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RESUMEN GENERAL

PERFIL METABOLOMICO DE Trichoderma spp. Y SU EFECTO
BIOESTIMULANTE Y ANTIFUNGICO EN Solanum lycoperscium L.

La busqueda de alternativas sustentables para reducir el uso de agroquimicos ha
incrementado el interés en microorganismos con actividad antagonista de
patdgenos, como las especies del género Trichoderma. La presente investigacion
tuvo como objetivos: identificar metabolitos producidos por Trichoderma spp.
mediante cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS),
evaluar la actividad biologica de sus compuestos organicos volatiles (COV’s)
durante la germinacion de tomate y determinar el efecto de diferentes tecnologias
de aplicacion de Trichoderma spp. en plantas de tomate infectadas con Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici raza 3 (FOL). Se identificaron 89 metabolitos en GC-
MS producidos por Trichoderma viride, T. harzianum y T. atroviride, pertenecientes
principalmente a los grupos de terpenoides, compuestos fendlicos, lactonas, acidos
grasos y sus derivados. El trichoacorenol fue uno de los terpenoides mas
abundantes en las tres especies analizadas. Los ensayos bioldgicos realizados con
COV’s mostraron que T. viride y T. harzianum disminuyeron significativamente la
incidencia de infecciones fungicas en semillas de tomate, alcanzando valores de
13.5 % y 21 %, respectivamente, frente a 88.5 % del tratamiento control. Asimismo,
los COV’s promovieron el crecimiento de los germinados, incrementando su longitud
total respecto al testigo. Adicionalmente, aplicaciones de Trichoderma spp. en
plantas infectadas con FOL incrementaron significativamente la biomasa radical y
aérea, ademas de reducir entre 47 y 53 % el progreso de la marchitez. Los
resultados obtenidos evidencian el potencial de Trichoderma spp. y sus metabolitos
como herramientas biotecnoldgicas para la promocion del crecimiento vegetal y el
manejo sustentable de enfermedades en tomate.

Palabras clave: Control biolégico, compuestos volatiles, CG-EM, marchitez por
Fusarium.

Tesis de Maestria en Ciencias en Horticultura, Universidad Auténoma Chapingo
Autor: Fernando Cruz Lazaro
Director: Dr. Santos Gerardo Leyva Mir
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GENERAL ABSTRACT

METABOLOMIC PROFILE OF Trichoderma spp. AND ITS BIOSTIMULANT
AND ANTIFUNGAL EFFECTS ON Solanum lycopersicum L.

The search for sustainable alternatives to reduce the use of agrochemicals has
increased interest in microorganisms with antagonistic activity against plant
pathogens, particularly species of the genus Trichoderma. The objectives of this
study were to identify metabolites produced by Trichoderma spp. using gas
chromatography coupled with mass spectrometry (GC-MS), to evaluate the
biological activity of their volatile organic compounds (VOCs) during tomato seed
germination, and to determine the effect of different application technologies of
Trichoderma spp. on tomato plants infected with Fusarium oxysporum f. sp.
lycopersici race 3. A total of 89 metabolites were identified by GC-MS from
Trichoderma viride, T. harzianum, and T. atroviride, mainly belonging to terpenoids,
phenolic compounds, lactones, fatty acids, and their derivatives. Trichoacorenol was
one of the most abundant terpenoids in all three species. Biological assays with
VOCs showed that T. viride and T. harzianum significantly reduced the incidence of
fungal infections in tomato seeds, reaching values of 13.5 % and 21 %, respectively,
compared to 88.5% in the control treatment. In addition, VOCs promoted seedling
growth, increasing total seedling length compared to the control. Furthermore,
applications of Trichoderma spp. to tomato plants infected with Fusarium oxysporum
f. sp. lycopersici race 3 significantly increased root and shoot biomass and reduced
the progression of vascular wilt by 47-53%. These results demonstrate the
biotechnological potential of Trichoderma spp. and their metabolites as sustainable
tools for plant growth promotion and disease management in tomato.

Keywords: Biological control, volatile compounds, GC-MS, Fusarium wilt.

Thesis of Master in Science in Horticulture, Universidad Auténoma Chapingo
Author: Fernando Cruz Lazaro
Advisor: Dr. Santos Gerardo Leyva Mir.
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1. INTRODUCCION GENERAL

El tomate (Solanum lycopersicum L.) es uno de los frutos que mas se producen a nivel
mundial. Los sistemas de produccidn de este cultivo han mejorado considerablemente en
las ultimas décadas; el uso de invernaderos, mejores sistemas de riego y el desarrollo de
fertilizantes son factores que han incrementado la produccion de tomate a nivel mundial
(Costa & Heuvelink, 2018). Sin embargo, la produccion de tomate implica una elevada
inversion y un alto riesgo debido a la susceptibilidad por estrés fisiolégico y a los ataques
de plagas y enfermedades. Actualmente, la inocuidad alimentaria es un tema central en
la produccion de tomates. Las enfermedades de origen fungico representan un alto riesgo
para producir alimentos inocuos, ya que los hongos fitopatdgenos pueden producir
micotoxinas que afectan la salud de los consumidores. Los principales agentes causales
de estas enfermedades en tomate pertenecen a los géneros Pythium, Alternaria,

Fusarium, Botrytis y Sclerotinia (Jones, 2008; Rodrigues & Furlong, 2022).

Se han usado fungicidas sintéticos por afios para mitigar las pérdidas en el cultivo de
tomate por ataque de hongos, pero esta solucion deja efectos negativos en el ambiente.
Miles de millones de hectareas de suelo cultivable a nivel mundial se encuentran con
cierto grado de contaminacion por pesticidas. Esto representa diversos riesgos para el
agroecosistema como pérdida de biodiversidad y disminucion de fertilidad de suelos.
Asimismo, el uso indebido de estas sustancias puede resultar en el desarrollo de
resistencia en patdgenos, por ello, es necesario el estudio de alternativas para su control
(Hough, 2021; Rodrigues & Furlong, 2022; Tang et al., 2021).

El uso de microorganismos que se asocian a plantas es una tendencia que fortalece los
sistemas de produccién agricola que se encaminan a la sustentabilidad (Cavicchioli et al.,
2019). Los biopesticidas microbianos son productos cuyo propdsito es inocular
microorganismos benéficos en los cultivos para prevenirlos del ataque de patégenos
(Rao, 2022). Varias cepas de Trichoderma son utilizadas como agentes de control
bioldgico actualmente. El primer reporte de este ascomiceto como antagonista de otros
hongos se realiz6 en 1932 (Guzman-Guzman et al., 2023). Ademas de controlar hongos
fitopatdégenos, la aplicacion de algunas especies de Trichoderma tienen efectos de interés

para su uso en cultivos; la induccion de resistencia sistémica, la solubilizacion de
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nutrientes en suelo, incluso la descomposicion de materia organica por parte de

Trichoderma spp. influye en el desarrollo de las plantas (Fiorentino et al., 2018).

Diversas especies de Trichoderma han sido evaluadas por su capacidad de controlar los
hongos que afectan desde la raiz como aquellos pertenecientes a los géneros Phytium,
Fusarium, Rhizoctonia y Phytophthora en cultivos horticolas y de gramineas (Guzman-
Guzman et al., 2023; Manjunath, 2022). Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (FOL) es
un patégeno que causa la marchitez en tomate, primero penetra por las células
epidérmicas de la raiz, después invade el tejido vascular de la planta y libera toxinas que
causan sintomas como amarillamiento y necrosis del tejido vegetal. La dificultad para el
control de FOL radica principalmente en la prolongada viabilidad de las estructuras de
resistencia (clamidosporas) en el suelo, aun en ausencia del hospedero; su rapida
colonizacion del tejido vascular también contribuye a un manejo complicado (Srinivas et
al., 2019).

Cuando se comenzd a usar especies de Trichoderma para controlar patdégenos se
menciond que la actividad de biocontrol era una consecuencia de la colonizacién y
competencia por espacio y nutrientes contra los demas organismos presentes,
atribuyendo gran parte de este fendmeno a modos de accidn fisicos (Kubiak et al., 2023).
Sin embargo, Trichoderma spp. puede presentar diferentes modos de control contra
patdgenos, como micoparasitismo, competencia por recursos y antibiosis. Por ello, aun
es necesario profundizar la investigacion hacia los metabolitos producidos en las
interacciones planta — Trichoderma — patégeno. Esto puede mejorar significativamente la
forma en que estos agentes de control se aprovechen (Awal et al., 2024). La antibiosis y
la induccion de resistencia en plantas son mecanismos de control mediados por
metabolitos de este hongo benéfico. Regularmente, estos compuestos tienen mas de un
propésito, y las mezclas de sustancias emitidas pueden tener efectos diferentes de la
aplicaciéon de cada compuesto aislado, Trichoderma spp. puede emitir alcanos, terpenos,

compuestos fendlicos, lactonas y alcoholes (Meena et al., 2017).

Segun Reino et al. (2008), los metabolitos antibidticos de Trichoderma spp. se pueden
clasificar en dos grandes grupos por su peso molecular; los volatiles de bajo peso

molecular que pueden desplazarse y actuar en un sitio diferente de donde se emiten y de
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alto peso molecular que s6lo actuan en contacto con el organismo patdégeno. Esto indica
que la presencia activa de Trichoderma spp. en el suelo o sustrato cultivado, puede

contribuir al desarrollo vegetal y a la prevencion del ataque de patégenos.

Es importante explorar los perfiles metaboldmicos de este hongo, ya que asi pueden
relacionarse los compuestos identificados de Trichoderma spp. con los diferentes efectos
de su aplicacidén. Estos metabolitos son altamente reactivos y puede tener multiples
aplicaciones tanto en el sector agricola como en el industrial y médico (Brock & Dickschat,
2011). En el tercer Capitulo del presente documento, se identificaron metabolitos de
Trichoderma spp. mediante GC-MS ademas de evaluar el efecto fungicida y de promocién
de crecimiento de compuestos volatiles de Trichoderma spp. en la germinaciéon de S.
lycopersicum. En el cuarto Capitulo se evalud la infeccion en plantas de S. lycopersicum
con Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici con tratamientos que implican la aplicacion de
especies o consorcios de Trichoderma spp., en este caso se evalué acumulacion de

biomasa, contenido nutrimental y severidad de la enfermedad.

Se plantea que las especies de Trichoderma spp. no solo ejercen su efecto de control
sobre fitopatégenos mediante competencia o micoparasitismo, sino también mediante la
produccion de metabolitos bioactivos, particularmente compuestos organicos volatiles,
capaces de influir en el crecimiento vegetal y en la inhibicién de patégenos. En este
contexto, el estudio del perfil metabolémico de Trichoderma spp. y la evaluacién de sus
efectos bioldgicos bajo diferentes condiciones de aplicacion representan una estrategia
clave para comprender y optimizar su uso en sistemas de produccion agricola

sustentables.

2. REVISION DE LITERATURA

2.1 Cultivo de tomate

El tomate normalmente se cultiva en areas templadas dentro de invernaderos, aunque
también puede cultivarse en zonas subtropicales y a campo abierto; mundialmente es
uno de los vegetales mas consumidos y México es el principal exportador. Tanto la

demanda como la produccion de este fruto aumentan afio con afio, esto implica que la
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industria del tomate tiene un alto impacto ambiental al demandar grandes cantidades de
fertilizantes, agua, energia y biocidas. Por ello en la mayoria de los paises productores
se promueve el desarrollo de técnicas de produccion mas responsables, que propicien

una menor huella ambiental (Costa & Heuvelink, 2018; Jones, 2008).

2.2 Patoégenos fungicos en tomate

Los hongos y oomicetos son los organismos que comunmente causan enfermedades en
plantas; desde ataques en hojas, flores y frutos hasta la raiz, estos patdégenos pueden
causar pérdidas importantes, sin las medidas de control pertinentes. Algunas de las
enfermedades fungicas mas comunes que infectan a los tomates son causadas por
microorganismos pertenecientes a los géneros Cercospora, Fusarium, QOidium,

Verticillium, Alternaria y Didymella (Kumar et al., 2018).

2.3 Género Fusarium

Algunos miembros del género Fusarium son patégenos de plantas que causan marchitez,
pudricion de plantulas, necrosis en raices y tejido vascular, entre otros sintomas. Estos
patdgenos se encuentran en el suelo y atacan diversas especies de interés horticola,
iniciando su infeccidon generalmente a través de la raiz (Srinivas et al., 2019). Los
sintomas del ataque de Fusarium en plantulas de tomate incluyen una marchitez general
y colapso. En plantas adultas de tomate suele comenzar con amarillamiento de hojas
inferiores que se extiende posteriormente hacia arriba, termina provocando la necrosis
de una parte de la planta o el colapso repentino de esta (Jones et al., 2008; Vallad et al.,
2018).

2.4 Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici

Fusarium oxysporum causa marchitez y dafo vascular en mas de 150 hospederos.
Representa uno de los agentes patégenos mas importantes del sector agricola. Existen
cepas especiales que atacan especificamente a ciertos hospederos, Fusarium
oxysporum Schlectend. Fr. f. sp. lycopersici (Sacc.) W.C. Snyder and H.N. Hansen (FOL)

causa marchitez, pudricion de tallo, corona y raiz en tomate (Srinivas et al., 2019). FOL
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entra por la epidermis de las raices, después infecta el tejido vascular volviendo
ineficiente el transporte de agua y asimilados por xilema, resultando inicialmente en un
desabasto de recursos causando marchitez y amarillamiento en secciones de la planta.
Uno de los aspectos claves en la permanencia y control de este organismo es la indefinida
viabilidad de la clamidospora cuando se encuentra en el suelo en reposo, aunque se
encuentre ausente el hospedero. Los sintomas tipicos del ataque de FOL incluyen
epinastia en las hojas, seguida de marchitez y posterior amarillamiento; estos sintomas
preceden a la muerte de la planta cuando el patégeno logra establecerse con éxito.
Cuando la infeccion esta completa, el hongo invade también tejido de parénquima, puede
formar esporas y estructuras de resistencia en hojas y tallos para reproducirse, sin
embargo, la propagacion también puede darse a través de semillas (Srinivas et al., 2019;
Vallad et al., 2018).

2.5 Género Trichoderma

Trichoderma es la forma asexual de un ascomiceto cuyo teleomorfo es nombrado
Hypocrea. El género comprende aproximadamente 375 especies, producen conidios
unicelulares en conidiéforos agrupados que se forman sobre las fidlides, ademas puede
producir clamidosporas con pared celular mas gruesa. Los conidios pueden ser de color

verde oscuro, hasta gris y marrén para algunas especies (Kubiak et al., 2023).

Segun los andlisis genéticos de Trichoderma spp. realizados por Steindorff et al. (2025)
estos hongos son organismos predispuestos genéticamente para el micoparasitismo,
ademas Trichoderma spp. se adaptd para relacionarse simbioticamente con plantas,
particularmente especies arboreas. Estos hongos también desarrollaron capacidad para

degradar materia organica como mecanismo para obtener recursos.

2.5.1 Trichoderma como agente de control biolégico

El término “control biolégico” se refiere a la practica de aplicar organismos o productos
de su metabolismo para reducir los efectos de un patégeno, los productos de biocontrol
son una alternativa para el uso de agroquimicos convencionales. Particularmente
Trichoderma spp. ha sido reconocido como un agente de control biolégico eficaz para

hongos que causan enfermedades en plantas (Rush et al., 2021; Sood et al., 2020). El
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60% de los biofungicidas registrados a nivel mundial, estd basado en indculos o

metabolitos de Trichoderma spp. (Pokhrel et al., 2022).

Trichoderma spp. puede controlar enfermedades causadas por hongos en plantas,
aunque también se ha reportado que su aplicacion disminuye la incidencia de hongos
patdgenos foliares. Asimismo, se ha encontrado que algunas especies de Trichoderma

pueden controlar ataques de nematodos en las raices (Kaur et al., 2025)

Ademas de controlar patégenos que afectan las raices con métodos directos (antibiosis
y micoparasitismo), Trichoderma tiene la capacidad de influir en el equilibrio hormonal de
planta para regular su crecimiento, ayuda en la absorcion de nutrientes e induce
mecanismos de defensa. Estos son mecanismos indirectos que ayudan a los cultivos a

disminuir el ataque de patégenos (Alfiky & Weisskopf, 2021; Dutta et al., 2022).

2.5.2 Metabolitos de Trichoderma

Trichoderma spp. producen multiples metabolitos con actividad antifungica,
antibacteriana, anticancerigena y diversas enzimas de importancia en el sector industrial.
Esta es la principal razén por la que este hongo se ha usado con éxito en el control
bioldgico de plagas, el control de Trichoderma sobre fitopatégenos se da mayormente por
el efecto de la mezcla de compuestos emitidos por el hongo benéfico (Khan et al., 2020)
Algunos de los metabolitos secundarios de este organismo afectan el crecimiento de las
plantas y regulan poblaciones de microorganismos presentes en la rizosfera (Sood et al.,
2020). Algunos de los metabolitos comunmente identificados en el género Trichoderma
incluyen terpenoides, lactonas, peptaiboles, compuestos fendlicos, alcanos, antracnonas,
esteroides, enzimas, alcoholes, entre otros (Salwan et al., 2019). Se ha demostrado que
varios compuestos como la 6-pentil-a-pirona, tienen multiples efectos en plantas vy
microorganismos, por lo que la liberacion de metabolitos puede ser multipropdsito
(Gualtieri et al., 2022).

2.5.3 Compuestos organicos volatiles

Los compuestos organicos volatiles (COV’s) normalmente se difunden por suelo, aire o
agua desde el punto de donde se originan gracias a su bajo peso molecular y alta presién

de vapor (>0.01 kPa). La actividad bioldgica de estos compuestos es diversa y, en su
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mayoria, tienen el objetivo de interactuar con otros organismos (Jiménez-Bremont et al.,
2024).

2.6 Analisis de metabolitos

La metabolémica con enfoque no dirigido es un conjunto de técnicas y métodos para la
busqueda de todos los compuestos detectables, conocidos y desconocidos de un
organismo. Diferentes técnicas cromatograficas, como la cromatografia de gases y la
cromatografia liquida, junto con la espectrometria de masas, son utiles para el analisis
de metabolitos en muestras complejas. Estas técnicas son utiles para identificar un gran
numero de metabolitos en mezclas que pueden provenir de cultivos microbianos, la
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS) es adecuada para

el estudio de sustancias volatiles y polares (Khan et al., 2020).

Se han implementado diversos sistemas para la evaluacién de la actividad bioldgica de
compuestos volatiles de microorganismos, como menciond Jiménez-Bremont et al.
(2024) el objetivo de estos ensayos es mantener los COV's producidos por Trichoderma
spp. en un sistema hermético donde se conserven y puedan tener efecto sobre otros

patdgenos o plantas.

Kaur et al. (2025) mencionaron que las fermentaciones de sustratos organicos de bajo
costo como el arroz tienen la capacidad de producir una gran cantidad de metabolitos

secundarios.

2.7 Bioestimulacién en plantas

Segun du Jardin et al. (2020) un bioestimulante vegetal es cualquier sustancia o
microorganismo aplicado a las plantas con el fin de mejorar la eficiencia nutricional, la
tolerancia al estrés abidtico y/o las caracteristicas de calidad del -cultivo,

independientemente de su contenido de nutrientes.

Las micorrizas y los hongos endéfitos de plantas como Trichoderma spp. deben
considerarse bioestimulantes ya que promueven diversos efectos en las plantas

incluyendo una mayor tolerancia al estrés abidtico, una mayor eficiencia en el uso de
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nutrientes, ademas del crecimiento y la morfogénesis de 6érganos. Aunque sus usos
agricolas actualmente se basan en el conocimiento sobre su uso como biopesticida. Los
microorganismos aplicados a las plantas pueden tener una doble funcién: la de agente

de control bioldgico y la de bioestimulante (du Jardin, 2015; Sood et al., 2020).

A pesar de los avances en el conocimiento de los mecanismos de accion de Trichoderma
spp., aun existe informacion limitada sobre la relacion directa entre los perfiles
metaboldmicos de distintas especies y sus efectos biolégicos especificos en plantas y
patdgenos. Por lo tanto, resulta necesario integrar enfoques metabolémicos y ensayos
biologicos que permitan establecer estas relaciones y contribuir al desarrollo de
estrategias mas eficientes y sustentables para el manejo de enfermedades en cultivos

como el tomate.
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3. IDENTIFICACION DE METABOLITOS DE Trichoderma spp. Y SU
ACTIVIDAD BIOLOGICA EN SEMILLAS DE Solanum Iycopersicum
L.
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3.1 Resumen

Trichoderma spp. es usado frecuentemente en la agricultura para controlar fitopatdgenos.
Dentro de los principales mecanismos de este organismo para controlar patégenos es
comun mencionar la competencia y colonizacion rapida del medio, sin embargo, se ha
demostrado que gran parte de los beneficios de este hongo, estan mediados por
metabolitos. En este estudio se identificaron compuestos producidos por Trichoderma
viride, T. harzianum y T. atroviride mediante cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas (GC-MS), ademas de evaluarse la actividad bioldgica de sus
COV’s sobre semillas de Solanum lycopersicum L. Los metabolitos fueron obtenidos a
partir de fermentacion sélida en arroz y extraidos con hexano y acetato de etilo. Se
identificaron 89 compuestos pertenecientes principalmente a terpenoides, acidos grasos,
compuestos fendlicos y lactonas. Entre los metabolitos de mayor abundancia destacaron
trichoacorenol, acido linoleico, acido palmitico y 2-feniletanol. Asimismo, se detectaron
compuestos previamente asociados con actividad antifungica y promocion del
crecimiento vegetal, como B-cariofileno y derivados de 6-pentil-2H-piran-2-ona. La
actividad biologica de los COV’s se evalué en camaras de germinacion cerradas
utilizando semillas de tomate sin desinfeccion previa. Los tratamientos con COV’s de T.
viride y T. harzianum redujeron significativamente (p < 0.01) la incidencia de infecciones
fungicas de 88.5 % en el control a 13.5 % y 21 %, respectivamente. Ademas, promovieron
el crecimiento de los germinados, alcanzando longitudes medias de hasta 2.72 cm. Los
resultados evidencian el potencial biotecnologico de los metabolitos de Trichoderma spp.
para aplicaciones en agricultura sustentable.

Palabras clave: Terpenoides, lactonas, control biologico, bioestimulante, compuestos
volatiles.
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3.2 Abstract

Trichoderma spp. is frequently used in agriculture to control phytopathogens. While
competition and rapid colonization of the environment are commonly mentioned among
the main mechanisms this organism uses to control pathogens, it has been shown that
many of the benefits of this fungus are mediated by metabolites. In this study, compounds
produced by Trichoderma viride, T. harzianum, and T. atroviride were identified using gas
chromatography coupled to mass spectrometry (GC-MS), and the biological activity of
their volatile organic compounds (VOCs) on Solanum lycopersicum L. seeds were
evaluated. The metabolites were obtained from solid-state fermentation in rice and
extracted with hexane and ethyl acetate. Eighty-nine compounds were identified, primarily
terpenoids, fatty acids, phenolic compounds, and lactones. The most abundant
metabolites included trichoacorenol, linoleic acid, palmitic acid, and 2-phenylethanol.
Compounds previously associated with antifungal activity and plant growth promotion,
such as B-caryophyllene and 6-pentyl-2H-pyran-2-one derivatives, were also detected.
The biological activity of the volatile organic compounds (VOCs) was evaluated in closed
germination chambers using undisinfected tomato seeds. Treatments with VOCs from T.
viride and T. harzianum significantly reduced (p < 0.01) the incidence of fungal infections
from 88.5% in the control to 13.5% and 21%, respectively. Furthermore, they promoted
germination growth, reaching average lengths of up to 2.72 cm. These results
demonstrate the biotechnological potential of Trichoderma spp. metabolites for
applications in sustainable agriculture.

Keywords: Terpenoids, lactones, biological control, biostimulant, volatile compounds.
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3.3 Introduccioén

Trichoderma es un género de ascomicetos que se encuentra en cualquier tipo de suelo
cultivable, son organismos saprofitos y se pueden aislar faciimente de la rizosfera de
muchas plantas cultivadas y silvestres (BroZova, 2004). El género incluye 375 especies
identificadas (Gualtieri et al., 2022; Kubiak et al. 2023). Aproximadamente el 60 % de los
biofungicidas registrados a nivel mundial contienen metabolitos o propagulos de alguna
especie de Trichoderma. Ha sido usado por décadas para mitigar infecciones fungicas en
cultivos, ataques de nematodos en las raices e incluso para bioestimular plantas (Pokhrel
et al., 2022).

La competencia por espacio y nutrientes es una de las estrategias de control de
patdgenos que mas ha sido reconocida en hongos de este género. Una cepa que coloniza
rapido el sustrato y hace uso eficiente de los recursos promete ser un buen agente de
control bioldgico (Asad, 2022). Sin embargo, Trichoderma spp. cuenta con mas
mecanismos para suprimir a los patégenos; el micoparasitismo es el proceso en el que
el hongo antagonista atrae, reconoce y finalmente ataca con enzimas los tejidos del
hongo fitopatdogeno. Por otro lado, la antibiosis se refiere a la liberacion de sustancias que
por si solas pueden inhibir el crecimiento de patégenos (Kubiak et al., 2023; Pokhrel et
al., 2022). En estos mecanismos se ven involucrados compuestos emitidos por
Trichoderma con una o mas funciones bioldgicas y que pueden ser producto del
metabolismo primario (ej. aminoacidos y acidos grasos) o secundario (ej. terpenos y
compuestos fendlicos) del hongo (Asad, 2022; Salwan et al., 2019). Al menos 75 especies
de este hongo han sido identificadas con alto potencial para micoparasitar fitopatdégenos
como Fusarium Alternaria, Botrytis, Sclerotinia, Phythoptora y Pythium (Pokrel et al.,
2022; Salwan et al., 2019). Trichoderma viride y Trichoderma harzianum son de las
especies mas utilizadas en el control biolégico actualmente por su capacidad antagonista
(Kaur et al., 2024). A pesar de las virtudes del género Trichoderma el control biolégico en
la actualidad aun tiene diversos retos (Kubiak et al., 2023) que dificultan su adopcion
masiva en los sistemas de produccidn agricola, por lo que el continuo estudio de sus
mecanismos de antagonismo es necesario. Ademas de que la investigacion en torno a
los metabolitos producidos por este tipo de organismos puede resultar en la creacién de
nuevos fungicidas de origen biolégico, mas sustentables en la produccion agricola
(Kumar et al., 2012).

Los compuestos organicos volatiles (COV's) son compuestos de bajo peso molecular que
se evaporan con facilidad a temperatura ambiente, esto significa que pueden difundirse
y actuar a cierta distancia del punto donde fueron originados (Hung et al., 2013). Las
plantas, bacterias y hongos producen COV's para distintos propdsitos como la
comunicacion o sefalizacion intra e intergénero, sin embargo, la biosintesis de COV's en
hongos comprende un area de investigacién poco explorada comparada con el de plantas
y bacterias (Cavicchioli et al., 2019; Salwan et al., 2019).

Los COV’s que generalmente producen los hongos son alcoholes, alcanos, lactonas,
cetonas, terpenos y pironas. Algunos de estos compuestos son responsables de
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desencadenar respuestas metabdlicas en el organismo o cumplen funciones especificas,
siendo asi multipropdsito, dependiendo del contexto del organismo en cuestion. Por
ejemplo, el g-cariofileno producido por muchas plantas y solo algunos hongos
ascomicetos, puede actuar como atrayente a polinizadores, activa mecanismos de
defensa en las plantas y promueve su crecimiento. (Jiménez-Bremont et al., 2024). La
biomasa de las cepas antagonistas de Trichoderma de las cuales se han identificado los
COV's que producen, se obtienen a partir de fermentos liquidos o sélidos con diferentes
técnicas (agitados o estaticos). Compuestos como esteres, alquenos, fenoles, alcoholes,
monoterpenos y sesquiterpenos se han identificado con éxito en los ultimos afos
(Gualtieri et al., 2022), contando con un registro de mas de 370 compuestos para el
geénero Trichoderma (Salwan et al., 2019).

El perfil volatii de Trichoderma cambia considerablemente entre especies y en
consecuencia a la interaccion con otros organismos. Compuestos como el 1-octen-3-ol y
la 6-pentil-alfa-pirona se han logrado identificar con técnicas como cromatografia de
gases acoplada a espectrofotometria de masas (GC-MS) y mediante ensayos biolégicos
se verifica la actividad de las sustancias emitidas (Gualtieri et al., 2022). Por ejemplo,
Jiménez-Bremont et al. (2024) sefialaron que existen métodos para determinar los
efectos de los COV's de Trichoderma en diferentes organismos, el de mayor interés
agronomico es entre plantas y el hongo, para esto se colocan semillas, frutas o plantas
dentro de una camara aislada donde también se encuentra una placa con una especie
en crecimiento de Trichoderma, en ese caso puede observarse la actividad biolégica de
los compuestos emitidos por Trichoderma. La mayoria de los estudios realizados de este
tipo se centra en evaluar la promocién o inhibicion del crecimiento vegetal por los COV's
emitidos de algun microorganismo; sin embargo, en el presente estudio se pretendio
evaluar ademas la actividad fungicida en la germinacion de semillas que contenian
patdgenos y no se les proporciond tratamiento alguno de desinfeccion.

Esta investigacion tuvo como objetivo identificar los compuestos emitidos por
Trichoderma viride, Trichoderma harzianum y Trichoderma atroviride mediante GC-MS.
Ademas, se observo y se evalud la actividad fungicida y bioestimulante de los COV's
emitidos por T. viride, T. harzianumy T. atroviride mediante un ensayo experimental donde
se colocaron a germinar semillas de tomate (Solanum lycopersicum L.) en un sistema
cerrado que contenian estos mismos compuestos volatiles.

3.4 Materiales y métodos

3.4.1 Reactivacion de Trichoderma spp.

Las especies T. viride, T. harzianum y T. atroviride que se encontraban conservadas en
tubos de ensaye con medio de cultivo PDA e inmersas en aceite mineral se obtuvieron
de la coleccién microbiolégica del Laboratorio de Micologia Agricola de la Universidad
Auténoma Chapingo. Cada especie se sembro por separado en cajas Petri con medio de
cultivo PDA'y se dej6 incubar a 25 °C por siete dias para activar su metabolismo.
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3.4.2 Acondicionamiento del medio nutritivo para la obtenciéon de fermentos

Se empled arroz como medio nutritivo para fermentar Trichoderma spp. y posteriormente
extraer los metabolitos producidos. Primeramente, el arroz se sumergié en agua a punto
de ebullicion durante 3 min, lo que generd un aumento de humedad ~55 %. Después se
colocaron 100 g de este arroz acondicionado en matraces Erlenmeyer de 500 mL, se
taparon y posteriormente se llevaron a esterilizar a 120°C durante 20 min en una
autoclave.

3.4.3 Obtencién del inéculo de Trichoderma spp.

La solucion de conidios que se uso para la inoculacion del medio nutritivo se obtuvo de
las placas Petri reactivadas de Trichoderma spp. Cada placa se lavo con 10 mL de agua
destilada estéril + Tween 80 (0.01 %) y se separo del medio de cultivo con una espatula.
Posteriormente se ajustd la concentracion a 1 x 10° conidios/mL mediante el
procedimiento de conteo de conidios en camara de Neubauer. Para cada especie de
Trichoderma se obtuvo una solucion de conidios.

3.4.4 Inoculacion del medio nutritivo

A un matraz con 100 g de medio nutritivo estéril, se le agregd 4 mL del in6culo de T. viride
preparado previamente (1x108 conidios/mL), después se homogenizd y se mantuvieron
tapados con algodon y Parafilm. Este procedimiento se repitié con T. harzianum 'y T.
atroviride en matraces individuales. Por ultimo, se dejaron incubar a 28 °C durante 8 d
con ciclos de 12 h de luz.

3.4.5 Extracciéon de metabolitos de los fermentos de Trichoderma spp.

Para extraer los metabolitos de cada especie de Trichoderma se emplearon dos
disolventes de diferente polaridad: hexano y acetato de etilo. A 50 g del fermento de T.
harzianum se le adicionaron 100 mL de hexano, se incorporo el sustrato y el disolvente
durante 3 min y después se sonico la mezcla durante 10 min. Este procedimiento se
repitid con acetato de etilo y también para T. viride y T. atroviride con ambos disolventes,
obteniendo seis extractos en total. Para eliminar el acetato de etilo se utiliz6 un
rotaevaporador, mientras que el hexano se evaporo6 a temperatura ambiente.

3.4.6 Identificacion de metabolitos mediante GC-MS

El analisis de los extractos se llevé a cabo mediante un cromatégrafo de gases (Agilent
technologies-7890B) acoplado a un auto muestreador (7683B) y un detector selectivo de
masas (5977A). En la separacién cromatografica se utilizé una columna HP5-MS (30 m
x 0.25 mm x 0.25 ym). El volumen de inyeccién de la muestra fue de 1 pL. Las muestras
se inyectaron en modo splitless a 280 °C. Las condiciones del horno fueron temperatura
inicial a 60 °C por 1 min para incrementar a 6 °C/min hasta 270 °C, la cual se mantuvo
por 1 min. El flujo de columna del gas acarreador fue de 1 mL/min de helio (pureza
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99.999%). La linea de transferencia se mantuvo a 300 °C durante el analisis. Las
temperaturas del cuadrupolo y de la fuente de ionizaciéon fueron de 150 y 230 °C,
respectivamente. La adquisicion de datos se realizé en modo impacto electrénico en un
intervalo de m/z 50 — m/z 550 en modo SCAN. Los compuestos se identificaron mediante
la comparacion de sus espectros de masas con los de la biblioteca NIST 2011.

3.4.7 Actividad bioloégica de COV's de Trichoderma spp. en la germinacion de S.
lycopersicum.

Para mantener los compuestos volatiles producidos por Trichoderma spp. y evaluar su
efecto en la germinacion de S. lycopersicum se siguio la metodologia propuesta por Lee
et al. (2015, 2016) con modificaciones, cabe mencionar que las semillas se obtuvieron.
El disefio experimental fue completamente al azar con tres repeticiones. El sistema que
se usoO para evaluar actividad biolégica de los COV's de Trichoderma spp. se ilustra en
la Figura 1. En cajas Petri (250 x 15 mm) utilizadas como camaras de germinacion, se
colocaron 50 semillas con 4 mL de agua destilada estéril y una placa de T. atroviride,
cada elemento (semillas y hongo) se ubicaron en cajas Petri chicas (100 x 10 mm). Este
procedimiento se replico tres veces también para T. viride y T. harzianum. Las camaras
de germinacion se incubaron por 7 d a 32°C. Cabe mencionar que al momento de
establecer el experimento las placas de Trichoderma spp. usadas tenian 3 d desde su
siembra.

No se realiz6 identificacion de los microorganismos presentes en las semillas; por lo tanto,
los resultados corresponden a la inhibicién general de infecciones fungicas asociadas al
lote de semillas utilizado.

3.4.8 Evaluacion del efecto bioestimulante de los COV's de Trichoderma spp.

Al término del experimento se midié la longitud total de los germinados (radicula +
hipocotilo). Ademas, se realizé un conteo de semillas germinadas para calcular el
porcentaje de germinacion.

3.4.9 Evaluacion del efecto fungicida de los COV's de Trichoderma spp.

Al término del experimento se evalué en los germinados la presencia o ausencia de
infecciones fungicas y con esto se calculé el porcentaje de semillas enfermas. Los
resultados obtenidos de este ensayo experimental se analizaron con el programa SAS
studio 9.4 aplicando analisis de varianza (p < 0.01) y prueba de comparacién medias de
Tukey (a = 0.05).

3.5 Resultados y discusion

Se identificaron 89 compuestos volatiles y no volatiles por GC-MS (Cuadro 1). La base
de la mezcla de los metabolitos obtenidos son los terpenoides (30 identificados), los
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50 semillas de
S. lycopersicum

PDA + T. viride,
T. atroviride o
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l de germinacion l
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Estimacion en semillas:
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e (o= -Longi_tud (;a}dicula +
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Figura 1. Evaluacién de la actividad fungicida y de promocion del crecimiento de los COV's de
Trichoderma spp. en semillas de Solanum lycopersicum. Se colocaron por triplicado cada especie
de Trichoderma (izquierda) y un control sin microorganismo (derecha), las camaras de
germinacion se sellaron (1). Se incubd con luz natural a 32°C, las semillas germinaron en
presencia de los COV's de Trichoderma spp. (2). En los germinados se evalué el porcentaje de
infeccién, de germinacion y la longitud total (3).

acidos grasos y sus derivados (20 identificados) y compuestos fendlicos (9 identificados).
Aunque también se detectaron lactonas y algunos alcoholes (5 identificados). Por la
polaridad del extracto hexanico se identificaron compuestos no volatiles de caracter
hidrofébico, como algunos ésteres de acidos grasos y esteroides, en contraste un mayor
namero de compuestos fueron extraidos con acetato de etilo. Un ejemplo del
cromatograma de T. atroviride se muestra en la Figura 2.
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3.5.1 Perfil de metabolitos por disolvente de extracciéon

La polaridad del hexano ayudé a identificar compuestos hidrofébicos como acidos grasos
y sus ésteres; asi como como en su mayoria terpenoides. Puede observarse un marcado
aumento de la abundancia relativa en los principales acidos grasos identificados; acido
linoleico (63) y el acido palmitico (60). Sin embargo, los extractos realizados con acetato
de etilo mostraron una mayor diversidad de compuestos terpenoides, fendlicos, lactonas
y alcoholes de mayor polaridad que los anteriores, como se muestra en la Figura 3, en
esta cada barra por su color agrupa a los metabolitos por su grupo funcional.

Lactonas como el, 3-acetil-4-hidroxi-6-metil-2H-piran-2-ona (21), 2-cumaranona (14), la
anhidromevalolactona (11) y terpenos como el cedreno (25), B-sesquifelandreno (33), B-
patchuleno (26), B-bisaboleno (35), y longifolene (27) se identificaron exclusivamente en
los extractos realizados con acetato de etilo.

Ademas, la mayoria de los compuestos fendlicos y sus derivados resultaron con una
abundancia mayor o exclusivamente identificados en los extractos con acetato de etilo.
De la misma forma, alcoholes como el 1-octen-3-ol (4) y 1-undecanol (54) se identificaron
exclusivamente de extractos de acetato de etilo.

3.5.2 Perfil de metabolitos identificados en Trichoderma spp.

T. viride destaca por el numero de compuestos identificados cuyo fermento se proceso
con acetato de etilo, alcanzando un total de 50 compuestos identificados, sin embargo,
se identificaron entre 29 y 45 compuestos para T. harzianum 'y T. atroviride.

En las tres especies de Trichoderma se identificaron algunos metabolitos en comun (24
identificados) (Figura 4). Asimismo, se puede observar en la figura el niumero de
compuestos exclusivos por especie y otros en pares de estas, considerando ambos
disolventes.

Acidos grasos y derivados

En relacidn con los principales componentes segun la abundancia relativa, se encuentran
acidos grasos tal como el acido linoleico (63), el acido palmitico (60) se identificaron
ambos en las tres especies; de forma similar, un éster de acido graso el 9,12-
octadecadienoato de butilo (72) se identificé en las tres especies, aunque en menor
proporcion que los anteriores, siendo uno de los principales componentes. También
fueron identificados otros ésteres de &cidos grasos como la monooleina (77), 2-
monopalmitina (71) y linoleato de etilo (68), al respecto, Ruiz et al., (2007) reportaron los
lipidos de dos fermentos de especies de Trichoderma aisladas del mar mediante GC-MS.
Asimismo, encontraron que tanto las especies terrestres como las maritimas tienen un
contenido similar de lipidos en sus membranas, reconociendo a los acidos oleico,
linoleico y palmitico como componentes principales. En el presente estudio, el acido
linoleico y palmitico también constituyeron los principales acidos grasos de las tres
especies de Trichoderma.
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Cuadro 1. Abundancia relativa (%) de los principales compuestos identificados mediante CG-EM en

extractos de fermentos de tres especies de Trichoderma realizados con acetato de etilo y hexano.

Disolvente de extraccion

Hexano Acetato de etilo
No. TR Grupo Compuesto Especie de Trichoderma
TA TV TH TA TV TH

1 3.275 Ester butanoato de etilo - - - 0.74 0.10 -
2 3.520 Aldehido 2-etil-2-butenal - - - - - 0.41
3 4.770 Ester diacetato 1,1-Etanediol - - - 0.1 -

4 6.048 Alcohol 1-octen-3-ol - - - 0.12 - 0.12
5 6.680 Aldehido 2-etil-hexenal - - - - - 0.24
6 6.810 Acido acido sérbico - - - - 0.14 -
7 7.448 Aldehido benzeneacetaldehido - - - 0.50 0.19 -
8 8.510 Fenol o-guaiacol - - - - - 0.25
9 9039  Alcohol 5 foniletanol 099 164 051 281 528 -

fenolico

10 10.010 Alcano 5-(2-metilpropil)-nonano - - 0.13 - - -
11 10.153 Lactona anhidromevalolactona - - - 0.53 0.67 0.91
12 10.480 Ac. graso  acido caprilico - - 0.40 - - -
13  11.420 Furano 2,3-dihidro-benzofurano - - - - 0.16 -
14 11.787 Lactona 2-cumaranona - - - 0.96 1.05 0.85
15 12.380 Acido acido bencenoacético - - - - 0.28 -
16 12.430 Lactona mevalonolactona - - - 0.17 - -
17 12.470 Caﬁ;cg)c(ia)ico i;?ctllla-;(;lmetll-4,5-d|h|dro-1 H- ) ) ) ) 038 )
18 13.110 Aldehido (E,E)-2,4-decadienal - - 0.79 - - -
19 13.627 Fendlico 2-metoxi-4-vinilfenol - - - 2.61 2.18 3.94
20 13.950 Amina 3-octanamina - - - - 0.13 -
21 14755  Lactona o ooeti-4-hidroxi-6-metil-2H-piran- . - 031 014 -
22 14.880 Fenol 2-propil-fenol - - - 0.25 - -
23 15936 Terpenoide [-cedreno 0.15 1.37 - 0.99 1.23 1.51
24 15990 Terpenoide 1,4-cadinadieno 1.47 126 0.54 1.57 1.51 0.76
25 16.085 Terpenoide cedreno - - - 413 4.84 -
26 16.527 Terpenoide B-patchuleno - - - 0.25 - -
27 16.605 Terpenoide longifoleno (V4) - - - - 0.29 -
28 16.960 Terpenoide a-longipineno 0.18 - - - - -
29 16.970 Terpenoide tujopseno - - - - 0.20 -
30 17.083 Terpenoide B-chamigreno 0.13 0.11 - 0.42 0.1 -
31 17127 Terpenoide acoradieno 0.60 0.46 0.56 1.58 1.72 1.26
32 17.188 Terpenoide B-cariofileno 0.31 0.24 0.11 0.39 0.36 0.11
33 17.224 Terpenoide [B-sesquifelandreno - - - 0.31 0.31 -
34 17.440 Terpenoide B-cubebeno 0.12 0.13 - - 0.31 -
35 17.734 Terpenoide [-bisaboleno - - - 0.14  0.12 -
36 17.882 Terpenoide &-elemeno 0.42 0.31 - 0.58 0.45 0.15
37 18.868 Terpenoide a-cedreno - - - 043 0.35 -
38 19.140 Terpenoide laureno - - - - 0.16 -
39 20.310 Terpenoide T-cadinol - 0.11 - - - -
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Alcohol
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Amida
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Terpenoide
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Amida
Alcohol
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Terpenoide

Ester
Amida
Alcano

Ester

Ester

Ester

Ester

Ester
Terpenoide

Ester
Esteroide

acido 4-hidroxi-3-
metoxifenilacético
583,7pH,10a-eudesm-11-en-1a-ol
trichoacorenol

a-bisabolol
1,4-trans-1,7-cis-acorenona
tetrahidro-4-hidroxi-6-pentil-2H-
piran-2-ona

oxido B de a-bisabolol
tetrahidro-a,a,5-trimetil-5-(4-metil-
3-ciclohexen-1-il)-, [2S-
(2a,5B8(R))]* 2-furanmetanol
1,8-dimetil-8,9-epoxi-4-isopropil-
espiro[4.5]decan-7-ona

ledol

copaeno

acido miristico

propenoato etil (2E)-3-(4-hidroxi-
3-metoxifenil)-2-

acido pentadecanoico
1-undecanol

pentadecanal

acido oleico

Z-11-acido hexadenoico

oxido de aromadendreno (isémero
2)

tetradecanamida

acido palmitico

hexadecanoato de etilo

verticiol

acido linoleico

hexadecanamida
1-heptatriacotanol

esclareol
13B-metil-13-vinil-podocarp-7-en-
3-ona

linoleato de etilo
9-octadecenamide, (Z)-
tetracosano

2-monopalmitina
9,12-octadecadienoato de butilo
9,12-octadecenadienoate de i-
propilo
9,cis.,11trans.-octadecadienoato
de butilo

monolinolenina
1,5,9-trimetil-12-(1-metiletil)-
ciclotetradeca-4,8,13-trieno-1,3-
diol

monooleina

4 ,4-dimetil-(33)-androst-5-en-3-ol

2140 1752 7.4
042 029 0.13
1.08 0.71 0.46

- - 0.17
0.20 - -

- 0.17 -

- - 0.11
1.58 214 -
0.30 - 0.31
0.61 - 0.98
0.13 - -
0.64 - 1.17
168 075 1.63

17.30 21.80 30.77

060 - -
41.74 4279 49.99
055 018 -

- 128 -
104 - -
293 232 063

- 032 -

- 004 0.1
014 1.01 087
- 023 -
033 031 0.18
022 029 -
066 - -

0.33 0.28
- 0.11
19.45 13.43
0.25 0.23
0.56 0.43
- 0.56
2.64 -
- 0.78
0.17 0.50
- 0.20
0.10 -
0.16 -
- 8.05
- 1.31
23.38 38.75
126 1.24
0.98 0.60
1.36 -
419 212
094 0.75
0.79 0.75
5.07 -
3.16 0.32
- 1.56
413 2.09

7.26

0.34
0.36

0.50
0.42
0.23

0.70

0.91
0.80

0.12
17.53

51.41
0.68

0.27
0.73

33



2-[4-metil-6-(2,6,6-trimetilciclohex-

79 33.585 Aldehido 1-enil)hexa-1,3,5-trienilJciclohex-1- 0.22  0.68 - - 0.62 -
en-1-carbaldehido
80 33.640 Alcano eicosano - - 0.19 - - -
81 33.670 Ester estearato de glicidol - - - 0.52 - -
82 33.820 Ester linoleato de isopropilo 012 0.16 0.19 - - -
83 34320  Ester ;ﬁr‘]‘ifi‘l’g;’ox”ato mono(2- i i i - 020 -
84 34.330 Ester 1,2-dicarboxilato diisooctilo 0.21 - - - - -
85 35.350 Esteroide [B-sitosterol - - - 7.51 - -
86 35.920 Ester fumarato de di(2-feniletil) - - 0.15 - - -
87 35.935 Ester oxalato de decilo 2-feniletil 0.26 - - - 0.52 -
88 35.960 Ester succinato de hexilo 2-feniletil - 0.32 - - - -
89 36.044 Ester monolinoleina - - - 1.76 - 3.17
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Figura 2. Cromatograma del extracto con acetato de etilo para el fermento de Trichoderma
atroviride (A). La flecha indica el tiempo de retencién (TR: 20.99) del metabolito trichoacorenol
(4,8-dimetil-1-(1-metiletilo espiro-[4.5]dec-8-en-7-0l,)-.) Espectro de masas del
identificado (B) y de la biblioteca NIST (C).
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Figura 3. Cantidad de compuestos por grupo funcional de cada especie y
disolvente de extraccion identificados mediante CG-EM. Trichoderma viride (TV),
T. atroviride (TA) y T. harzianum (TH).

Salwan et al. (2019) sefialaron que un cultivo mixto de células fungicas de Trichoderma
puede producir hasta siete clases de lipidos en compartimentos intracelulares y
extracelulares; a partir de estos acidos grasos se pueden sintetizar alcoholes, alcanos y
aldehidos. Esto coincide con lo obtenido, ya que al menos fueron identificados 20 acidos
grasos y algunos derivados y al menos se identificaron 7-8 por cada especie (Figura 3).

Terpenoides

El grupo mas diverso de componentes identificados lo conforman los terpenos y sus
derivados. El ledol (49), copaeno (50), a-bisabolol (43), B-cedreno (23), 133-metil-13-vinil-
podocarp-7-en-3-ona (67), &-elemeno (36) y B-cariofileno (32) fueron identificados
exitosamente en las tres especies. Estos fueron de los componentes de mayor
abundancia, ademas de un subgrupo de sesquiterpenos con estructura espiro[4.5] y
espiro[5.5] como el acoradieno (31), trichoacorenol (42), 1,4-trans-1,7-cis-acorenona (44)
y 1,4-cadinadieno (24) identificados en los fermentos de las tres especies. El
trichoacorenol presente en las tres especies, fue el terpeno mas abundante, en la Figura
2 se muestra el cromatograma, asi como, su espectro de masas.

Respecto al trichoacorenol (42) Citron et al., (2011) y Reino et al., (2008) indicaron que
el primer reporte de la identificacion de este alcohol sesquiterpénico espirociclico fue en
1995 en extractos de Trichoderma koningii. Sin embargo, el compuesto identificado y
nombrado como trichoacorenol es idéntico estructuralmente al coccinol identificado
previamente de Fusidium coccineum. Actualmente ambos nombres son aceptados para
identificar este alcohol sesquiterpénico. Estos estudios también identificaron varios
compuestos sesquiterpénicos que coinciden en un espirocentro, por su estructura estos
compuestos sugieren la accion de la misma terpeno ciclasa, por lo que los compuestos
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acoradieno (31), trichoacorenol (42) y 1,4-trans-1,7-cis-acorenona (44) identificados en
Trichoderma spp. podrian pertenecer a la misma ruta de biosintesis.

Wu et al. (2011) realizaron un ensayo in vitro para evaluar la actividad biolégica de varios
sesquiterpenos relacionados con el acoreno en el crecimiento de hongos y bacterias de
importancia agricola y encontraron una inhibicion del crecimiento en hongos
fitopatdogenos, aunque fue mayor el efecto en bacterias. En otros estudios (Karlicic et al.,
2021) se senalo al trichoacorenol como principal responsable de la actividad fungicida de
Trichoderma.

El longifoleno (27), tujopseno (29), laureno (38), T-cadinol (39) y el 53,78H,10a-eudesm-
11-en-1a-ol (41) fueron identificados exclusivamente en T. viride. El cedreno solo fue
encontrado en fermentos de T. viride y T. atroviride; este compuesto representé uno de
los principales componentes en la lista de esas dos especies. El esclareol (66) solo fue
identificado en T. harzianum y T. atroviride.

Varios compuestos terpénicos identificados en el presente estudio han sido exitosamente
vinculados con Trichoderma spp., como el B-cubebeno (34), B-chamigreno (30), B-
bisaboleno (35), B-cedreno (23), B-sesquifelandreno (33), escraerol (66), 1,4-cadinadieno
(24) (Citron et al., 2011; Lee et al., 2016; Li et al., 2019; Stoppacher et al., 2010;
Stracquadanio et al., 2020) B-elemeno (36), laureno (38), tujopseno (29), (Li et al., 2019;
Salwan et al., 2019), trichoacorenol (42) y acoradieno (31) (Citron et al., 2011; Karli¢i¢ et
al., 2021; Li et al., 2019).

Los terpenos y sus derivados se sintetizan a través de la ruta del acido mevaldnico en
animales y hongos (Salwan et al.,, 2019). Los terpenos identificados producidos por

T. atroviride

e/

T. viride T. harzianum

Figura 4. Distribucién de los compuestos identificados en ambos disolventes para
cada especie de Trichoderma. Los datos en las intersecciones representan los
compuestos en comun entre especies.
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Trichoderma pueden ir desde simples monoterpenos hasta diterpenos ciclicos,
sesquiterpenos y triterpenos como la viridina, normalmente tienen olores fuertes (Kaur et
al., 2025; Yang et al., 2025). Regularmente el trichoacorenol es la base de la mezcla de
terpenos en un extracto de COV's de Trichoderma spp. y se relaciona con actividad
antifungica (Karlic¢i¢ et al., 2021). Algunos de los compuestos que se identifican en este
tipo de estudios se encuentran también en investigacion metaboldmica de plantas, estas
los producen en situacion de estrés tal es el caso del B-bisaboleno, B-sesquifelandreno y
B-acoradieno (Lee et al., 2016).

Compuestos fendlicos

Otro grupo de importancia es el de los compuestos fendlicos y sus derivados tales como
el 2-feniletanol (9) y 2-metoxi-4-vinilfenol (19), compuestos que se presentaron con mayor
abundancia en las tres especies. T. viride destaco en relacion con la produccion de 2-
feniletanol, con respecto a las demas especies por su mayor abundancia. El 2-feniletanol
ha sido identificado ampliamente en microorganismos, particularmente en diversas
especies de Trichoderma, ademas se ha reportado el efecto de inhibicion en el
crecimiento de algunos hongos fitopatégenos, como Alternaria y Fusarium (Jiménez-
Bremont et al., 2024; Sahvkiev et al., 2022; Stoppacher et al., 2010); también se ha
identificado en mezclas de COV's emitidos por plantas con accion bactericida y fungicida
(Sun et al., 2023).

Respecto al compuesto 2-metoxi-4-vinilfenol (19) identificado en el extracto de acetato
de etilo en todas las especies de Trichoderma, no se encontraron reportes de su
identificacion en alguna especie del género Trichoderma. Sin embargo, un compuesto
similar el m-metoxifenol, fue identificado en fermentos de T. koningipsis, pero no se ha
reportado su actividad bioldgica (Li et al., 2019).

Compuestos fendlicos tales como el o-guaiacol (8) solo se encontraron en T. harzianum.
El 2,3-dihidro-benzofurano (13) y el acido bencenoacético (15) se identificaron
exclusivamente en los extractos T. viride.

Lactonas

Las lactonas mas sobresalientes (con respecto a su abundancia) de las identificadas
fueron la anhidromevalolactona (11) y la lactona aromatica 2-cumaranona (14) en los
extractos con acetato de etilo de las tres especies de Trichoderma. Un derivado de 6-
pentil-2H-piran-2ona- (conocida también como 6PP), la tetrahidro-4-hidroxi-6-pentil-2H-
piran-2-ona (45) fue identificada solamente en T. viride y T. harzianum.

Diversas lactonas presentan diferentes actividades reportadas como micotoxinas,
antibidticos y antifungicos. El grupo funcional que caracteriza a estos compuestos es de
un éster ciclico. Ademas, puede hacerse una subclasificacion dependiendo del metabolito
del que se derivan, existen derivados de piridina, del furano y derivados de pirano (Kaur
et al., 2025). Se han identificado lactonas en microorganismos asociados a diferentes e

37



importantes interacciones biolégicas (Khan et al., 2020). En la Figura 4 se observé una
mayor diversidad de lactonas identificadas con el disolvente acetato de etilo.

El 6-pentil-2H-piran-2-ona o 6PP es un metabolito caracteristico del género Trichoderma,
que se aislé por primera vez de T. viride. Este compuesto es el responsable del
caracteristico aroma a coco que emiten los fermentos de este hongo, también se le
atribuyen propiedades fungistaticas y fungicidas contra diversos fitopatégenos (Daoubi et
al., 2009; Li et al., 2019; Khan et al., 2020). El 6PP ha cobrado singular importancia, ya
que fue uno de los primeros compuestos identificados en registrar multiples respuestas
bioldgicas, como efectos antimicrobianos y de promocion de crecimiento vegetal, estos
efectos han sido demostrados a muy bajas concentraciones por lo que incluso se ha
buscado la obtencion de 6PP a partir de sintesis quimica para su uso como fungicida
(Brock & Dickschat, 2011; Garnica-Vergara et al., 2015; Mishra et al., 2022; Lee et al.,
2016). Adicionalmente, se ha demostrado que no todas las especies de Trichoderma
tienen la capacidad de producir esta lactona (Andriamialisoa et al.,, 2010). Hasta el
momento no se encontraron reportes de la sintesis de 6PP por T. atroviride.

Ademas, se identificaron dos posibles compuestos (16 y 21) relacionados con la 6-pentil-
2H-piran-2ona-, que podrian ser parte de la misma ruta biosintética debido a la similitud
de su estructura (Brock & Dickschat, 2011).

Alcoholes

Todos los alcoholes identificados en este analisis mostraron mayor abundancia en los
extractos realizados con acetato de etilo, debido a su afinidad (por polaridad) con el
acetato de etilo. El alcohol de mayor abundancia en las tres especies es el 1-octen-3-ol
(4). Este compuesto se ha identificado en diversas familias de hongos, también es
responsable del sabor de varios hongos comestibles y tiene actividad antifungica.
Ademas, se ha comprobado su efecto atrayente de ciertos insectos (Salwan et al., 2019).
Este metabolito ha sido identificado previamente en T. atroviride y T. viride (Stoppacher
et al., 2010).

3.5.3 Germinacion de S. lycopersicum en presencia de COV's de Trichoderma

La germinacién de semillas de tomate resulté entre 90 y 91.5 % para todos los
tratamientos respecto al control; no se encontraron diferencias significativas (p < 0.01)
entre tratamientos en relacion con el testigo. La uniformidad de los datos de germinacién
indico la viabilidad del lote de semillas usado, descartando interferencias por semillas
dafnadas.

3.5.4 Longitud total de S. lycopersicum en presencia de COV's de Trichoderma

Los germinados de S. lycopersicum que estuvieron en la camara de germinacién con los
COV's de T. viride presentaron una media de 2.72 cm siendo el tratamiento que presento
la mayor promocion del crecimiento, seguido del tratamiento de COV's de T. harzianum
con una longitud media de 2.52 cm (Figura 5). Estos tratamientos no presentaron
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Figura 5. Comparacién de las medias Figura 6. Comparacion de las medias
obtenidas de cada tratamiento de la longitud obtenidas del porcentaje de infeccion que
total de los germinados de Solanum presentaron las semillas de Solanum
lycopersicum. Agrupaciones de medias lycopersicum. Agrupaciones de medias
aplicando prueba de Tukey (a = 0.05). aplicando prueba de Tukey (a = 0.05).

diferencias significativas (p < 0.01) entre si, pero se diferenciaron del tratamiento control,
cuyos germinados solo alcanzaron longitud media de 1.25 cm. Aunque el tratamiento de
COV's de T. atroviride si incrementé la longitud de los germinados (1.96 cm) no fue
diferente significativamente a la del testigo ni a las de otras especies de Trichoderma.

Lee et al. (2016) realizaron un estudio similar con Arabidopsis thalianay S. lycopersicum,
donde los COV's de 20 cepas de 11 especies de Trichoderma estuvieron en contacto con
A. thaliana. Se evalu6 el peso seco de los germinados y el contenido de clorofila,
encontrandose que la mezcla de COV's de las 11 cepas de Trichoderma promovieron el
crecimiento vegetal, aumentado la biomasa entre un 37 a 41 % para A. thaliana'y 41 %
para S. lycopersicum. Aunque en dicho estudio la exposicion de las semillas y germinados
a los COV's fue mayor (21 dias) al que se realiz6 en el presente estudio (7 dias), lo cual
coincidié con los aumentos de la longitud de las plantas de S. lycopersicum.

Al respecto, Alvarez-Garcia et al. (2022) realizaron un estudio similar con semillas de trigo
para evaluar los COV’'s emitidos por tres especies de Trichoderma, aunque con un
sistema de contencién de volatiles mas amplio. Encontraron un aumento del peso seco
de la parte aérea de las semillas que germinaron; sin embargo, algunas especies
redujeron el crecimiento de raices con respecto al testigo. En el mismo sentido, Lee et al.
(2016) también encontraron que algunas cepas del hongo redujeron la biomasa de las
plantulas.

En contraste a los estudios anteriores, en el presente estudio los COV's de las tres
especies estimularon el crecimiento en raices y tallo respecto al testigo (Figura 5).

Es importante sefalar que los autores anteriores aplicaron tratamientos a la semilla previo
al establecimiento del experimento, sin embargo, en el presente por el origen de la semilla
y la intencién de evaluar el control de posibles enfermedades contenidas en las semillas,
no se realizé ningun tratamiento previo.
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En la Figura 3 se observa la comparativa del mejor tratamiento de COV's en las semillas
de S. lycopersicum en relacion con el testigo; las semillas contenidas en el ambiente con
COV’'s de Trichoderma viride mostraron mayor vigor y menos incidencia de
enfermedades. Atribuibles a un posible efecto fungicida por la presencia de la mezcla de
COV's emitidas por Trichoderma spp.

3.5.5 Infeccion de S. lycopersicum L. en presencia de COV's de Trichoderma

En la Figura 7 se observa que el mayor porcentaje de infeccion de semillas lo produjo el
tratamiento control (sin microorganismos), con un promedio de 88.5 % de semillas
enfermas. De acuerdo con la comparacién de medias de Tukey (a = 0.05), el porcentaje
del testigo fue diferente de los dos tratamientos en los cuales se mantuvieron en la misma
camara de germinacion los COV's de las especies T. harzianum y T. viride con 21y 13.5
% de semillas enfermas, respectivamente. Con los COV's de T. atroviride también se
obtuvo una disminucién de 55 % de semillas enfermas, pero no fue estadisticamente
diferente al del testigo, ni a los de las otras dos especies de Trichoderma.

Cabe mencionar que la presente investigacion contribuye a resultados que no se han
reportado en relacion con el efecto fungicida de los COV's de Trichoderma spp. en S.
lycopersicum.

Figura 7. Ensayo bioldgico de los COV's de Trichoderma spp. en la germinacion de Solanum
lycopersicum siete dias después de su establecimiento. Semillas expuestas a COV’s de
Trichoderma viride (izquierda). Semillas testigo, no estuvieron expuestas a COV's de ningun otro
microorganismo (derecha).
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3.6 Conclusiones

Las tres especies de Trichoderma estudiadas en el presente trabajo sintetizaron una
mezcla de metabolitos biolégicamente activos con la capacidad de interactuar en la
germinaciéon de S. lycopersicum. Ademas, estos metabolitos podrian ser extraidos con
acetato de etilo y hexano a partir de un fermento solido a base de arroz, como sustrato
nutritivo, produciendo asi una gran cantidad de terpenos, compuestos fendlicos y
lactonas responsables del control de algunas enfermedades.
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4.1 Resumen

El uso intensivo de agroquimicos en la agricultura y sus riesgos han impulsado la
busqueda de alternativas sostenibles para el manejo de enfermedades en cultivos
horticolas. En este estudio se evalud el efecto de dos tecnologias de aplicacién de
Trichoderma spp. sobre el crecimiento, contenido nutrimental y severidad de la
enfermedad causada por Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (FOL) raza 3 en Solanum
lycopersicum L. Se compararon los siguientes tratamientos: aplicacién de T. harzianum
(1%10° conidios mL™"), un consorcio conformado por T. harzianum, T. atroviride y T. viride,
un control comercial con acibenzolar-S-metil (Actigard®) y un testigo sin aplicacion. Las
plantas fueron inoculadas con FOL 35 d después de su siembra y cultivadas bajo
condiciones de invernadero mediante un disefio experimental de bloques completos al
azar. Se evaluaron biomasa de raiz, tallos y hojas, relacién parte aérea/raiz, contenido
nutrimental foliar y el area bajo la curva del progreso de la enfermedad (ABCPE). Los
tratamientos con Trichoderma spp. incrementaron significativamente la biomasa radical y
aérea respecto al testigo (p < 0.01), destacando el consorcio microbiano, que aumento
hasta 55 % la biomasa de raiz. Asimismo, ambos tratamientos redujeron
considerablemente la severidad de la enfermedad, alcanzando disminuciones de 53 % y
47 % en el ABCPE para el consorcio y T. harzianum, respectivamente. Los resultados
demuestran el potencial de Trichoderma spp. como estrategia biotecnoldgica sustentable
para disminuir el impacto de FOL y favorecer el crecimiento de tomate bajo condiciones
de estrés bidtico.

Palabras clave: Bioestimulante, marchitez por Fusarium, consorcios microbianos,
control biolégico.
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4.2 Abstract

The intensive use of agrochemicals in agriculture and their associated risks have driven
the search for sustainable alternatives for disease management in horticultural crops. This
study evaluated the effect of two Trichoderma spp. application technologies on the growth,
nutrient content, and severity of Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (FOL) race 3
disease in Solanum lycopersicum L. The following treatments were compared: application
of T. harzianum (1 x 10° conidia mL™), a consortium composed of T. harzianum, T.
atroviride, and T. viride, a commercial control with acibenzolar-S-methyl (Actigard®), and
a control with no application. Plants were inoculated with FOL 35 days after sowing and
cultivated under greenhouse conditions using a randomized complete block design. Root,
stem, and leaf biomass, shoot-to-root ratio, foliar nutrient content, and area under the
disease progress curve (AUDPC) were evaluated. Treatments with Trichoderma spp.
significantly increased root and shoot biomass compared to the control (p < 0.01), with
the microbial consortium standing out, increasing root biomass by up to 55%. Both
treatments also considerably reduced disease severity, achieving AUDPC reductions of
53% and 47% for the consortium and T. harzianum, respectively. These results
demonstrate the potential of Trichoderma spp. as a sustainable biotechnological strategy
to reduce the impact of follicular disease (FOL) and promote tomato growth under biotic
stress conditions.

Keywords: Biostimulant, Fusarium wilt, microbial consortia, biological control.
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4.3 Introduccioén

En las ultimas décadas el uso de plaguicidas y fertilizantes sintéticos ha sostenido la
produccion de vegetales contribuyendo a la seguridad alimentaria; sin embargo, estos
productos también representan riesgos para la salud humana y para el ecosistema.
Actualmente el 65% del territorio que esta destinado a la produccion agricola a nivel
mundial presenta un riesgo significativo de contaminacién por al menos una molécula de
plaguicidas (aprox. 2.5 mil millones de hectareas). En cuanto a los fertilizantes, a paso
lento se ha construido una conciencia global sobre la huella ecoldégica que representa la
produccion y uso de estos, pero en el caso de los insecticidas, herbicidas y fungicidas no
se concibe con la misma importancia (Tang et al., 2021; Hough, 2021). La amplia oferta
de ingredientes activos de plaguicidas que encontramos en el mercado contribuye a la
rotacion de las moléculas aplicadas para evitar que los patdégenos adquieran resistencia,
sin embargo, su uso excesivo 0 inadecuado aun puede representar un riesgo para la
salud de los consumidores de los vegetales tratados, asi como también a quien aplica
estos agroquimicos, ademas de contaminar el ecosistema (Barroso et al., 2025).

El sector agricola se moderniza continuamente para resolver las problematicas que
afectan la calidad y rendimiento de los cultivos. Incluso las hortalizas de alto valor
presentan pérdidas afio con afio por el ataque de patégenos que causan enfermedades.
Muchos de estos organismos pertenecen al reino fungi (Kubiak et al., 2023). La busqueda
de soluciones tiende a promover las alternativas con menor impacto en el
agroecosistema; tal como el uso de organismos antagonicos para mitigar el efecto de los
fitopatdgenos (Salwan et al., 2019). Segun Cavicchioli et al., (2019) en los ultimos afios
se ha desarrollado un interés en el uso y estudio de microorganismos asociados a plantas
para aumentar la sostenibilidad agricola.

Los agentes de control biolégico han contribuido a que diversos esquemas de produccion
agricola disminuyan el uso de agroquimicos, ofreciendo una solucién menos nociva para
el humano y mas limpia ecolégicamente. Diversos casos de éxito de control biolégico se
han documentado; uno de los mas conocidos es el hongo Trichoderma que es capaz de
controlar los dafios de diversos organismos en plantas, principalmente otros hongos. Este
ascomiceto comenzo a ser estudiado formalmente desde 1794 por Persoon, sin embargo,
fue hasta 1932 que se describidé por primera vez como “un hongo con la capacidad de
parasitar a otros hongos” (Guzman-Guzman et al., 2023).

En una revisiéon Kubiak et al. (2023) sefialaron que Trichoderma es un hongo ascomiceto,
saprofito y cosmopolita con 375 especies identificadas, la mayoria de estas son de
naturaleza asexual, usando conidios como principal estructura reproductiva, aunque
también pueden producir clamidosporas. Los colores de sus colonias van de un tono
verde oscuro hasta un tenue amarillo-grisaceo. Tiene comportamiento endofitico y
simbidtico con una gran diversidad de plantas.

El teleomorfo de Trichoderma es conocido como Hypocrea, aunque varias especies de
Trichoderma han perdido la capacidad de regresar a su estado sexual. Se teoriza que la

47



habilidad de Trichoderma/Hypocrea para parasitar otros hongos fue adquirida durante su
proceso evolutivo. Primero estos organismos comenzaron a parasitar hongos que
descomponian madera para después comenzar a explorar la madera como un sustrato
nutritivo. Antes de ser un descomponedor de materia organica estos hongos ya estaban
especializados en parasitar otros hongos y ésta es una de las razones por las que
comenzo su aplicacion y aprovechamiento como agente de control biolégico (Druzhinina
et al.,, 2011).

Las especies de Trichoderma que son usadas para biocontrol tienen la capacidad de
establecerse en la rizosfera de las plantas, promover el crecimiento y de inducir la
activacion de mecanismos de defensa en estas. Trichoderma harzianum, T. atroviride, T.
asperellum, T. virens, y T. viride son de las especies mas utilizadas en la agricultura
actualmente (Gutiérrez-Moreno et al., 2025).

Los fitopatégenos fungicos representan una disminucion del rendimiento de los cultivos
del 15-17 % (Dutta et al., 2022). El cultivo de tomate presenta pérdidas en rendimiento y
calidad por ataque de patdégenos de origen fungico (Rashid, 2025). El uso de
biopesticidas aumenta afio con afo y la oferta de estos productos se diversifica
constantemente (Rajeshwari, & Appanna, 2021). Por ello es importante el constante
estudio acerca de los métodos y tecnologias para aplicar estos microorganismos. El
objetivo de esta investigacion fue determinar el efecto de aplicaciones individuales y en
consorcio de Trichoderma spp. sobre el crecimiento, contenido nutrimental y severidad
de la marchitez causada por Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici en tomate.

4.4 Metodologia

4.4.1 Aislados fuangicos

Las especies que se usaron en este estudio fueron Trichoderma viride, Trichoderma
harzianum, Trichoderma atroviride y Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (FOL) raza 3,
estos microorganismos se encontraban conservados en aceite mineral en el cepario del
laboratorio de Micologia agricola, en el departamento de Parasitologia Agricola de la
Universidad Auténoma Chapingo. Trichoderma spp. fueron aislados e identificados
previamente de diferentes zonas agricolas del pais, mientras que FOL, se aisl6 de plantas
infectadas en los invernaderos del Departamento de Fitotecnia. Para las pruebas
posteriores, cada especie se reactivo separadamente en medio de cultivo papa dextrosa
agar (PDA) en cajas Petri (100 x 10 mm) y se dejo incubar a 25 °C, 48 h después se
realiz6 siembra de punta de hifa en medio PDA para purificar cada microorganismo. Estas
ultimas placas se dejaron incubar durante 6 d a 25 °C para su posterior utilizacién en la
obtencion de los indculos.
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4.4.2 Genotipo de S. lycopersicum L.

Se trabajo con el hibrido 47/69 (susceptible a Fusarium spp.), las semillas fueron
proporcionadas por el programa de mejoramiento genético de tomate de la Universidad
Auténoma Chapingo.

4.4.3 Inéculo de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici

Con las placas de FOL se escal6 a un sistema de fermentacién liquida agitada. De esta
forma se obtuvo el indculo para infectar a S. lycopersicum. La fermentacién se realizé en
matraces Erlenmeyer de 1 L donde se colocaron 500 mL de medio de cultivo Caldo
dextrosa papa (PDB). Este medio se esterilizé previamente a 120 °C durante 20 min en
autoclave. Para la siembra de cada matraz con medio de cultivo PDB se agregaron 5
fragmentos de 1 cm? de las placas purificadas que se obtuvieron anteriormente. Por
ultimo, el matraz se tapo6 con algodon y se llevo a una agitadora orbital a 120 rpm durante
8 d, con fotoperiodo de 12 h de luz.

Del fermento liquido se obtuvieron microconidios de FOL, la concentracion de la
suspension se ajustd usando la técnica de conteo de estructuras en camara de Neubauer.
La concentracion que se utilizd para la infeccién de S. lycopersicum fue de 1x108
microconidios/mL.

4.4.4 In6culo de Trichoderma spp.

Con las placas puras de Trichoderma spp. se escalé a un sistema de fermentacion sélido
estatico. De esta forma se obtuvieron los conidios usados contra la infecciéon de FOL en
S. lycopersicum.

El medio nutritivo para la fermentacién fue arroz acondicionado mediante una inmersion
en agua a punto de ebullicion durante 3 min, con esto se aumentd ~55 % la humedad del
medio nutritivo. La siembra de este medio se realizdé con una suspensiéon de conidios que
se obtuvo a partir de las placas puras de Trichoderma spp. Estas placas se rasparon y
enjuagaron con agua destilada estéril (ADE), y la concentracion se ajusté mediante la
técnica de conteo de estructuras en camara de Neubauer.

Como contenedor de los fermentos se usaron matraces Erlenmeyer de 500 mL dentro se
colocaron 100 g de medio nutritivo y después se llevaron a esterilizar en autoclave a 120
°C durante 20 min. Para T. harzianum se sembro el contenido de cada matraz con 4 mL
de suspensién de conidios (1 x 10® conidios/mL), después los matraces se cerraron con
algodon y Parafilm para llevarlos a incubar durante 7 dias a 28 °C, con periodos de luz
natural de 12 h, el mismo procedimiento se repitid separadamente con T. atroviride y T.
viride.

El medio nutritivo totalmente colonizado fue lavado con agua + Tween 80 (0.01%) y
filtrado. Se ajustd la concentracion de conidios mediante la técnica de conteo de
estructuras en camara de Neubauer. El primer tratamiento evaluado para el control de
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FOL en S. Ilycopersicum consistié en la aplicacion de un consorcio de T. viride, T.
harzianumy T. atroviride. En este caso, la solucion que se aplicd contenia partes iguales
de cada especie (1x10? conidios/mL), alcanzando una concentracion total de 1x10°
conidios/mL. El segundo tratamiento evaluado consistié en la aplicacion de una sola
cepa; T. harzianum, pero concentrada a 1x108 conidios/mL. El punto de comparacién no
es la concentracion ya que ambos tratamientos se igualan en cuanto al numero de
estructuras reproductivas aplicadas, sin embargo, en este experimento se contrastan los
efectos de la tecnologia de los consorcios microbianos.

4.4.5 Desinfeccion del sitio experimental y materiales

El ensayo experimental se realizd en los invernaderos asignados al posgrado de
Horticultura del departamento de Fitotecnia, en la Universidad Auténoma Chapingo. Se
usaron sales cuaternarias de amonio para desinfectar por dentro el invernadero, las
charolas de germinacion (poliuretano de 200 cavidades), herramientas y los
contenedores de las plantas. En las charolas de germinacion se us6é una mezcla de
peatmoss — agrolita (9:1), después se trasplantaron a contenedores de poliuretano de 1
L, el sustrato utilizado en estos contenedores fue tezontle — fibra de coco (4:1). Este
sustrato se esterilizé mediante la inyeccién forzada de vapor, alcanzado ~110 °C durante
60 min.

4.4.6 Infeccién de S. lycopersicum con FOL

Se sembro el hibrido de tomate en las charolas y las plantulas se desarrollaron durante
35 d. Posteriormente se trasplantaron a los contenedores grandes, al momento del
trasplante se realizo la infeccion en las raices; las plantas se extrajeron de las charolas y
se lavo la raiz para remover el sustrato de germinacién, despueés se realizaron cortes de
aprox. 3 cm en las puntas de las raices, posteriormente las raices dafadas se
sumergieron completamente dentro de una suspension de micro conidios de FOL (1 x 108
micro conidios/mL), y se dejaron asi durante 48 h, para finalizar el proceso de infeccion,
se coloco cada planta en un contenedor de 1 L donde se cultivaron durante 40 dias mas.

4.4.7 Soluciéon nutritiva

Los nutrientes que se aplicaron mediante el agua de riego se calcularon con base en la
solucién universal de Steiner con modificaciones. En la fase de germinacién en charola
se utilizé la solucion nutritiva de Steiner con el H2PO4? reducido en un 50 %. En la fase
posterior a la infeccidén en los contenedores grandes se utilizé la solucion Steiner sin
H2PQO4%. El volumen regado de solucion hidroponica correspondia al de los riegos diarios
segun la etapa de crecimiento; en charola fue de 1-2 L/charola por dia y se aplico la
solucion nutritiva, en los contenedores grandes, se regd 30-40 mL/contenedor por dia
con la solucion nutritiva (2.0 m/S) que se aplicaba 4 veces por semana.

Se considerd el siguiente analisis quimico de agua para el diseno de las soluciones
nutritivas y el célculo de la cantidad de fertilizantes: Ca=1.39 meqg/L, Mg=1.23 meq/L,
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Na=1.58 meq/L, K=0.2 meq/L, HCO2=2.5 meqg/L, SO4+=1.55 megqg/L, CI=0.5 meq/L y
B=0.05 ppm. Ambas soluciones nutritivas tienen menos fésforo que el indicado por
Steiner, en los calculos para equilibrar la solucion nutritiva los meq restados en fésforo
(H2PO4%) se aumentaron en cloruro (CI").

4.4.8 Diseiho experimental y aplicacion de tratamientos vs FOL

Se establecié un disefio de bloques completos al azar con cuatro repeticiones. Todas las
plantas recibieron el mismo manejo nutrimental. Todas las plantas fueron infectadas con
FOL al momento del trasplante. Las plantas se cultivaron hasta 75 d después de su
siembra. Los tratamientos evaluados fueron cuatro; A= dos aplicaciones en drench de T.
harzianum (1 x 108 conidios/mL), B= dos aplicaciones en drench de T. harzianum (1 x 102
conidios/mL) + T. atroviride (1 x 102 conidios/mL) + T. viride (1 x 10? conidios/mL), y dos
tratamientos de control, C= dos aplicaciones foliares de Actigard® a dosis de 15 g/ha
(control bioestimulante comercial) y D= Control sin aplicaciones de bioestimulantes o
biofungicidas.

Actigard® es un producto categorizado como bioestimulante, activador de las defensas
naturales de las plantas o inductor de resistencia, el i.a. es acibenzolar S metil. El
producto tiene registro para aplicacién en tomate y varias hortalizas y frutales mas,
indicado para controlar una diversa gama de microorganismos.

Las aplicaciones de los tratamientos se llevaron a cabo en dos momentos; 5 d antes del
trasplante y 5 d después. El volumen de aplicacion de los tratamientos que se usé
correspondia al volumen de riego diario de solucién nutritiva.

Los compuestos fendlicos y el contenido nutrimental en hojas se determinaron al término
del ensayo experimental (75 d después de su siembra).

4.4.9 Determinacion de biomasa

Se tomaron muestras de cuatro plantas por cada repeticion (4) de los tratamientos (4)
obteniendo un total de 64 unidades muestreadas. Se dividio la parte aérea de las raices,
cada raiz se coloco en bolsas de papel individuales. La parte area de cada planta se
dividié en dos bolsas, una contuvo solo las hojas maduras, en la otra se almaceno el tallo
y meristemo de la planta. Por ultimo, se llevd a secar a 65 °C en un horno de circulaciéon
de aire.

La biomasa de la parte aérea se calcul6 con la suma del peso seco de las hojas maduras
mas el peso seco del tallo de cada planta. También se determiné la relacion parte
aéreal/raiz. Esta relacion se calculo obteniendo el cociente del peso seco de la parte aérea
total entre el peso seco de la raiz de cada planta. La biomasa obtenida de la
deshidratacion de las hojas maduras se hizo por separado para que después se utilizaron
en las determinaciones de nutrimentos en tejido vegetal.
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4.4.10 Determinacioén del contenido nutrimental en tejido foliar

Las muestras de hojas maduras deshidratadas se usaron para determinar el contenido
de nitrogeno, fosforo, potasio, magnesio, calcio, zinc, hierro, cobre, manganeso y sodio.
Para todas las determinaciones primero se realizd una digestion humeda acida en
relacion 4:1 (acido sulfarico, acido perclorico). El N total se determind mediante arrastre
de vapor Kjeldahl. EI P se determiné por reduccion con molibdovanadato de amonio
mediante la medicion de absorbancia a 410 nm en un espectrofotdmetro UV-Visible
(Genesys 150, Thermo Scientific, Waltham, MA, USA). K y Na se cuantificaron con un
espectrofotometro de emision de flama (M410, Sherwood Scientific, Cambridge, UK). Ca,
Mg, Zn, Fe, Cu y Mn se determinaron con un espectrofotometro de absorcion atdmica
(XplorAA Dual, GBC Scientific Equipment, Melbourne, Victoria, Australia).

4.4.11 Evaluacion del grado de infeccion de FOL

La primera observacion del grado de infeccién de FOL en plantas se realiz6 14 d después
de su trasplante, después se realizd periddicamente cada 7 dias hasta los 75 dias
después de la siembra. Se realizaron analisis visuales de los principales sintomas de FOL
atacando S. lycopersicum, primero se establecié una escala visual arbitraria que trata de
integrar los sintomas caracteristicos en las plantas, en esta escala de severidad se tomo
en cuenta sintomas como marchitez de hojas y tallos, amarillamiento de foliolos,
disminucion del crecimiento, manchas oscuras y necrosis en hojas y tallo (Figura 8). Se
realizaron tres evaluaciones cada 7 dias a partir del ultimo tratamiento aplicado. Para

Figura 8. Escala de severidad de los sintomas causados por FOL en Solanum
lycopersicum. Sin sintomas aparentes, sana (0). Leves sintomas de amarillamiento o
manchas foliares pequefias (1). Amarillamiento predominante, disminucion del crecimiento
y manchas cafés (2). Manchas predominantes en tejido foliar y parches hundidos en tallo
(3). Marchitez predominante, tallo con sintoma de “ahogamiento”, crecimiento
completamente pausado y necrosis en tejido (4). Necrosis predominante en la planta,
pérdida de turgencia en la mayoria de los tejidos (5).
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integrar estos datos se transformaron a porcentaje, después se graficaron y se calculo el
area bajo la curva del progreso de la enfermedad (ABCPE).

4.4.12 Analisis estadistico

Se realizaron dos ensayos experimentales independientes en el mismo sitio, durante la
primavera y parte del verano del 2025. Dado que los resultados de ambos experimentos
no difieren significativamente entre si, se analizaron los datos como conjunto. Para
analizar los datos se uso el software SAS version 9.4 aplicando analisis de varianza (p <
0.01) y prueba de agrupacion de medias de Tukey (a = 0.05).

4.5 Resultados y Discusion

4.5.1 Biomasa de raiz

En el Cuadro 1 se puede observar que las plantas que tuvieron los tratamientos Ay B,
los cuales son ambas tecnologias de aplicacion de Trichoderma spp. tuvieron raices
significativamente mas grandes (p < 0.01) comparadas con el control comercial (C) y el
control sin aplicaciones (D). Cuando se aplicé T. harzianum solo (A) aumento la biomasa
de las raices un 47% respecto al testigo sin aplicacion, mientras que el consorcio de tres
especies de Trichoderma (B) aumentd en 55% la biomasa de raices con respecto al
control sin aplicaciones de bioestimulantes.

Battaglia et al. (2024) reportaron aumentos de la biomasa de raices en Glycine max L.
aplicando cepas separadas de T. harzianum en diferentes condiciones de sequia
obtuvieron aumentos en el peso seco de raices de 60 a 110 %. Estos autores también
reportan “una importante modificaciéon de la arquitectura de raices”.

4.5.2 Biomasa de tallo y parte aérea

En el tallo también se presenté un aumento de la biomasa en los tratamientos que
contenian Trichoderma spp. (A'y B). En el Cuadro 2 se aprecia que se diferenciaron
significativamente solo del control comercial (C). El tratamiento A, aumenté 24% la
acumulaciéon de biomasa en tallo respecto al control sin aplicaciones de bioestimulante
(D), mientras que cuando se aplico el consorcio de Trichoderma spp. (B) la biomasa
aumento un 27% respecto al control sin aplicaciones de bioestimulante (D).

Li et al. (2017) realizaron un estudio similar infectando plantas de tomate con F
oxysporum f. sp. FOL146. Los tratamientos consistieron en una cepa de T. asperellum
aplicada antes y después de la infeccion de FOL. Todas las plantas de tomate que se
trataron con T. asperellum mostraron un aumento significativo del peso seco total
respecto a las del control (solo con infeccion de FOL).

Diversas especies de Trichoderma han sido identificadas con cierta capacidad para
promover el crecimiento vegetal. La principal razén de esto es la produccién de
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Cuadro 2. Peso seco (g) de raiz (PSR), tallo (PST), parte aérea (PSA) y relacion parte aérealraiz
(RPA/R) de Solanum lycopersicum tratadas con vy sin Trichoderma spp.

Trat. PSR PST PSA RPA/R
A 1.45a 1.82a 3.42a 2.39b
B 1.48a 1.86a 3.30a 2.37b
C 0.55b 0.89b 2.82a 3.68a
D 0.95b 1.46ab 1.73a 2.39ab
CV (%) 17.28 22.73 27.58 18.61

A= Trichoderma harzianum (1x10° conidios/mL), B= T. harzianum
(1x102 conidios/mL) + T. viride (1x102 conidios/mL) + T. atroviride
(1x102 conidios/mL), C=Control comercial (Actigard®), D=Control
sin aplicaciones de bioestimulantes ni microorganismos, CV=
coeficiente de variacion.

Los valores con diferente letra dentro de la misma columna
representan diferencias significativas entre las medias analizadas
con nivel de significancia de 5% segun la comparacion de medias
de Tukey.

metabolitos por parte del hongo que tienen actividad directa en el metabolismo de la
planta. Se ha comprobado que T. harzianum, T. virens, T. longibrachiatum y T. spirale
tienen la capacidad de producir fitohormonas como auxinas y giberelinas, estos
compuestos son claves en el efecto de promocion del crecimiento tanto en raices como
la parte aérea de la planta (Gutiérrez-Moreno et al., 2025).

Se han estudiado numerosas especies del género Trichoderma y su interaccion con
especies vegetales. Actualmente se sabe que, desde el proceso de colonizacion de
raices por parte del hongo, ambas especies se reconocen y promueven diversas
respuestas, por ejemplo, la produccién de metabolitos secundarios antimicrobianos, la
modificacion y refuerzo de las paredes celulares vegetales y la modulacién de los
mecanismos de defensa vegetal mediados por fitohormona (Alfiky & Weisskopf, 2021).

4.5.3 Relacion parte aérea/raiz (RPA/R)

Esta variable expresa como las plantas distribuyen su biomasa. La distribucién de la
biomasa de las plantas responde principalmente al genotipo observado y las condiciones
del entorno en que se desarrolla (Taiz & Zeiger, 2002). El concepto “equilibrio funcional”
de la distribucion de la biomasa se refiere a la asignacion de los nutrimentos y asimilados
a los organos, dando prioridad a los que se encuentren en condiciones desfavorables.
Por ejemplo, las plantas asignarian mas biomasa al sistema radical si el factor limitante
se encuentra en contacto con las raices (ej. sequia) mientras que en teoria se asignaria
mas biomasa a los tallos y hojas si el factor limitante se encuentra en la zona aérea de la
planta (ej. poca luz) (Poorter et al., 2012). Por lo tanto, puede ser un parametro que
indique la respuesta de crecimiento en las plantas frente a una situacion de estrés, en
este caso de origen biético. La RPA/R obtenida con el control comercial (C) mostré valor
mas alto con diferencia significativa comparado con los tratamientos de T. harzianum solo
(A) y el consorcio microbiano (B). Esto indica que las plantas tratadas con Trichoderma
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spp. lograron un mejor equilibrio entre el sistema radical y la parte aérea de la planta,
fortaleciendo las raices y mostrando cierto grado de adaptacion a la infeccion de FOL.

4.5.4 Nutrientes en tejido foliar

Las medias de las concentraciones de nutrientes en hojas maduras de tomate infectado
con FOL se encuentran en el Cuadro 3. En nutrientes como zinc, hierro y manganeso se
encontraron sobrepasando los rangos de suficiencia, pero sin diferencias significativas
entre tratamientos. Las plantas tratadas con el consorcio de Trichoderma spp. (B)
concentraron en sus hojas una mayor cantidad de cobre respecto a la de los demas
tratamientos.

Nitrogeno

La media mas alta en la determinacion de nitrégeno total corresponde al control comercial
(Bioestimulante Actigard®). Es el unico tratamiento que se diferencié significativamente
en este nutriente. El tratamiento control comercial también fue el unico que alcanzé una
concentracion de nitrégeno dentro del rango de suficiencia reportado para esta etapa.
Fiorentino et al. (2018) estudiaron el contenido de nitratos en de lechuga, encontraron
que la aplicacion de T. virens y T. harzianum no promueven una mayor absorcion de
nitratos. También encontraron que la alta disponibilidad de N en el sustrato de cultivo
limita la absorcion de N y reduce los efectos benéficos de Trichoderma spp.

Se han documentado diversos manejos agronémicos en maiz y otras gramineas que
incluyen la aplicaciéon de Trichoderma spp. y que tiene como efecto la disminucion de la
demanda de nitrdgeno para producir la misma cantidad de biomasa, es decir, son mas
eficientes en el uso de este nutriente (Stewart & Hill, 2014).

Cuadro 3. Contenido de nutrimentos en hojas maduras de Solanum lycopersicum infectadas
con FOL, tratadas con y sin Trichoderma spp.

P K Ca Mg Na Fe Zn Cu Mn
Trat.
% ppm
A 2.24b™  0.17b 4.55a 0.99a 1.35a 0.22a 198.15a  46.24a 9.32b 333.73a
B 2.36b 0.19b 4.45a 0.83b 1.55a 0.21a 81.82a 53.97a 14.72a 350.30a
C 2.89a 0.35a 3.94b 0.79b 1.41a 0.18a 134.86a 48.99a 10.98ab  315.15a
D 2.37b 0.22b 4.37ab 0.78b 1.35a 0.20a 210.07a  50.25a 8.18b 258.49a
RS 2950 0.3-06 2750 1.0-3.7 0.3-0.8 - 40-167 23-60 5.0-16.7  33.3-233
CV (%) 8.06 21.64 4.79 8.66 9.15 11.78 4418 8.4 21.08 28.76

"A= T. harzianum (1x10® conidios/mL), B= T. harzianum (1x102 conidios/mL) + T. viride (1x102
conidios/mL) + T. atroviride (1x102 conidios/mL), C=Control comercial (Actigard®), D=Control sin
aplicaciones de bioestimulantes ni microorganismos, RS= Rango de suficiencia (Bryson & Mills, 2014;
Santos & Torres-Quezada, 2018; Jones, 2008), CV= coeficiente de variacion.

" Los valores con diferente letra dentro de la misma columna, representan diferencias significativas
entre las medias analizadas con nivel de significancia de 5% segun la prueba de comparacién de
medias de Tukey.
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Fosforo

La concentracion media mas alta de fosforo también se presento en el control comercial
(Bioestimulante Actigard®). Las plantas que tenian tratamientos con Trichoderma spp.
obtuvieron concentraciones por debajo del rango de suficiencia. En la investigacion de Li
et al. (2017) se reportaron que un tratamiento con aplicaciones de T. asperellum para
controlar FOL, aumento la concentracidn de este nutriente, sin embargo, la solucion
nutritiva contenia niveles normales de fosforo.

La solubilizacién de fosfato es una accion comprobada de varios hongos del género
Trichoderma (Stewart & Hill, 2014). Se ha logrado determinar mediante pruebas in vitro
la solubilizacién de fosfatos en medios de cultivos por diversas especies de este hongo
como T. harzianum, T. asperellum, T. longibrachiatum y T. virens (Oliveira et al., 2012).
Prasad et al. (2023) aislaron 19 cepas de Trichoderma y demostraron que todas poseian
cierta capacidad para solubilizar fosfatos del medio. Sin embargo, las formas de fésforo
que solubilizaron (fosfato tricalcico) probablemente no estuvieron presentes en el sustrato
usado para las plantas de tomate cultivadas en este estudio.

Potasio

Los tratamientos del consorcio de Trichoderma spp. y T. harzianum fueron los que
concentraron mas potasio en sus hojas. Diferenciandose significativamente solo con el
control comercial. No obstante, todas las medias de concentracion de este nutriente estan
por encima de los rangos de suficiencia (Cuadro 3).

Li et al. (2017) y Fiorentino et al. (2018) reportaron aumentos significativos en el potasio
contenido en las plantas (tomate y lechuga) tratadas con alguna especie de Trichoderma
(T. harzianum, T. virens y T. asperellum) en comparacion con los controles sin inoculacion
con bioestimulantes.

Calcio y magnesio

Todos los tratamientos causaron una concentracion de calcio por debajo del rango de
suficiencia, el tratamiento que si se diferencid significativamente en cuanto a la
concentracion de calcio en hojas de tomate fue el de T. harzianum (A).

Para magnesio no existieron diferencias significativas entre tratamientos, sin embargo,
todos los tratamientos resultaron muy por encima de los rangos de suficiencia.

4.5.5 Area bajo la curva del progreso de la enfermedad (ABCPE)

Con los datos del progreso de la enfermedad en porcentaje se obtuvieron las graficas de
la Figura 2. En estas se aprecian las diferencias en la incidencia y permanencia de la
enfermedad en las plantas infectadas con FOL y tratadas con Trichoderma spp.,
comparadas con los tratamientos control.

Desde el inicio de la evaluacion se encontré que la incidencia de la enfermedad difiere
entre los tratamientos con Trichoderma spp. (A=29 % y B=36 %) y los tratamientos control
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(C=62 % y D=57 %). Las plantas de todos los tratamientos presentaron una tendencia a
mejorar en las evaluaciones siguientes. Esta se nota principalmente en el tratamiento del
consorcio de Trichoderma spp. (B) que pasé de 36 a 16 % en su ultima evaluacién de los
sintomas de la enfermedad. El tratamiento A, también disminuyd hasta 16 % la severidad
de los sintomas en planta y desde la primera evaluacion solo mostré una severidad de
sintomas del 29%. Los tratamientos de control sin aplicaciones y control bioestimulante
comercial bajaron en menor proporcion la presencia de los sintomas (C=59 y D=49 %).

Rashid (2025) reportdé que aplicaciones de T. harzianum reducen la severidad de los
sintomas de F. solaniun 72.7 % y de F. acuminatum 92.4 % en plantas de tomate.

Si bien ambas tecnologias de aplicacion de Trichoderma spp. terminan con el mismo
grado de infeccion de plantas (16 % después de 21 d de la infeccion), la infeccién se
comportéd diferente en las primeras evaluaciones (7 y 14 d después de la infeccién)
muestran un menor ataque con el tratamiento de T. harzianum (A), que con el consorcio
de tres cepas de Trichoderma (B).

Con los datos de ABCPE (Figura 9) se observa que los sintomas de la infeccion de FOL
presentaron una reduccién del 53 % para las plantas tratadas con el consorcio de
Trichoderma spp. (B) con respecto al control sin aplicaciones. La aplicacién de la cepa
sola de T. harzianum (A) obtuvo un 47 % de reduccion de los sintomas de la enfermedad
con respecto al control sin aplicaciones. Las aplicaciones de Trichoderma spp. redujeron
a la mitad el progreso de la infeccion de FOL en las plantas durante 21 dias.
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Figura 9. Progreso de la enfermedad causada por FOL en Solanum lycopersicum durante
21 dias. Los valores sobre las lineas corresponden al ABCPE vy los valores con diferentes
letras corresponden a diferencias con nivel de significancia de 5 % segun la comparacién
de medias de Tukey.
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Hasna et al. (2025) observaron reducciones del ABCPE en tomate infectado por Fusarium
sp., el tratamiento con aplicacion de T. asperellum con ABCPE=242.84 y plantas
inoculadas solo con Fusarium sp. con sintomas de la infeccion mas severos (ABCPE =
351.34). Los tratamientos analizados en el presente estudio redujeron en una proporcion
mayor los sintomas de FOL en tomate.

En cuanto al control bioestimulante comercial Actigard® (C), este no disminuyo la
incidencia de la enfermedad, al contrario, los sintomas se incrementaron con respecto al
control sin aplicaciones (D). El ingrediente activo acibenzolar S metil, reduce los sintomas
de la enfermedad mediante la induccion de la resistencia de la planta hacia el patégeno.
La ficha técnica también indica que la autoproteccion conferida a las plantas comienza al
menos 4 d después de aplicado y las aplicaciones se deben realizar de manera foliar al
menos 7 d después del trasplante.

En un experimento similar realizado por Li et al. (2017) una cepa de T. asperellum tuvo la
capacidad de eliminar por completo los sintomas de FOL en plantas de tomate, ademas
por sus tratamientos pre o post infeccién puede sefialar que el momento clave para la
aplicacién de Trichoderma spp. es justo después de la infeccion con FOL, ya que los
sintomas de la enfermedad no se presentaron.

4.6 Conclusiones

Las aplicaciones de Trichoderma spp. mostraron efectos positivos sobre el crecimiento y
la tolerancia de plantas de tomate infectadas con Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici.
Tanto la aplicacion individual de T. harzianum como el consorcio microbiano disminuyeron
significativamente el progreso de la enfermedad y favorecieron la acumulacién de
biomasa, principalmente en el sistema radical. El consorcio de especies presento la
mayor reduccion del ABCPE, mientras que T. harzianum mostré una respuesta mas
eficiente durante las primeras etapas de infeccion. Los resultados obtenidos sugieren que
las tecnologias de aplicacion basadas en Trichoderma spp. constituyen una alternativa
viable para el manejo sustentable de la marchitez vascular en tomate y representan una
estrategia con potencial para reducir la dependencia de fungicidas sintéticos en sistemas
horticolas protegidos.
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