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RESUMEN

Herndndez Gonzalez, Natali Guadalupe. Maestria en Ciencias en Ingenieria
Bioquimica. Unidad de Investigacion y Desarrollo en Alimentos del Instituto
Tecnolégico de Veracruz. Junio, 2017. Efecto de Pochonia chlamydosporia var.
catenulata y Trichoderma spp. sobre el crecimiento de plantas de tomate
(Solanum lycopersicum) y cacao (Theobroma cacao L.). Asesores: Dr. Mario
Ramirez Lepe, Dra. Cynthia Cano Sarmiento, Dra. Maria del Jesus Perea Flores.

Todas las plantas en los ecosistemas naturales parecen tener relaciones
simbidticas con microorganismos (MO). Las interacciones entre plantas y MO en la
rizosfera son clave de la salud vegetal, la productividad y la fertilidad del suelo. Estos
MO incrementan el reciclaje y la solubilizacion de nutrientes minerales, sintetizan
vitaminas, aminodcidos y hormonas. Se sabe que la inoculacion de semillas o suelos
con MO solubilizantes de fosfatos da como resultado un mayor rendimiento de los
cultivos. El género de Pochonia clamydosporia y Trichoderma spp. son enddfitos
gue tienen la capacidad de colonizar las raices de las plantas, promoviendo su
crecimiento, resistencia a las enfermedades y estimulan las defensas contra
microorganismos fitopatégenos. Sin embargo son muy pocos estudios sobre el
efecto que genera la combinacion de dos especies de hongos endéfitos en plantas
de tomate y cacao. Por lo anterior, el objetivo general de este trabajo fue evaluar el
efecto enddfitico que tiene la combinacion de las especies de Trichoderma y
Pochonia Chlamydosporia var. catenulata en el crecimiento de plantulas de tomate

(S. lycopersicum) y cacao (T. Cacao L).

En los experimentos realizados con las plantulas de tomate, el aislado de P.
chlamydosporia logro incrementar dos veces el nimero de raices secundarias y en
cuanto al peso fresco aumento hasta 9 g mas con respecto al testigo. En cuanto a los
tratamientos con los aislados VSL 20 y VL 104 se observa una reduccion en el
namero de raices secundarias y el peso total fresco. Los resultados de la

combinacion de las especies de Trichoderma y P. chlamydosporia no se observa
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efectos benéficos. Del mismo modo los estudios realizados con plantulas de cacao,
el tratamiento con P. chlamydosporia no fue capaz de aumentar el nimero de raices
secundarias ni el peso fresco, en el resto de los tratamientos hubo una reduccién en

el numero de raices secundarias y peso fresco.

Concluyendo que la combinacién de las especies ensayadas de Trichoderma
spp. Y Pochonia clamydosporia no tienen efecto sobre el numero de raices
secundarias y peso de plantas de tomate y cacao.



ABSTRACT

Hernandez Gonzélez, Natali Guadalupe. Maestria en Ciencias en Ingenieria
Bioquimica. Unidad de Investigacion y Desarrollo en Alimentos del Instituto
Tecnolégico de Veracruz. Junio, 2017. Efecto de Pochonia chlamydosporia var.
catenulata y Trichoderma spp. sobre el crecimiento de plantas de tomate
(Solanum lycopersicum) y cacao (Theobroma cacao L.). Asesores: Dr. Mario
Ramirez Lepe, Dra. Cynthia Cano Sarmiento, Dra. Maria de Jesus Perea Flores.

All plants in natural ecosystems seem to have symbiotic relationships with
microorganisms (MO). The interactions between plants and MO in the rhizosphere
are key to plant health, productivity and soil fertility. These MOs increase the
recycling and solubilization of mineral nutrients, synthesizing vitamins, amino acids
and hormones. Inoculation of seeds or soils with phosphate solubilizing MOs is
known to result in increased crop yields. The genus Pochonia clamydosporia and
Trichoderma spp. Are endophytes that have the ability to colonize the roots of plants,
promoting their growth, resistance to diseases and stimulate the defenses against
phytopathogenic microorganisms. However, there are very few studies on the effect
of combining two species of endophyte fungi on tomato and cacao plants. Therefore,
the general objective of this work was to evaluate the endophytic effect of the
combination of Trichoderma and Pochonia Chlamydosporia var. Catenulata in the

growth of tomato plants (S. lycopersicum) and cocoa (T. cocoa L.).

In the experiments carried out with tomato plants, the isolate of P.
chlamydosporia was able to increase the number of secondary roots twice and, in
terms of fresh weight, increased up to 9 g more than the control. Regarding the
treatments with VSL 20 and VL 104 isolates, a reduction in the number of secondary
roots and the total fresh weight was observed. The results of the combination of the

species of Trichoderma and P. chlamydosporia do not observe beneficial effects. In

Vv



ABSTRACT

the same way the studies with cocoa seedlings, the treatment with P. chlamydosporia
was not able to increase the number of secondary roots nor the fresh weight, in the
rest of the treatments there was a reduction in the number of secondary roots and
fresh weight.

Concluding that the combination of the tested species of Trichoderma spp. And
Pochonia clamydosporia have no effect on the number of secondary roots and weight
of tomato and cacao plants.

Vi
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1 INTRODUCCION

Todas las plantas en los ecosistemas naturales parecen tener relaciones
simbidticas con hongos endofitos (Rodriguez et al., 2009). Se han reportado efectos
benéficos de la introduccion de microorganismos especificos en el crecimiento de las
plantas en numerosos cultivos, incluyendo el tomate (Lycopersicon esculentum Mill.)
cultivado en condiciones de campo (Kokalis et al., 2002) o invernadero en medios
organicos (Guo et al., 2004). Estos microorganismos benéficos denominados PGPR
(rizobacteria que promueve el crecimiento de las plantas) o PGPF (hongos que
promueven el crecimiento de las plantas) aumentan el crecimiento de las plantas a
través de numerosos mecanismos, incluyendo la proteccion de las raices contra la
infeccion por patégenos menores y mayores (Whipps, 1997); La disponibilidad de
nutrientes para la planta huésped, la reduccion del nivel de etileno dentro de la planta
o la mejora en la produccion de compuestos estimulantes, como los reguladores del
crecimiento de las plantas (Antoun y Prévost, 2005). Entre los reguladores del
crecimiento de las plantas, el acido indol-3-acético (IAA) es la auxina natural mas
comun que se encuentra en las plantas y se cree que su efecto positivo en el
crecimiento y morfologia de las raices aumenta el acceso a mas nutrientes en el
suelo (Vessey, 2003). El fésforo es uno de los principales nutrientes de las plantas
que limitan su crecimiento. La mayoria de los nutrientes esenciales de las plantas,
incluido el fésforo, permanecen en forma insoluble en el suelo. Una gran parte de los
fosfatos inorganicos aplicados al suelo como fertilizante se inmoviliza rapidamente
después de la aplicacion y se vuelve no disponible para las plantas (Nautiyal, 1999).
Hongos como Trichoderma spp. (Hermosa et al., 2012) y Pochonia chlamydosporia
(Zavala et al., 2015) son enddfitos de las raices de algunas plantas. Estos
microorganismos pueden formar asociaciones endofiticas e interactuar con otros
microbios en la rizésfera, influyendo asi en la proteccion contra enfermedades, el
crecimiento de las plantas y el rendimiento (Hermosa et al., 2012). Estos hongos
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han demostrado mejorar los rendimientos de cultivos como el algodén, chile, limon,
papa, berenjena, lechuga, trigo, cebada y las plantas ornamentales tuberosa
(Polyanthus tuberosa L.), petunia (Petunia hybrid Vilm.) y amapola (Papaver rhoeas
L.) (Zavala et al., 2015). Ademas, se ha reportado que P. chlamydosporia sola o
usada en combinacion con Pseudomonas aeruginosa aumentd la altura de las

plantas de tomate en experimentos de campo (Siddiqui y Shaukat, 2003).

El tomate es una planta importante para la alimentacion humana y se ha
convertido en uno de los cultivos horticolas mas utilizados en el mundo (Zavala et al.,
2015). México es considerado el principal exportador de tomate fresco a nivel
mundial, que se destinan principalmente a EEUU. El pais exporta alrededor de 1.5
millones de toneladas anuales, que representan entre el 50 y 70% del volumen de
produccion (SHCP, 2014). De acuerdo con estadisticas del Servicio de Informacién
Agroalimentaria y Pesquera (SIAP), en 2016 el volumen de produccion ascendio a
3.3 millones de toneladas, cifra que significa un crecimiento de 8.1% respecto del
afo previo, colocdndose asi como el 3er. cultivo con mayor valor econémico en el
pais (SIAP, 2017).

Theobroma cacao (cacao), la fuente del chocolate, es un arbol tropical de
sotobosque. Los arboles de cacao soportan una comunidad microbiana diversa que
incluye muchos hongos endofiticos. Investigaciones recientes han identificado
aislamientos de muchas especies de Trichoderma que son endofiticas en el cacao.
En el cacao, las especies de Trichoderma se estan estudiando principalmente por su
capacidad para controlar enfermedades (Bae et al., 2009). En México la superficie
de cacao se extiende en Tabasco, Guerrero y Chiapas, teniendo un volumen de
producciéon anual de 28 mil toneladas para 2015, ocupando el octavo lugar como
productor a nivel mundial. En relacibn a comercio Exterior cabe decir que México
exporta 39.4% del cacao producido a Estados Unidos, aunque también paises

europeos adquieren el grano mexicano (SIAP, 2016).

No obstante, y a pesar de los estudios de diversos microorganismos como

agentes de control bioldgico, los mecanismos que pueden regular la promocién de
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crecimiento a los cultivos por P. chlamydosporia y Trichoderma spp. permanecen
como objeto de investigacion. En principio, los estimulos propiciados por la
combinacion de estos dos hongos podrian ser similares a los ya documentados en
otros microorganismos de la rizosfera. Por ello este estudio evaluara el efecto de P.
chlamydosporia y Trichoderma spp. en el crecimiento de plantulas de tomate y

cacao.



2 ANTECEDENTES

2.1 Los hongos enddéfitos: diversidad y roles funcionales

Todas las plantas de los ecosistemas naturales son simbidticas con hongos
micorrizicos y / o con hongos endofitos. Estos simbiontes fungicos pueden tener
efectos profundos sobre la ecologia, la aptitud y la evolucién de las plantas, dando
forma a las comunidades vegetales y manifestando fuertes efectos sobre la
estructura comunitaria y la diversidad de organismos asociados (por ejemplo,

bacterias, nematodos e Insectos).

A diferencia de los hongos micorrizicos que colonizan las raices de las plantas y
crecen en la rizosfera, las enddfitas residen enteramente dentro de los tejidos de las
plantas y pueden crecer dentro de las raices, tallos y / o hojas, emergiendo para

esporular a la senescencia de plantas o tejido huésped (Rodriguez et al., 2009) .

2.2 Pochonia chlamydosporia

Pochonia chlamydosporia (Goddard) Zare & Gams es un parasito facultativo de
huevos y hembras de nematodos formadores de quistes y de nematodos
agalladores. Se encuentra ampliamente distribuida y se ha desarrollado como agente
de control biolégico. ElI hongo puede proliferar en la rizosfera donde presumiblemente
crece en exudados de la raiz de plantas, pero en presencia de los nematodos
pardsitos de las plantas puede cambiar su estado tréfico y convertirse en un parasito

de huevos de nematodos (Kerry y Hirsch, 2011).
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2.2.1 Mecanismo de accion de P. chlamydosporia sobre nematodos

El genoma de este hongo contiene genes que codifican enzimas hidroliticas, tales

como proteasas, glucosidasas y carboxiesterasas (Larriba et al., 2014).

Las proteasas juegan un rol importante en la infeccién de las hembras y huevos de
nematodos. Pochonia rubescens produce la serin proteasa P32 al infectar huevos de
Heterodera schachtii (Lopez y Robertson, 1992), mientras que P. chlamydosporia
produce la proteasa VCP1 al infectar huevos de Meloidogyne incognita (Segers et al.,
1996). Estas dos son los principales factores de virulencia en estos hongos (Larriba,
et al., 2012), secretadas durante la patogénesis de huevos de nematodos (Morton et
al., 2003) y se producen constitutivamente en los conidios en ausencia de huevos de

nematodos (Lopez et al., 2002).

Estudios recientes demuestran que la serin carboxipertidasa SCP1 de P.
chlamydosporia posee elementos promotores similares a VCP1, lo que sugiere que
la expresion de SCP1 esta regulada por los mismos factores de transcripcion que
VCP1 y por esto también podria estar implicada en el parasitismo de huevos de
nematodos (Larriba et al., 2012). Se ha observado que la expresion de genes estan
sujetos a la regulacion de carbono, nitrdgeno y pH; y que la presencia de huevos de

nematodos estimula la produccién de VCP1 (Ward et al., 2012).

2.2.2 Mecanismo enddéfitico de P. chlamydosporia con la planta.

P. chlamydosporia puede sobrevivir en el suelo en ausencia de huevos de
nematodos y entre variedades hay diferencias en su capacidad para colonizar las
raices de las plantas. También se ha demostrado que no tiene efectos adversos en el
crecimiento de las plantas (De Leij y Kerry, 1991).

Recientemente, se detect6 la expresion de las enzimas VCP1, P32 y de SCP1

durante la colonizacién endofitica de las raices de cebada por estos hongos.
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El hongo elicita defensas bioquimicas y estructurales de las plantas (Macia et al.,
2009, Escudero y Lopez, 2012) promoviendo el crecimiento radicular (Monfort et al.
2006, Zavala et al., 2015).

2.2.3 Estilo de vida de P. chlamydosporia

P. chlamydosporia tiene un estilo de vida tritr6fico como parasito, saprétrofo y
enddfitico (Figura 2-1) puede habitar en el suelo de manera saprotrofica y colonizar el
rizoplano (Larriba et al,. 2014). Se comporta como parasito infestando los huevos y
hembras de nematodos. Y también puede vivir de manera enddfitica colonizando la
corteza pero no dafa el sistema vascular de la raiz, promoviendo asi su crecimiento
y elicitando las defensas de las plantas. Este comportamiento multitréfico hace que
P. chlamydosporia sea una herramienta potencialmente atil para enfoques de

agricultura sostenible (Bordallo et al., 2001, Macia et al., 2009, Larriba, et al., 2014).

Host barrier (e.g. Cell Wall)

FIGURA 2-1. Estilo de vida tritréfico de P. chlamydosporia. P) se muestra a P.
chlamydosporia parasitando huevos de Meloidogyne javanica, S) se muestra una
clamidospora como las que se encuentran en el suelo (saprofito de suelos), E) se
muestra a P. chlamydosporia colonizando endofiticamente raices de cebada (Larriba
et al., 2014).
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2.2.4 Produccién de enzimas extracelulares por diferentes aislamientos de P.

chlamydosporia

Aungue en las actividades enzimaticas se utilizan sustratos artificiales, podrian imitar
la respuesta de P. chlamydosporia cuando se encuentra en contacto con huevos de
nematodos. Debido a que la primera capa de la cascara de huevo del nematodo
contiene principalmente proteina, las proteasas pueden ser las primeras enzimas
segregadas por el hongo germinador, pero también se requieren a través del tiempo
para degradar las capas media e interna de la cascara de huevo que también
contienen proteina, quitina y lipidos. En los hongos entomopatogenos, las proteasas
son secretadas en las etapas iniciales de la infeccidén, seguidas de quitinasas. La
produccién de exoquitinasas por Micopatdgenos en la Ultima etapa de la infeccion
puede jugar un papel en la inhibicion del desarrollo de otros competidores

microbianos para quitina.

Esteves et al., (2009) observaron que en la induccion de enzimas las quitinasas
fueron las enzimas secretadas con mayor actividad especifica, seguidas de
esterasas y proteasas. La capa de la cascara de huevo que contiene la quitina es la
mas gruesa de las tres capas y es probablemente la razon por la que el hongo
produce grandes cantidades de esta enzima. El papel de las esterasas en la

fisiologia de este hongo no esta claro.

Se ha detectado una alta actividad de esterasa en los filtrados de cultivo de P.
chlamydosporia y en la enzima VCP1 pura. La enzima VCP1 es altamente activo en
la hidrolizacion de ésteres de cadena corta (C4-C6) y medio (C7-C10). La capacidad
de degradar tanto las cadenas largas como las cortas de ésteres puede reflejar la
versatilidad nutricional de P. chlamydosporia. Se sabe que las esteras son
importantes en los procesos metabdlicos fingicos y en la degradacion del sustrato,
pero su papel en la virulencia no ha sido investigado en hongos nematéfagos.
Ademas, una alta capacidad saprotrofica competitiva, una rapida germinacion de
esporas y una alta tasa de crecimiento pueden depender de una alta produccion de

enzimas extracelulares.
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P. chlamydosporia puede no ser considerado un hongo con gran capacidad
saprotrofica, ya que es un competidor débil en el suelo, sin embargo, debe producir

enzimas para sobrevivir como un saprotrofo.

La seleccién de aislamientos para el biocontrol potencial de nematodos e insectos ha
incluido estudios sobre la produccion de enzimas. Pero parametros como la
virulencia, la capacidad saprotréfica y la produccion de esporas deben ser

considerados en la seleccion de potenciales agentes de biocontrol.

2.3 Trichoderma

Trichoderma (teleomorfo Hypocrea) es un género fungico encontrado en muchos
ecosistemas. Algunas cepas tienen la capacidad de reducir la gravedad de las
enfermedades de las plantas al inhibir los patégenos de las plantas, principalmente
en el suelo o en las raices de las plantas, a través de su alto potencial antagénico y
mioparasitico. La presencia de presas fangicas y la disponibilidad de nutrientes
derivados de raices pueden haber sido los principales atractores de los antepasados
de Trichoderma para establecerse en la rizosfera y facilitar la evolucion de las
interacciones positivas con las plantas. Se ha reportado el control de una amplia
gama de patdgenos vegetales, incluyendo hongos, oomicetos, bacterias y
enfermedades virales, a través de la induccion por Trichoderma de la Resistencia
sistémica inducida o resistencia localizada. Se ha demostrado que algunas cepas
competentes de la rizosfera de Trichoderma tienen efectos directos sobre las plantas,
aumentando su potencial de crecimiento y absorcién de nutrientes, la eficiencia del
uso de fertilizantes, el porcentaje y la velocidad de germinacion de las semillas y la

estimulacién de las defensas contra el dafio biético y abiético (Hermosa et al., 2012).
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2.3.1 Trichoderma spp. puede colonizar los espacios intercelulares de las

raices
Las cepas de Trichoderma se encuentran en muchos ecosistemas de raices.

De manera similar a la situacion con las micorrizas, los polisacaridos altamente
hidratados de la capa de mucilago secretada por las raices y los mono y disacaridos
excretados por las raices de las plantas en la rizosfera estimulan el crecimiento de
los hongos. Se ha observado que la sacarosa derivada de plantas es un importante
recurso proporcionado a las células de Trichoderma para facilitar la colonizacion de
las raices, la coordinaciéon de los mecanismos de defensa y el aumento de la tasa de

fotosintesis foliar (Vargas et al.,2009).

Las cepas capaces de promover el crecimiento de las plantas y proporcionar
proteccion contra las infecciones deben ser capaces de colonizar las raices de las
plantas. La colonizacion implica una capacidad para reconocer y adherirse a las
raices, penetrar en la planta y soportar metabolitos toxicos producidos por la planta

en respuesta a la invasion (Hermosa et al., 2012).

En Trichoderma, la adherencia a la superficie de la raiz puede estar mediada por
Enzimas, que son pequefias proteinas hidréfobas de la capa externa de la pared
celular que recubren la superficie celular de hongos, que se ha demostrado que
apoya la colonizacion de las raices de las plantas, posiblemente aumentando su
fijacion a la superficie de la raiz y protegiendo las puntas de hifas de los compuestos
de defensa vegetal (Viterbo y Chet 2006).

2.3.2 Efectos beneficiosos de lainteraccién Trichoderma-planta

La inmunidad y el desarrollo de las plantas estan interconectados en una red de vias

de liberacién de hormonas (Pieterse et al., 2009).

Trichoderma puede formar asociaciones endofiticas e interactuar con otros
microorganismos en la rizésfera, influyendo asi en la proteccion contra

enfermedades, el crecimiento de las plantas y el rendimiento. La asociacion planta-
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microorganismo (Figura 2-2) implica el reconocimiento molecular entre los dos socios
a través de una red de sefializacibn mediada por las hormonas vegetales acido
salicilico (SA), acido jasmonico (JA) y etileno (ET). JA'y ET se han descrito como
moléculas de transduccion de sefiales para la resistencia sistémica inducida (ISR)
debido al efecto de microorganismos beneficiosos, y la via de transduccién de
sefales a través de la acumulacion de SA se encuentra en la resistencia sistémica
adquirida (SAR) inducida por ataque de patdégenos. Una caracteristica comun de las
respuestas ISR a los microbios beneficiosos es el cebado para mejorar la defensa.
En plantas cebadas, las respuestas de defensa no se activan directamente, sino que
se aceleran al ataque de patdgenos o insectos, resultando en una resistencia mas

rapida y fuerte al atacante encontrado (Van Wees et al., 2008).

Cebadores de respuestas de defensa
tras la exposicion al estrés bidtico
/abidtico.

ETIA Cepa de sefalizacion/
T SA Dependiente del indculo

Raices secundarias y la promocion del
crecimiento inducidos por el IAA y la
actividad ACCD/ dependiente del
genotipo de la planta

Secrecién de moléculas en el
apoplasto de la raiz, Inductores de la
respuesta ISR.

™
—

Antagonismo directo / micoparasitismo

FIGURA 2-2. Representacion esquematica de la sefializacion molecular de la planta
de Trichoderma y de los efectos inducidos por las plantas. T, Trichoderma; P,
patogeno; IAA, acido indol -3- acético; ACCD, ACC desaminase; ET, etileno; JA,
acido jasmonico; SA, acido salicilico; ISR, resistencia sistémica inducida. (Hermosa
et al., 2012).
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2.4 Uso de Microorganismos endofitos en cultivos de interés econdémico.

Los siguientes estudios demuestran que diversos hongos endofitos presentan
diversos beneficios, como la capacidad de promover el crecimiento y la proteccion
frente a hongos fitopatogenos y nematodos parasitos en cultivos de interés

econdmico.

Siddiqui y Shaukat (2003) ensayaron la cepa IE-6 de Pseudomonas aeruginosa y un
antagonista de hongos, Pochonia chlamydosporia, para determinar su capacidad
para inhibir el crecimiento micelial de hongos infectantes de raiz en condiciones de
laboratorio incluyendo Macrophomina phaseolina, Fusarium oxysporum, F. solani y
Rhizoctonia Solani. También se determiné la eficacia del control biologico de la
bacteria y del hongo solos o en combinacion para el control de hongos que infectan
las raices en condiciones de campo. Los experimentos de campo revelaron que
Pochonia chlamydosporia y P. aeruginosa suprimieron significativamente los hongos
infectantes de raiz M. phaseolina, F. oxysporum, F. solani y R. solani y que la
combinacion de los dos causé una mayor inhibicion de la Patdgenos fungicos que
solo. La aplicacién de P. chlamydosporia y P. aeruginosa en el suelo también dio

lugar a un mayor crecimiento de las plantas de tomate.

Gravel et al., (2007) evaluaron Pseudomonas putida y Trichoderma atroviride para
determinar su efecto promotor sobre el crecimiento de plantas de tomate sanas
maduras cultivadas bajo condiciones hidropénicas. Se demostré que P. putida y T.
atroviride mejoran los rendimientos de la fruta. Se investigd la produccion o
degradacion del acido indolacético (IAA) por los dos microorganismos como posibles
mecanismos para la estimulacion del crecimiento de las plantas. Tanto P. putida
como T. atroviride produjeron IAA. P. putida y T. atroviride también aumentaron el
peso fresco tanto de la rama como de las raices de las plantulas de tomate crecidas

en presencia de concentraciones crecientes de L-triptéfano (hasta 0,75 mM).

Ambos microorganismos mostraron degradacion parcial de IAA in vitro cuando se
cultivaron en un medio minimo con o0 sin sacarosa. Ademas, se investigo la
capacidad de estos microorganismos para reducir el efecto deletéreo de IAA

11
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exdgeno utilizando plantulas de tomate. Los resultados mostraron que las raices de
plantulas de tomate crecidas en presencia de concentraciones crecientes de I1AA (0—
10 pug mlt) fueron significativamente mas largas cuando las semillas fueron tratadas
previamente con P. putida o T. atroviride. La reduccion del efecto perjudicial del IAA
sobre el alargamiento de las raices podria estar asociada con una reduccion de la
produccion de etileno resultante de una disminucion de su precursor acido 1-
aminociclopropano-1-carboxilico (ACC) por degradacion microbiana de IAA en la
rizosfera'y / o por ACC desaminasa presente en ambos microorganismos.

De Souza et al. (2008) estudiaron el potencial endofitico de Trichoderma stromaticum
tanto en los tejidos de brotes y raices de cacao estéril y no estéril y plantulas de frijol.
Demostraron que T. stromaticum es capaz de colonizar extensivamente tanto cacao
como plantas de frijol cultivadas en condiciones estériles. Sin embargo, la
colonizacion fue menor cuando las plantas crecieron en condiciones no estériles,
especialmente en los tejidos de brotes. La colonizacién enddfitica de plantas de
cacao por T. stromaticum no dio lugar a la promocion del crecimiento de las plantas
ni resistencia inducida contra M. perniciosa en plantulas que habian sido tratadas 30
dias antes de la aplicacion del patdgeno. Estos resultados fueron confirmados por
estudios de Northern blot, en los que el hongo no pudo alterar la expresion de genes
seleccionados implicados en la defensa de las plantas, tales como ChiB, una
supuesta clase VII de quitinasa, Glu-1, una putativa endo-1,4-B-glucanasa , Caf-1,
una supuesta sintasa de cafeina, y Per-1 Apoplasico-Quiacol-peroxidasa, genes
implicados en la regulacion del crecimiento de las plantas TcCORFX-1 y TcLhca-1

involucrados en la produccién de energia.

Siddiqui y Akhtar (2009) estudiaron el efecto de P. chlamydosporia, Paecilomyces
lilacinus y Trichoderma harzianum, y algunas rizobacterias promotoras de
crecimiento solas o en combinacién, para evaluar su efecto en el desarrollo de
tomate y la reproduccion de M. incognita. Aunque la combinacion de tratamientos no
mostré diferencias respecto al tratamiento testigo, las plantas inoculadas con P.

chlamydosporia o Paenibacillus polymyxa fueron las que presentaron mayor

12
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desarrollo vegetativo y, de igual forma, las que menor indice de agallas presentaron.
Con ello se demostr6 que P. chlamydosporia es compatible con otros

microorganismos y que puede promover el crecimiento de plantas de tomate.

Bae et al., (2009) estudio el impacto del hongo enddfitico DIS 219b de Trichoderma
hamatum sobre la respuesta del cacao a la sequia. La colonizacion por DIS 219b
retrasd los cambios inducidos por la sequia en la conductancia estomatica, la
fotosintesis neta y las emisiones de fluorescencia verde. La sequia indujo un
aumento en la concentracion de muchos aminoacidos en las hojas de cacao,
mientras que la colonizacibn de DIS 219b causé una disminucion en las
concentraciones de &cido aspartico y acido glutamico y un aumento en las
concentraciones de alanina y acido g-aminobutirico. Con 0 sin exposicion a
condiciones de sequia, la colonizaciébn por DIS 219b promovié el crecimiento de
plantulas, siendo los efectos mas consistentes un aumento en el peso fresco de raiz,
peso seco de raiz y contenido de agua de raiz. Las plantulas colonizadas fueron mas
lentas a marchitarse en respuesta a la sequia, medida por una disminucién en la
caida del angulo foliar. El principal efecto directo de la colonizacién del DIS 219b fue
la promocién del crecimiento de las raices, independientemente del estado del agua,
y un aumento en el contenido de agua que se propone causé un retraso en muchos

aspectos de la respuesta a la sequia del cacao.

Zhang, et al., (2012) realizo experimentos en laboratorio y en invernadero y
compararon la promocion del crecimiento del pepino por el mutante Trichoderma
harzianum T-E5 versus el tipo salvaje SQR-T037 y los fertilizantes bio-organicos
fortificados con ellos. El mutante T-E5 se seleccioné basandose en la produccion de
hormonas vegetales en fermentacion liquida y luego los efectos de T-E5 y SQR-
T037 para promover el crecimiento de plantas y colonizacién de raices de plantas y
suelo de rizosfera de pepino. Obteniendo como resultados que la produccion de
acido indol-acético (IAA) por T-E5 se increment6 en un 30,2% en comparacion con
SQRTO037. El tratamiento con T-E5 aumento6 estadisticamente la biomasa vegetal de

pepino en experimentos hidropénicos y de suelo. Basandose en RT-PCR, la
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poblacion de T-E5 fue casi diez veces mayor que la SQR-T037 en las muestras de
suelo a los 30 dias. La colonizacion endofitico de raices y tallos por las dos cepas
tuvo la misma tendencia dindmica, pero T-E5 fue mucho mayor que SQR-T037 en
cualquier momento de muestreo. Concluyendo que el mutante T-E5 mejor6 la
produccion de IAA y la capacidad de colonizacion de plantas, y esta mejora tiene un

gran potencial para la posterior aplicacion de T-E5 en la produccion de cultivos.

Martinez et al., (2014) prob¢ si las alteraciones en la firma de fitohormona inducida
por diferentes aislamientos Trichoderma corresponden con su capacidad de
biocontrol y promocién del crecimiento y su actividad antagonista contra el patégeno
vegetal Fusarium oxysporum. Observando que existe una fuerte asociacion de la
induccion de auxina con la estimulacion del crecimiento de plantas por Trichoderma.
Ademas, la capacidad protectora de las cepas de Trichoderma frente a la infeccion
por F. oxysporum parece estar mas relacionada con las alteraciones inducidas en el
contenido de las hormonas abscisicas, etilénicas y de la transzatina ribosida que la

actividad antagonista in vitro contra F. Oxysporum.

Zavala et al. (2015) analizé el efecto de nueve cepas de P. chlamydosporia en el
crecimiento del tomate. Los experimentos se realizaron a diferentes escalas (placa
de Petri, camara de crecimiento y condiciones de invernadero) y etapas de desarrollo
(plantulas, plantulas y plantas). Siete cepas de P. chlamydosporia significativamente
aumentaron el nimero de raices secundarias y seis de ellas aumentaron el peso total
de las plantulas de tomate. Seis aislados de P. chlamydosporia también aumentaron
el peso de las raices de las plantulas de tomate. La colonizacién de las raices vario
entre los diferentes aislamientos de este hongo. P. chlamydosporia también aumenté
significativamente el crecimiento de las raices de las plantas de tomate bajo
condiciones de invernadero y redujo los tiempos de floracion y fructificacién (hasta 5
y 12 dias, respectivamente) frente a plantas de tomate no inoculadas. P.
chlamydosporia aumenté el peso de frutos maduros en plantas de tomate. Se
desconoce la base de los mecanismos para el crecimiento, la floracion y la

promocién del rendimiento en el tomate por el hongo. Sin embargo, se encontré que
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P. chlamydosporia puede producir &cido indol-3-acético y solubilizar fosfato mineral.
Estos resultados sugieren que las hormonas vegetales o la capacidad de nutrientes
podrian desempefiar un papel importante. Estos resultados ponen de manifiesto la
importancia agronomica de P. chlamydosporia como agente de biocontrol de
nematodos parasitos de plantas con capacidades de promociéon del crecimiento del

tomate.

2.5 Composicion de las células de las plantas

De acuerdo a Shachs, (1875) la mayor proporcion de células de plantas, (Las raices
jovenes, las hojas y las frutas), se ven constituidas por tres capas: en primer lugar
una piel externa, firme y elastica, la membrana celular o pared celular, constituida
celulosa. Una segunda capa, cuya sustancia es blanda e inelastica, y que siempre
contiene materia albuminosa, denominada protoplasma. La Ultima capa, cuya
sustancia es muy similar a la del protoplasma, el Nucleo, es la cavidad encerrada por

el protoplasma, que se encuentra llena con un fluido acuoso, savia celular.

La sustancia de la pared celular es secretada por el protoplasma. La sustancia capaz
de formar pared celular siempre consiste en una combinacién de agua, celulosa y
materiales incombustibles (constituyentes de cenizas), pero después puede sufrir
cambios quimicos adicionales. Surgen cambios quimicos en la pared celular que
nunca afectan a toda la planta, pero usualmente dividen la pared celular engrosada
en capas concéntricas que difieren entre si quimicamente y fisicamente. Estas
diferenciaciones quimicas, que siempre se combinan con una alteraciéon de la
propiedad fisica, muestran una gran variedad, pero pueden reducirse
convenientemente a tres categorias; conversion en cuticula, lignificacion y

conversion en mucilago.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Evaluar el efecto de P. chlamydosporia y Trichoderma spp. en el crecimiento de

plantulas de tomate y cacao.

3.2 Objetivos especificos

Estudiar la produccion de enzimas de P. chlamydosporia en diferentes sustratos

inductores.
Evaluar la produccién de IAA de P. chlamydosporia y Trichoderma spp.

Evaluar la capacidad de solubilizar fosfatos de P. Chlamydosporia y Trichoderma
spp.
Evaluar el efecto de la combinacién de P. chlamydosporia y Trichoderma sobre el

namero de raices secundarias y peso fresco de plantulas de tomate y cacao.

Observar si existen cambios en la estructura de la raiz de las plantulas de tomate.
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4 MATERIALES Y METODOS

4.1 Organismos utilizados

Se utilizaron en este estudio treinta cepas de Trichoderma; de las cuales 26 (VSL)
provienen de la coleccion del Dr. Vladimir Sanchez Lopez (Universidad de
Papaloapan), FLM16 y FLM17 fueron obtenidos por el Dr. Federico Lopez Moya
(Universidad de Alicante), EZG47 fue aislado por el Dr. Ernesto A. Zavala Gonzalez y
NHG9 fue aislado por la IBQ. Natali Guadalupe Herndndez Gonzélez (Instituto
Tecnolégico de Veracruz). Por otro lado la cepa de P. chlamydosporia var.
Catenulata fue proporcionado por el Dr. Luis Vicente Lépez Llorca (Universidad de
Alicante).

TABLA 4-1. Cepas de Trichoderma spp. y P. chlamydosporia utilizadas en este
estudio.

Cepa Genero Cepa Genero

Pcat P. chlamydosporia var. catenulata VSL67 Trichoderma spp.
EZG47 Trichoderma harzianum VSL 70 Trichoderma spp.
FLM16 Trichoderma pseudokoningii VSL 76 Trichoderma spp.
FLM17 Trichoderma citrinoviride VSL 79 Trichoderma viride
NHG9 Trichoderma harzianum VSL 80 Trichoderma spp.
VSL14 Trichoderma spp. VSL 81 Trichoderma spp.
VSL19 Trichoderma spp. VSL 86 Trichoderma spp.
VSL20 Trichoderma spp. VSL 104 Trichoderma spp.
VSL23 Trichoderma spp. VSL119 Trichoderma spiralis
VSL29 Trichoderma spp. VSL178 Trichoderma virens
VSL37 Trichoderma spp. VSL 185 Trichoderma koningiopsis
VSL47 Trichoderma spp. VSL 188 Trichoderma spp.
VSL57 Trichoderma spp. VSL 190 Trichoderma virens
VSL58 Trichoderma spp. VSL 214 Trichoderma spp.
VSL60 Trichoderma spp. VSL217  Trichoderma koningiopsis
VSL66 Trichoderma spp.
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4.2 Producciéon de Enzimas Hidroliticas de Pochonia chlamydosporia.

Previo a la determinacion de las actividades extracelulares; la cepa de Pochonia

chlamydosporia fue resembrada en medio PDA e incubada a 25°C durante 7 dias.

Posteriormente se inocularon 5 discos de 0.5 cm de diametro a tubos falcon de 50
mL que contenian 25 mL de medio PDB, los tubos se incubaron durante 3 dias a
25°C para permitir el desarrollo del micelio. Los medios agotados se separaron por
decantacion en condiciones asépticas y los pellets de hongos se aclararon con agua
estéril para eliminar los residuos de medios. El micelio recuperado se inoculo en 50
mL de medio de induccién, con la fuente de carbono de acuerdo la actividad a

caracterizar, con el fin de inducir cada una de las actividades enzimaticas

El medio inductor consistia en 6,0g KNOs, 1,5 g Kz HPO4, 0,59 MgSO4 7H20, 0,59
KCI, 0.002g FeSO4 7H20, 0.002g ZnSO4 7H20, 0.002 g MgCl2 7H20 y 10g de
fuente de carbono en 1L de agua destilada y el pH se ajustd a 5,0. Las fuentes de
carbono utiizados fueron quitina, quitosano, caseina, Tween 20,

carboximetilcelulosa (CMC), acido poligalacturénico (APG).

Los matraces fueron incubados a 25 ° C y se recogieron muestras de 2 ml a 0, 3, 6,
9, 12, 15, 18, 24, 30, 36,42 h después de la inoculacion. El experimento se realizé
por duplicado. Las muestras se centrifugaron a 5000 g durante 5 min a 4°C y los
sobrenadantes de cada muestra se utilizaron para la determinacion de la actividad

enzimatica (Torres y Ramirez, 2016).

4.3 Actividad poligalacturonasa

Para la determinacién de la actividad poligalacturonasa, se prepara una mezcla de
reaccion compuesta de 5 yL de sobrenadante, 5 puL de acido poligalacturénico 0,5%
(w / v) en tampon de 0.05M acetato de sodio (pH 5,5) y 90 pL de 0.05M de tampo6n
de acetato de sodio (pH 5,5); se incuba en un bafio de agua a 45°C durante 1 h.
(Masoud y Jespersen, 2006). Se afiade 100uL de DSN y se determinan azucares
reductores de acuerdo a Miller (1959). Pasar 150 pL de la mezcla de reaccion a una

microplaca y leera 570nm en lector de microplacas (Benchmark Microplate Reader).
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La actividad poligalacturonasa (PG) se determina mediante la estimacion de las
cantidades de grupos reductores de azlucar como se describe por Miller (1959). Se

utiliza glucosa como un estandar (Apéndice C).

Una unidad de actividad PG se define como la cantidad de la enzima que cataliza la

formacién de 1 pumol de azlcares reductores por min a 45°C.

4.3.1 Actividad de endoglucanasa.

El ensayo se realizé preparando en una microplaca una mezcla de reaccion de 50uL
del extracto enzimatico y 50uL de CMC al 1%. En condiciones similares y en la
misma forma simultdnea se prepara un blanco con agua. Las mezclas se incubaron
a 50°C durante 30 min. Se afiadieron 100pL del reactivo DNS para detener la
reaccion (Yun et al., 2001). Pasar 150 pL de la mezcla de reaccion a una microplaca
y leera 570nm en lector de microplacas (Benchmark Microplate Reader). La actividad
se determina mediante la estimacién de las cantidades de grupos reductores de
azucar como se describe por Miller (1959). Se utiliza glucosa como un estandar
(Apéndice D).

Una unidad de actividad de endoglucanasa (U) se define como la cantidad de enzima

necesaria para producir 1 ymol de azucares reductores en un minuto
Preparacién del buffer de citrato de sodio pH 4.8

Mezclar 23 mL de 0.1M de acido citrico y 27 mL de 0.1 M de citrato de sodio y
ajustar el volumen final a 100mL. Después de diluir el buffer de citrato verifique y

ajuste el pH si es necesario hasta que sea de 4.8.
Preparacién de la solucién de carboximetilcelulosa (CMC) al 1%.

Disuelva 10 g de carboximetilcelulosa de baja viscosidad en 1 L de buffer de citrato
de sodio 50 mM pH 4.8, afiadiendo el polvo lentamente con agitacion continua.

Refrigere la solucion.

19



MATERIALES Y METODOS

4.3.2 Actividad B-1,3-Glucanasa

Se utilizé el método de Nobe modificado en microplaca. Colocar 50uL de la solucion
de laminarina (0.5 mg/mL) en bufer citrato-fosfato pH 6.0 en un tubo Eppendorf.
Calentar a 50°C durante 10 min. Posteriormente 50uL de extracto enzimatico se
agregan al sustrato. En condiciones similares y en la misma forma simultanea se
prepara un blanco con agua. Se incuban ambas muestras durante una hora a 50 °C.
Adicionar 100puL de la solucion DNS y determine azucares reductores de acuerdo a
Miller (1959). Pasar 150 L de la mezcla de reaccion a una microplaca y leera 570nm
en lector de microplacas (Benchmark Microplate Reader). Se utiliza glucosa como un
estandar (Apéndice D).

La unidad de actividad enzimética se define como la cantidad de enzima necesaria
para liberar 1 umol de glucosa por minuto por mililitro de sobrenadante por minuto

en las condiciones de la reacciéon (Nobe et al., 2003).
Preparacién del bafer citrato fosfato

Mezclar 17.9 mL de 0.1M de &cido citrico y 32.1MI de 0.2 M de fosfato de sodio
dibasico y se diluye a un total de 100mL. Se confirma que el pH sea 6.0, ajustar con

acido acético.

4.3.3 Actividad quitinolitica

Para la determinacion de la actividad quitinolitica se colocan en un tubo Eppendorf
50 uL de una suspensiéon de quitina coloidal al 1.5% y se mezcla con 200uL NaOH al
1.0%. (Blanco). En otro tubo se adiciona 50 L de quitina coloidal al 1.5% vy se pre-
incubaron ambos tubos a 50°C durante 15 min.

Se retiran los tubos de incubacion y se afiade 50 pL de la solucién enzimética y se

incuba por 1 h a 50°C. Se adiciona 200uL NaOH al 1.0% para detener la reaccion.

Se centrifugan los tubos a 14 000 rpm por 3 min. (Monreal y Reese, 1969).
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100uL del sobrenadante se le adicionan 100pL solucibn DNS para cuantificar
azucares reductores por el método de Miller (1959). Se construye una curva patron

utilizando glucosa como estandar (Apéndice E).

La unidad de actividad enzimatica relativa se define como la cantidad de enzima
necesaria para liberar 1 ymol de N-acetilglucosamina, por minuto por mililitro en las

condiciones de la reaccion.

4.3.4 Actividad quitosanasa.

La actividad quitosanasa se ensayo por el método modificado en microplaca de W.

Zhou et al. (2007) usando quitosano coloidal como sustrato.

La mezcla de reaccién consistié en colocar en un tubo Eppendorf 90uL de 1% de
quitosano coloidal en 50 mmol I'* de buffer de acetato de sodio (pH 5,5) y 10 uL de la
solucion de enzima. Se Incubo a 55°C durante 30 min Después se enfrio y se

centrifugo para eliminar el quitosano insoluble.

100 ul de la mezcla de reaccion se transfirié a un tubo y se afiaden 100uL de DNS
para cuantificar aztcares reductores por el método de Miller. 150 pl de la reaccién se

transfirieron a la microplaca. Se utilizé glucosa como estandar (Apéndice F).

La cantidad de enzima que produjo 1 umol de azlcares reductores por minuto se

tomd como una unidad.

4.3.5 Actividad lipolitica

La mezcla de reaccion se llevo acabo en un tubo Eppendorf el cual consiste en 50uL
del extracto enzimético, 400uL 0,05 M de buffer de fosfato (pH 8,0) y 50uL 0,01 M
PNP-laurato en etanol. El tubo se incubo a 60°C durante 30 min, después de lo cual
se afladié 125uL 0,1 M Naz COs.

La mezcla se centrifugo y 200uL de la reaccion se adicionaron a un pocillo de
microplaca y se determina la actividad a 420 nm (Nawani y Kaur, 2000). Se utiliz6 p-

nitrofenol como estandar (Apéndice G).
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Una unidad de actividad de la lipasa se define como la cantidad de enzima que libera
1 pg de p-nitrofenol, de PNP-laurato como sustrato en 30 min en condiciones de

ensayo estandar.

4.3.6 Actividad proteolitica

El ensayo se realizé preparando en un tubo Eppendorf una mezcla de reaccion
agregando 50 yL de muestra y 100 uL de solucion de caseina al 1% se incubaron
por 30 min a 37°C, para detener la reaccion se adiciono 350 pL de acido perclorico al
7% y se incubaron por 30 min a 5°C. Después del tiempo de incubacion los tubos se
centrifugaron a 6000 rpm durante 10 min. El sobrenadante se lee la absorbencia a
280 nm en un espectrofotometro (SmartSpec 3000). Se Interpolaron las absorbencia

en una grafica de tirosina cuya concentracién varie entre 0-6 mmol/mL.

Una unidad proteolitica esta definida como la cantidad de enzima requerida para

producir 1 ug de tirosina/min. (Kunitz, 1946)
Preparacion de las soluciones:
Buffer de glicina 0.2 M (pH 9)

Mezclar 50 mL de glicina 0.1M y 8.8mL de hidroxido de sodio y ajustar el volumen a

200 mL con agua deionizada.
Solucién de caseina.

En un matraz aforado agregar 1g de caseina y ajustar el volumen final a 100 mL con

el buffer de glicina 0.2 M.
Solucién de la curva patron.

Pesar 18.1 mg de tirosina y disolver en 100 mL de buffer de glicina pH 9 (solucion de

tirosina 1 mM).
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4.4 Determinacién de Acido Indolacético (IAA)

El ensayo colorimétrico fue utilizado para evaluar la capacidad de los
diferentes aislados de P. chlamydosporia y Trichoderma spp. para producir IAA. Se
utilizé el protocolo descrito por Tsavkelova et al., (2007) con las siguientes
modificaciones: En tubos con rosca de 15 mL, se inocularon 1x10° esporas de cada
aislado de P. chlamydosporia en 10 mL de caldo papa dextrosa (PDB),
suplementado con 2 mg/mL de L-triptéfano. Los tubos se incubaron durante 21 dias
en la oscuridad a 25°C y con agitacion de 170 rpm. Transcurrido dicho tiempo, los

tubos fueron centrifugados a 11000 rpm durante 5 min para remover el micelio.

Se tomaron 60 pL de sobrenadante y se les afladieron 120 pL de reactivo de
Salkowski (50 mL de HCIO4 al 35%, 1 mL de FeCl3.6H20 0.5M), se incubaron
durante 30 min en la oscuridad. Las reacciones se llevaron a cabo en placas de 96
pocillos y el cambio de color de amarillo a rosa fue medido a 490 nm en un
espectrofotometro lector de placas. La concentracion de IAA fue estimada a partir de
una curva estandar preparada mediante diluciones en serie de IAA (Sigma) en medio

PDB. El experimento se realiz6 por duplicado.

4.5 Deteccion de la solubilizacion de fosfatos

La solubilizacion de fosfato mineral por P. chlamydosporia y Trichoderma spp.
se determind en placas de Petri con medio NBRIP (10 g/L glucosa, 5 g/L Casz(POa4)z,
5 g/L MgCl2 6H20, 0.25 g/L MgSOa4 7H20, 0.2 g/L KCI, 0.1 g/L NH4)2SO4, 15 g/L Agar

pH 7) como describe Shekhar (Nautiyal 1999) . Las placas de Petri se inocularon en
el centro con un fragmento de 5 mm de diametro procedente del borde de una
colonia de P. chlamydosporia o Trichoderma en PDB. Posteriormente, se incubaron
a 25°C durante 2 dias. La solubilizacién de fosfato se estimé mediante la férmula (1-
C/H), en donde C es el radio de la colonia y H el radio del halo de degradacion
(Zavala Gonzalez, et al. 2015). Se utilizaron dos placas por aislado y el experimento

se realizé por duplicado.
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4.6 Evaluacion del efecto de P. chlamydosporiay Trichoderma spp. sobre el
NRS y el peso fresco de plantulas de tomate y cacao.

De los resultados obtenidos en las determinaciones anteriores (produccion de 1AA)
se seleccionaron un aislado de Trichoderma spp. altamente productora de IAA y una

de baja produccién. Quedando los experimentos como se muestra a continuacion:

TABLA 4-2 Disefio de experimentos. Tratamientos en tomate y cacao

Tomate Cacao
Testigo Testigo
Pcat Pcat
VSL20 VSL20
VSL104 VSL104
Pcat- VSL20 Pcat- VSL20
Pcat- SL104 Pcat- SL104

Todos los experimentos se realizaron utilizando semilla de tomate (Solanum
licopersicum esculentum) y cacao (Theobroma cacao L.). Para probar el efecto de los
hongos sobre las primeras etapas de la planta, se llevaron a cabo ensayos de
germinaciéon de semillas en placas de Petri con medio MS, suplementado con 1,5%
de Agar Bacteriologico (MCDLAB) Y 1% glucosa. Las semillas de tomate se
desinfectaron superficialmente en hipoclorito de sodio al 1% con Tween 20 al 0,05%
(Sigma) durante 10 minutos y luego se lavaron tres veces en agua destilada estéril
como lo describe Zavala et al. (2015). Finalmente, se sembraron semillas de tomate
sobre las cajas Petri. Después de 5 dias de germinacion, las placas con las plantulas
se inocularon con las cepas de P. chlamydosporia y Trichoderma spp. Se

incubaron entonces a 25 °C en la oscuridad durante 3 dias y luego en una camara de
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crecimiento durante 5 dias mas a la misma temperatura y un fotoperiodo de 16/8 h

(luz / oscuridad) como lo describe Zavala et al. (2015).

Las plantulas se retiraron de las placas 10 dias después de la inoculacion (Dai) y se
registraron el ndmero de raices secundarias (NRS) y el peso total fresco (TFW) por
planta. Se colocaron cuatro semillas de tomate por placa en medio de cultivo y se
utilizaron placas sin hongo como controles. Se utilizaron tres placas por tratamiento y
el experimento se llevdo a cabo dos veces. Las raices de tomate de todos los

tratamientos se utilizaron para observar la colonizacion por microscopia optica.

4.7 Microscopia Optica

Para este paso se recolectaron las muestras de los tratamientos anteriores y se
siguid la metodologia descrita por (Gherbi et al., 2008) con modificaciones para la

preparacion de las muestras.

4.7.1 Preparacion de las muestras

Fijacion: las muestras se fijaron con una solucion de formaldehido al 10% durante 24
horas a 4°C. Después de haber transcurrido el tiempo de fijacion se lavaron las

muestras con agua destilada hasta eliminar los residuos de formaldehido.

Deshidratacion: las muestras se colocaron en casetes y se deshidrataron haciéndose
pasar por alcohol a diferentes concentraciones (Apéndice J).

Incrustacion de tejido: posteriormente se sumergieron en paraplast 1 por 6 horas a

58°C y paraplast 2 durante 2 horas a 58°C.

Inclusion: Las muestras se colocaron en moldes metélicos de manera vertical y
horizontal, y se afadié parafina caliente al molde desde el dispensador (Tissue
Embedding center KD- BM Il) y se dejaron solidificar durante 12 horas a temperatura
ambiente. Cuando la cera se haya enfriado completamente y se endurece el bloque

de parafina se retira del molde.

Seccionamiento: Los tejidos se seccionaron utilizando un micrétomo (Leica RM2235),
se hicieron cortes de 5um. Flotar los cortes en un bafio de agua a temperatura de

25



MATERIALES Y METODOS

38°C para extenderlos durante 1 minuto y se adhirieron a portaobjetos recubiertos
con gelatina. Una vez colocados los cortes en los portaobjetos se pasaron a una

incubadora (Felisa) a 58°C durante dos horas para iniciar con la desparafinacion.
La Desparafinacion se realizé de acuerdo a lo descrito en el apéndice

Tincion: los frotis se tifieron con azul de toluidina al 0.1 % durante 30 segundos y
safranina al 1% por 5 segundos, se enjuagan con agua destilada entre la aplicacion
de cada colorante. Las imagenes microscopicas de las raices se observaron

utilizando un microscopio Nikon Eclipse Ti
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5 RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Ensayos de actividad enzimatica de P. chlamydosporia var. catenulata.

Se realizaron los ensayos de actividad enzimatica de P. chlamydosporia var.
catenulata inducidos en diferentes fuentes de carbono, como fue descrito en la
metodologia para cada una de las enzimas. Se prepararon las mezclas de reaccion
con los sobrenadantes obtenidos de la fermentacibn para cada uno de los
carbohidratos usados y a cada uno de los tiempos considerados para el analisis. A

continuacion se detallan los resultados para cada actividad analizada.

5.1.1 Sustrato 0.1% &cido poligalacturénico (APG)

Los valores de actividad enzimatica fueron calculados a partir de los datos de
absorbencia para las reacciones de azUcares reductores (DNS). En la figura 5-1 se
puede observar que existe un incremento de actividad poligalacturonasa con
respecto al tiempo y que el APG a su vez induce enzimas proteoliticas. Los valores

graficados son promedios obtenidos de 3 réplicas para cada punto de la cinética.
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FIGURA 5-1 Actividad Poligalacturonasa y proteasa en sobrenadantes de cultivo de
Pochonia chlamydosporia (Pcat) que crecen durante 42 h en medio minimo
suplementado con 0,1% (p / v) de acido poligalacturénico como fuente de carbono.
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5.1.2 Sustrato 0.1% de carboximetilcelulosa (CMC)

Los valores de actividad enzimatica fueron calculados a partir de los datos de
absorbencia para las reacciones de azucares reductores (DNS) y son mostrados en

la figura 5-2.

Se observé que P. chlamydosporia Pcat produce endoglucanasas y proteasa

cuando es inducido en carboximetilcelulosa como fuente de carbono.

En la figura 5-2 se puede observar que existe un incremento de actividad
endoglucanasa con respecto al tiempo y que el CMC a su vez induce enzimas

proteoliticas.
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FIGURA 5-2. Actividad Endoglucanasa y Proteasa en sobrenadantes de cultivo de
Pochonia chlamydosporia Pcat que crecen durante 42 h en medio minimo
suplementado con 0,1% (p / v) de carboximetilcelulosa, como fuente de carbono.

5.1.3 Sustrato laminarina 0.1%

Los valores de actividad enzimatica fueron calculados a partir de los datos de
absorbencia para las reacciones de azucares reductores (DNS) y son mostrados la

figura 5-3.

28



RESULTADOS Y DISCUSION

0.016 - - 200
= _
g 0.014 E
2 0.012 B - 150 3
&£ yomy x =
2 0.010 n E
[=
'€ 0.008 - 1oo.§
~
E 0.006 E
3 =
S 0.004 - 50 3
£
2 0.002 % & 2
D —W\g 5
0.000 . . . 0

30 35 40 45

- Tiempo (h) -
—A— Actividad B-1,3- glucanasa =—©=—Actividad proteasa

FIGURA 5-3. Actividad -1,3- glucanasa y Proteasa en sobrenadantes de cultivo
de Pochonia chlamydosporia Pcat que crecen durante 42 h en medio minimo
suplementado con 0,1% (p / v) de laminarina, como fuente de carbono.

5.1.4 Sustrato Quitina 0.1%

Los valores de actividad enzimatica fueron calculados a partir de los datos de

absorbencia para las reacciones de azucares reductores (DNS) y son mostrados la

figura 5-4
0.14 - - 80
—~ " - 70 T
g 0.12 o _g
g$ o1 =
T - 50 @
v 0.08 S
© [=
c - 40 .é
€ 0.06
£ 30 3
T 0.04 - £
£ - 20 3
S 002 - 10 §
=
S o : : : : o °
0 10 20 30 40 50
Tiempo (h)

—A— Actividad quitinasa =—&=Actividad proteasa

FIGURA 5-4. Actividad Quitinasas y Proteasa determinada en sobrenadantes de
cultivo de Pochonia chlamydosporia Pcat que crecen durante 42 h en medio minimo
suplementado con 0,1% (p / v) de quitina, como fuente de carbono.
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5.1.5 Sustrato Quitosano 0.1%

Los valores de actividad enzimatica fueron calculados a partir de los datos de

absorbencia para las reacciones de azucares reductores (DNS).

En la figura 5-5 se puede observar la conducta de la actividad quitosanasa con

respecto al tiempo y que a su vez el quitosano induce enzimas proteoliticas.

030 - 90
50 2
8 0.25 z
2 - 70 9
[T =
2 0.20 - 60 @
£ - 50 €
€ 0.15 £
> - 40 S
£ o010 30 E
g 3

- 20
£ oos £
= - 10 5—

OOO T T T T T T T T T O

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
Tiempo (h)

—A— Actividad quitosanasa  =—O=Actividad proteasa

FIGURA 5-5. Actividad Quitosanasa y Proteasa determinada en sobrenadantes de
cultivo de Pochonia chlamydosporia Pcat que crecen durante 42 h en medio minimo
suplementado con 0,1% (p / v) de quitosano, como fuente de carbono.

5.1.6 Sustrato Tween 0.1%

Los valores de actividad enzimatica fueron calculados a partir de los datos de

absorbencia para las reacciones de p-Nitrofenol y son mostrados en la figura 5-6.
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FIGURA 5-6. Actividad lipolitica y proteasa determinada en sobrenadantes de
cultivo de Pochonia chlamydosporia Pcat que crecen durante 42 h en medio minimo

suplementado con 0,1% (v / v) de tween, como fuente de carbono.

5.1.7 Sustrato Caseina 0.1%

Se realiz6 el experimento de acuerdo a lo especificado en la metodologia y las

mezclas resultantes fueron medidas en un espectrofotometro. Los valores de

actividad enzimética fueron calculados a partir de los datos de absorbencia para las

reacciones de liberacion de Tirosina y son mostrados en la figura 5-7.
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FIGURA 5-7. Actividad Proteasa determinada en sobrenadantes de cultivo de
Pochonia chlamydosporia Pcat que crecen durante 42 h en medio minimo

suplementado con 0,1% (p / v) de caseina, como fuente de carbono.

31



RESULTADOS Y DISCUSION

En todos los medios inductores se observo la produccion de enzimas proteolicas, en

la figura 5-8 se observan el comportamiento cinético de la produccion de proteasas.
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FIGURA 5-8. Comparacion de la actividad proteasa en los diferentes medios
inductores, como fuente Unica de carbono.

Se ha mostrado que la produccion de enzimas extracelulares por P.
chlamydosporia durante 42 h de crecimiento en medios liquidos variaron segun la
fuente de carbono (acido poligalacturénico, carboximetilcelulosa quitina, quitosano,
laminarina, caseina y Tween 20). De los experimentos de induccion, se reporta que
P. chlamydosporia var. Catenulata produjo enzimas proteoliticas para cada uno de

los sustratos evaluados.

En estos estudios se encontrdé que usar caseina inducia una menor actividad

proteolitica que usando Acido poligalacturénico (Figura 10).

Rubio, et al., (2008) encontraron que cuando se usa aceite de oliva como
fuente de carbdn para T. harzanium se inducen una mayor produccion de cutinasas
gue usando cutina o pectina como fuente de carbono. Moreira, et al., (2005)

mostraron que el hongo fitopatogénico Myrothecium verrucaria producia una mayor
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cantidad de proteasas cuando crecia sobre xilosa (45.9 U mg 1), glucosa (81.4 U mg
1), maltosa (58.1 U mg 1), lactosa (89.0 U mg 1) y aceite de oliva (69.55 U mg %) que

cuando crecia sobre caseina (33.4 U mg 1) u ovoalblmina (43.4 U mg 2).

Esteves et al., (2009) reportaron que Pochonia chlamydosporia producia una
mayor cantidad de proteasas al crecer sobre medio minimo que al crecer sobre un

medio que contiene gelatina.

De acuerdo con Larriba et al., (2012) las proteasas VCP1 y P32 son los
principales factores de virulencia en estos hongos secretadas durante la patogénesis
de huevos de nematodos. Lopez Llorca et al., (2010) encontr6 que la proteasa VCP1

participa también en la fase enddfitica del hongo.

Estos datos que hemos encontrado en las cinéticas de P. chlamydosporia var.
Catenulata muestran que el hongo es capaz de producir enzimas especificas
cuando crece en el medio correspondiente y que, ademas, también puede producir
enzimas proteoliticas en presencia de sustratos que parecieran no ser naturalmente

inductores de dicha actividad hidrolitica.

Las enzimas extracelulares, tales como las proteasas que son segregadas por
P. chlamydosporia pudieran estar relacionadas con lo reportado por Lopez Llorca
(2010) y Larriba (2012) que las proteasas participan en la vida triotrofica de P.
chlamydosporia a pesar de la composicion de los huéspedes sean diferentes.
Aunque estos resultados no son suficientes para establecer los mecanismos de
accion, aportan nueva informacion sobre la produccion de enzimas en P.
chlamydosporia y sugieren que los mecanismos que regulan el cambio trofico en este

hongo son complejos y dependen de varios factores.

De acuerdo a los estudios de Rosso et al.,, (2011) sobre el analisis de
transcriptoma de P. chlamydosporia en presencia o ausencia de huevos de
nematodos han revelado una reprogramacion transcripcional significativa con
diferencias en la expresibn de genes especificos implicados en funciones

metabadlicas, transporte celular y desintoxicacion.
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5.2 Produccion de IAA en PDB suplementado con triptéfano

En este estudio, todos los aislados evaluados in-vitro, utilizando el triptéfano como
precursor, fueron capaces de sintetizar IAA (Tabla 3). Todos los aislados de
presentaron diferentes capacidades para producirlo. La méxima produccion la obtuvo
el aislado VSL 20 (77,3 pg/mL), seguido de VSL 14, VSL 19 y VSL 47 con una
produccion de 39,2, 37,9 y 37 pg/mL respectivamente. Esta capacidad ha sido
ampliamente descrita en microorganismos promotores del crecimiento, entre los
cuales se encuentran algunas bacterias y hongos enddfitos.

TABLA 5-1. Produccion de acido Indolacético por diferentes aislados de Trichoderma
spp. y P. chlamydosporia.

Cepa pug/mL de IAA o Cepa pug/mL de IAA o
VSL 14 39,2 +3,0 VSL 81 14,0 +1.4
VSL19 37,6 +7,3 VSL 86 9,5 +1,2
VSL 20 77,3 +59 VSL 104 7,8 +0,9
VSL 23 30,4 +2,1 VSL119 54 +1,3
VSL 29 18,0 +0,1 VSL178 4,7 +2,0
VSL 37 15,4 +2,9 VSL 185 12,3 +14
VSL 47 37,0 +24 VSL 188 35,8 24
VSL57 20,9 +9,8 VSL 190 11,3 +1,2
VSL 58 7,6 +2,6 VSL 214 15,1 +1,6
VSL 60 6,3 +2,3 VSL 217 11,2 +0,2
VSL 66 12,7 +2,1 9N 22,7 +25
VSL67 34,5 +1,1 Pcat 22,3 2,4
VSL 70 8,8 0,0 EAZG47 14,6 +1,9
VSL 76 9,8 +0,2 F16 8,2 +0,2
VSL 79 15,7 +0,7 F17 3,4 +0,6
VSL 80 5,0 +0,5
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Moncalean et al., (2002) indican que el aumento del crecimiento de las plantas se
debe principalmente a los reguladores del crecimiento, el IAA. Cattelan et al., (1999)
y Tanimoto (2005) muestran que algunos microorganismos que promueven el
crecimiento de las plantas y que producen IAA pueden promover el alargamiento de

las raices y por lo tanto disparar el crecimiento.

Varios estudios han demostrado que la produccion de hormonas por Trichoderma es
clave para su capacidad de estimulacion del crecimiento de las plantas y que el I1AA

tiene un efecto positivo en el desarrollo de los plantas.

Sin embargo, algunos informes publicados por otros autores (Zavala, 2015)

mostraron una mayor cantidad de IAA que el presente estudio.

Diferentes especies de Trichoderma, diferentes medios de cultivo, la presencia y
cantidad de tript6fano podrian tener diferentes efectos sobre la cuantificacion de IAA
(Zzhang et al., 2012). Los resultados mostrados anteriormente pueden estar
relacionados con el medio utilizado; por lo que no pueden ser comparados con otros

estudios, sin embargo la produccién de IAA puede ser comparado entre aislados.

5.3 Indice de solubilizacion de fosfatos

En este estudio, respecto a la solubilizacion de fosfato, no todos los aislados
presentaron la capacidad de solubilizar el fosfato mineral en placas de Petri con
medio de cultivo suplementado con Cas (POas)2. Solo los aislados VSL 47 y Pcat se

pudo observar la capacidad de solubilizar el fosfato mineral.

Sin embargo la solubilizacion de fosfatos por Pcat difiere con lo reportado por Zavala
(2015) esto puede deberse a que se utlizd6 un medio diferente descrito

anteriormente.
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TABLA 5-2. indice de solubilizacion de fosfatos por diferentes aislados de
Trichoderma spp. y P. chlamydosporia.

Cepa 1-C/H Cepa 1-C/H
VSL 14 NS VSL 81 NS
VSL19 NS VSL 86 NS
VSL 20 NS VSL 104 NS
VSL 23 NS VSL119 NS
VSL 29 NS VSL178 NS
VSL 37 NS VSL 185 NS
VSL 47 0,25+ 0,01 VSL 188 NS
VSL57 NS VSL 190 NS
VSL 58 NS VSL 214 NS
VSL 60 NS VSL 217 NS
VSL 66 NS 9N NS
VSL67 NS Pcat 0,39+0,01
VSL 70 NS EAZGA47 NS
VSL 76 NS F16 NS
VSL 79 NS F17 NS
VSL 80 NS

NS, no solubiliza. Solubilizacién de fosfato por diferentes aislados en el medio de
crecimiento NBRIP del Instituto Botanico Nacional de Investigacion Los datos son

medias de tres repeticiones.

Nautiyal (2000) demostré que NBRIP tiene una eficiencia 3 veces mayor que el

PVK. Los resultados indicaron que el criterio para la solubilizacion de fosfato basado

en la formacién de halo / zona visible en placas de agar no es una técnica fiable, ya

gue muchos aislamientos que no presentaban ninguna zona clara en placas de agar

solubilizaban fosfatos inorganicos insolubles en medio liquido. Se puede concluir que

los microorganismos del suelo deben ser analizados en el ensayo de caldo NBRIP

para la identificacion de los solubilizadores de fosfato mas eficientes.
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5.4 Efecto de los aislados de Trichodermay P. chlamydosporia sobre el

crecimiento de plantulas de tomate

De acuerdo a los resultados de produccidon de IAA se seleccionaron un aislado de
Trichoderma spp. altamente productora de IAA y una de baja produccion; y

Pochonia chlamydosporia var. Catenulata.

Se evalud la capacidad de la cepa VSL 20, VSL104, Pcat y la combinacién de las
especies de Trichoderma y P. chlamydosporia para promover el crecimiento en
plantulas de tomate de 8 dias después de la inoculacion (ddi), sobre el Namero de

Raices Secundarias (NRS).
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FIGURA 5-9. Efecto de los diferentes tratamientos sobre el nimero de raices
secundarias (15 dias después de la siembra) de plantulas de tomate. Los valores en
las columnas indican la media de n= 24 plantulas. Los valores con letras diferentes
son significativamente diferentes a P<0,001.

Respecto al numero de raices secundarias, los resultados muestran que las

plantulas inoculadas con el aislado Pcat, incremento significativamente (P<0.001) el
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namero de raices secundarias respecto al tratamiento testigo (Figura 5-9), siendo
este el que promovié el mayor desarrollo de raices secundarias (el doble de raices
que el testigo). Por lo contrario, los aislados VSL 104 y la combinacién con Pcat
disminuyeron la formacion de raices secundarias a razén de 0.23 veces el nimero de
raices del tratamiento testigo. Las plantulas inoculadas con los aislados VSL 20 y en
combinacion con Pcat no presentaron diferencia significativa respecto a las plantulas
testigo. En estos resultados se puede observar que P. chlamydosporia es un hongo
mutualista que promueve el crecimiento de la parte aérea (incremento en peso
fresco) y de la parte radicular (nGmero de raices secundarias) de las plantulas de
tomate. La produccién de un mayor niumero de raices secundarias sugiere que existe
algun estimulo similar a los ya documentados en otros hongos como Trichoderma
virens (Contreras-Cornejo et al., 2009) o el endofito Piriformospora indica que
incrementan el nimero de raices secundarias de A. thaliana y de plantas
ornamentales (Druege et al., 2007). Otro mecanismo involucrado es la produccién de
auxinas (IAA), estas fitohormonas estan involucradas en diferentes etapas del
desarrollo de las plantas como son la germinacién y el desarrollo de raices
secundarias (Tsavkelova et al., 2007).

Rodriguez et al., (2007) mencionan que los hongos enddfitos presentan
diferentes estilos de vida que van desde parasitos a mutualistas, algunos hongos
pueden presentar ambos estilos de vida dependiendo del huésped al que colonizan o
de las condiciones ambientales. Este efecto se observa en los resultados obtenidos
en este estudio, debido a que en condiciones con limitaciones de nutrientes algunos
de los aislados utilizados disminuyeron el crecimiento o peso fresco de las plantulas

de tomate, mostrando un comportamiento parasitico.

38



RESULTADOS Y DISCUSION

TFW (mg)

Tratamientos

FIGURA 5-10. Efecto de los diferentes tratamientos sobre el peso fresco total de
raices secundarias 15 dias después de la siembra (dds) de plantulas de tomate. Los
valores en las columnas indican la media de n= 24 plantulas. Los valores con letras
diferentes son significativamente diferentes a P<0,001.

El aislado Pcat por si solo incremento el peso fresco de las plantulas de tomate con
respecto a las plantulas testigo con un nivel de significancia P<0.0001 (Figura 5-10).
Mientras que los aislados VSL 20 y VSL 104, y la combinacién de estos con Pcat
disminuyeron el crecimiento o peso fresco de las plantulas de tomate, mostrando un
comportamiento parasitico. No hubo diferencia significativa entre los tratamientos con
los aislados VSL20, VSL104, VSL20 + Pcaty VSL104 +Pcat. . Zavala el at., (2015)

reporta que las plantulas inoculadas con Pcat no mostraron diferencias significativas

en el peso fresco respecto al testigo.
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5.5 Efecto de los aislados de Trichodermay P. chlamydosporia sobre el

crecimiento de plantulas de cacao

Se evaluo la capacidad de la cepa VSL 20, VSL104, Pcat y la combinacion de las
especies de Trichoderma y P. chlamydosporia para promover el crecimiento en

plantulas de cacao de 8 ddi.
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FIGURA 5-11. Efecto de los diferentes tratamientos sobre el niumero de raices
secundarias (13 dias después de la siembra) de plantulas de cacao. Los valores en
las columnas indican la media de n= 24 plantulas. Los valores con letras diferentes
son significativamente diferentes a P<0,001.

Con respecto al nimero de raices secundarias, los resultados muestran que no hubo
incremento el numero de raices secundarias respecto al tratamiento testigo, por el
contrario, los aislados VSL 20 y VSL 104 y la combinacion con Pcat disminuyeron la

formacioén de raices secundarias.
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FIGURA 5-12. Efecto de los diferentes tratamientos sobre el peso fresco total (13
dias después de la siembra) de plantulas de cacao. Los valores en las columnas
indican la media de n= 24 plantulas. Los valores con letras diferentes son
significativamente diferentes a P<0,001.

Del mismo modo que el NRS se observo que Pcat no aumento el TFW de las
plantulas de cacao con respecto a las plantulas testigo. Mientras que los aislados
VSL 20 y VSL 104, y la combinacion de estos con Pcat disminuyeron el crecimiento
o peso fresco de las plantulas de cacao, mostrando un comportamiento parasitico.
No hubo diferencia significativa entre los tratamientos con los aislados VSL20,
VSL104, VSL20 + Pcaty VSL104 +Pcat.

De acuerdo a Sharon et al.,, (2011) la competencia entre Trichoderma y otros
microorganismos podria interferir con la colonizacion de las raices y los procesos de
biocontrol. También se ha demostrado la sinergia entre los hongos micorrizicos y
Trichoderma. Las mezclas de diferentes agentes de biocontrol colonizadores de las

raices pueden proporcionar mejores resultados que cualquier otro agente utilizado
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por su cuenta. Sin embargo, las capacidades de las combinaciones de
microorganismos beneficiosos para colonizar las raices para mejorar el rendimiento
de las plantas han sido examinadas inadecuadamente en ecosistemas manejados 0

naturales.

Podria decirse que las interacciones de diferentes aislados de Trichoderma con otros
organismos y microorganismos en los sistemas ecoldgicos y los posibles efectos
sobre los procesos de biocontrol y endofiismo no han sido profundamente

investigados.

5.6 Micrografias de plantulas de tomate

Para verificar la colonizacion de la raiz, las raices fueron visualizadas utilizando
microscopia Optica. Los resultados muestran que los microorganismos fueron

capaces de penetrar las raices de tomate sin causar modificaciones en la estructura.

FIGURA 5-13 Fragmento de raiz de tomate sin tratamiento. Se observan las
estructuras de la raiz intactas. Esto nos sirve para observar algun cambio
estructural debido a la colonizacién por los hongos enddfitos. Tamafio de
escala, 10 pum.
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FIGURA 5-14 Fragmento de raiz de tomate 8 dias después de la inoculacion
con P. chlamydosporia (Pcat) Las flechas indican la aparicion de clamidosporas
en el interior de la raiz. Tamafio de escala, 10 pum.

frin, ¥

FIGURA 5-15 Fragmento de raiz de tomate 8 dias después de la inoculacion
con Trichoderma spp. (VSL20). Las flechas indican la apariciéon de hifas y
esporas en la superficie y el interior de la raiz. Tamafio de escala, 10 pm.
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FIGURA 5-16 Fragmento de raiz de tomate 8 ddi con Trichoderma spp.
(VSL104). Las flechas indican la aparicion de hifas y esporas en la superficie y
el interior de la raiz. Tamafo de escala, 10 pum.

FIGURA 5-17 Fragmento de raiz de tomate 8 ddi con Trichoderma spp.
(VSL20) y Pochonia chlamydosporia (Pcat). Las flechas indican la aparicién de
hifas, esporas y clamidosporas en la superficie y el interior de la raiz. Tamafio
de escala, 10 pm.
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FIGURA 5-18 Fragmento de raiz de tomate 8 ddi con Trichoderma spp.
(VSL104) y Pochonia chlamydosporia (Pcat). Las flechas indican la aparicién
de hifas, esporas y clamidosporas en la superficie y el interior de la raiz.
Tamafio de escala, 10 pum.

Estudios previos demostraron que estos microorganismos pueden colonizar
las raices de plantas. P. chlamydosporia coloniza las raices de cebada y tomate
endofiticamente, lo que podria ser un instrumento para promover el crecimiento de
las plantas (Macia et al., 2009, Zavala et al., 2015). La inoculacion de T. virens
aumenta la respuesta de auxina en las plantulas de Arabidopsis (Contreras et al.,
2009). Otros estudios han demostrado que estos microorganismos son capaces de
colonizar endofiticamente las raices de diversas plantas (Bordallo et al., 2002; De
Souza et al., 2008, Contreras, et al., 2009, Hermosa, et al. 2012)

En este trabajo, se demuestra que P. chlamydosporia y los aislados de
Trichoderma fueron capaces de colonizar las raices de plantulas de tomate, lo cual

sugiere que son enddfitos de la planta.
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6 CONCLUSIONES

En base a los resultados de actividades enzimaticas se concluye de manera general
que P. chlamydosporia produce enzimas poligalacturonasas, endoglucanasas,
B—-1,3-glucanasas, quitinasas, quitosanasas, lipasas y proteasas que constituyen

enzimas liticas que pudieran tener un papel importante en el endofitismo.

Durante la induccion de enzimas se observd se observa que hubo produccion de

Proteasas en los diferentes medios inductores.

No todas las cepas del genero Trichoderma son productoras potenciales de IAA. La

cepa que tuvo mayor produccion fue la VSL20.

La ausencia del halo en el medio de cultivo solido en las cepas del genero
Trichoderma, parece indicar que no fueron capaces de solubilizar, solo la cepa VSL
47 y Pcat se pudieron observar halos de solubilizacion. Se recomienda realizar las

determinaciones en medio liquido.

Para las condiciones del ensayo para evaluar el efecto sobre el crecimiento, solo la
planta de tomate inoculada con Pcat muestra una relacion positiva en el incremento

de NRS y peso con respecto al testigo.

No se vieron beneficiadas las plantulas de tomate tratadas con VSL 20 y VSL104,

por el contrario se redujeron la cantidad de NRS con respecto al testigo.

La combinaciéon de las cepas Trichoderma con P. clamydosporia no tienen efecto

sobre el nimero de raices secundarias y peso de plantas de tomate.

Para el caso del cacao no se observo un incremento en el NRS vy el peso en ninguno
de los tratamientos por lo tanto ninguno de los tratamientos tuvo efecto benéfico en

las plantas.
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8 APENDICES
APENDICE A
PREPARACION DE QUITINA COLOIDAL (MONREAL Y REESE, 1969)

Se mezclo 10 g de quitina coloidal comercial (Sigma, C-9213) y 100 mL de &cido
fosférico al 85% (Baker). Se almacend la mezcla durante 24 h a una temperatura de
4 °C agitandola ocasionalmente. Posteriormente, la quitina se precipitd con exceso
de agua destilada, el precipitado se separdé por filtracion a través de 2 capas de gasa
y se lavé hasta eliminar la acidez. La pasta se esteriliz6 y se mantuvo en

refrigeracion hasta su uso.

APENDICE B

Determinacion De Azucares Reductores Liberados

(Método modificado del acido 3,5-dinitrosalicilico, Miller et al., 1959) (Miller 1959)
Solucién DNS:

Adicionar:

1 g de &cido 3,5-dinitrosalicilico y

30 g de tartrato de sodio y potasio tetrahidratado a

16 mL de NaOH al 10 % (p/v).

Adicionar 50 mL de agua destilada.

Calentar para disolver, enfriar y transferir a un matraz volumétrico de 100 mL.
Completar en volumen con agua destilada.

Curva Patron.

La curva patron se construyé con soluciones de glucosa en un rango de 0.1 mg/mL

hasta 1.5 mg/mL.
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100uL de las soluciones de glucosa desde 0.1 hasta 1.5 mg/mL se adicionaron a
tubos de 1.5mL y 100uL de Solucién DNS.

Se colocan los tubos en agua hirviendo (100°C) durante 5 minutos. Enfrie

rapidamente en un bafo de hielo. Pasar 150 yL de la mezcla de reaccion.

Determinar la DO a 540 nm usando agua como blanco reactivo para ajustar a cero el
espectrofotometro. (El blanco reactivo se prepara de la misma forma que las
concentraciones de glucosa, a diferencia de que se sustituye la glucosa por 100uL

de agua destilada).
Procedimiento:

Coloque 100 pL de muestra en un tubo Eppendorf y adicione 100 yL de reactivo
DNS. Coloque los tubos en agua hirviendo durante 5 minutos. Enfrié rapidamente en

un bafio de hielo. Diluya las muestras si es necesario.

Determine la D.O. a 570 nm usando un blanco reactivo para ajustar a cero el
espectrofotometro (El blanco se prepara usando 100uL de agua destilada, en lugar

de 100pL de la solucién problema).
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APENDICE C
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FIGURA 8-1 Curva estandar de glucosa para actividad poligalacturonasa.

APENDICE D
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FIGURA 8-2 Curva estandar de glucosa para actividad endoglucanasa y fB-1,3-

Glucanasa.
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APENDICE E
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FIGURA 8-3 Curva estandar de glucosa para la actividad quitinasa.

APENDICE F
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FIGURA 8-4 Curva estandar de glucosa para la actividad Quitosanasa.
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APENDICE G
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FIGURA 8-5. Curva estandar de p- nitrofenol para actividad lipasa.

APENDICE H
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FIGURA 8-6 Curva de estandar de Tirosina para actividad Proteasa
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APENDICE |

Medio MS (Murashige & Skoog); Medio Basal con Vitaminas

TABLA 8-1. Composicion del medio MS

Formula (mg/L)
Nitrato de amonio 1650
Acido borico 6.2
Cloruro de calcio, anhidro 332.2
Cloruro de cobalto *6H20 0.025
Sulfato cuprico *5H20 0.025
Na:EDTA-2H20 37.26
Sulfato ferroso *7H20 27.8
Sulfato de magnesio anhidro 180.7
Sulfato de manganeso *H20 16.9
Acido Molibdico (Sal de Sodio) *2H.0 0.25
Yoduro de potasio 0.83
Nitrato de potasio 1900
Fosfato de potasio, Monobésico 170
Sulfato de Zinc *7H20 8.6
Glicina (Base Libre) 2
Mio-inositol 100
Acido nicotinico (acido libre) 0.5
Piridoxina *HCI 0.5
Tiamina *HCI 0.1
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APENDICE J

Tiempos de deshidratacion para la preparacion de muestras para microscopia optica:

las muestras se colocaron en casetes y se deshidrataron haciéndose pasar por

alcohol a diferentes concentraciones, como se muestra a continuacion.

TABLA 8-2. Soluciones y tiempos de deshidratacion.

Solucién

Tiempo

Etanol 30%
Etanol 40%
Etanol 50%
Etanol 60%
Etanol 70%
Etanol 80%
Etanol 90%

Etanol 100%

Alcohol- xilol (2:1)
Alcohol- xilol (1:1)
Alcohol- xilol (1:2)

Xilol

15 min

15 min (2 veces)

10 min

Desparafinacion: los frotis se sumergieron por las siguientes soluciones y en los

tiempos indicados a contin

TABLA 8-3. Soluciones y tiempos para la desparafinacion

uacion:

Solucién

Tiempo

Xilol 100%
Etanol 96%
Etanol 70%
Etanol 25%

20 min
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