancho, lisos y hialinos, pero
verde claro a oscuro en masa por la acumulacion de esporas maduras. Las
clamidosporas, escasas o ausentes, son globosas a subglobosas, con medidas de
(7,30-) 8,34 — 9,08 (-10,10) um de largo por (6,33-) 7,68 — 8,52 (-9,70) um de
ancho, de paredes gruesas, lisas o ligeramente verrucosas, y se ubican de forma

intercalar o terminal en las hifas.
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Figura 10

Caracterizacion morfologica de Trichoderma paratroviride

Nota. Cultivos A— D de T. paratroviride en diferentes medios a 25 °C tras 7 dias en
oscuridad (A en PDA, B en MEA, C en CMD, D en SNA). Las estructuras
anamorfas fueron observadas en medio PDA. E — F conidi6foros y fidlides, G — H

clamidospora terminal, I conidias. Barras de escala: 10 um (E — H).
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4.1.3.5.Trichoderma asperelloides CAQ7

A 25 °C, el crecimiento de 7. asperelloides varid segun el medio de cultivo.
En MEA present6 una tasa de crecimiento de 16,15 £ 1,94 mm/dia, alcanzando un
radio aproximado de 48,58 =2,13 mm a las 72 h y cubriendo la placa en 5 dias. Las
colonias mostraron un color verde palido, con zonas blanquecinas algodonosas y
mas difusas que en PDA, una textura muy densa y esponjosa, y un aspecto
pulverulento hacia el centro. El crecimiento fue abundante y mas irregular, con un
micelio aéreo fuertemente ramificado, mientras que el reverso presentd una
tonalidad pardo clara. En PDA, la tasa fue de 16,25 + 0,54 mm/dia (radio de 48,89
+ 1,07 mm a 72 h), también completando la colonizacion en 5 dias. Las colonias
fueron algodonosas a vellosas, con un color verde intenso en la parte central y
anillos concéntricos mas claros hacia los bordes, mostrando zonas circulares bien
definidas, y el reverso fue amarillento a incoloro, sin pigmentacion difusa
significativa. En CMD, la tasa fue de 12,91 + 0,39 mm/dia (radio de 38,78 + 0,55
mm a 72 h), requiriendo 6 dias para cubrir la placa. Las colonias mostraron zonas
concéntricas alternadas entre verde oscuro y blanco, con textura compacta y algo
granular, y un patrén zonado muy caracteristico. El reverso fue generalmente
incoloro o ligeramente amarillento. En SNA, la tasa fue de 13,61 + 0,50 mm/dia
(radio de 40,84 £ 1,13 mm a 72 h), finalizando la colonizacion en 7 dias. Las
colonias fueron de crecimiento mas laxo, con un color verde tenue y mas palido en

general, y una textura plana. Se observaron estructuras dispersas en forma de
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arbustos, patron tipico en medios pobres en nutrientes; el reverso fue incoloro a
ligeramente grisaceo.

A 30 °C, el crecimiento fue mas lento. En MEA, la tasa fue de 12,33 + 1,02
mm/dia (radio de 37,07 £ 1,52 mm a 72 h), cubriendo la placa en 7 dias, con micelio
denso y reverso pardo claro. En PDA, la tasa fue de 10,78 £+ 0,28 mm/dia (radio de
32,38 £ 0,14 mm a 72 h), cubriendo la placa en 7 dias y mostrando un centro verde
intenso con anillos concéntricos. En CMD, la tasa fue de 9,31 + 0,24 mm/dia (radio
de 27,94 £ 2,77 mm a 72 h), con patron zonado distintivo y cubriendo la placa en
7,5 dias. En SNA, la tasa fue de 13,30 + 0,17 mm/dia (radio de 39,90 = 1,21 mm a
72 h), completando la colonizacion en 7 dias, con estructuras arborescentes
dispersas.

A 35 °C, el crecimiento se redujo significativamente. En PDA, la tasa fue de
9,08 + 1,96 mm/dia (radio de 27,21 £ 0,98 mm a 72 h), cubriendo la placa en 8 dias,
con micelio escaso y verde claro. En MEA, la tasa fue de 6,99 + 3,82 mm/dia (radio
de 21,05 + 1,14 mm a 72 h), requiriendo 8,5 dias para colonizar. En CMD, la tasa
fue de 6,13 + 2,60 mm/dia (radio de 18,46 £ 0,77 mm a 72 h), sin evidencia de
esporulacion. Finalmente, en SNA, la tasa fue de 5,54 + 1,83 mm/dia (radio de
16,68 + 0,67 mm a 72 h), con crecimiento minimo incluso tras 10 dias.

T asperelloides presenta conididforos altamente ramificados, de disposicion
arbustiva, con ramas primarias y secundarias, hialinas y organizadas en verticilos.

Las fidlides, ampuliformes a lageniformes, miden (5,42-) 7,70 — 9,75 (-13,17) um
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de largo por (2,56-) 3,58 — 4,07 (-4,59) um de ancho en la base, y se agrupan en
racimos apicales. Los conidios son elipsoidales a subglobosos, lisos y hialinos, con
dimensiones de (3,43-) 3,74 — 3,92 (-4,18) um de largo por (2,54-) 3,13 — 3,30 (-
3,39) um de ancho, adquiriendo en masa un tono verde oscuro. Las clamidosporas,
escasas y principalmente formadas en condiciones de estrés, son globosas a
subglobosas, con medidas de (5,94-) 8,75 — 10,67 (-13,91) um de largo por (4,43-)
8,01 — 9,56 (-,10,91) um de ancho; tienen paredes gruesas, lisas o levemente

verrugosas, y se disponen de forma intercalar o terminal (Figura 11).
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Figura 11

Caracterizacion morfologica de Trichoderma asperelloides

Nota. Cultivos A— D de T asperelloides en diferentes medios a 25 °C tras 7 dias en
oscuridad (A en PDA, B en MEA, C en CMD, D en SNA). Las estructuras
anamorfas fueron observadas en medio PDA. E — F conidi6foros y fidlides, G — H

clamidospora terminal, I conidias. Barras de escala: 10 um (E —I).
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4.2.  Aislamiento y caracterizacion de Botrytis cinerea
4.2.1. Aislamiento del patogeno

Se obtuvieron tres aislamientos de B. cinerea, codificados como BOOI,
BO02 y BOO03, a partir de muestras de uva de mesa variedad Red Globe. De estos,
se selecciond el aislamiento BOO1 para su caracterizacion y para evaluar el
potencial biocontrolador de cepas de Trichoderma spp.

A nivel macroscopico, B. cinerea se manifiesta como un moho de aspecto
algodonoso. Sus colonias presentan inicialmente una tonalidad blanquecina que
evoluciona hacia grisadcea o pardo claro a medida que maduran. En medio PDA, el
micelio se expande de forma irregular, formando una masa aérea y esponjosa que
cubre toda la placa en un periodo de cinco dias (Figura 12).

Microscopicamente, este hongo presenta hifas hialinas, septadas y
ramificadas. Los conidi6foros, erguidos y de color marrén claro, emergen de las
hifas y se dividen dicotdmicamente en apices dilatados. En estos extremos se
forman racimos de conidios ovalados o elipsoidales, de superficie lisa y coloracion
que varia de hialina a grisdcea. Las dimensiones de los conidios son de (5,5 - ) 7,4

—10,2 (- 11,8) um de largo por (3,1 - ) 4,5 - 5,4 (- 7,2) um de ancho.



110

Figura 12

Caracterizacion morfologica de Botrytis cinerea

Nota. Cultivo A — B de B. cinerea en medio PDA a 25 °C tras 10 dias en oscuridad
(A anverso, B reverso). C — D conidi6foros en medio PDA y SNA, respectivamente.

E conidia en PDA. Barras de escala: 10 pm (C — E).
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Los datos obtenidos del ensayo de sensibilidad de B. cinerea BOO1 frente
al fungicida tebuconazol muestran una clara relacion dosis-respuesta, lo que
evidencia la eficacia del compuesto. Los valores calculados de ECso (2,47 ug/mL)
y ECoo (5,03 pg/mL) reflejan que el fungicida posee una alta potencia, ya que es
capaz de inhibir el 50 % del crecimiento micelial a una concentracion relativamente
baja.

El margen de accion observado entre la ECso y la ECoo también es relevante,
ya que, aunque se logra una inhibicidon considerable a bajas concentraciones, se
requiere duplicar la dosis para alcanzar una inhibicion del 90 %. La curva dosis-
respuesta obtenida presenta un perfil sigmoide tipico, con una inhibicion progresiva
del crecimiento fingico que alcanza el 100 % a concentraciones cercanas a
10 ug/mL (Figura 13).

Por ello, se ha determinado utilizar una concentracion de 6 ug/mL en los
ensayos in vivo sobre bayas de uva de mesa y pruebas de germinacion. Esta dosis
se encuentra ligeramente por encima del valor de ECoqo, lo que garantiza una
inhibicion efectiva del crecimiento fingico sin exceder innecesariamente la

cantidad de compuesto utilizado.
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Figura 13
Curva de inhibicion dosis-respuesta de Botrytis cinerea frente al fungicida

tebuconazol, con valores de ECsp e ECoy.
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Nota. La curva de inhibicion del crecimiento de B. cinerea frente al fungicida

tebuconazol fue ajustada mediante un modelo de regresion no lineal de cuatro

parametros, mostrando un excelente ajuste (R?= 0,9799).
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4.2.2. Identificacion molecular y andlisis filogenético

Se realiz6 el analisis filogenético con las secuencias obtenidas de un total
de 63 aislamientos, agrupados en 38 taxones. Monilinia fructigena 9201 y
Sclerotinia sclerotiorum D13 se emplearon como grupo externo. Tras la edicion
manual de los alineamientos individuales, el tamafio de la matriz concatenada fue
de 2930 caracteres (872 para g3pdh, 966 para hsp60 y 1092 para rpb2). El analisis
en [Q-Tree generd un arbol filogenético con la mejor puntuacion, con un valor de
ML optimizado de -12756,6112. El modelo de sustitucion calculado en jModelTest2
fue GTR+I+@G, con una proporcion de sitios invariantes (-1) = 0,4720 y un parametro
de forma de la distribucion gamma (-a) de 0,8580. Luego, 1Q-Tree optimiz6 el
modelo a GTR+F+I+G4. Las frecuencias de bases fueron: A= 0,2720, C = 0,2366,
G =0,2369 y T = 0,2545 y tasas de sustitucion: AC = 1,1558, AG = 3,9248, AT =
1,0887, CG = 0,5718, CT = 9,9856 y GT = 1,0000. El analisis de BI se ejecutod
mediante un analisis particionado por loci. Para g3pdh, se aplico el modelo
TrNef+I+G (-1=0,5110 y -a = 0,7620), y tasas de sustitucion: AC =1,0000, AG =
2,5990, AT = 1,0000, CG = 1,0000, CT = 10,5355 y GT = 1,0000. Para Asp60, se
aplico el modelo TIM2+I1+G (-1=0,4280 y -a = 0,7230), con frecuencias de bases:
A=0,2775, C = 10,2340, G = 0,2307 y T = 0,2579, y tasas de sustitucion: AC =
1,5654, AG = 6,2273, AT = 1,5654, CG = 1,0000, CT = 13,1842 y GT = 1,0000.
Para rpb2, se aplico el modelo GTR+I+G (-i = 0,5340 y -a = 2,1700), con

frecuencias de bases: A= 10,2799, C =0,2134, G =0,2382 y T = 0,2685, y tasas de
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sustitucion: AC = 1,6294, AG =4,7339, AT = 0,9705, CG = 0,3872, CT = 10,7949
y GT = 1,0000. El arbol filogenético resultante de ML mostr6 una topologia
congruente con la obtenida en el andlisis de BI, donde los aislados BOO1, BO02 y
BOO03 se agruparon estrechamente con aislamientos de Botrytis cinerea, con un
soporte estadistico de MLBP/BIPP = 85/0,98, respaldando la asignacién con esta

especie (Figura 14).



Figura 14
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Arbol filogenético inferido por andlisis de mdxima verosimilitud a partir de

secuencias concatenadas de g3pdh, hsp60 y rpb2.
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Nota. Arbol filogenético generado mediante el andlisis maxima verosimilitud,
utilizando las secuencias concatenadas de los loci g3pdh, hsp60 y rpb2 del género
Botrytis. Los valores de Porcentaje de Soporte Bootstrap de Maxima Verosimilitud
(MLBP) > 70 % (izquierda) y los valores de Probabilidad Posterior de Inferencia
Bayesiana (BIPP) > 0,90 (derecha) se indican en los nodos. Sclerotinia sclerotiorum
D13 y Monilinia fructigena 9201 se seleccionaron como grupo externo. * Indica
valores de ML < 70 % y valores de BI < 0,90. La letra " indica cultivo tipo. La letra

1 indica cultivo holotipo.

4.3. Evaluacion del potencial biocontrolador de Trichoderma spp.
4.3.1. Pruebas de antagonismo directo

4.3.1.1.Prueba de antibiosis

La evaluacion de la actividad de antibiosis de Trichoderma spp. frente a B.
cinerea BOO1 se realizd6 mediante analisis de varianza (ANOVA) (Anexo 1) y la
prueba de Tukey (a = 0,05). El analisis reveld diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos, reflejando variabilidad en la eficacia inhibitoria
(Tabla 6) (Figura 17A).

Las cepas clasificadas en el grupo A, 7. longibrachiatum AZEN14 (88,45 +
4,97 %), T. afroharzianum AZEN20 (88,25 + 0,81 %), T. longibrachiatum AZEN17
(87,99 £ 2,45 %) y T afroharzianum AZEN10 (87,63 + 2,45 %), presentaron la

mayor inhibicion del crecimiento de B. cinerea, sin diferencias estadisticas entre
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ellas. En el grupo AB se ubicaron 7. asperelloides CAO07 (80,95 £ 1,36 %), T.
paratroviride MAO2 (79,75 £ 5,10 %) y Trichoderma sp. AZENO06 (79,06 + 2,63
%), cuyas eficacias no difieren significativamente del grupo A ni del grupo B. En
los grupos con menor eficacia, grupo B: T longibrachiatum PA06 (77,80 £ 1,23 %),
grupo BC: Trichoderma sp. TI15 (72,49 + 4,30 %) y grupo C: T. longibrachiatum
CAO1 (66,22 + 4,25 %), se observa una inhibicion significativamente menor,
especialmente en CAO1, el aislamiento menos eficaz. En conjunto, estos resultados
refuerzan la dominancia de las cepas AZEN20, AZEN10, AZEN14 y AZEN17
(grupo A), cuyas especies (1. afroharzianum y T. longibrachiatum) presentan un

alto potencial antibiotico frente a B. cinerea. (Figura 15).
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Tabla 6
Porcentaje de inhibicion del crecimiento de Botrytis cinerea BOO0I por cepas de

Trichoderma en ensayo de antibiosis

Desviacion Grupo Tukey

Especie Codigo Media (%)
estandar (a=0.05)

Trichoderma longibrachiatum AZEN14 88,45 4,97 A

T afroharzianum AZEN20 88,25 0,81 A

T. longibrachiatum AZEN17 87,99 2,45 A

T afroharzianum AZENI10 87,63 2,45 A

T. asperelloides CA07 80,95 1,36 AB
T. paratroviride MAO2 79,75 5,10 AB
Trichoderma sp AZENO06 79,06 2,63 AB
T. longibrachiatum PAO6 77,80 1,23 B
Trichoderma sp TI15 72,49 4,30 BC
T’ longibrachiatum CA01 66,22 4,25 C

Nota. Los datos representan los valores medios y la desviacion estandar de la
inhibicion del crecimiento de B. cinerea BOO1 en pruebas de antibiosis por cepas
de Trichoderma. Las agrupaciones con letras diferentes indican diferencias
significativas segun la prueba de Tukey (a = 0,05). Las medias que no comparten

una misma letra son significativamente diferentes entre si (p < 0,05).
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Figura 15
Porcentaje de inhibicion del crecimiento de Botrytis cinerea BOO0I por cepas de

Trichoderma en ensayo de antibiosis
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Nota. (*) Los datos representan el porcentaje de inhibicion de 10 cepas de
Trichoderma, evaluadas mediante ensayo de antibiosis. EI ANOVA revelo
diferencias significativas entre tratamientos (p < 0,05), y la prueba de Tukey (a =
0,05) confirmo los contrastes entre cepas. Las letras sobre las barras indican grupos
estadisticamente diferentes; las medias que no comparten una misma letra son
significativamente diferentes entre si (p < 0,05). Las barras de error en la figura

representan la desviacion estandar.
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4.3.1.2.Prueba de micoparasitismo

La evaluacion de la capacidad de micoparasitismo de Trichoderma spp.
frente a B. cinerea BOO1 se realizé mediante analisis de varianza (ANOVA) (Anexo
2) y la prueba de Tukey (a = 0,05). El andlisis evidencio diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos, reflejando variabilidad en la
eficacia de micoparasitismo (Tabla 7) (Figura 17B).

Las cepas de T. afroharzianum AZEN10 y AZEN20, T. asperelloides CAQO7
y T. paratroviride MAO2, todas clasificadas en el grupo A, mostraron una eficacia
del 100 % con desviacion estandar nula, lo que indica un micoparasitismo completo
y altamente consistente. En el grupo AB, Trichoderma sp. AZENO06 (65,00 + 18,71
%) present6 una eficacia significativamente menor, con alta variabilidad. Por otro
lado, los aislamientos del grupo BC, como T longibrachiatum CAO1 (35,00 + 28,28
%) y Trichoderma sp. TI15 (31,67 = 13,74 %), junto con las del grupo C T.
longibrachiatum AZEN17, PA06 y AZEN14 (16,67 — 28,33 %), exhibieron bajas
eficacias y alta variabilidad, lo que indica una limitada capacidad micoparasitica
bajo las condiciones evaluadas. En particular, 7. longibrachiatum AZEN14 (grupo
C) mostr6 la menor eficacia (16,67 %) y la mayor desviacion estandar (DE =23,57),
lo que podria asociarse con deficiencias en la colonizacion del patdgeno (Figura

16).
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Tabla 7

Porcentaje de micoparasitismo de Trichoderma frente a Botrytis cinerea BO01

Media Desviacion Grupo Tukey

Especie Codigo
(%) estandar (a=10.05)

Trichoderma afroharzianum AZEN10 100,00 0,00 A

T afroharzianum AZEN20 100,00 0,00 A

T. asperelloides CA07 100,00 0,00 A

T paratroviride MAO2 100,00 0,00 A
Trichoderma sp. AZENO06 65,00 18,71 AB

T. longibrachiatum CAO01 35,00 28,28 BC
Trichoderma sp. TI15 31,67 13,74 BC
T. longibrachiatum AZEN17 28,33 24,50 C
T. longibrachiatum PAO6 26,67 24,94 C
T. longibrachiatum AZEN14 16,67 23,57 C

Nota. La tabla muestra la media del porcentaje de micoparasitismo y su desviacion
estandar para cada cepa de Trichoderma. Las letras en la columna de agrupacion
representan grupos estadisticamente diferentes segun la prueba de Tukey (p < 0.05);

medias que no comparten letras son significativamente distintas.
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Figura 16

Porcentaje de micoparasitismo de Trichoderma frente a Botrytis cinerea BO01
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Nota. (*) Los datos representan el porcentaje de micoparasitismo de 10 cepas de
Trichoderma, evaluadas frente a B. cinerea BOO1. El ANOVA reveld diferencias
significativas entre tratamientos (p < 0,05), y la prueba de Tukey (o = 0,05)
confirmé los contrastes entre los aislados. Las letras sobre las barras indican grupos
estadisticamente diferentes; las medias con letras distintas son significativamente
diferentes (p < 0,05). Las barras de error en la figura representan la desviacion

estandar.
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Figura 17
Actividad antagonista de cepas de Trichoderma spp. frente a Botrytis cinerea BO0O1

mediante ensayos de antibiosis y micoparasitismo

10 dias
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Figura 17 (continuacion)
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Figura 17 (continuacion)

10 dias
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Figura 17 (continuacion)
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Nota. A. Muestra la inhibicion del crecimiento micelial de B. cinerea BOO1 por
cepas de Trichoderma spp. durante 3, 5 y 10 dias de confrontacion dual (ensayo de
antibiosis). B. Corresponde al ensayo de micoparasitismo, donde se presentan
discos tomados de placas previamente colonizadas por Trichoderma durante 15 dias

sobre B. cinerea, evidenciando el sobrecrecimiento micelial del agente antagonista.

4.3.2. Antagonismo potencial

Los resultados del antagonismo potencial de cepas de Trichoderma spp.
frente a B. cinerea BOO1, analizados mediante andlisis de varianza (ANOVA)
(Anexo 3) y prueba de Tukey (a = 0,05), revelan diferencias significativas en la
eficacia antifungica entre cepas (p < 0,05) (Tabla 8). Las mas destacadas,
pertenecientes al grupo A, fueron 7. afroharzianum AZEN20 (94,13 £ 0,41 %), T
afroharzianum AZEN10 (93,82 = 1,23 %) y T. asperelloides CA07 (90,48 + 0,68
%), todas con inhibiciones > 90 % y sin diferencias estadisticas entre si, lo que
evidencia un alto y consistente potencial biocontrolador, especialmente en el caso
de AZEN20. La cepa T. paratroviride MAO2 (89,88 + 2,54 %) se ubica en un grupo
intermedio AB, sin diferenciarse estadisticamente de las del grupo A ni de las del
grupo BC, lo que la posiciona como una candidata secundaria de interés. En
contraste, Trichoderma sp. AZENO06 (72,03 £ 5,31 %), situada en el Grupo BC,
mostré una eficacia moderadamente menor, con cierta variabilidad en su efecto. Las

cepas menos efectivas, agrupadas en los grupos CD y D, incluyen Trichoderma
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longibrachiatum AZEN17 (58,16 £ 9,02 %), T. longibrachiatum AZENI14, T.
longibrachiatum PAO06, Trichoderma sp. TI15 y T. longibrachiatum CAO1 (50,61 —
52,56 %), mostrando inhibiciones significativamente inferiores y, en el caso de

CAO1, una alta variabilidad (DE = 12,18 %) (Figura 18).

Tabla 8

Antagonismo potencial de cepas de Trichoderma frente a Botrytis cinerea BO01

Media Desviacion Grupo Tukey

Especie Codigo

(%) estandar (a =0.05)
Trichoderma afroharzianum  AZEN20 94,13 0,41 A
T afroharzianum AZEN10 93,82 1,23 A
T. asperelloides CAO07 90,48 0,68 A
T. paratroviride MAO2 89,88 2,54 AB
Trichoderma sp. AZENO6 72,03 5,31 BC
T’ longibrachiatum AZEN17 58,16 9,02 CD
T’ longibrachiatum AZEN14 52,56 5,33 D
T’ longibrachiatum PA06 52,23 4,08 D
Trichoderma sp. TI15 52,08 8,28 D
T’ longibrachiatum CA01 50,61 12,18 D

Nota. La tabla muestra la media del porcentaje de antagonismo potencial y la
desviacion estandar de cada cepa de Trichoderma frente a B. cinerea BOOI. Las

letras en la columna de agrupacion representan grupos estadisticamente diferentes
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segun la prueba de Tukey (p < 0.05); medias que no comparten letras son

significativamente distintas.

Figura 18

Antagonismo potencial de cepas de Trichoderma frente a Botrytis cinerea BO01
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Nota. (*) Los datos representan el porcentaje de antagonismo potencial (PA) de 10

cepas de Trichoderma evaluadas frente a B. cinerea BOO1. E1 ANOVA reveld
diferencias significativas entre tratamientos (p < 0,05), y la prueba de comparacion
multiple de Tukey (a = 0,05) confirm6 los contrastes entre cepas. Las letras sobre
las barras indican grupos estadisticamente diferentes; las medias que no comparten
una misma letra son significativamente diferentes entre si (p < 0,05). Las barras de

error en la figura representan la desviacion estandar (DE).
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4.3.3. Efecto de metabolitos voldtiles (MV’s)

4.3.3.1.Efecto inhibitorio in vitro de los MVs de Trichoderma spp. sobre

Botrytis cinerea

Los resultados del efecto inhibitorio in vitro de los metabolitos volatiles
(MVs) producidos por diferentes cepas de Trichoderma spp. frente a B. cinerea
BOO01, utilizando el método de placa invertida (Figura 21A), reveld diferencias
significativas en la eficacia antifungica de las cepas evaluadas. Mediante Un
analisis de varianza (ANOVA) (p < 0,05) (Anexo 4) seguido de la prueba de Tukey
(a = 0,05), se identificaron distintos grupos de eficacia estadisticamente
significativos, lo cual permitiéo discriminar el potencial inhibitorio de cada cepa
(Tabla 9).

La cepa Trichoderma sp. AZENO6 se destacd con la inhibicion mas alta
(97,01 = 3,31 %), clasificandose dentro del grupo A. Esta posiciéon indica una
diferencia significativa con respecto al resto de cepas y sugiere una capacidad
inhibitoria casi total, altamente consistente. Le sigue Trichoderma sp. TI15 (95,23
+ 5,35 %), clasificada en el grupo AB. Aunque no muestra diferencias estadisticas
significativas con AZENO06 (grupo A), su inclusion en AB implica que comparte
similitud tanto con la cepa mas potente como con cepas de menor eficacia. Sin

embargo, su media elevada lo posiciona como un candidato prometedor.
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Por otro lado, T. longibrachiatum AZEN14 mostr6 la menor inhibicion
(78,52 + 6,04 %), clasificadndose en el grupo B. Esta diferencia es estadisticamente
significativa frente a AZENO06, aunque no frente a las cepas del grupo AB. Esto
sugiere que su potencial inhibitorio es limitado en comparacion con las cepas mas
eficaces, aunque estadisticamente comparable a la mayoria. Las demas cepas,
pertenecientes al grupo AB, presentaron niveles de inhibicion que oscilan entre el
79,45 %y 85,91 %, sin diferencias significativas entre sini con los extremos de los
grupos A o B. Dentro de este grupo, destaca 7. longibrachiatum AZEN17 (85,91
3,07 %) por su alta eficacia, mientras que 7. afroharzianum AZEN10 (80,86 + 16,04

%) mostr6 una desviacion estandar considerable (Figura 19).
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Efecto inhibitorio in vitro de los MVs de cepas de Trichoderma spp. sobre Botrytis

cinerea BO0OI
Especic Codigo  Media (%) Desviacion Grupo Tukey
estandar (a=0.05)

Trichoderma sp. AZENO06 97,01 3,31 A

Trichoderma sp. TI15 95,23 5,35 AB
T. longibrachiatum AZEN17 85,91 3,07 AB
T. paratroviride MAO2 83,72 7,77 AB
T. longibrachiatum PAO06 82,93 7,45 AB
T afroharzianum AZEN20 82,84 10,54 AB
T. asperelloides CAO07 81,19 14,10 AB
T afroharzianum AZENI10 80,86 16,04 AB
T. longibrachiatum CAO01 79,45 11,54 AB
T’ longibrachiatum AZEN14 78,52 6,04 B

Nota. Las medias se agruparon mediante la prueba de Tukey (a = 0,05). Las letras

indican diferencias significativas, las medias que no comparten una letra son

estadisticamente diferentes entre si. La inhibicion se evalud in vitro utilizando el

método de placa invertida.
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Figura 19

Efecto inhibitorio in vitro de los MVs de cepas de Trichoderma spp. sobre Botrytis

cinerea BO01
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Nota. (*) Los datos representan el porcentaje de inhibicion del crecimiento de B.
cinerea por efecto de metabolitos volatiles (MVs) producidos por 10 cepas de
Trichoderma spp. El ANOVA revelo diferencias significativas entre tratamientos (p
< 0,05), y la prueba de comparacion multiple de Tukey (a = 0,05) permitid
identificar contrastes entre cepas. Las letras sobre las barras indican grupos
estadisticamente diferentes; las medias que no comparten una misma letra difieren
significativamente entre si (p < 0,05). Las barras de error representan la desviacion

estandar (DE) de las medias.
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4.3.3.2.Efecto inhibitorio in vivo de los MVs de Trichoderma spp. sobre Botrytis

cinerea

Los resultados del analisis del efecto inhibitorio in vivo de los metabolitos
volatiles (MVs) producidos por cepas de Trichoderma spp. sobre B. cinerea BOO1
en bayas de uva infectadas, evaluados mediante cadmaras de micofumigacion
(Figura 21B), revelaron diferencias significativas en la eficacia antifingica de las
cepas evaluadas. El analisis de varianza (ANOVA) (p < 0,05) (Anexo 5), junto con
la prueba de Tukey (a = 0,05), permitio identificar diferencias significativas entre
las cepas (Tabla 10).

Las cepas Trichoderma sp. AZENO06 (75,43 + 4,26 %) y Trichoderma sp.
TI15 (74,30 £ 7,08 %) se ubicaron en el grupo A, destacandose por su alta capacidad
inhibitoria in vivo. Aunque sus porcentajes de inhibicion fueron inferiores a los
observados en condiciones in vitro (97,01 % para AZENO06), su efectividad relativa
en un entorno biolégico mas complejo resalta su potencial practico. El resto de las
cepas analizadas pertenecen al grupo B, con valores de inhibicion
significativamente menores (44,55 % a 49,80 %) y sin diferencias estadisticas entre
ellas. Dentro de este grupo, T paratroviride MA02 (49,80 + 6,06 %) mostrd la
inhibicion mas elevada, aunque ain distante del rendimiento del grupo A. Por su
parte, T afroharzianum AZEN20 (47,00 = 9,97 %) presentd una alta desviacion
estandar. En contraste, 7. asperelloides CA07 (45,67 = 2,49 %) mostrd una baja

variabilidad. A diferencia de los resultados in vitro, no se observaron cepas en
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grupos intermedios (por ejemplo, AB), lo que evidencia una clara separacion entre

las cepas mas efectivas (grupo A) y el resto (grupo B). Esta distincion reafirma la

superioridad estadistica y biologica de los MVs producidos por las cepas AZEN06

y TI15 como agentes potenciales de control en condiciones in vivo (Figura 20).

Tabla 10

Efecto inhibitorio in vivo de los MVs de cepas de Trichoderma spp. sobre Botrytis

cinerea BO0OI
Especic Cédigo Media (%) Desviacion Grupo Tukey
estandar (a=0.05)

Trichoderma sp. AZENO06 75,43 4,26 A
Trichoderma sp. TI15 74,30 7,08 A

T. paratroviride MAO2 49,80 6,06 B

T afroharzianum AZEN10 47,73 3,83 B

T afroharzianum AZEN20 47,00 9,97 B

T. asperelloides CAO07 45,67 2,49 B

T’ longibrachiatum AZEN17 45,02 4,22 B

T’ longibrachiatum AZEN14 45,02 2,62 B

T’ longibrachiatum CAO01 44,99 3,77 B

T’ longibrachiatum PAO6 44,55 6,96 B
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Nota. Las medias se agruparon mediante la prueba de Tukey (a = 0,05). Las letras
indican diferencias significativas, las medias que no comparten una letra son
estadisticamente diferentes entre si. La inhibicion se evalud in vivo utilizando

camaras de micofumigacion.

Figura 20
Efecto inhibitorio in vivo de los MVs de cepas de Trichoderma spp. sobre Botrytis

cinerea BO0!
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Nota. (*) Los datos representan el porcentaje de inhibicion promedio causado por
los metabolitos volatiles de 10 cepas de Trichoderma spp. sobre B. cinerea BO0O1
en bayas infectadas, evaluado mediante un sistema de cdmaras de micofumigacion.

Las letras sobre las barras indican diferencias estadisticas significativas entre los
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tratamientos (p < 0.05); las medias que no comparten una misma letra son
significativamente diferentes entre si. E1l ANOVA revelo diferencias significativas
en el efecto inhibitorio entre las cepas (p < 0.05). Las barras de error representan la

desviacion estandar de las medias.



Figura 21

Evaluacion in vitro e in vivo de los MVs de Trichoderma frente a Botrytis cinerea BO01
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Figura 22 (continuacion)
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Nota. A. Ensayo in vitro mediante el método de placa invertida utilizando cepas de
Trichoderma spp., con el fin de evaluar la inhibicién del crecimiento de B. cinerea
por exposicion a metabolitos volatiles. B. Ensayo in vivo en bayas de uva de mesa,
variedad Red Globe, infectadas con B. cinerea, empleando una cédmara de
micofumigacion segin el método descrito por Bello et al. (2022). Se evalud el

desarrollo del patdogeno bajo diferentes tratamientos con 7richoderma spp.

4.3.4. Efecto de metabolitos no voldtiles (MNV’s)

4.3.4.1.Efecto inhibitorio in vitro de los MNVs de Trichoderma spp.

sobre Botrytis cinerea

Los resultados obtenidos demuestran un efecto inhibitorio claramente
dependiente de la concentracion de los extractos de metabolitos no volatiles de
Trichoderma aplicados. Se evidencié una correlacion positiva entre la dosis de
extractos y el porcentaje de inhibicion de B. cinerea BOOI, observandose un
incremento significativo de la eficacia antifiingica a medida que se aument6 la
concentracion del 30 % al 40 % y, finalmente, al 50 % (p < 0,05; ANOVA) (Anexos
6, 7y 8). Este patron demuestra que los metabolitos extracelulares de Trichoderma
spp. ejercen un control proporcional a su disponibilidad en el medio. Se
identificaron diferencias marcadas entre especies y cepas de Trichoderma en cuanto
a su capacidad inhibitoria, segun la prueba de Tukey (o = 0,05) (Tabla 11). Entre

las especies mas eficaces, T. afroharzianum (cepas AZEN10 y AZEN20) se destaco
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en todas las concentraciones evaluadas, alcanzando un valor maximo de inhibicién
de 80,81 = 8,03 a 50 % de concentracion del extracto. Su comportamiento
estadisticamente consistente (grupo A en 30 % y 40 %; AB en 50 %) sugiere una
produccion estable de metabolitos no volatiles antifingicos. Asimismo, T
asperelloides CAO7 mostro un desempeno destacado a 50 % (68,61 £ 7,49 %),
superando a varias cepas de T. longibrachiatum. Por otro lado, T. longibrachiatum
presentd una notable variabilidad. Algunas cepas, como CAOl, AZENI17 vy
AZEN14, mostraron incrementos progresivos de inhibicion con la dosis, aunque
con menores porcentajes que otras especies. La cepa 7. longibrachiatum PA06, por
ejemplo, mostro baja eficacia a 30 % (17,75 +2,12 %) , pero un notable aumento a
50 % (53,45 + 1,40 %), lo que sugiere que sus metabolitos requieren alcanzar
umbrales criticos de concentracion para ser efectivos. Las cepas Trichoderma sp.
AZENO6 y TI15, también mostraron comportamientos interesantes. AZENO06 pasé
de una inhibicion minima a 30 % (7,73 = 1,68 %) a un valor significativo a 50 %
(65,05 = 1,49 %), lo que apunta a un efecto dependiente de la dosis. De forma
similar, TI15 mostrd una respuesta baja a concentraciones bajas, pero super6 el 60
% de inhibicion a 50 %, confirmando que el potencial biocontrolador puede
optimizarse mediante ajustes en la concentracion aplicada. La estabilidad y eficacia
de los extractos varié también entre cepas. Por ejemplo, AZEN10 presentd una
desviacion estandar muy baja (+ 1,83 %), lo cual refleja una mayor homogeneidad

en la produccion de metabolitos. En cambio, AZEN20 mostré una desviacion mayor
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(£ 8,03 %), lo que podria indicar variabilidad en la produccion de metabolitos. 7.
paratroviride MA02, mostro una alta desviacion estandar a 40 % (£ 6,32 %) (Figura
22A) (Figura 25A). Al comparar con el fungicida quimico tebuconazol, se
observaron diferencias significativas (ANOVA, p < 0,05) (Anexo 9) en la eficacia
inhibitoria. El tebuconazol alcanzd un 97,50 + 0,2 % de inhibicion (grupo A),
superando incluso los valores maximos obtenidos con los extractos a 50 %. Esto
evidencia la brecha ain existente entre las alternativas bioldgicas y los agentes
quimicos sintéticos en términos de eficacia inmediata. Los extractos crudos de
Trichoderma también mostraron una relacion dosis-respuesta positiva. A 50%,
alcanzaron un promedio de inhibicion de 64,69 + 10,92 %, mientras que a 40 % y
30 % se observaron valores de 42,86 + 17,63 % y 25,14 % = 17,07 %,
respectivamente. La clara separacion entre grupos estadisticos (B, C y D) (Tabla
12) confirma que la concentracion de los metabolitos extracelulares es un factor

determinante para la eficacia de Trichoderma spp. (Figura 22B).
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Efecto inhibitorio in vitro de los MNVs de Trichoderma spp. sobre Botrytis cinerea

BOO01 a diferentes concentraciones

Concentracion

Media Desviacion Grupo Tukey

Especie Codigo ]

MNVs* (%) estandar (¢ =0.05)
T. afroharzianum AZEN10 56,21 6,80 A
T. afroharzianum AZEN20 54,97 3,83 A
T. longibrachiatum CAO01 33,01 1,96 B
T. longibrachiatum AZEN14 26,80 4.07 BC
T. longibrachiatum PAO6 17,75 2,12 CD

30 %
T. asperelloides CAQ07 16,01 2,34 DE
T. longibrachiatum AZEN17 15,80 0,70 DE
T. paratroviride MAO02 14,93 3,11 DE
Trichoderma sp. TI15 8,17 2,75 DE
Trichoderma sp. AZENO6 7,73 1,68 E
T afroharzianum AZEN20 72,03 4,37 A
T afroharzianum AZEN10 72,00 4,07 A
T. longibrachiatum CAO01 44,66 3,93 B
T. longibrachiatum AZEN14 43,80 2,27 BC
40 %

T. longibrachiatum PAO6 42,13 3,47 BCD
T. longibrachiatum AZEN17 41,06 4,08 BCD
T. paratroviride MAOQ2 32,94 6,32 BCDE
T. asperelloides CAO07 28,77 7,51 CDE
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Trichoderma sp. TI15 27,30 7,51 DE

Trichoderma sp. AZENO6 23,91 6,67 E

T. afroharzianum AZEN20 80,81 8,03 A

T. afroharzianum AZEN10 80,12 1,83 AB

T. asperelloides CAO07 68,61 7,49 ABC

T. paratroviride MAO2 66,41 3,61 ABCD

Trichoderma sp. AZENO6 65,05 1,49 BCD
50 %

Trichoderma sp. TI15 63,55 4,14 CD

T. longibrachiatum CAO01 59,09 5,17 CD

T. longibrachiatum AZEN14 58,49 6,25 CD

T. longibrachiatum PAO6 53,45 1,40 CD

T. longibrachiatum AZEN17 51,28 7,01 D

Nota. Los valores representan el porcentaje medio de inhibicion del crecimiento in

vitro de B. cinerea BO0O1 por metabolitos no volatiles producidos por cepas de

Trichoderma spp. El analisis estadistico se realizé mediante prueba de Tukey (a =

0,05). * MNVs: Metabolitos no volatiles.
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Tabla 12
Porcentaje de inhibicion in vitro de Botrytis cinerea BO0OI por MNVs de

Trichoderma spp. y tebuconazol a diferentes concentraciones

. . Desviacion
Concentracion MNVs*  Media (%0) ) Grupo Tukey (a = 0.05)
estandar
Tebuconazol (6 pug/mL) 97,50 0,2 A
50 % 64,69 10,92 B
40 % 42,86 17,63 C
30 % 25,14 17,07 D

Nota. Los valores corresponden a la media (%) de inhibicion del crecimiento in
vitro de B. cinerea BOO1. El analisis estadistico se realizd mediante la prueba de

Tukey (o = 0.05). * MNVs: Metabolitos no volatiles.



Figura 23

Efecto inhibitorio in vitro de los MNVs de Trichoderma spp. sobre Botrytis cinerea BOO0I a diferentes concentraciones
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Nota. A. Inhibicion in vitro del crecimiento de B. cinerea BOO1 por metabolitos no
volatiles de diferentes cepas de Trichoderma spp., evaluados a concentraciones del
30 %, 40 % y 50 %. Las letras sobre las barras indican grupos estadisticamente
diferentes seglin la prueba de Tukey (a = 0,05). B. Comparacion del promedio de
inhibicion general por concentracion con respecto al fungicida comercial

tebuconazol (6 pg/mL).

4.3.4.2.Efecto inhibitorio in vitro de los MNVs de Trichoderma spp, sobre la

germinacion de conidios de Botrytis cinerea

Los metabolitos no volatiles (MNVs) producidos por cepas de Trichoderma
spp. ejercieron un efecto inhibitorio significativo sobre la germinacion de conidios
de B. cinerea BO0O1, mostrando una clara relacion dosis-respuesta. A medida que se
incremento la concentracion de MNVs (30 %, 40 % y 50 %), se observé un aumento
progresivo en el porcentaje de inhibicién, con diferencias estadisticamente
significativas entre los tratamientos segun la prueba de Tukey (a = 0,05) (Anexos
10, 11 y 12) (Tabla 13).

A una concentracion del 30 %, la inhibicion oscil6 entre el 49,37 £ 1,47 %
T longibrachiatum CAO1 y el 59,08 + 4,36% T. afroharzianum AZEN20. El
andlisis estadistico agrup6 las cepas en dos categorias principales: el grupo A,
conformado unicamente por AZEN20, y el grupo B, representado por CAO1. Cepas

de T afroharzianum AZEN10, T. paratroviride MAO2, T. asperelloides CA07, asi
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como varias cepas de 7. longibrachiatum AZENI14, AZEN17 y PA06, y
Trichoderma sp. TI15 y AZENO06, ocuparon una posicion intermedia, sin
diferencias significativas respecto a ambos grupos (transicion AB). Este hallazgo
destaca que T. afroharzianum AZEN?20 fue la Unica cepa significativamente mas
eficaz que T. longibrachiatum CAO01, evidenciando diferencias interespecificas en
la produccion de metabolitos antifungicos (Figura 23A).

Al incrementar la concentracion al 40 %, la inhibicién aumenté con un rango
que varié de 54,25 = 1,90 % (CAO1) a 65,83 + 4,53% (AZEN20). En este caso, se
observd una mayor diversidad de cepas en el grupo A, incluyendo a T
afroharzianum AZEN20, T afroharzianum AZEN10, T. paratroviride MAO2 y T.
asperelloides CA07, que no presentaron diferencias significativas entre si, pero si
frente a 7. longibrachiatum CAO1, que fue nuevamente ubicada en el grupo B.
Cepas como T. longibrachiatum AZEN17, T longibrachiatum AZEN14 y T
longibrachiatum PA0O6 se ubicaron en la transicion AB, reafirmando la existencia
de variabilidad intraespecifica en la respuesta antifingica (Figura 23 A).

A la concentracidon mas alta evaluada (50 %), la inhibicién alcanzd su
maximo con un 81,53 + 4,55 % en T. afroharzianum AZEN20, mientras que 7.
longibrachiatum CAO1 mostrd la menor eficacia (63,56 + 4,06 %). El analisis
estadistico distribuyo a las cepas en varios grupos con solapamientos parciales: 7.
afroharzianum AZEN20 se mantuvo como la cepa mas efectiva (grupo A), seguida

de T longibrachiatum AZEN10 (grupo AB), y otras cepas como 7. asperelloides
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CA07 y T. paratroviride MAO2 se situaron en el grupo ABC. A medida que
disminuy6 la eficacia, las cepas fueron agrupadas en los grupos BCD, CD y
finalmente D, en el cual se ubicé T. longibrachiatum CAO1. Estos resultados
reflejan una diferenciacion clara no solo entre especies, sino también entre cepas de
una misma especie (Figura 23A).

En comparaciéon con un control quimico, el fungicida tebuconazol (6
pg/mL) mostrd una inhibicion significativamente superior (88,51 £ 0,94 %),
ubicandose por encima de todas las concentraciones de MNVs evaluadas. La
diferencia fue mas notoria a concentraciones menores de MNVs de 30 % y 40 %,
las inhibiciones promedio fueron de 52,24 + 437 % y 62,46 £ 5,12 %,
respectivamente, con brechas de 36,27 % y 26,05 % frente al fungicida. A 50 %, la
cepa mas efectiva (AZEN20) alcanz6 un 81,53 + 4,55 %, reduciendo la diferencia
con el tebuconazol a solo 6,98 %. Sin embargo, se evidencid una mayor variabilidad
en la accion de los MNVs, reflejada en sus desviaciones estandar, en contraste con
la alta consistencia del fungicida quimico (DE = 0,94 %) (Anexo 13) (Tabla 14)
(Figura 23B).

En conjunto, los hallazgos permiten concluir que los MNVs de Trichoderma
spp. presentan un efecto antifingico dependiente de la concentracion, con
incrementos significativos en la inhibicion de B. cinerea a medida que se eleva la
dosis. Las cepas de T. afroharzianum AZEN20 y AZEN10 demostraron ser

consistentemente las mas efectivas, incluso superando a otras especies y cepas



150

como 7. longibrachiatum CAO1. Aunque ninguna de las concentraciones igual6 la
inhibicion lograda por el fungicida tebuconazol, los MNVs al 50 % mostraron una

eficacia suficientemente alta (> 80 %) como para considerarlos alternativas viables.

Tabla 13
Efecto inhibitorio in vitro de los MNVs de Trichoderma spp. sobre la germinacion

de conidios de Botrytis cinerea BO0I a diferentes concentraciones

Concentracion ] o Media Desviacion Grupo Tukey
Especie Cddigo .
MNVs* (%) estandar (e =0.05)

T. afroharzianum AZEN20 59,08 4,36 A
T. afroharzianum AZEN10 56,49 2,17 AB
T. longibrachiatum AZEN17 52,41 3,11 AB
T. longibrachiatum PAO6 51,89 2,40 AB
T. longibrachiatum AZEN14 50,92 1,24 AB

30 %
Trichoderma sp. TI15 50,92 6,89 AB
T. paratroviride MAOQ2 50,66 1,66 AB
T. asperelloides CAO07 50,34 2,09 AB
Trichoderma sp. AZENO6 50,34 2,09 AB
T. longibrachiatum CAO01 49,37 1,47 B
T. afroharzianum AZEN20 65,83 4,53 A

40 % T. afroharzianum AZEN10 65,63 2,68 A

T. paratroviride MAOQ2 65,49 2,73 A
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T. asperelloides CAO07 65,17 2,15 A
T. longibrachiatum AZEN17 63,25 2,26 AB
T. longibrachiatum AZEN14 63,10 3,40 AB
T. longibrachiatum PAO6 62,30 491 AB
Trichoderma sp. AZENO6 61,84 3,72 AB
Trichoderma sp. TI15 57,70 2,77 AB
T. longibrachiatum CAO01 54,25 1,90 B
T. afroharzianum ZEN20 81,53 455 A
T. afroharzianum AZEN10 79,94 1,09 AB
T. asperelloides CAO07 74,71 3,97 ABC
T. paratroviride MAO2 73,21 2,47 ABC
T. longibrachiatum AZEN14 71,31 3,44 BCD
50 %
T. longibrachiatum AZEN17 71,13 1,54 BCD
Trichoderma sp. AZENO6 70,38 2,12 CD
Trichoderma sp. TI15 69,82 0,89 CD
T. longibrachiatum PAO6 69,77 3,45 CD
T. longibrachiatum CAO01 63,56 4,06 D

Nota. Los valores representan el porcentaje medio de inhibicion de la germinacion
de conidios in vitro de B. cinerea BOO01, por metabolitos no volatiles producidos
por cepas de Trichoderma spp. El analisis estadistico se realiz6 mediante la prueba

de Tukey (a = 0,05). *MNVs: Metabolitos no volatiles.
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Tabla 14
Porcentaje de inhibicion in vitro sobre la germinacion de conidios de Botrytis

cinerea BOOI por MNVs de Trichoderma spp., y tebuconazol a diferentes

concentraciones.
y ) Desviacion
Concentracion MNVs*  Media (%) ] Grupo Tukey (a = 0.05)
estandar
Tebuconazol (6 pg/mL) 88,51 0,94 A
50 % 72,54 7,85 B
40 % 62,46 5,12 C
30 % 52,24 4,37 D

Nota. Los valores corresponden a la media (%) de inhibicion de la germinacion de
conidios in vitro de B. cinerea BOO1. El analisis estadistico se realizd6 mediante la

prueba de Tukey (a = 0,05). *MNVs: Metabolitos no volatiles.



Figura 24

Efecto inhibitorio in vitro de los MNVs de Trichoderma spp. sobre la germinacion de conidios de Botrytis cinerea BO0I a
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Nota. A. Inhibicion in vitro de la germinacion de conidios de B. cinerea BOO1 por
metabolitos no volatiles de diferentes cepas de Trichoderma spp., evaluados a
concentraciones del 30 %, 40 % y 50 %. Las letras sobre las barras indican grupos
estadisticamente diferentes segin la prueba de Tukey (a = 0.05). B. Comparacion
del promedio de inhibicidon general por concentracion con respecto al fungicida

comercial tebuconazol (6 pg/mL).

4.3.4.3.Efecto inhibitorio in vivo de los MNVs de Trichoderma spp, sobre
Botrytis cinerea

Los MNVs de Trichoderma spp. demostraron un efecto inhibitorio
dependiente de la concentracion sobre B. cinerea BO0O1 en bayas de uva de mesa
variedad Red Globe, con un incremento significativo en la eficacia antifingica
conforme se elevo la concentracion de los extractos (Figura 25B). A un 30 % de
MNVs, la inhibicion vari6 entre 9,55 = 1,32 % en T. longibrachiatum CAO1 y 25,29
+ 1,79 % de T afroharzianum AZENI10, evidenciando diferencias en la capacidad
inhibitoria entre cepas. Al incrementar la concentracion al 40 %, se observd un
rango de inhibicién de 27,38 + 9,37 % (CAO01) a 42,16 £ 5,01% (AZEN10),
mientras que, al 50 %, las cepas T. afroharzianum AZEN20 y AZEN10 alcanzaron
las maximas inhibiciones registradas (55,18 £ 17,51 % y 54,85 = 9,96 %,

respectivamente). Esta variacion dosis-respuesta sugiere un umbral critico
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alrededor del 50 % de concentracion, donde la actividad antifingica se intensifica,
aunque sin superar la eficacia del fungicida quimico (Tabla 15) (Figura 24A).

La comparacion con tebuconazol (6 pg/mL), que mostrd una inhibicion casi
total (92,18 + 1,43 %), revel6 una brecha cuantitativa del 44,69 % frente a los
MNVs al 50 %. Esta diferencia no solo subraya la superioridad del fungicida
quimico en términos de eficacia, sino también su consistencia, reflejada en una
desviacion estandar baja (DE = 1,43 %) (Tabla 16) (Figura 24B) (Anexo 17). En
contraste, la alta variabilidad observada en los MNVs, particularmente en cepas
como 1. afroharzianum AZEN20 (DE = 17,51 % a 50 %) y Trichoderma
asperelloides CA07 (DE = 11,30 % a 50 %), sugiere fluctuaciones en la produccion
o estabilidad de los metabolitos activos.

A nivel intra e interespecifico, se identificaron disparidades notables. Las
cepas de T. afroharzianum (AZEN10 y AZEN20) destacaron por su eficacia
sostenida en todas las concentraciones, aunque con diferencias en su estabilidad, ya
que 7. afroharzianum AZEN10 mostré una desviacion estandar moderada (< 9,96
%), mientras que AZEN20 presentd una variabilidad elevada (DE = 17,51 %). Por
otro lado, T asperelloides CAQ7 exhibi6é una inhibicion intermedia, pero erratica
(50,13 £ 11,30 % a 50 %), en condiciones in vivo. Dentro de T. longibrachiatum, la
heterogeneidad fue marcada, pues mientras 7. longibrachiatum AZEN14 logr6 una
inhibicion relevante (50,55 + 6,65 % a 50 %), T. longibrachiatum CAO1 mostro el

desempefio mas bajo (41,56 + 5,81 % a 50 %), lo que resalta que la actividad
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antifingica no es un atributo uniforme dentro de la especie. En contraste, T.
paratroviride MAO2 se distingui6é por su progresion estable y predecible, con una
desviacion estandar < 4,46 %.

El analisis estadistico mediante la prueba de Tukey (a = 0,05) agrup6 a todas
las cepas dentro de la misma categoria (grupo A) para cada concentracion, lo que
indica la ausencia de diferencias significativas entre ellas. No obstante, las
diferencias numéricas entre medias podrian tener relevancia bioldgica (Anexos 14,

15y 16).
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Efecto inhibitorio in vivo de los MNVs de Trichoderma spp. sobre Botrytis cinerea

en bayas de uva de mesa variedad Red Globe

Concentracion _ o Media Desviacion Grupo Tukey
MNVs* Espece Codigo (%) estandar (a=0.05)
T. afroharzianum AZEN10 25,29 1,79 A
T. afroharzianum AZEN20 24,87 1,46 A
T. asperelloides CAO07 21,65 9,16 A
T. paratroviride MAO2 18,45 2,21 A
T. longibrachiatum AZEN17 18,27 4.02 A
30 %
T. longibrachiatum AZEN14 1574 8,06 A
T. longibrachiatum PAO6 12,98 7,49 A
Trichoderma sp. AZENO6 11,88 6,18 A
Trichoderma sp. TI15 9,70 8,78 A
T. longibrachiatum CA01 9,55 1,32 A
T afroharzianum AZEN10 42,16 5,01 A
T afroharzianum AZEN20 40,46 13,16 A
T. paratroviride MAOQ2 37,47 0,86 A
40 % T. asperelloides CAO07 35,89 1,62 A
T. longibrachiatum AZEN14 33,26 1,66 A
T. longibrachiatum AZEN17 32,75 1,64 A
T. longibrachiatum PAO6 32,69 4,48 A
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Trichoderma sp. AZENO6 31,38 5,20 A
Trichoderma sp. TI15 29,44 6,00 A
T. longibrachiatum CAO01 27,38 9,37 A
T. afroharzianum AZEN20 55,18 17,51 A
T. afroharzianum AZEN10 54,85 9,96 A
T. longibrachiatum AZEN14 50,55 6,65 A
T. asperelloides CAO07 50,13 11,30 A
T. paratroviride MAO2 4971 4.46 A
50 %
T. longibrachiatum AZEN17 45,92 1,23 A
T. longibrachiatum PAO6 43,71 6,65 A
Trichoderma sp. AZENO6 41,65 3,22 A
Trichoderma sp. TI15 41,65 3,22 A
T. longibrachiatum CA01 41,56 5,81 A

Nota. Los valores representan el porcentaje medio de inhibicion in vivo de B.
cinerea BOO1 en bayas de uva de mesa variedad Red Globe, inducido por
metabolitos no volatiles (MNVs) producidos por cepas de Trichoderma spp. El
andlisis estadistico se realizd6 mediante la prueba de Tukey (a = 0,05). *MNVs:

Metabolitos no volatiles.



159

Tabla 16
Porcentaje de inhibicion in vivo de Botrytis cinerea BOOl por MNVs de

Trichoderma spp. y tebuconazol a diferentes concentraciones

Concentracion ) Desviacion
Media (%0) ) Grupo Tukey (a = 0.05)
MNVs* estandar
Tebuconazol (6 pg/mL) 92,18 1,43 A
50 % 47,49 10,85 B
40 % 34,29 9,12 C
30 % 16,84 8,21 D

Nota. Los valores corresponden a la media (%) de inhibicion in vivo de B. cinerea
BOO1. El analisis estadistico se realizdé mediante la prueba de Tukey (a = 0,05).

*MNVs: Metabolitos no volatiles.
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Nota. A. Inhibicion in vivo de metabolitos no volatiles (MNVs) de Trichoderma
spp. sobre B. cinerea BOOl en bayas de uva de mesa, variedad Red Globe,
evaluados a concentraciones del 30 %, 40 % y 50 %. Las letras sobre las barras
indican grupos estadisticamente diferentes, segtn la prueba de Tukey (a = 0,05). B.
Comparacion del promedio de inhibicion general por concentracién con respecto al
fungicida comercial tebuconazol (6 pg/mL), que presentd un 92,18 % de inhibicion,

significativamente superior a los tratamientos biologicos.
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Figura 26
Evaluacion in vitro e in vivo de MNVs de Trichoderma frente a Botrytis cinerea

BO01

30 %

40 %[

S0 %

30 %
40 %

50 %




163

Figura 27 (continuacion)
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Nota. La figura presenta la evaluacion antifingica de metabolitos no volatiles
(MNVs) de Trichoderma spp. frente a Botrytis cinerea BO0O1 mediante dos
enfoques: A. En el método del alimento envenenado (in vitro), se incorporaron
concentraciones de MNVs al 30 %, 40 % y 50 % (v/v) en medio PDA para analizar
su efecto directo sobre el crecimiento micelial del patogeno; B. En los ensayos in
vivo, se aplicaron las mismas concentraciones de MN'Vs sobre bayas intactas de uva
de mesa variedad Red Globe, bajo condiciones controladas de temperatura (25 °C),
evaluando la eficacia antifiingica en un sistema mas cercano al entorno natural del

hospedero.
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V. DISCUSION

La podredumbre gris, causada por Botrytis cinerea, constituye una de las
enfermedades mas perjudiciales para la produccidon de uva de mesa (Vitis vinifera),
ya que compromete los racimos desde la etapa de cultivo hasta su comercializacion.
Su control se basa principalmente en la aplicacion de fungicidas quimicos, cuyo uso
implica altos costos y una eficacia limitada (Dean et al., 2012; Petrasch et al., 2019).
En contraste, especies del género Trichoderma representan una alternativa
sostenible y eficaz para el manejo de enfermedades agricolas, debido a su capacidad
para inhibir patdgenos a través de mecanismos como el micoparasitismo, la
antibiosis y la competencia, ademas de inducir respuestas de defensa en las plantas,
favorecer su crecimiento, optimizar la nutricion y mejorar la calidad del suelo. Estos
atributos contribuyen a reducir la dependencia del uso de fungicidas quimicos
(Harman, 2006; Sood et al., 2020; Yao et al., 2023; Asghar et al., 2024). En este
contexto, la presente investigacion tuvo como objetivo evaluar el potencial de los
metabolitos extracelulares producidos por cepas de Trichoderma para inhibir el
crecimiento de B. cinerea, mediante ensayos realizados tanto in vitro como in vivo.

La riqueza de Trichoderma en Tacna, con 118 aislamientos, incluidos 85
rizosféricos y 33 endofiticos, refleja su éxito ecoldgico en ambientes agricolas y de
alta montafia (hasta 4510 m s. n. m. en Palca), lo que resulta coherente con su

reconocida plasticidad para colonizar nichos diversos. Esta versatilidad refuerza su
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papel como simbiontes de plantas y agentes de biocontrol. Estos hongos pueden
colonizar eficazmente las raices, incluidas las de vid, al suprimir las respuestas
tempranas de defensa de las plantas para establecer relaciones endofiticas (Brotman
et al., 2013; Carro-Huerga et al., 2020).

La identificacidén molecular de especies de Trichoderma ha experimentado
notables avances gracias al enfoque multilocus, basado en los genes ITS, tefl y
rpb2, el cual proporciona una mayor precision y resolucion filogenética en
comparacion con el uso de loci individuales (Jaklitsch & Voglmayr, 2015; Dou et
al., 2020; Cai & Druzhinina, 2021). Este enfoque permiti6 confirmar la presencia
de Trichoderma paratroviride, Trichoderma asperelloides, Trichoderma
longibrachiatum y Trichoderma afroharzianum en nuestro estudio, especies
ampliamente asociadas con actividad antifungica (Marik et al., 2019; Wu et al.,
2022; Tyskiewicz et al., 2022; Liu et al., 2023; Kim et al., 2023; Boukaew et al.,
2024; Ismaiel et al., 2024; Philip et al., 2024). La robustez estadistica de los nodos
en el arbol filogenético (Figura 6) reduce significativamente el riesgo de una
identificacion erronea de las cepas analizadas. Esta precision resulta esencial, dado
que algunas cepas de Trichoderma actiian como agentes de biocontrol efectivos,
mientras que otras pueden comportarse como patégenos fungicos (Ospina-Giraldo
et al., 1999; Hermosa et al., 2000; Samuels et al., 2002). Por tanto, una delimitacion
taxonomica rigurosa es indispensable para garantizar la seleccion de cepas seguras

y eficaces. Los aislamientos 7richoderma sp. AZEN06 y TI15, no identificados a
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nivel de especie, pero cercanos a Trichoderma viridialbum, presentan una
divergencia genética considerable (MLBP/BIPP = 86/0,99), lo que apunta a la
posible existencia de linajes cripticos. Este fenomeno, recurrente en Trichoderma,
se asocia con procesos de especiacion reciente, donde las diferencias moleculares
no se reflejan ain en caracteres morfologicos. Diversos estudios han reportado
patrones similares dentro del género, destacando la utilidad de los analisis
multilocus y gendomicos (Druzhinina & Kubicek, 2005; Druzhinina et al., 2011,
Jaklitsch et al., 2013; Jaklitsch & Voglmayr, 2015; Kubicek et al., 2019). Estos
taxones cripticos poseen un amplio repertorio de genes asociados al metabolismo
secundario, lo que les permite sintetizar metabolitos con actividades antifingicas y
antimicrobianas. Esta capacidad no solo les permite competir ecologicamente en su
entorno, sino que también las convierte en agentes efectivos de biocontrol frente a
hongos fitopatogenos (Zeilinger et al., 2016; Khan et al., 2020).

Respecto a la caracterizacion morfologica observada en 7. afroharzianum,
T’ longibrachiatum, T. asperelloides y T. paratroviride, que incluyen el patron de
crecimiento radial a las 72 horas a distintas temperaturas (20, 25, 30 y 35 °C), asi
como las caracteristicas culturales y las observaciones microscopicas,
particularmente la longitud de las fidlides, conidios y clamidosporas, se alinean con
las descripciones morfoldgicas y los rangos morfométricos establecidos para estas

especies, coincidiendo con las descripciones detalladas por Bissett (1984), Harman
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& Kubicek (1998), Samuels et al. (2010), Samuels et al. (2012), Chaverri et al.
(2015) y Jaklitsch & Voglmayr (2015).

Los resultados de la prueba de antibiosis indican que el crecimiento micelial
de B. cinerea fue inhibido de manera significativa por los aislamientos de
Trichoderma en el enfrentamiento dual. El porcentaje de inhibicion del crecimiento
micelial oscilé entre el 66,22 % y el 88,45 %, siendo T. longibrachiatum AZEN14
el que presentd la mayor inhibicion de B. cinerea. T. afroharzianum AZEN20 y
AZEN10 mostraron valores de inhibicion del 88,25 % y 87,63 %, respectivamente.
Otros estudios reportan valores comparables para especies del mismo clado
Harzianum frente al mismo fitopatogeno. Por ejemplo, 7. afroharzianum TAS8
presentd una inhibicion del 62 % (Hammad et al., 2021), mientras que Trichoderma
harzianum alcanzd valores de 82,34 % (Kuzmanovska et al., 2018), 69,23 %
(Bendahmane et al., 2012), 43,71 % (Geng et al., 2022), y Trichoderma
aggressivum f. europaeum TAET1 mostro valores del 80 % (Sanchez-Montesinos
et al., 2021). Asimismo, se reportdé un valor de 31,09 % para T. afroharzianum
F13M4 frente a Moniliophthora roreri, causante de la podredumbre helada de la
mazorca del cacao (Leiva et al., 2022). En cuanto a T. longibrachiatum AZEN14,
AZEN17, PA06 y CAO1, se obtuvo un valor promedio de 80,11 % de inhibicion,
valor que supera el 59 % reportado para 7. longibrachiatum TLS6 (Hammad et al.,
2021), el 70,18 % para T. longibrachiatum TL 10202 (Bendahmane et al., 2012)

frente a B. cinerea, y el 31,07 % para T. longibrachiatum UCF5A_C1 enfrentado a
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M. roreri (Leiva et al., 2022). Asimismo, T. asperelloides CAO7 alcanz6 un 80,95
% de inhibicién, valor comparable al 84,78 % registrado para Trichoderma
asperellum T1 (Kuzmanovska et al., 2018), pero considerablemente superior al
28,81 % reportado para 7. asperelloides BLPF4 CI1 frente a M. roreri (Leiva et al.,
2022). Por otro lado, T. paratroviride MAO2 alcanzé un 79,75 % de antibiosis,
superior al 62 % reportado para Trichoderma atroviride TAtC11 (Hammad et al.,
2021). Finalmente, se obtuvo un valor promedio de inhibicion del 65,78 % para
Trichoderma sp. AZENO6 y TI15, cercano a los valores reportados en especies del
clado Viridescens, con un 65 % para Trichoderma gamsi TGS7 (Hammad et al.,
2021) y un 65,63 % para Trichoderma viridescens CCTCC-RW0017
(Saravanakumar et al., 2018). La destacada actividad de antibiosis observada podria
atribuirse a la produccion conjunta de metabolitos difusibles y enzimas con accion
sinérgica (Mukherjee et al., 2012). Estudios han reportado que la produccion de
metabolitos secundarios por Trichoderma spp. puede variar en presencia y
proporcion segun la cepa (Reino et al., 2008; Mukherjee et al., 2012), y se ha
documentado la sintesis de compuestos bioactivos como viridina, glioviridina,
gliotoxina, harzianolida, tricozianinas Al y B1, y trichodermina (Lumsden et al.,
1992; Di Pietro et al., 1993; Schirmbock et al., 1994; Elad, 1996). Si bien cada uno
de estos compuestos posee un mecanismo antifiingico especifico, la trichodermina

ha sido identificada de manera particular por su capacidad para inhibir la sintesis
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de proteinas ribosomales en hongos fitopatdégenos, interfiriendo en su desarrollo
celular (Ghisalberti & Sivasithamparam, 1991).

La prueba de micoparasitismo reveld diferencias significativas entre los
grupos de especies estudiadas, con valores que oscilaron entre el 16,67 % y el 100
%. T afroharzianum AZEN10 y AZEN20 alcanzaron un 100 % de micoparasitismo
frente a B. cinerea, resultado similar al reportado por Ledn et al. (2022) para
Trichoderma sp., que también alcanz6é un 100% frente al mismo fitopatogeno.
Estudios previos reportaron este mismo valor en 7. harzianum, Trichoderma virens,
Trichoderma inhamatum, Trichoderma lentiforme, T. afroharzianum, Trichoderma
afarasin 'y Trichoderma ovalisporum frente a M. roreri (Bailey et al., 2008; Reyes-
Figueroa et al., 2016; Leiva et al., 2022). Evans et al. (2002) reportaron valores
similares (100 %) para Trichoderma spirale, T. virens y T. harzianum, aislados
endofiticos de Theobroma gileri, frente a Crinipellis roreri (actualmente M. roreri).
Por su parte, Athinuwat et al. (2024) también reportaron un valor similar para 7.
virens frente a Neopestalotiopsis clavispora, agente causal del tizon floral en la flor
de flamenco (Anthurium andraeanum L.). T. asperelloides CAO7 present6 un 100 %
de micoparasitismo; estudios previos reportaron este mismo valor en 7.
asperelloides F19OM3, T. asperellum TTCO023 y Trichoderma hamatum 219b frente
a M. roreri (Bailey et al., 2008; Reyes-Figueroa et al., 2016; Leiva et al., 2022). De
manera similar, 7. paratroviride MAOQ02 también alcanzé un 100% de

micoparasitismo. Por el contrario, 7. longibrachiatum AZEN14, AZEN17, PA0O6 y
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CAO1 present6 un valor promedio del 26,67 %, inferior a lo reportado por Leiva et
al. (2022) para esta misma especie frente a M. roreri. De manera comparable,
Trichoderma sp. AZENO06 y TI15 mostraron un valor promedio de 48,34 % de
micoparasitismo. En base a ello, es importante destacar que el micoparasitismo es
una caracteristica comin de las especies de Trichoderma. Druzhinina ef al. (2011)
mencionan que mas de 1100 cepas de Trichoderma poseen actividad
micoparasitaria frente a B. cinerea. Este proceso involucra una serie de eventos, que
incluyen el reconocimiento temprano, el crecimiento dirigido, el contacto fisico, la
formacion de estructuras especializadas como apresorios, y la induccion de enzimas
degradadoras de la pared celular (Seidl ef al., 2009; Mukherjee et al., 2012; Vos et
al., 2014; Phillip et al., 2024).

El biocontrol no depende exclusivamente de la inhibicion por antibiosis o
del micoparasitismo por parte de Trichoderma spp. Calcular el potencial antagonico
de ambos mecanismos permite analizar de manera integral y representativa su
eficacia. Los resultados del potencial antagénico estuvieron en un rango de 50,61
% y 94,13 %. Los aislamientos de T. afroharzianum AZEN20 y AZEN10, T.
asperelloides CAO07 y T. paratroviride MAQO2 destacaron por presentar elevados
valores de antagonismo potencial (89,88 % - 94,13 %) frente a B. cinerea. Estos
resultados superan ampliamente el rango del 57,60 % al 78,64 % reportado para T.
afroharzianum, T. lentiforme, T. inhamatum, T. afarasin, T. harzianum, T. virens, T.

spirale, T. asperelloides, T. asperellum y Trichoderma sp. CP24-6 frente a M. roreri
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(Reyes-Figueroa et al., 2016; Leiva et al., 2020; Leiva et al., 2022). En contraste,
los aislamientos menos efectivos de nuestro estudio; 7. longibrachiatum AZEN14,
AZEN17, PA06 y CAO1, asi como Trichoderma sp. AZENO6 y T15; presentaron
valores promedio de antagonismo potencial de 53,39 % y 62,06 %,
respectivamente. No obstante, estos valores superan los promedios de 32,23 % y
23,14 % reportados para 1. longibrachiatum frente a M. roreri (Reyes-Figueroa et
al., 2016; Leiva et al., 2022).

Los metabolitos volatiles (MVs) producidos por las cepas de Trichoderma
evaluadas en este estudio demostraron un fuerte efecto inhibitorio frente a B.
cinerea, con porcentajes de inhibicidon que oscilaron entre 97,01 % y 78,52 % in
vitro y entre 75,43 % y 44,55 % in vivo. Las cepas Trichoderma sp. AZEN06 y
TI15 presentaron los promedios de inhibicidon mas elevados del 96,12 % in vitro 'y
74,87 % in vivo. Estos porcentajes de inhibicion concuerdan con los reportados en
otros estudios sobre Trichoderma endéfito. Khruengsai et al. (2021) informaron que
los MVs de T. afroharzianum, aislado de hojas de Schefflera leucantha, inhibieron
el crecimiento in vitro de Fusarium oxysporum en un 94,67 % y redujeron la
severidad de la enfermedad en chiles frescos al 13,24 % (inhibicién equivalente a
86,76 %). Phoka et al. (2020) y Rajani et al. (2021) reportaron que 7. asperelloides
PSU-P1 y T. longibrachiatum JL 5 alcanzaron inhibiciones in vitro del 84,95 %y
51,00 % frente a Ganoderma sp. y Sclerotinia sclerotiorum, respectivamente. Por

su parte, Vidal et al. (2024) reportaron que los MVs de Naganishia sp., aislado de
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Echinopsis chiloensis, inhibieron in vitro el crecimiento de B. cinerea en un 47,67
%, y en condiciones in vivo redujeron la severidad de la infeccion causada por el
mismo fitopatdgeno en bayas de uva a 43,1 % (inhibicion equivalente a 57,9 %) y
en tomate al 64,7 % (inhibicion equivalente a 35,3 %); mientras que Intana et al.
(2021) reportaron que 7. asperellum T76-14 disminuy6 en 10 mm el tamafio de la
lesion producida por Fusarium incarnatum en frutos de meldn, equivalente a una
inhibicion del 66,67 % respecto al control. La eficacia de nuestras dos cepas
endofitas podria explicarse por su capacidad de colonizar nichos ecologicos
similares a los de los fitopatogenos (raices, tallos, hojas, frutos y semillas)
(Chebotar et al., 2015; Santoyo et al., 2016; Bolivar-Anillo ef al., 2018), asi como
por la produccion de MVs con actividad antifingica dependiente de su perfil
metabdlico (Guo et al., 2020; Chavez et al., 2024). Respecto a los demas
aislamientos rizosféricos, mostraron valores de inhibicidon que oscilaron entre 85,91
% y 78,52 % in vitro, y entre 49,80 % y 44,55 % in vivo, correspondientes a 7.
paratroviride MAO2, T. afroharzianum AZEN10 y AZEN20, T asperelloides
CAO07, y T longibrachiatum AZEN17, PA06, CAO1 y AZEN14 frente a B. cinerea.
Estos resultados son similares a los reportados en otros estudios, donde se
encontraron valores de inhibicion in vitro que oscilaron entre 100 % y el 54,4 %,
para las cepas 7. koningii 27, T. harzianum, T. koningiopsis T-51, T. harzianum H22
y KNU1, T. atroviride 24, Trichoderma pleuroticola P22y T. asperellum 18, frente

a B. cinerea (Boualem et al., 2015; Joo & Hussein, 2022; You et al., 2022); mientras
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que Trichoderma album-2 inhibié un 50,38 % frente a Botrytis fabae (Barakat et
al., 2014). Asimismo, en evaluaciones in vivo, las cepas 1. koningiopsis T-51 y T.
atroviride 1C-11 lograron reducir la incidencia de la enfermedad hasta un 26,0 %
(inhibicién equivalente a 74 %) en tomate y un 17 % (inhibicion equivalente a 83
%) en bayas de arandanos (Bello ef al., 2022; You et al., 2022). Por su parte, Zhang
et al. (2025) reportaron que 1. asperellum XY 101 alcanz6 una tasa de inhibicion
del 78,96 % en ramitas de peral infectadas con Valsa pyri, agente causal del cancro
de Valsa del peral. La eficacia de los MVs de nuestros aislados también coincide
con la reportada frente a otros fitopatogenos en ensayos in vitro, a saber, T.
longibrachiatum, T. asperellum, T. koningiopsis y T. atroviride lograron inhibir el
crecimiento en un 66,29 %, 61,31 %, 54,47 % y 45,77 % frente a Alternaria
alternata, Corynespora cassiicola, F. oxysporum 'y Sclerotinia asari,
respectivamente (Wonglom et al., 2020; Rao et al., 2022; Wang et al., 2022; Phillip
et al., 2024). Esta alta eficacia de nuestras cepas es debida a que secretan una
amplia gama de MVs, que son altamente inhibidores contra fitopatdgenos. Por
ejemplo, T harzianum, T. afroharzianum, T. atroviride y T. gamsii secretan terpenos
como gamma-cadineno, allo-aromadendreno, (+)-calareno, geranilacetona,
longifoleno, alfa-selineno, B-felandreno y cedrol; compuestos aromaticos y
furdnicos como 2,4-dimetilfurano, 2-pentilfurano, dibenzofurano, p-cimeno y
creosol; aldehidos como acetaldehido, formaldehido, hexenal y decanal; alcoholes

como etanol, metanol y alcohol feniletilico; pironas como 6-pentil-2H-piran-2-ona
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(6-PP); cetonas como 3-metilacetofenona y 1-octen-3-ona; acidos orgénicos como
el acido n-hexadecanoico y el acido hexanodioico; y organosulfurados como
disulfuro de dimetilo, cuyas actividades en sinergia demostraron inhibir el
crecimiento de B. cinerea, A. alternata, Plasmopara viticola, F. oxysporum y F.
proliferatum (Chen et al., 2016; Khruengsai et al., 2021; Lazazzara et al., 2021; Joo
& Hussein, 2022; Rao et al., 2022; Rubio ef al., 2022; Philip et al., 2024). Por su
parte, T. longibrachiatum produce longifoleno, cariofileno, cedreno y cupreneno,
compuestos terpénicos que han sido relacionados con la inhibicion de
Macrophomina phaseolina (Sridharan et al., 2020). Asimismo, T. asperellum y T.
asperelloides producen una mezcla de MVs tales como 6-PP, metanotiol, 2-etil-1-
hexanol, 1-octen-3-ol, 1-nonanol y nonanal, con potencial antifingico frente a
Colletotrichum acutatum, Ganoderma sp. y A. alternata (Phoka et al., 2020;
Wonglom et al., 2020; Chavez-Aviles et al., 2024; Shemshura et al., 2024).
Curiosamente, nuestras cepas de Trichoderma mostraron una elevada eficacia de
mhibicion frente a B. cinerea en condiciones in vitro, la cual se vio disminuida en
el ensayo in vivo. Esto podria deberse a la complejidad del entorno in vivo, donde
B. cinerea coloniza la baya de uva a través de grietas o mediante la asimilacion de
nutrientes en su superficie, lo que favorece su crecimiento y penetracion en los
tejidos internos (Williamson et al., 2007; Herzog et al., 2022). En ese contexto, el
hongo se desarrolla dentro del fruto, donde los MVs pierden gran parte de su

efectividad, ya que su accion es principalmente superficial y aérea, y no logran
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difundirse adecuadamente en el interior. Por ello, B. cinerea se encuentra fisica y
quimicamente protegido de la atmdsfera rica en M Vs, lo que podria haber reducido
la eficacia de nuestras cepas.

Respecto a los metabolitos no volatiles (MNVs), la inhibicion aument6 a
medida que lo hacia la concentracidon de los metabolitos (30 %, 40 %, 50 %) (Tabla
12, Figura 22b; Tabla 14, Figura 23b; Tabla 16, Figura 24b). En las evaluaciones in
vitro, T afroharzianum AZEN20 al 50 % presentd una inhibicion del 80,81 %,
seguido de T. afroharzianum AZEN10 con un 80,12 %, frente a B. cinerea. Estos
valores superan ampliamente el 62,6 % reportado por Khairy et al. (2025) con
metabolitos de 7' reesei T1 al 50 %, y el 58,8 — 100 % obtenido por Raut et al.
(2014) con MNVs de T. harzianum T36 y T50 frente a F. graminearum, R. solani 'y
Pythium ultimum. Marques et al. (2018) documentaron un 75,69 % de inhibicion
de S. sclerotiorum por T. harzianum CEN1242 y CEN1255, y un 100 % contra
Cylindrocladium sp.; Safari Motlagh et al. (2022) alcanzaron un 91,8 % con MNVs
de T viride al 25 %; y Nagamani et al. (2017) reportaron hasta un 93,3 % contra S.
rolfsii con T. asperellum ATPU 6. Begum et al. (2018) informaron inhibiciones de
entre 73 % y 82 % contra P. ultimum, Aspergillus flavus y Rhizopus stolonifer con
MNVs de T harzianum a 200 pg/mL. De igual forma, Yogalakshmi ef al. (2021)
reportaron inhibiciones de hasta 77,77 % con 1. atroviride, y Joshi et al. (2016),
con 7. harzianum 'y T. longibrachiatum, obtuvieron hasta un 70,6 % de inhibicion

frente a Colletotrichum falcatum. En contraste, cepas de 7. longibrachiatum



179

AZEN14, AZEN17, CAO1 y PAO6, y Trichoderma sp. AZEN06 y TI115, mostraron
inhibiciones mas bajas (< 65,05 %), similares al 22 % descrito por Sridharan et al.
(2021) para T longibrachiatum EF5 contra M. phaseolina; al 20 % contra
Colletotrichum musae con MNVs de T. piluliferum al 10 % (da Costa et al., 2021);
y al 58,88 % frente a A. alternata por T. afroharzianum TRIO7 (Philip et al., 2024).
Choez-Guaranda et al. (2023) reportaron un 47,02 % de inhibicion contra
Moniliophthora perniciosa con T. spirale C10 a 10 pg/mL, y solo un 26 % contra
M. roreri a 1000 pg/mL; mientras que Ledn-Ttacca et al. (2024) solo reportaron
entre 17,3 % y 25 % de inhibicion del crecimiento micelial de B. cinerea con MNV's
de Trichoderma sp. al 50 %.

La capacidad de los MNVs para suprimir la germinacion de conidios B.
cinerea, es fundamental para prevenir nuevas infecciones. En este estudio, T
afroharzianum AZEN20 alcanz6 un 81,53 %, y T. afroharzianum AZEN10 un 79,94
% de inhibicion a 50 %. Khairy ef al. (2025) obtuvieron solo un 68,1 % con T reesei
T1 al 50 %; Nurbailis et al. (2019) documentaron un 72,21 % para T. harzianum y
un 71,41 % para 1. koningii al 10 % frente a B. cinerea y C. gloeosporioides,
respectivamente; y Rahman et al. (2011) lograron una inhibicion total (100 %) de
la germinacion de C. capsici con 2000 mg/L de MNVs de T. harzianum. Yin et al.
(2010) reportaron un 100 % de inhibicion de conidios de B. cinerea con su extracto

FBE a 48,7 mg/L.
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La eficacia in vivo suele ser menor que in vitro debido a la degradacion de
los MNVs, las barreras cuticulares y la interaccion con la microbiota. En nuestras
pruebas en bayas de uva de mesa, T. afroharzianum AZEN20 y AZEN10 al 50 %
lograron una reduccion aproximada del 55 % en el crecimiento de B. cinerea.
Khairy et al. (2025) reportaron una reduccion de la incidencia de la enfermedad por
B. cinerea de 85 % a 19,3 % (equivalente a una inhibicion del 77,3 %), y Savas et
al. (2021) obtuvieron un 86,54 % con T. atroviride EGE-K-71 yun 71,79 % con T.
harzianum EGE-K-38 al 25 % frente al mismo fitopatdogeno. En otros frutos, da
Costa et al. (2021) lograron una reduccion del 57 % en lesiones de banano con
MNVs de T piluliferum al 10 % (v/v), comparable al 56 % obtenido con imazalil.
Adebesin ef al. (2009) reportaron hasta un 100 % de proteccion contra F. oxysporum
en banano con 7! asperellum NG-T161 al 50 %; y Rauf ef al. (2024) demostraron
entre 47 % y 55 % de reduccion en la severidad de F oxysporum en guisante al 60
%, con resultados comparables a los de fungicidas comerciales. Hasnain ef al.
(2024) documentaron un 57,6 % de inhibicidn in vivo en Pisum sativum con una
combinacion de 7. viride y T. harzianum a 500 ppm. Finalmente, De Zotti et al.
(2020) mostraron mas del 95 % de reduccion del area infectada en hojas de frijol,
un 70 % en hojas de vid, y una disminucion del 45 % en la enfermedad de bayas de
uva con péptidos de Trichoderma a 50 uM frente a B. cinerea.

La variabilidad en la eficacia antifingica observada entre cepas de

Trichoderma puede explicarse por la diversidad y especificidad de sus MNVs. Estos
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compuestos, como peptaiboles, sorbicillinoides, acidos carboxilicos y terpenoides,
son producidos en perfiles Unicos segin la especie, la cepa y las condiciones
ambientales, lo que define su actividad biologica (McMullin et al., 2017; Ji et al.,
2023). Por ejemplo, los peptaiboles de T. atroviride y T. harzianum alteran la
permeabilidad de las membranas celulares de los fitopatogenos, generando efectos
letales (Schuhmacher et al., 2006). Este mecanismo puede explicar la alta
inhibicion observada en las cepas 7. afroharzianum AZEN20 y AZEN10 frente a B.
cinerea, posiblemente debido a su capacidad para sintetizar lipopéptidos o
terpenoides bioactivos, como el camazuleno, un sesquiterpeno antimicrobiano
producido por 7. asperellum YNQI1002 (Ji et al., 2023), compuesto que podria
estar ausente o presente en menor cantidad en cepas menos efectivas. Asimismo,
otras clases de MNV's como los acidos carboxilicos y los ésteres de acidos grasos,
han mostrado actividad inhibitoria contra £ oxysporum 'y C. capsici, lo que refuerza
la nocidén de que estos compuestos son claves en la capacidad antagonista de
Trichoderma (Mishra et al., 2018). En este contexto, la produccion de MNVs como
las koningininas, sorbicilinas o lipopeptaiboles (McMullin ef al., 2017) también
podria contribuir al efecto antifiungico diferencial entre cepas. Por otro lado, la
menor eficacia observada en condiciones in vivo puede atribuirse a diversos factores
fisiologicos y ambientales. Entre ellos destacan la posible degradacion enzimatica
de los MNVs por parte del hospedero, asi como la presencia de barreras fisicas en

los tejidos vegetales que limitan la difusion de los metabolitos activos. Estas
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limitaciones han sido documentadas, por ejemplo, en estudios con péptidos
derivados de Trichoderma, que muestran disminucion de actividad en matrices
biologicas complejas (De Zotti et al., 2020). Mas alla del control fitosanitario,
algunos MNVs presentan efectos positivos en la fisiologia vegetal. Un caso
destacado es el del 4cido antranilico, producido por 7. guizhouense NJAU4742, que
estimula la formacion de raices laterales a través de la modulacion de sefales
auxinicas y mecanismos redox asociados a especies reactivas de oxigeno (Chen et
al., 2024). Esto refleja el potencial dual de ciertos MNVs, no solo inhiben
fitopatdogenos, sino que también promueven el crecimiento y vigor de las plantas.
En conjunto, los resultados se alinean con la premisa de que la capacidad
biocontroladora y bioestimulante de Trichoderma depende criticamente de su
arsenal metabdlico, el cual esta regulado a nivel genético y modulado por las
interacciones ecologicas y ambientales (Gupta, 2020; Chen et al., 2024).

En conclusion, los resultados de este estudio validan el uso de MVs y MNVs
de Trichoderma spp. como una estrategia de manejo integrado de la podredumbre
gris en uva de mesa. Las cepas 7. afroharzianum AZEN10 y AZEN20, junto con 7.
asperelloides CA07 y T. paratroviride MAOQ2, destacan por su elevado potencial
antagonico (hasta 94,13 %) y su versatilidad ecologica, lo que las convierte en
candidatas prometedoras para el desarrollo de formulaciones comerciales

sostenibles.
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VI. CONCLUSIONES

Se aislaron 118 cepas nativas de Trichoderma a partir de suelos rizosféricos
de vid y tejidos de Origanum vulgare y Azorella sp., asi como cepas de Botrytis
cinerea desde racimos de uva infectados. La identificacion, basada en enfoques
morfoldgicos y filogenéticos multilocus (ITS, tefl, rpb2), reveld la presencia de
Trichoderma afroharzianum AZEN20 y AZEN10, T. longibrachiatum CAO1, PAO6,
AZEN14 y AZEN17, T. paratroviride MAO2, T. asperelloides CAO07 y Trichoderma
sp. TI15 y AZENO6, esta ultima posible especie criptica del clado Viridescens. Para
B. cinerea BO0O1, BO02 y BOO03, el andlisis de g3pdh, hsp60 y rpb2 confirmo6 su
presencia en los racimos de vid muestreados.

Los resultados experimentales confirmaron que las cepas 7. afroharzianum
AZENI10 y AZEN20, asi como T longibrachiatum AZEN14 y AZEN17, presentan
una alta capacidad antagonica frente a B. cinerea BOO1 mediante antibiosis, con
inhibiciones superiores al 87 %. Por su parte, T. asperelloides CAO07, T.
paratroviride MAO2 y T. afroharzianum AZEN10 y AZEN20 lograron un 100 % de
micoparasitismo, confirmando su eficacia como agentes de biocontrol.

Se identifico un amplio rango de eficacia antifiingica entre las cepas
evaluadas, con valores de antagonismo potencial entre 50,61 % y 94,13 %. Las

cepas lideres; T. afroharzianum AZEN20 y AZENI10, T. asperelloides CA07 y T.
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paratroviride MAO2; confirmaron una eficacia sobresaliente (> 89 %), con
diferencias significativas respecto a otras cepas menos efectivas.

Los metabolitos extracelulares, tanto volatiles (MVs) como no volatiles
(MNVs), demostraron una eficacia antifingica significativa. Los MVs de
Trichoderma sp. AZENO6 y TI15 lograron inhibiciones in vitro de hasta un 97,01
%, y en condiciones in vivo, de hasta un 75,43 %. En los ensayos in vitro, los MNVs
mostraron una eficacia antifingica dependiente de la concentracion; T
afroharzianum AZEN20 y AZEN10 alcanzaron hasta un 80,81 % de inhibicion del
crecimiento de B. cinerea a una concentracion del 50 %, en placas enmendadas con
dichos metabolitos. Asimismo, se observé un 80,81 % de inhibicién en la
germinaciéon de conidios de B. cinerea, lo que posiciona a estas cepas como
candidatas viables por su elevada eficacia. Por otra parte, en los ensayos in vivo, se
redujo significativamente la infeccion en bayas de uva de mesa, con una inhibicién
del 55,18 %, lo que evidencia el potencial biocontrolador de sus metabolitos frente

a B. cinerea.



185

VII. RECOMENDACIONES

Se sugiere realizar ensayos complementarios en condiciones de campo, en
distintas etapas fenologicas del cultivo de uva de mesa, a fin de evaluar la eficacia
de los metabolitos de Trichoderma spp. en situaciones ambientales mas variables.

Se recomienda incorporar herramientas de secuenciacion de nueva
generacion (NGS) para una caracterizacidon mas profunda de los perfiles genéticos
y metabdlicos de cepas de Trichoderma spp. con alto potencial, lo que podria
revelar rutas biosintéticas involucradas y facilitar procesos biotecnologicos.

Es fundamental realizar estudios quimicos detallados para identificar los
compuestos especificos presentes en los metabolitos volatiles y no volatiles de
Trichoderma spp. mediante técnicas como GC-MS o LC-MS. Esta caracterizacion
permitira correlacionar estructuras quimicas con actividad antifingica, optimizar su
uso biotecnologico y facilitar el desarrollo de formulaciones comerciales

estandarizadas.
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IX. ANEXOS

Anexo 1. Analisis de varianza para el porcentaje de inhibicion del crecimiento de

Botrytis cinerea BOO1 por cepas de Trichoderma en ensayo de antibiosis.

Grados de Suma de  Cuadrado Valor p
Fuente Valor F
libertad cuadrados medio (0,05)
Cepa 9 1521,50 169,06 15,34 0,000
Error 20 220,40 11,02
Total 29 1741,90

Coeficiente de variacion (C. V.) = 9,58 %

Anexo 2. Analisis de varianza para el porcentaje de micoparasitismo de

Trichoderma frente a Botrytis cinerea BOO1.

Grados de Suma de  Cuadrado Valor p
Fuente Valor F
libertad cuadrados medio (0,05)
Cepa 9 71060 7895,60 22,26 0,000
Error 50 17733 354,70
Total 59 88793

C.V.=14,30%
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Anexo 3. Analisis de varianza para el porcentaje de antagonismo potencial de cepas

de Trichoderma frente a Botrytis cinerea BOO1.

Grados de Suma de  Cuadrado Valor p
Fuente Valor F
libertad cuadrados medio (0,05)
Cepa 9 10263,80 1140,42 29,65 0,000
Error 20 769,30 38,47
Total 29 11033,10
C.V.=17,63 %

Anexo 4. Analisis de varianza del efecto inhibitorio in vitro de metabolitos volatiles

de cepas de Trichoderma spp. sobre Botrytis cinerea BOO1.

Grados de Suma de  Cuadrado Valor p
Fuente Valor F
libertad cuadrados medio (0,05)
Cepa 9 2185 242,82 2,69 0,012
Error 50 4509 90,18
Total 59 6694

C.V.=1257T%
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Anexo 5. Analisis de varianza del efecto inhibitorio in vivo de metabolitos volatiles

de cepas de Trichoderma spp. sobre Botrytis cinerea BOO1.

Grados de Sumade Cuadrado Valor p
Fuente Valor F
libertad cuadrados medio (0,05)
Cepa 9 5345,10 593,90 18,99 0,000
Error 30 938,10 31,27
Total 39 6283,10

C.V.=24,43 %

Anexo 6. Andlisis de varianza del efecto inhibitorio in vitro de los MNVs (30 %)

de Trichoderma spp. sobre Botrytis cinerea BOO1.

Gradosde Sumade Cuadrado Valor p
Fuente Valor F
libertad cuadrados medio (0,05)
Cepa 9 8521,60 946,85 81,50 0,000
Error 20 232,30 11,62
Total 29 8754,00

C.V.=19,12%
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Anexo 7. Andlisis de varianza del efecto inhibitorio in vitro de los MNVs (40 %)

de Trichoderma spp. sobre Botrytis cinerea BOO1.

Grados de Suma de Cuadrado Valor p
Fuente Valor F
libertad  cuadrados  medio (0,05)
Cepa 9 7818,50 868,73 30,53 0,000
Error 20 569,10 28,45
Total 29 8387,60
C. V.=19,68 %

Anexo 8. Andlisis de varianza del efecto inhibitorio in vitro de los MNVs (50 %)

de Trichoderma spp. sobre Botrytis cinerea BOO1.

Gradosde Sumade Cuadrado Valor p
Fuente Valor F
libertad cuadrados  medio (0,05)
Cepa 9 2681,10 297,90 10,84 0,000
Error 20 549,70 27,48
Total 29 3230,80

C.V.=16,32%
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Anexo 9. Analisis de varianza del efecto inhibitorio in vitro de los MNVs de

Trichoderma spp. sobre Botrytis cinerea BOO1 a diferentes concentraciones.

Grados de  Suma de Cuadrado Valor p
Fuente Valor F
libertad cuadrados medio (0,05)
Concentracion 3 31787 10595,60 46,29 0,000
Error 89 20372 228,90
Total 92 52159

C.V.=11,82%

Anexo 10. Analisis de varianza del efecto inhibitorio in vitro de los MNVs (30 %)

de Trichoderma spp. sobre la germinacion de conidios de Botrytis cinerea BOO1.

Gradosde Suma de Cuadrado Valor p
Fuente Valor F
libertad cuadrados medio (0,05)
Cepa 9 259,40 28,83 2,80 0,026
Error 20 205,80 10,29
Total 29 465,20

C.V.=7,67%
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Anexo 11. Andlisis de varianza del efecto inhibitorio in vitro de los MNVs (40 %)

de Trichoderma spp. sobre la germinacion de conidios de Botrytis cinerea BOO1.

Grados de Suma de Cuadrado Valor p
Fuente Valor F
libertad cuadrados medio (0,05)
Cepa 9 388,30 43,14 4,08 0,004
Error 20 211,30 10,56
Total 29 599,50

C.V.=728%

Anexo 12. Analisis de varianza del efecto inhibitorio in vitro de los MNVs (50 %)

de Trichoderma spp. sobre la germinacion de conidios de Botrytis cinerea BOO1.

Gradosde Suma de Cuadrado Valor p
Fuente Valor F
libertad cuadrados medio (0,05)
Cepa 9 733,80 81,54 8,30 0,000
Error 20 196,50 9,82
Total 29 930,30

C.V.=7.81%
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Anexo 13. Analisis de varianza del efecto inhibitorio in vitro de los MNVs de

Trichoderma spp. sobre la germinacion de conidios de Botrytis cinerea BOO1 a

diferentes concentraciones.

Grados de Suma de Cuadrado

Valor p
Fuente Valor F
libertad cuadrados medio (0,05)
Concentracion 3 8155 2718.,39 121,16 0,000
Error 89 1997 22,44
Total 92 10152
C.V.=16,61 %

Anexo 14. Analisis de varianza del efecto inhibitorio in vivo de MNVs (30 %) de

Trichoderma spp. sobre Botrytis cinerea BOO1.

Grados de Suma de Cuadrado

Valor p
Fuente Valor F
libertad cuadrados medio (0,05)
Cepa 9 925,40 102,83 2,95 0,121
Error 20 696,70 34,84
Total 29 1622,10

C.V.=1442%
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Anexo 15. Analisis de varianza del efecto inhibitorio in vivo de MNVs (40 %) de

Trichoderma spp. sobre Botrytis cinerea BOO1.

Grados de Suma de Cuadrado Valor p
Fuente Valor F
libertad cuadrados  medio (0,05)
Cepa 9 595,20 66,13 1,75 0,143
Error 20 756,40 37,82
Total 29 1351,60

C.V.=1991 %

Anexo 16. Analisis de varianza del efecto inhibitorio in vivo de MNVs (50 %) de

Trichoderma spp. sobre Botrytis cinerea BOO1.

Grados de Suma de Cuadrado Valor p
Fuente Valor F
libertad cuadrados medio (0,05)
Cepa 9 763,90 84,88 1,18 0,359
Error 20 1438,30 71,91
Total 29 2202,20

C.V.=1835%
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Anexo 17. Analisis de varianza del efecto inhibitorio in vivo de los MNVs de

Trichoderma spp. sobre Botrytis cinerea BOO1 a diferentes concentraciones.

Grados de Suma de Cuadrado Valor p
Fuente Valor F
libertad cuadrados medio (0,05)
Concentracion 3 24396 8132,14 139,72 0,000
Error 89 5180 58,20
Total 92 29576

C.V.=21,55%
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