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Resumen

En esta investigacion se evaluoé el efecto de los compuestos organicos volatiles (COVs) emitidos
por 15 cepas de Trichoderma spp. sobre (1) el crecimiento radial in vitro de Fusarium
oxysporum f. sp.lycopersici, (2) la severidad de la enfermedad in planta y (3) la tasa de
oviposicion de Trialeurodes vaporariorum en tomate. En condiciones in vitro, se empled la técnica
de doble placa, donde se enfrenté una caja de Petri con Trichoderma y otra con F. oxysporum
desarrollados en medio PDA, permitiendo solo el intercambio de los VOCs durante 10 dias a
25°C. Los mayores porcentajes de inhibicion observados fueron: Th004 (46.1%), M44 (45,8%),
Th035(40,5%), Th019(39,8%), Th007 (39,4%), 3T(39%) y M45 (37.1%). Estas cepas, fueron
probadas en condiciones in planta, mediante la exposicién de las raices de las plantulas de
tomate inoculadas con el patégeno, a los COVs emitidos por Trichoderma spp. en un ambiente
confinado durante 21 dias. Se observé que la cepa Th035, disminuy6 la severidad de la
enfermedad en un 31%. Finalmente, se calcul6 el indice de preferencia de oviposicién (IPO) de
la mosca blanca sobre plantas tratadas con los COVs, observando valores negativos con las
cepas Th035 (-27.30), M44 (-21.80), Th007 (-17.17) y M45(-7,46), mientras que las cepas Th004,
3T, y Th019 estimularon una mayor oviposicién. Estos resultados demuestran el potencial
biocontrolador de los compuestos organicos volatiles emitidos por algunas cepas del hongo
Trichoderma sobre dos problemas fitosanitarios en tomate y contribuyen al desarrollo de

estrategias de control biolégico mediante la bioprospeccion de estos metabolitos.

Palabras clave: Inhibicion de crecimiento radial, bioprospeccion, marchitez vascular, indice de

preferencia de oviposicion, control biolégico.
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Abstract

The effect of the volatile organic compounds (VOCs) emitted by 15 strains of Trichoderma spp.
was evaluated on (1) in vitro radial growth of Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (FoL59), (2)
the severity of the disease in planta and (3) the oviposition rate of the greenhouse
whitefly Trialeurodes vaporariorum. For the in vitro experiment, we used the double plate
technique, where two Petri plates, one with Trichoderma spp. and other with F. oxysporum grown
on PDA were placed one over the other for ten days at 25°C, the inhibition rate was registered.
Seven strains showed the best inhibition rates of the pathogen: Th004 (46.1%), M44 (45,8%),
Th035(40,5%), Th019(39,8%), ThO07 (39,4%), 3T (39%) and M45 (37.1%). These strains were
assessed in planta by exposing the roots of tomato seedling to the VOCs emitted
by Trichoderma spp. in a sealed environment for 21 days. The progress and severity of the
disease were assessed. Only the strain ThO35 showed a significant difference compared
to control plants, reducing by 31% the severity of the disease. Finally, the oviposition preference
index (OPI) of the whitefly on VOCs treated tomato plants. Negative OPI values were observed
with the strains Th035 (-27.30), M44 (-21.80), Th007 (-17.17) and M45(-7,46), while Th004, 3T,
and Th019 showed a stimulant effect on the oviposition. These findings demonstrate a biocontrol
activity generated by the fungal VOCs of Trichoderma spp. against two different tomato plant
health problems and contribute to the development of biological control strategies via

bioprospection of fungal metabolites.

Keywords: Radial growth inhibition, bioprospecting, vascular wilt, oviposition preference index,

biological control
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Introduccion

Problema

La produccién de tomate (Solanum lycopersicum L.) en Colombia bajo condiciones protegidas
representa una contribucion econdmica importante al sector agricola principalmente en los
departamentos de Cundinamarca, Boyaca y Antioquia con un porcentaje de participacion del 28,
11.11 y 9.8% respectivamente (Agronet, 2017; Carmona, 2018; Carmona et al., 2020; Gémez,
2019; Jaramillo et al., 2013). La mas reciente produccion agricola reportada por la FAO para este
cultivo en Colombia es de 527.313 Ton para el afio 2018 (FAOSTAT, 2018). Sin embargo, este
cultivo también sufre pérdidas econémicas importantes en la produccion, cercanas al 80% en
casos severos debido a diferentes agentes patdgenos tales como el hongo Fusarium oxysporum

f. sp. lycopersici (Sacc.) W.C. Snyder & H.N. Hansen (Carmona et al., 2020).

Esta enfermedad genera afecciones de caracter irreversible como la obstruccién de los haces
vasculares del xilema impidiendo el ascenso de agua y nutrientes ocasionando un
marchitamiento generalizado hasta finalizar en la muerte de la planta (Vasquez & Castafio, 2017),
la persistencia de este patégeno en el suelo y su capacidad de establecimiento en células y
tejidos vasculares de la planta (enddfito), hacen que su manejo mediante aplicaciones de
productos de contacto se dificulte, y es controlado principalmente mediante el uso de variedades
resistentes al patdgeno, la aplicaciéon de fungicidas de origen quimico y practicas culturales como
la solarizacion de los suelos, embolsado de suelo estéril y rotacién de cultivos (Vasquez &
Castafio, 2017).

Adicionalmente, este cultivo es afectado por la mosca blanca de los invernaderos, Trialeurodes
vaporariorum Westwood (Hemiptera: Aleyrodidae) especie reconocida por las pérdidas
econdmicas que causa, por dafio directo relacionado con el debilitamiento de la planta y por dafio

indirecto mediante la reduccion del area fotosintética de la hoja y transmisién de virus (Rincon et
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al., 2019) . Tradicionalmente, el manejo de este insecto plaga se ha realizado mediante la
aplicacion de insecticidas de amplio espectro, que ademas de afectar la salud humana e impactar
negativamente el medio ambiente, también generan una disminucion en la fauna benéfica con
potencial para el manejo de poblaciones de la mosca blanca como son los parasitoides, asi
mismo afecta poblaciones de polinizadores (Aragon et al., 2008; Zaki et al., 2020) y ha generado
gue algunos insectos plaga como la mosca blanca de los invernaderos, presenten resistencia a
los ingredientes activos de estos pesticidas a lo cual el agricultor responde incrementando las
dosis de aplicacion, sin obtener mejores resultados (Pym et al., 2019).

Por lo cual, investigaciones que contribuyan al disefio e implementacion de estrategias de manejo
de estos dos problemas fitosanitarios F. oxysporum y T. vaporariorum en plantas de tomate, son
indispensables para reducir el uso de insecticidas y fungicidas de origen quimico y de esta
manera mitigar el impacto de estos productos sobre el medio ambiente y la salud humana.

Justificacion

Recientes estudios demuestran que las plantas se encuentran constantemente expuestas a
interacciones con microorganismos patogénicos y no patogénicos que usualmente habitan el
mismo suelo donde éstas se desarrollan, y que las plantas son capaces de percibir compuestos
organicos e inorganicos volatiles emitidos por estos microorganismos desde la distancia, lo cual
en consecuencia puede afectar su desarrollo de la planta y su resistencia a factores biéticos y
abidticos (Cordovez et al., 2017; Moisan et al., 2019), asi como sus interacciones ecoldgicas con
organismos de diferentes niveles tréficos como insectos, microorganismos y enemigos naturales
(Contreras-Cornejo et al., 2020; Davis et al., 2013; Macias-Rodriguez et al., 2018; Pineda et al.,
2010; Schmidt et al., 2015).

Esta comunicacion entre las plantas y su entorno ha evolucionado en mecanismos especificos
gue le permiten reconocer elicitores que provienen de patégenos o de insectos herbivoros,
conocidos como patrones moleculares asociados a microorganismos 0 insectos
respectivamente, los cuales les permiten activar su sistema de defensas contra este tipo de

ataques (Aragon & Beltran, 2018; Mendoza-Mendoza et al., 2018; Moisan et al., 2019). A pesar
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de esto, la aplicacion de alternativas de manejo de insectos y microorganismos patdégenos
mediada por estas sefiales quimicas de estas interacciones es escasa y limitada a ensayos de
laboratorio.

Aunqgue son poco comunes, los estudios donde se implementen estrategias bioldgicas para el
manejo simultaneo de insecto y patdgeno, Jaber y Ownley (2018) realizaron una recopilacion
importante de este tipo de estudios donde se usan microorganismos enddfitos con el propésito
de controlar dos problemas fitosanitarios diferentes. Sin embargo, el empleo de compuestos
organicos volatiles emitidos por cepas de hongos biocontroladores como Trichoderma sp. en el
manejo de dual de insecto y patdégeno en un sistema productivo de importancia econémica para
Colombia como lo es el tomate son casi inexistentes y principalmente dirigidos a ensayos in vitro

gue exploran el potencial de estos volatiles sobre cepas del patdgeno (Sinuco et al., 2017).

Considerando esta informacion, las estrategias de manejo tanto del patégeno Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici como del insecto plaga Trialeurodes vaporariorum podrian
potencialmente ser optimizadas mediante el disefio e implementacion de una estrategia de
manejo integrado de estos dos problemas fitosanitarios, que permita de manera sistémica
modular la comunicacién interespecifica entre la planta, el patégeno y el insecto plaga. La
modulacion de esta interaccién, dirigida hacia la disminucién de la preferencia de oviposicion de
la mosca blanca mediada por los semioquimicos emitidos por las plantas de tomate tratadas con
compuestos volatiles del hongo benéfico Trichoderma sp. y a la reduccion de los sintomas de la
enfermedad en respuesta a una activacion del sistema de defensa de la planta causada por
algunos compuestos volatiles emitidos por el hongo benéfico, los cuales han sido probados como
inductores de resistencia sistémica en plantas como Arabidopsis (Contreras-Cornejo et al., 2016,
2020).

Por lo anterior, determinar si existe o no un efecto de los compuestos organicos volatiles emitidos
por cepas del hongo benéfico Trichoderma sp. sobre la oviposicion de adultos de mosca blanca
y sobre la severidad de la enfermedad causada por F. oxysporum f.sp. lycopersici en plantas de
tomate tratadas con estos metabolitos contribuye al entendimiento de esta interaccién y al
enfoque de futuras investigaciones con cepas promisorias del biocontrolador seleccionadas en
este trabajo. Adicionalmente, los resultados de estos estudios contribuyen al desarrollo de

estrategias de manejo integrado de plagas y enfermedades en este sistema agricola que
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permitan la reduccién de métodos de control que impacten el medio ambiente y la salud humana

como lo son los fungicidas e insecticidas.

Esta investigacion, permitié realizar una seleccibn de microorganismos promisorios para el
control biolégico del agente causal de la marchitez vascular Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici
en tomate. Una investigacion sin precedentes en Colombia, donde se exploraron
microorganismos de interés de control biologico del banco de Germoplasma de la Nacion en
custodia de Agrosavia, desde su actividad biocontroladora bajo condiciones in vitro y causada
exclusivamente por la interaccion entre los compuestos organicos volatiles emitidos por los

microorganismos y la cepa del patégeno.

En esta primera fase de la investigacion y durante el desarrollo de los experimentos, no se
present6 ningun tipo de contacto fisico entre las estructuras de los hongos, ni entre sus medios
de cultivo. Por lo cual, se puede atribuir el efecto controlador observado, a la comunicacion

mediada por los semioquimicos emitidos por el biocontrolador.

Adicionalmente, se incorporaron dos niveles tréficos a esta interaccion: la planta y el insecto, una
interaccion multitréfica que resulta de gran complejidad y busca contribuir con futuras
investigaciones que permitan desarrollar mecanismos de control de insectos plaga y
microorganismos fitopatdgenos, con un mismo método a través del desarrollo de bioproductos a
base de metabolitos con actividad biocontroladora y asi contribuir a la disminucién del uso de
pesticidas. Este trabajo es solo el comienzo y naturalmente se continuara con profundizaciones

gue nos permitan dilucidar el mecanismo.

La activacion de mecanismos de defensa en la planta de tomate Solanum lycopersicon L. en
respuesta a la interaccion con los compuestos volatiles emitidos por el hongo biocontrolador
Trichoderma spp. es una apuesta novedosa y poco explorada. Que si bien en este proyecto, por
limitaciones de tiempo y presupuesto no se extiende hasta la descripcion detallada de los
mecanismos bioquimicos activados en las diferentes cascadas de defensa en la planta en
respuesta a los compuestos organicos volatiles, si nos permite abrir la discusion sobre el tema 'y
plantear un abanico de posibles mecanismos que permitieron el exitoso manejo de la severidad
de la enfermedad y la reduccion en la tasa de oviposicion de la mosca blanca sobre plantas

previamente tratadas con los volatiles y plantear futuros experimentos.
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Hipotesis

Los compuestos organicos volatiles emitidos por cepas del género Trichoderma spp. tienen
actividad biocontroladora sobre el patégeno Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici y ejercen
control sobre poblaciones de la mosca blanca de los invernaderos Trialeurodes vaporariorum en
plantas de tomate Solanum lycopersicum.

Objetivo general

Evaluar el efecto de los compuestos organicos volatiles emitidos por Trichoderma spp. sobre el
control del insecto plaga Trialeurodes vaporariorum y el fitopatdgeno Fusarium oxysporum f. sp.

lycopersici en plantas de tomate.

Objetivos especificos

Caracterizar cepas de Trichoderma spp. de acuerdo a su actividad antag6nica mediante
compuestos organicos volatiles sobre Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici en condiciones in

vitro.

Evaluar la actividad biocontroladora de los compuestos organicos volatiles emitidos por
Trichoderma spp. sobre la marchitez vascular causada por Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici,

en plantas de tomate.

Evaluar la actividad biocontroladora de los compuestos organicos volatiles emitidos por

Trichoderma spp. sobre la oviposicién de Trialeurodes vaporariorum en plantas de tomate.
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Estado del arte

El tomate (Solanum lycopersicum), segun su clasificacion taxondmica, pertenece a la familia
Solanaceae; clase: Manoliopsidia; orden: Solanales actualmente se clasifica dentro del género
Solanum (Peralta, Spooner, & Knapp, 2008), ha sido reportado como una de las hortalizas de
mayor consumo en el mundo (Blancard et al., 2011). En los dltimos registros, a nivel mundial se
tenia un area cosechada 4.762.457 ha con una producciéon de 182.256.458 ton (FAO, 2018) y en
Colombia el area cosechada fue de 11.227 ha con una produccién de 527.313 ton, teniendo
como principales departamentos productores a norte de Santander, Antioguia, Boyaca,
Santander y Cundinamarca (FAO, 2018).

El cultivo de tomate en Colombia es afectado por un complejo de microorganismos habitantes
del suelo que causan importantes pérdidas en la produccién, principalmente en cultivos
protegidos (Carmona et al., 2020; Jaramillo et al., 2013; Vasquez & Castafio, 2017). Uno de los
microorganismos que pertenece al complejo de agentes causales de la marchitez vascular es el
hongo Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (Sacc.) W.C. Snyder & H.N. Hansen, esta forma

especial se caracteriza por atacar exclusivamente plantas de tomate (Snyder & Hansen 1940)

1.1 Marchitez vascular del tomate: Fusarium oxysporum f,
sp. lycopersici (Sacc.) W.C. Snyder & H.N. Hansen

El marchitamiento vascular es causado por Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (Sacc.) W.C.
Snyder & H.N. Hansen es uno de los mas graves en todo el mundo, considerado de importancia
econdmica, ya que causa pérdidas en la produccion de hasta un 47 % en invernadero y 21 % en
cultivos al aire libre, siendo que, en Colombia, ain no se tienen datos de pérdidas por esta
enfermedad. (Ramyabharathi et al.,2012). Hasta el momento se han identificado tres razas (1,2
y 3), estas diferentes razas del hongo portan en varias combinaciones de genes de avirulencia,
gue activan respuestas de defensa contra el hongo (Simsek et al.,2018; Vasquez & Castafio
2017).

Cuando este patdégeno ataca plantulas, ocasiona el llamado “mal del talluelo”, el cual es

favorecido por la carencia de lignina en el tallo, que las hace mas susceptibles y permite el
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ingreso del patdgeno y su llegada a los vasos xilematicos, lo que ocasiona posteriormente el
colapso de la planta. En cambio, cuando ataca a plantas en un estado fenoldgico vegetativo, la
enfermedad se conoce como “marchitez vascular”, se empieza a ver amarillamiento en las hojas
bajeras, la base del tallo torna a un color oscuro y los haces vasculares se tornan pardo oscuro,
debido al impedimento de absorcion de agua y transporte de nutrientes, ocasionando
marchitamiento, colapso de la planta y finalmente la muerte. A temperaturas altas de 25-32°C y
un pH bajo del suelo, son condiciones que favorecen el desarrollo de la enfermedad (Vasquez &
Castafo 2017, Gonzalez et al., 2012).

Este patdgeno produce tres estructuras de diseminacion, los microconidios, macroconidios y
clamidiosporas, usando como vectores corrientes de agua, el viento, equipos agricolas,
herramientas infectadas con el patégeno, plantas enfermas y el hombre (De Granada 2001),
dentro de la planta con la corriente de traspiracién se diseminan las microconidias a través de

los haces vasculares donde estas pueden volver a germinar (Gordon 2017)

Las clamidiosporas son estructuras de resistencia que le permite sobrevivir por muchos afos en
el suelo, donde germinan ante la presencia de azlcares y aminoacidos que se encuentran en los
exudados de las raices (FAO 2013).

Interaccidon planta-patégeno

Las plantas estan expuestas a la presencia de patégenos, cuando estan en presencia de uno,
estas han desarrollado mecanismos de defensa que pueden ser pasivas (preexistentes) o activas
(inducidas). Los primeros (preexistentes) se refiere a la parte estructural de la planta, como el
engrosamiento de las paredes celulares, o en la parte bioquimica que es la informacién genética
propia de la variedad o cultivar, estas se producen sin ningan inductor que son compuestos como
aceites esenciales, alcaloides, péptidos, proteinas, fenoles o taninos, terpenos e inductores de
proteasa son las formas mas comunes como se encuentran en la planta y pueden encontrarse

en forma inactiva hasta la deteccion del patégeno (Agrios 2005)
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En segundo lugar, estan los mecanismos inducidos, el SAR por sus siglas en inglés systemic
acquired resistance, es un tipo de resistencia que se caracteriza por la formacion de una necrosis
localizada causada por el patdogeno inductor y depende de la sefializaciéon del acido salicilico y
de la expresion sistémica de genes protéicos relacionados con la patogénesis (PR) (Bolton 2009,
Nawrocka 2013; Mendoza et al., 2018). Por otro lado, se encuentra la respuesta inmune a partir
del reconocimiento de moléculas llamadas MAMPs 6 PAMPs (Microbial or Pathogen Associated
Molecular Patterns), la resistencia inducida sistémica o ISR (induced systemic resistance), se
caracteriza por ser inducida por agentes externos, dependiente de la percepciéon del &cido
jasmonico vy el etileno y no estd asociada con la expresion de los genes PR, y a diferencia de
SAR, no esta asociada con la formacion de lesiones necréticas locales (Leonetti et al., 2017,
Shoresh et al., 2010).

Manejo de la enfermedad

El manejo integrado de la marchitez vascular se compone en la prevencién, monitoreo y control
de este patdgeno, dentro de ellas se manejan varias practicas, que serdn mencionadas a

continuacion:

Practicas culturales

Las practicas culturales, son una serie de practicas que ayudan a controlar la enfermedad,
mediante la generacién de ambientes desfavorables para el patdégeno, y se usa como practica
preventiva principalmente. Una de éstas es la rotacion de cultivos, la cual se debe hacer durante
periodos de 5 a 7 afios ya que ésta reduce el indculo inicial y por consiguiente la incidencia de la
enfermedad; se debe tener en cuenta de no usar cultivos de la familia Solanaceae. La
solarizacion del suelo, que consiste en cubrir el suelo y con el sol alcanzar altas temperaturas
para matar los microorganismos. Otra practica cultural es haciendo arado con el suelo seco
periédicamente para disminuir la poblacién del patégeno; subir el pH (6,5 — 7,5) del suelo ya que
las condiciones favorables al patégeno son pH bajos y emplear una fuente de nitr6geno y

mantener el cultivo limpio, libre de residuos de podas, residuos de cosechas, de frutos enfermos
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ya que este sobrevive de forma saprofita en el suelo (Kant et al.,2011; Vasquez & Castafio 2017;
Ajilogba et al.,2013).

Uso de cultivares resistentes

El uso de cultivares resistentes es uno de los métodos mas eficientes y ecoldgicos para el manejo
de marchitez vascular. Estos cultivares desarrollan mecanismos, a su vez el patégeno desarrolla
mecanismos de adaptacion para vencer la resistencia de la planta. Las variedades de tomate
resistentes a las razas 1y 3 de F. oxysporum f. sp. lycopersici han sido mejoradas, mediante la
introgresion de genes de sus parientes silvestres, como Solanum pennellii y S. pimpinellifollium.
Muchas variedades de tomate mejoradas tienen resistencia a las razas 1 o 2; pero pocas poseen
resistencia a todas las razas del hongo (Mc Govern & Mc Sorley, R 2012; Vasquez & Castafio
2017).

Control quimico

Se usan diferentes tipos de quimicos para manejar y prevenir la enfermedad, dentro de ellos
estan: (a) desinfectantes, se usan para inactivar al patégeno haciendo ruptura de los acidos
nucleicos como NaOCI, H,0 y Os; otros como sales cuaternarias de amonio y alcoholes, causa
la denaturacion de proteinas y lisis en membrana celular. (b) fungicidas como bromuconazole y
procloraz, cuando se aplican al suelo, son mas efectivos en reducir la incidencia de la
enfermedad; el inconveniente de usar fungicidas en formas indiscriminadas, es que se pueden
estar seleccionando cepas patogénicas resistentes y disminuyendo la poblacion de
microorganismos benéficos del suelo, producir toxicidad en plantas, contaminacion de fuentes
hidricas y problemas de salud en los consumidores (Amini et al.,2010; Vasquez & Castafio 2017;
Mc Govern & Mc Sorley 2012; Mc Govern 2015).
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Control bioldgico

Debido a que el uso de fungicidas no es amigable con el ambiente, toma fuerza el manejo de la
enfermedad mediante el control biolégico, dentro de ellos se encuentran bacterias
(Pseudomonas fluorescens y Burkholderia cepacia) y hongos (Trichoderma spp., Gliocladium
virens) (Moreno-Velandia et al., 2019; Vasquez & Castafio 2017; Ajilogba et al.,2013). La siembra
de semillas de tomate pregerminadas en suspensiones del hongo Trichoderma koningii, con
aplicaciones posteriores del mismo hongo y de la bacteria Pseudomonas fluorescens en el suelo
de los semilleros, ayudan a obtener un control de Fusarium oxysporum (FAO 2019).

1.2 Mosca blanca de los invernaderos, Trialeurodes
vaporariorum (Westwood)

La mosca blanca del invernadero Trialeurodes vaporariorum (Westwood) (Hemiptera:
Aleyrodidae) es una plaga de importancia econdmica ya que causa dafio con una amplia
distribucion geogréfica, y atacando 250 especies de plantas (Ebrahimifar Jamshidnia, & Allahyari,
2017, Toro 2017), de alta importancia agronémica como habichuela, frijol (Mahecha 2016),
pepino (Hassanpour et al., 2016), pimentdn, papa, algodén y tomate (Nasruddin 2016, Darshanee

et al., 2017) entre otros.

Danos

Los estados de ninfa y adulto se alimentan del floema causando dos tipos de dafio. El dafio
directo corresponde al debilitamiento de la planta (amarillamiento y marchitez de la planta) debido
al habito alimenticio chupador del insecto. El dafio indirecto se asocia con reduccion del area
fotosintética de la hoja debido el establecimiento y desarrollo de un complejo de hongos
denominado fumagina, que afecta la fotosintesis y los frutos. Esto ocurre, porque las ninfas y los
adultos excretan una sustancia azucarada sobre las hojas inferiores que acomparfada de alta

humedad ambiental crea un microclima ideal para que el hongo colonice las hojas. Sin embargo,
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el dafio indirecto més importante causado por las moscas blancas es su capacidad de trasmitir
enfermedades virales a las plantas, dentro de ellos se encuentra el virus del enroscamiento y
amarillamiento de las hojas en Tomate (TORYLCV por sus siglas en inglés), y el virus de la
clorosis en tomate (ToCV por sus siglas en inglés) (Betancur Pérez et al.,2012; FAO 2013).

McKee & Zalom (2009) informé sobre la relacién entre la temperatura y el desarrollo fisiol6gico
de los huevos, los estadios de ninfas y la maduracion de adultos en T. vaporariorum en tomates
de invernadero. El rango de temperatura para su desarrollo esta entre 16 - 34°C, temperaturas
letales se sitian por debajo de los 9°C y por encima de los 40°C. El umbral de temperatura para
la oviposicion es de 14°C, y la fecundidad se reduce de manera notable (Aregbesola et al.,2019).
El ciclo de vida Trialurodes vaporariorum dura aproximadamente 28 dias, donde pasa por seis

estados de desarrollo: huevo, cuatro estadios ninfales y adulto (Bernal et al.,2008).

Interaccidon planta-insecto

La defensa de las plantas contra insectos, puede deberse a varias facultades como la exploracién
de las bases moleculares, bioquimicas como la resistencia inducida, las interacciones
multitréficas y los costos fisiolégicos y ecoldgicos del estado inducido (Kessler & Baldwin 2002).
A partir de lo mencionado se encuentran defensas directas e indirectas a los herbivoros, las
defensas directas son obstrucciones morfolégicas como corteza impenetrable, espinas, pelos
punzantes y diversos metabolitos primarios y secundarios téxicos o antinutritivos que se
expresan o inducen constitutivamente después de la infesta; las defensas indirectas estan
relacionadas con los metabolitos secundarios sean volatiles o no volatiles, que emiten las
plantas, no producen un solo compuesto, sino una mezcla sinérgica y estas no son fijos,
dependen del estado de desarrollo y entre érganos de la planta, es importante para la resistencia
a herbivoros donde atrae depredadores al herbivoro (Kessler.& Baldwin 2002, Agrawal 2005;
Wink 2018).

En plantas, las respuestas al dafio celular estan reguladas por una hormona de estructura

guimica muy similar al acido araquidénico, el acido jasmonico. Esta hormona vegetal esta
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relacionada con sefiales quimicas (jasmonatos) que inducen defensas en las plantas como

respuesta al ataque de insectos (Zavala 2010).

En la interaccién con mosca blanca y su habito chupador alimentandose de floema, estos causan
dafios mecanicos lo que indica que las plantas identifican el atague de insectos a través de sus
secreciones bucales, también pueden responder a otro tipo de secreciones de los insectos, como
los fluidos relacionados con la oviposicion (Zavala 2010), por lo tanto, la respuesta de la planta
es similar a la que tiene con los patégenos, que es a través se sefializacién de fitohormonas,
acido salicilico (SA) y el acido jasmaonico (AJ) / vias dependientes de etileno (ET) (Mayer et
al.,2002, Inbar, M., & Gerling 2008). Se ha demostrado la activacion de la resistencia sistémica
adquirida (SAR) dependiente de (SA), para suprimir la sefalizacion de (AJ) en plantas,
priorizando asi la resistencia dependiente de (SA) a los patdgenos microbianos sobre la
dependencia de (AJ) defensa que en general, es mas efectiva contra la herbivoria de insectos
(De Vos et al., 2005). Aligual que en interaccién planta-patégeno, las plantas acumulan proteinas
relacionadas con la patogénesis (PR), en respuesta al habito chupador de mosca blanca; en un
estudio demostré que plantas de tomate infestadas produjeron niveles altos de proteinas (PR) 8-

1,3-glucanasa, quitinasa, peroxidasa, tanto local, como sistémicamente (McKenzie et al., 2002).

Manejo de la plaga

Para el manejo de esta plaga se debe tener en cuenta el ciclo bioldgico, la dispersion de la
poblacion y densidad de la misma (Bernal et al.,2008). Para definir el nivel de dafio econémico,
se basa en el calculo de una relacién cuantitativa entre el dafio econémico y la lesién ocasionada
por el insecto, importante para la toma de decisiones en los programas de Manejo Integrado de
Plagas (Rincon et al., 2019).

Para el control de esta plaga, se utiliza principalmente la aplicacibn de agroquimicos
pertenecientes a una amplia gama de piretroides (neonicotinoides, piretroides y cetoenoles). Sin
embargo, el uso constante de estos quimicos ha provocado el desarrollo de resistencia a los

insecticidas por parte de esta plaga (Moreno et al., 2018), y su impacto negativo en los programas
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de control integrado ha fomentado el desarrollo de métodos alternativos de manejo de esta plaga
(Fargues et al., 2003).

Una alternativa de manejo de esta plaga es el uso de enemigos naturales de esta plaga como
avispas parasitoides del género Encarsia, Eretmocerus. y Prospaltella y chinches depredadores
como Oirius tristicolor y Chrysopa spp. Por otro lado, el uso de los hongos entomopatégenos
como Beauveria bassiana y Verticillium lecanni han reportado controles en huevos, ninfas y

adultos (Fargues et al.,2003).

1.3 El género Trichoderma como agente de control
biolégico

Los micoorganismos usados en el control bioldgico ayudan a disminuir los dafios que causan las
plagas y patdégenos del suelo. Estos micoorganismos benéficos presentan diferentes modos de
accion los cuales les permiten ejercer un papel biorregulador. Entre las especies mas estudiadas
y usadas como agentes de control biol6gico, se encuentra el género Trichoderma ya que tienen
capacidad reproductiva, plasticidad ecol6gica, efecto de promocion de crecimiento de cultivos e
induccién de resistencia sistémica para la defensa de patégenos (Harman ,2000, Monteiro et al.,
2010, Singh et al., 2014, Mathys et al., 2012, Vinodkumar et al., 2017).

Dentro de la accion biocontroladora de Trichoderma se encuentran diferentes mecanismos de

accion (Figura 1).

Competencia

Este mecanismo de accidn se refiere en la interaccion entre dos 0 mas organismos, que se
encuentran disputando recursos especificos como son el espacio, nutrientes, agua y luz. Por
ejemplo, Trichoderma spp. podria competir y secuestrar iones de hierro (los iones son esenciales
para el patégeno de la planta, mediante la liberacién de compuestos conocidos como sideréforos

(Vinodkumar et al., 2017). También son capaces de movilizarse y absorber nutrientes de su
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alrededor y usar diferentes fuentes de carbono, por los que se le facilita multiplicarse y colonizar
rapidamente la rizosfera (Harman et al.,2004).

Micoparasitismo

El micoparasitismo es definido como una simbiosis antagdnica entre organismos, en el que
generalmente estan implicadas enzimas extracelulares tales como quitinasas, celulasas, y que
corresponden a la composicién y estructura de las paredes celulares de hongos parasitados, el
proceso de micoparasitismo involucra cuatro etapas (a) crecimiento quimiotrépico, en el cual un
estimulo quimico atrae al hongo antagoénico; (b) reconocimiento especifico, probablemente
mediado por lectinas en la superficie celular tanto del patégeno como del antagonista; (c) ataque
y enrollamiento de Trichoderma alrededor de las hifas del huésped; y (d) secrecién de enzimas
liticas que degradan la pared de la célula huésped (Vinale et al.,2008). En este proceso
Trichoderma secreta enzimas que degradan la pared celular del hongo patégeno, por lo tanto, la
lisis de la pared celular de los fitopatdgenos esta mediada por glucanasas, quitinasas y proteasas
(Dos Reis Almeida et al.,2007; Naher et al.,2014).

Antibiosis

La antibiosis es la accién directa de secrecién de compuestos antibidticos 0 metabolitos téxicos
producidos por hongos antagonistas que suprimen o matan patdgenos del suelo; cepas de
Trichoderma producen metabolitos secundarios volatiles y no volatiles, algunos de los cuales
inhiben el desarrollo de otros microorganismos con los que no hacen contacto fisico. Tales

sustancias inhibidoras son consideradas "antifungicos" (Verma et al.,2007: Roberto et al.,2019).



28 Compuestos organicos volatiles de Trichoderma spp. con actividad
biocontroladora sobre el patdgeno Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici y el
insecto plaga Trialeurodes vaporariorum en plantas de tomate

Trichoderma sp

Production of Competition Abvcorarsiiiion Induced systemic
antimicrobial substance it (A pebes resistance

Figura 1. A: la inhibicién del crecimiento de patégenos se logra mediante la produccion de una
sustancia antimicrobiana por Trichoderma micelio inoculado como conidios en las raices. B:
competencia donde Trichoderma por espacio y nutrientes para que otros organismaos no puedan
acercarse. C: micoparasitismo. Este modo de accion se divide en varias etapas sucesivas, 1- el
reconocimiento del objetivo, 2- el ataque directo por secrecion de las enzimas liticas. D:
resistencia sistémica inducida (Tomado de Zaki et al., 2020).

1.4 Compuestos organicos volatiles de microorganismos

Los compuestos organicos volatiles (COVs) son moléculas de bajo peso molecular <250 um), a
base de carbono, alta presion de vapor (>0,001kPa a 20°C, 760mm Hg) (Pagans et al.,2006;
Contarino et al.,2019). En la literatura se encuentran identificados mas 300 COVs de origen
fungico (Hung et al., 2015). Entre los compuestos identificados se encuentran grupos funcionales
cetonas, heterociclicos, aldehidos, fenoles, acidos, alcoholes, terpenos, tioalcoholes, tioésteres,
compuestos aromaticos y ciclohexanos. Estos compuestos son derivados de varias rutas
metabolicas se forman principalmente por oxidacion de glucosa. Las vias biosintéticas
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subyacentes son el metabolismo aerdbico, el carbono heterotréfico, la fermentacion, el
catabolismo de aminoéacidos (alcoholes, aldehidos alcoholes), la biosintesis terpenoide
(isopropeno, monoterpenos y sesquiterpenos), la degradacion de &cidos grasos (lactonas,
alcanos) y la reduccion de azufre (Morath et al., 2012; Lemfack et al., 2013, Schmidt et al., 2015)

Los COVs pueden viajar a largas distancias por los poros del suelo mediando la comunicacion
entre diferentes microrganismos como bacterias y hongos que estan presentes en la rizosfera y

en ambientes aéreos con plantas, insectos y otras formas de vida (Effmert et al.,2012).

Entre los efectos observados en plantas se encuentran cambios fisiol6gicos negativos que
pueden ser reduccion o inhibicién de la germinacion, retraso del crecimiento, etiolacion, clorosis
y senescencia o cambios positivos como el aumento del crecimiento, biomasa y aumento de la
concentracion de clorofila, estos cambios pueden estar relacionados con la hormona (ET) etileno
gue controla muchos aspectos del crecimiento y desarrollo de las plantas (Hung et al.,2015, Zipfel
2013). A los COVs también se les atribuye la activacién de genes relacionados con la defensa
en plantas, induciendo la resistencia sistémica (Naznin et al.,2014; Lee et al.,2019, Schmidt et
al., 2015).

En el estudio de COVs se emplean diversas técnicas para su extraccion y posterior analisis. Para
el aislamiento de los COVs flingicos se encuentran técnicas como: extraccion con sorbente de
barra agitada (Sorbtive Bar Solvent Extraction, SBSE por sus siglas en inglés) (Guo et al.,2019)
y principalmente el uso de técnicas de muestreo del espacio de cabeza (Headspace. HS por sus
siglas en inglés) estético, y dindmico, extraccion liquido-liquido y microextraccién de fase solida
(SPME) (Sinuco et al.,2017; Morath et al.,2012).

Vale la pena resaltar que los métodos de extraccion del headspace de Thrichoderma viride,
pueden representar una manera mas cercana el ambiente al cual se encuentran expuestos los
hongos fitopatdgenos evaluados. Adicionalmente, se debe tener en cuenta que los medios de
cultivo producen COVs, que se pueden confundir con aquellos producidos por el hongo. Por esta

razén el uso de blancos es requerido en este tipo de estudios (Sinuco et al.,2020).

Para la identificacion de los COVs, se emplea principalmente, cromatografia de gases acoplada
a espectrometria de masas (GC-MS) (Hung et al.,2015), mediante el uso de criterios
cromatogréficos (indices de retencion) y espectral (espectros de masas) comparados contra

sustancias de referencia (Stashenko & Martinez 2010).
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1.5 Compuestos organicos volatiles del género Trichoderma

Las especies del género Trichoderma han sido ampliamente estudiadas y utilizadas durante
décadas como biofertilizantes y agentes de control biol6gico en la agricultura (Gupta et al.,2014).
Dentro de los mecanismos de accién se encuentran el ejercido por COVs de esta especie ya que
estos sirven como antibiéticos contra patdégenos de las plantas como lo muestra el estudio de
Chen y colaboradores (2016) donde evaluaron la actividad inhibitoria de COVs producidos por
Trichoderma gamsii contra diferentes fitopatbgenos dentro de ellos Fusarium flocciferum,
alcanzando 46% de inhibicién del crecimiento radial. Dentro de los compuestos identificados
mediante cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (CG-EM por sus siglas
en espafiol) encontraron disulfuro de dimetilo, dibenzofurano, metanotiol y cetonas, los cuales
pueden servir como inhibidores quimicos, de hongos patégenos. De otra parte, se ha evaluado
la actividad biologica debida Unicamente a COVs liberados por el hongo T. viride frente a hongos
fitopatdgenos Fusarium sp. DC9 (FIF025) y Colletotrichum gloeosporioides 26B y se comparan

3 métodos de extraccion de COVs liberados por el hongo T. viride (Sinuco, et al., 2017).

Otro mecanismo de accion de los hongos del género Trichoderma es su capacidad de promover
crecimiento a las plantas mediante la emisién de COVs que demostraron influir en el desarrollo
de plantas de Arabidopsis thaliana las cuales presentaron mayor biomasa y fueron mas vigorosas
gue plantas que no fueron expuestas a los VOCs. El andlisis del perfil de compuestos volatiles
de Trichoderma viride presentd los siguientes compuestos: alcohol isobutilico, alcohol
isopentilico y el 3-metilbutanal, los cuales fueron los posibles responsables de esta actividad
(Hung et al., 2013). Mediante Extraccion Liquido-Liquido (ELL), los autores identificaron 2-metil-
1-propanol, 3-metil-1-butanol y 3-hidroxi-2-butanona (acetoina), que han sido asociados con la
promocion del crecimiento de Arabidopsis thaliana por COVs de T. viride (Hung, et al., 2013, Ryu
et al., 2003).

Ademas de los atributos antimicrobianos de los COVs de Trichoderma , también tienen la
capacidad de proteger a las plantas frente a los patégenos mediante la induccion de resistencia
sistémica a partir del compuesto volatil 6-n-pentil-6H-piran-2-ona (6PP), el cual es producido por

Trichoderma harzianum y es capaz de inducir mecanismos de defensa contra Botrytis cinerea en
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plantas de tomate presuntamente mediante este mecanismo (Vinale 2009, Stoppacher et
al.,2010). A esta lactona insaturada, identificada como componente mayoritario de T. viride se le
atribuye actividad nematicida (Yang et al., 2012), la bioactividad presentada por T. harzianum y
T. koningii, asi como efectos en el crecimiento de tomate (Vinale et al., 2008).

Para el control de insectos recientemente se informé que 1-octen-3-ol y 6-PP, ambos compuestos
producidos por T. atroviride, redujeron el ataque del gusano ejército de otofio Spodoptera
frugiperda en las hojas de maiz (Contreras-Cornejo et al.,2020). En otro reporte se informé que
T. atroviride asociado con raices de maiz e infestado con Spodoptera.frugiperda en las hojas, se
le atribuye probablemente que liberé algunos COV vegetales o fungicos que atrajeron avispas
hembras de Campoletis sonorensis, el enemigo natural de S. frugiperda, encontrando un papel
clave para el metabolito fungico 6-PP atrayendo a las avispas C.sonorensis y aumentando asi el
namero de larvas parasitadas (Contreras-Cornejo et al., 2018)

En la (Tabla 1) se presenta una recopilacion de los principales COVs identificados en diferentes
especies de Trichoderma spp.

Tabla 1. COVs de diferentes especies de Trichoderma spp.

Especie COV ldentificados Método de extraccion

Alcohol feniletilico, a-felandreno, y-
Terpineno, a-Terpineno, 2-
Heptanona, 2-Undecanona, [3-
Felandreno, a-Terpinoleno, 3-
Octanol, 2-Nonanone, 1-Octen-3-ol,

Trichoderma
atroviride Stoppacher 2-Pentilfurano, 2-n-heptilfurano, 6- Microextraccién en fase
et al.,2010 pentil-a-pirona, a-bergamoteno, a- solida (SPME)

zingibereno, 3-octanona, [3-

bisaboleno, a-curcumeno, 2-p-

menten-7-ol, a-farneseno, 3-

farneseno, nerolidol, y-curcumeno,

B- sesquifelandreno
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Trichoderma
aureoviride Bruce et
al.,2000

Acetaldehido, acetona, alcohol
bencilico, cloroformo, isobutano, 2-
metil-1-propanol, 2-etil-4-metil-1-
pentanol, heptanona, nonano,
heptano, decano, 2,4-
dimetilheptano, 3-metil-2-hexanol, 7-

octen-4-ol, 5-metil-5-hexen-3-ol

Malla Haysep Q 800-1000
y Tenax

Trichoderma
atroviride
Lee et al.,2016

Etanol, Propan-2-one, 2-
metilpropanal, propan-2-ol, butanol,
butan-2-one, propan-1-ol, 2-
metilpropan-1-ol, acetato de etilo, 3-
metilbutanal, 2-metilbutanal,
pentanal, heptadecano,
dodecanoato de propilo,

aromadendreno

Headspace estético

Trichoderma
asperellum
Lee et al.,2016

Etanol, propan-2-one, 2-
metilpropanal, propan-2-ol, acetato
de metilo, butan-2,3-dione, butanol,
butan-2-one, acido acético, 2-metil-
1-propanol, acetato de etilo, 3-
metilbutanal, 2- metilbutanal,
pentanol, 3-hidroxibutan-2-one, 3-
metilbutan-1-ol, 2-metilbutan-1-ol,
acido 2-metilpropandico, pentan-1-
ol, piridina, acido butandico, 2-

etilhexanal.

Headspace estético

Trichoderma viride
Hung et al.,2013

Etanol, acetona, 2-metilpropanal,
butanal, alcohol isobutilico, 3-
metilbutanal, 2-metilbutanal, 1-
butanol, 2-pentanona, pentanal,

acetoina, 2-metil-1-butanol,

Método de purga y trampa
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alcohol isopentilico, toluene,
hexanal, octadieno, 2-heptanona,
heptanal, 2-etilhexanal, 6-metil-5-
hepten-2-one, 1-deceno, 2-
pentilfurano, 2-octanona, octanal,

limoneno

Trichoderma
harzianum Lee et
al.,2016

Propan-2-ona, 2-Metilpropanal, 2,3-
Butanediona, 2-Butanona, Acido
acético, acetato de etilo 3-
Metilbutanal, 3-penten-2-ol, 3-
Metilbutan-1-ol, hepta-1,3,6-triene,
pentan-1-ol, Piridina, acido Headspace estatico
butandico, 2-heptilfurano, acetato de

butilo, 2-(Metoximetil)furano, octan-

3-ona, Octanal, Limoneno, 2-

fenilacetaldehide, Undecane,

Nonanal.

Trichoderma
koningiopsis Chen et
al.,2016

B- felandreno, trans-1-butil-2-

metilciclopropano, 2-dodeceno, cis-

1-Butilo-2- metilciclopropano, 2- Microextraccion en fase
tridecenal, ciclohexeno, solida (SPME)
ciclopropano, fenantreno, antraceno,

ciclocta-2,4-dien-1-ol

Trichoderma viride
Sinuco et al., 2017

2-metil-1-propanol, 3-metil-1-butanol,
3-hidroxi-2-butanona(acetoina), 1- Extraccion liquido-liquido
Hexanol, Benzaldehido, , Alcohol 2- (ELL)

feniletilico, 6-pentil-(2H)-piran-2-ona
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Capitulo 1: Compuestos organicos volatiles de Trichoderma
sobre el manejo de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici
(Sacc.) W.C. Snyder & H.N. Hansen y la promocién de
crecimiento en plantas de tomate

Resumen

El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de los compuestos organicos volatiles (COVs)
emitidos por diferentes cepas del hongo biocontrolador Trichoderma sobre la interaccién planta-
patdbgeno como estrategia de control biolégico contra Fol59 en tomate y la promocion de
crecimiento, como un atributo adicional para la bioprospeccion de estas moléculas con potencial
bioactivo. En condiciones in vitro se evalud el efecto de los compuestos organicos volatiles
(COVs) de 15 cepas de Trichoderma spp. sobre la inhibicion de crecimiento radial del patégeno
mediante la técnica de doble placa, donde se enfrentan dos cajas de Petri, una con el patdgeno
Fol59 y la otra con el hongo biocontrolador previamente desarrollado en medio PDA, durante 10
dias a 25°C y se registro el porcentaje de inhibicion del desarrollo radial del patégeno. Las cepas
gue presentaron mayor porcentaje de inhibicion fueron: Th004, M44, Th035, Th019, Th007, 3Ty
M45 con 46.1%, 45.8%, 40.5%, 39,8%, 39.4%, 39% y 37.1% respectivamente. Las siete cepas
fueron seleccionadas para su evaluacién bajo condiciones In planta donde, en un ambiente
confinado se expusieron las raices de plantulas de tomate de ocho semanas de desarrollo
inoculadas con el patégeno a los COVs emitidos por cada cepa del hongo benéfico, durante 21
dias donde se registro la incidencia y severidad de la enfermedad. Este tratamiento redujo entre
un 10% y 30% la incidencia de la enfermedad. Mientras que la cepa Th035 present6 una
reduccion de la severidad del 35%. A pesar de los reportes de promocién de crecimiento
atribuidos a Trichoderma en tomate, en estos experimentos no se evidencidé un efecto

significativo en la promocién de crecimiento mediada por COVs del microorganismo.

Palabras clave: Inhibicion de crecimiento radial, bioprospeccion, indice de severidad
de la enfermedad.
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1.1 Introduccidn

El hongo benéfico del género Trichoderma es uno de los mas estudiados y empleados en el
manejo de problemas fitosanitarios en tomate, dada su capacidad de proteger a las plantas frente
a patogenos del suelo como Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (Sacc.) W.C. Snyder & H.N.
Hansen mediante la induccion de resistencia sistémica y su ampliamente estudiada estrategia
de promocién de crecimiento vegetal que le proporciona una mayor disponibilidad de nutrientes
para su desarrollo (Suarez et al., 2009). Sin embargo, algunos mecanismos antagonicos de
Trichoderma se encuentran poco estudiados. Es el caso del metabolismo secundario de
Trichoderma spp., el cual genera sefiales quimicas de tipo volatil con actividad biocontroladora
frente a microorganismos fitopatégenos. La caracterizacion de esta comunicacién quimica
permitira iniciar la bioprospeccion de estos compuestos para el desarrollo de bioproductos Ultima
generacion para el manejo de problemas fitosanitarios en el cultivo de tomate.

Este sistema productivo, registré una produccion de 182.256.458 ton a nivel mundial en el 2018
y es una de las hortalizas de mayor consumo en el mundo (FAO, 2018). Sin embargo, la
marchitez vascular, causada por el hongo fitopatégeno Fusarium oxysporun f. sp. lycopersici le
ocasiona pérdidas de importancia econémica superiores al 70% en casos muy severos de la
enfermedad (Ramyabharathi et al.,2012). Este hongo se presenta principalmente como saprofito
y patégeno especializado en forma especial (f. sp) de acuerdo a su planta hospedera (De
Granada et al., 2001). Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici es la forma especial que afecta este
cultivo (Snyder 1940; Carmona et al., 2020). En la coleccién de microorganismos de Agrosavia
se encuentra la cepa Fol59, un aislamiento que fue identificado y caracterizado por primera vez
en Colombia como Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici raza 2 obtenida de cultivos comerciales,
gue fue identificado a nivel molecular con la presencia de los genes SIX 1, SIX 2, SIX 3y SIX 5.
La patogenicidad fue probada en plantas de tomate susceptibles, alcanzando una incidencia del
100% y una severidad de 94% (Carmona 2019; Carmona et a., 2020).

Este patdgeno ingresa a la planta por los vasos del xilema, lo cual obstruye el ascenso del agua
y nutrientes, y ocasiona sintomas como amarillamiento en las hojas, marchitamiento y por dltimo

ocasiona la muerte. Para el control de este patdgeno se usa tradicionalmente el control quimico.
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Sin embargo, su uso no apropiado genera que cada vez se incremente la cantidad de producto
aplicado y a su vez una posible resistencia de estas cepas patogénicas al ingrediente activo,
disminuyendo la efectividad de estos productos y generando mas impacto al medio ambiente y
a la salud alimentaria (Zhao et al.,2019). Por lo descrito anteriormente, se necesita encontrar una
estrategia que sea amigable con el medio ambiente para el control de esta enfermedad ya que
afecta la produccion de este cultivo (Ramyabharathi et al.,2012).

Por lo tanto, una de las alternativas para el manejo de esta enfermedad es el uso de agentes de
control biolégico, ya que ademas de ser eficaz, es amigable con el medio ambiente (Cotes ,2018).
Dentro de las estrategias de control biolégico mas conocidas se encuentra el uso de
microorganismos bacterianos como Pseudomonas fluorescens y Burkholderia cepacia y hongos
como Gliocladium virens, Trichoderma spp., (Moreno-Velandia et al.,2019).

Los hongos del género Trichoderma son uno de los més estudiados gracias a sus mecanismos
de accion directos como el micoparasitismo, la competencia por nutrientes o por espacio, la
antibiosis y mecanismos de accion indirectos por medio de la promocion de crecimiento y la
induccion de resistencia sistémica (Lee et al.,2016; Roberto et al.,2019; Zohair et al.,2018). Este
género ha sido estudiado como agentes de control biolégico para el control de marchitez vascular

en tomate (Hohmann et al.,2011).

Ademaés, Trichoderma spp. produce una gran diversidad de metabolitos volatiles conocidos como
Compuestos Organicos Volatiles (COVs), los cuales son moléculas de bajo peso molecular, alta
presion de vapor y bajo punto de ebullicién, producto final de varias vias metabdlicas, estos
compuestos se encuentran clasificados dentro de varias clases como sesquiterpenos, alcoholes,

lactonas, cetonas, ésteres y compuestos C8 (Contarino et al.,2019; Korpi et al.,2009).

Uno de los ejemplos mas representativos es el compuesto 6-pentil- 2H -pyran-2-ona (6PP)
emitido por diferentes especies de Trichoderma, el cual influye negativamente en el crecimiento
de fitopatdgenos como Ceratocystis piceae, Armillaria, Botrytis cinerea, Rhizoctonia solani y F.
oxysporum f. sp. lycopersici (Stoppacher et al.,2010). Ademas, al ser aplicado directamente en
el medio de crecimiento de la planta o en forma de aspersion sobre las hojas promueve el
crecimiento de Arabidopsis thaliana mediante la estimulacion y formacion de raices laterales.
(Lee et al.,2016). En otro estudio se demostré que los COVs de Trichoderma spp. tienen efecto

de promocion de crecimiento en plantas como Arabidopsis thaliana donde se analizaron los
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COVs de Trichoderma viride y se encontraron los siguientes compuestos: alcohol isobutilico,
alcohol isopentilico y el 3-metilbutanal posibles responsables de esta actividad (Hung et al.,
2013).

Los COVs, también han sido reportados como inductores de resistencia en la planta, mediante
la estimulacion de la resistencia basal o barreras preexistentes, que consiste en el
reconocimiento de las moléculas MAMPs 6 PAMPs (Microbial or Pathogen Associated Molecular
Patterns), que son reconocidas por las PRRs (Pattern Recognition Receptors) que se encuentran
en las plantas (Bolton 2009, Nawrocka 2013). Asi como también inducen la resistencia sistémica
a través de las hormonas vegetales, dentro de esta Ultima, se encuentran la resistencia sistémica
adquirida (SAR) y la resistencia sistémica inducida (ISR), las cuales son complejos sistemas
bioguimicos antagénicos de sefializacion que son dependientes de fitohormonas. En primer
lugar, se encuentra el &cido salicilico (SA), esta fitohormona rige la SAR y esta asociada a la
respuesta patdgenos biotréfos y hemibiotréfos. En cambio, la acumulacion de etileno (ET), acido
jasmonico (JA) rigen la ISR y se asocian a la defensa contra microorganismos necrotréfos y
herbivoros (Mathys et al.,2012; Thomashow et al.,2016, Lee et al.,2016). Un ejemplo de
induccién de resistencia por medio de los COVs, es el compuesto volatil 6-n-pentil-6H-piran-2-
ona, el cual es producido por Trichoderma harzianum y es capaz de inducir mecanismos de
defensa contra Botrytis cinerea en plantas de tomate presuntivamente mediante ISR (Vinale et
al.,2008a).

En este capitulo se presenta el efecto de los COVs emitidos por diferentes cepas de Trichoderma
spp. sobre la inhibiciébn del crecimiento radial del fitopatbgeno Fusarium oxysporum f. sp.
lycopersici (Fol59) en medio de cultivo, bajo condiciones In vitro, a partir de este ensayo
seleccionar las cepas con mayor inhibicién para ser evaluadas sobre la promocién de crecimiento
y su manejo de la incidencia y severidad de Fusarium oxysporum f. sp.lycopersici, agente causal

de la marchitez vascular en tomate.
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1.2 Materiales y métodos

1.2.1 Material fungico

En la Tabla 1.1, se presentan los aislamientos de Trichoderma spp. evaluados en este trabajo,
10 de los aislamientos proceden del Banco de Germoplasma con Interés en Control Biologico de
la Nacion, en custodia de AGROSAVIA y los cuatro restantes fueron aislamientos enddfitos
obtenidos de plantas de tomate en cultivos sin sintomas asociados a la marchitez vascular
(Carmona 2019), y se us6 un producto comercial Tricho D ® a base de Trichoderma harzianum
como control. La cepa patogénica Fol59, aislada y caracterizada por Carmona (2019). Los
hongos fueron multiplicados en cajas de Petri de vidrio que contenian medio PDA (agar papa

dextrosa) y se incubaron a 2542 °C durante 6 dias en oscuridad.

Para la preparacion del in6culo del patégeno Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici Fol59, se
empled la metodologia estandarizada por Gomez (2019) donde se tomaron 7 cajas de Petri, con
el hongo desarrollado durante 11 dias a 25°C, se realiz6 la cosecha de las microconidias
mediante un raspado del micelio con un rastrillo y agua destilada estéril, posteriormente se filtro
con papel miracloth® y se ajusté la concentracion del inéculo a 1*10° microconidias/ml mediante

la cuantificacion en camara de Neubauer.
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Tabla 1.1. Aislamientos de Trichoderma spp. evaluados in vitro

Cddigo Especie Origen
Aislamiento

Th035 Trichoderma atroviride Suelo

Th034 Trichoderma asperellum Suelo

Th032 Trichoderma longibrachiatum Sin especificar
Th019 Trichoderma asperellum Sin especificar
ThO13 Trichoderma koningiopsis Planta de lulo
ThOO7 Trichoderma longibrachiatum Sin especificar
Th004 Trichoderma longibrachiatum Residuos de flora
Th0OO3 Trichoderma koningiopsis Suelo

Th084 Trichoderma asperellum Sin especificar
ThO51 Hypocrea lixii Sin especificar
2R * Trichoderma asperellum Planta de tomate
3T* Trichoderma gamsii Planta de tomate
M44 * Trichoderma longibrachiatum Planta de tomate
MA45 * Trichoderma ghanense Planta de tomate
Tricho D Trichoderma harzianum Producto comercial

*Cepas aisladas por Carmona 2019

1.2.2 Material vegetal

Las plantas de tomate se obtuvieron a partir de semillas seleccionadas de Solanum lycopersicum,
Mill. (var. Santa Cruz Kada). Las semillas fueron esterilizadas superficialmente antes de su uso.
El proceso consistio en lavar el material con agua corriente y hacer un lavado con tween 80 al

0,1% estéril (Merck Millipore) dentro de un tubo falcon agitando vigorosamente para retirar la
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mayor cantidad de fungicida y contaminantes superficiales. Luego, se realizaron tres enjuagues
con agua corriente para retirar los residuos de jabon filtrando con muselina. En la cAmara de flujo
laminar previamente esterilizada, se realizaron los siguientes lavados con un volumen
aproximado de 200 ml de liquido en cada lavado: 15 minutos en hipoclorito de sodio al 2%
seguido de un minuto con etanol al 70% y tres lavados consecutivos con agua estéril.
Posteriormente, se sembraron en bandejas de germinacion de semillas de 50 alvéolos con turba
estéril como sustrato. El material se mantuvo en condiciones controladas con una temperatura
de 25°C y humedad del 60% en un cuarto de bioensayos del Laboratorio de Microbiologia
Agricola de AGROSAVIA hasta la obtencion de plantulas con el segundo par de hojas verdaderas
(aproximadamente 4 semanas), segun la escala de BBCH estadio principal 1, 102 (Agusti et al.,
1995).

1.2.3 Pruebas de antagonismo in vitro mediadas por los
COVs de Trichoderma contra Fol59

Para la evaluacion antagoénica in vitro de COVs de Trichoderma spp.(Tabla 1.1) contra Fol59, se
adapté la metodologia descrita por Sinuco (2020) . Inicialmente se ubic6 un disco micelial de 7
mm de didmetro del patégeno de diez dias en el centro de una placa de Petri que contenia medio
PDA (Agar papa dextrosa), incubado durante dos dias a 25°C. Posteriormente, en otra caja de
Petri con medio PDA, se inoculé un disco de 7 mm con los diferentes antagonistas. Las placas
se enfrentaron dejando en la parte superior a Fol59, se sellaron usando Parafiim™ y se incubaron
a 25 ° C durante 10 dias en la oscuridad (Figura 1.1). Se us6 como control, Fol59 contra una caja
de Petri con medio PDA.
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Fol Medio PDA

COVs

E:Tj

Trichoderma spp.

Figura 1.1. Esquema del sistema de evaluacién de doble placa para evaluacién de antagonismo
de los COVs de Trichoderma spp. frente a Fol59 (adaptada de Sinuco et al., 2020)

Se empled un disefio completamente al azar, donde la unidad experimental fue cada uno de los
enfrentamientos, el experimento contd con cinco réplicas por tratamiento y tres repeticiones en
el tiempo, cada caja enfrentamiento de cajas de Petri se consider6 como una unidad
experimental. Las placas de Petri se monitorearon fotograficamente durante 10 dias, las
imagenes se analizaron utilizando el software ImageJ2 (Rueden et al., 2017) y se calcul6 el
tamafio de la colonia de Fol59. Teniendo estos datos, se calculd el porcentaje de inhibicién de
crecimiento radial (PICR) mediante la formula descrita por (Zohair et al.,2018) (Ecuacion 1.2).

R1-R2
Ecuacién 1.2 % PICR= Y * 100

Donde:

R1: Diametro del crecimiento del patégeno en control
R2: Didmetro del crecimiento del patégeno enfrentado con el antagonista
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1.2.4 Efecto de los compuestos organicos volatiles de
Trichoderma sobre el desarrollo de la marchitez
vascular in planta

Para las evaluaciones in planta, se seleccionaron las cepas que mostraron desde un 37 hasta un
46% de inhibicion de crecimiento radial en el experimento en condiciones in vitro. Se adapté la
metodologia propuesta por Tahir (2017), donde se realizé un lavado de las raices de las plantulas
de tomate con cuatro semanas, segun la escala de BBCH estadio principal 1, 102 (Agusti et al.,
1995) de crecimiento aproximadamente (obtencién del segundo par de hojas verdaderas) con
agua corriente y posteriormente se realizo la infeccion por inmersion de raiz durante 15 minutos
en la suspension de 1x10° microconidias/ml del Fol59 de acuerdo con el protocolo estandarizado
por Carmona (2019) (figura 1.3 a). Posteriormente, las plantas fueron trasplantadas en vasos de
12 onzas con una mezcla estéril de suelo y turba en una relacion 3:1 (Aragon, 2016). La base de
los contenedores se perford para permitir que los compuestos volatiles permearan a las raices
de cada plantula (figura 1.2).

Trichoderma spp.

Figura 1.2. Exposicion de raices de plantulas de tomate a compuestos organicos volatiles de
Trichoderma spp.
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Cada vaso se introdujo en un contenedor cilindrico de vidrio, en cuya base interna se ubic6 una
caja de Petri de 5 cm de didmetro con la cepa de Trichoderma correspondiente, la boquilla del
recipiente de vidrio se sell6 con Parafilm™ para evitar cualquier escape de volatiles de estas
cepas (figura 1.2). Con el fin de facilitar la incubacion de la enfermedad, el ensayo se dejo6 por 7
dias en el cuarto de bioensayos del Laboratorio de Microbiologia Agricola de AGROSAVIA a una
temperatura de 26°C y una humedad de 60%. Después de este periodo, el ensayo se ubico en
invernadero con una temperatura de 258 °C. Los tratamientos evaluados se presentan en la
tabla 1.2.

Tabla 1.2. Tratamientos evaluados para promocién de crecimiento y
manejo de la marchitez vascular en tomate mediada por COVs de
Trichoderma spp.

N° TRATAMIENTOS
1 M44

2 M44 + Fol59

3 Th004

4 Th0O4 + Fol59

5 M45

6 M45 + Fol59

7 ThO19

8 Th019 + Fol59

9 Th035

10 ThO35 + Fol59
11 Th0O07

12 Th0O7 + Fol59
13 3T

14 3T + Fol59

15 Testigo patégeno Fol59
16 Control
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Progreso de la enfermedad

Para llevar a cabo el seguimiento de la enfermedad se registro la incidencia de la enfermedad
(numero de plantas enfermas con respeto al total de plantas evaluadas) y el grado de afectacion
de las plantas se midi6é por medio de dos escalas de severidad, la primera descrita por Gémez
(2019) y la segunda, descrita por Simbaqueba (2018). La primera escala implica una descripcion
cualitativa de los sintomas de la enfermedad y de acuerdo con esto se asigna un grado (Tabla
1.3), la toma de estos datos, se realiz6 dia de por medio hasta el dia 21. Complementario a esta
metodologia, se emple6 el protocolo propuesto por Simbaqueba (2018) donde, al finalizar el
ensayo en el dia 21 después de inoculacion (dpi) se realizé un corte del tallo por encima de los
cotiledones y luego un corte longitudinal para observar el nUmero de haces vasculares afectados
por el patdgeno, los cuales se caracterizan por presentar un color café, la escala se presenta en
la (Tabla 1.4). Con estos datos de incidencia (porcentaje de plantas enfermas en relacion al total
del ensayo) y la primera escala de severidad (frecuencia de cada nivel de la enfermedad), se
calcul6 por separado el indice de severidad con la propuesto por Chiang (2017) y descrito en la
ecuacion 1.3, luego, se calcul6 el area bajo la curva del progreso de la enfermedad con la
ecuacion 1.4 propuesta por (Pedroza & Samaniego 2009) A las plantas control o sin inoculacion

alguna de Fol59 se le midieron solamente parametros de promocion de crecimiento.

Tabla 1.3. Escala descriptiva de marchitez vascular en plantas de tomate (Gémez 2019)

Sintoma Grado

Sin sintomas/ Planta sana 0

Ligero amarillamiento en una o dos hojas 1

Amarillamiento en hojas basales y del tercio medio, con algunas hojas 2
marchitas

Amarillamiento severo de hojas; 50% de las hojas marchitas 3

Sintomas generalizados, todas las hojas amarillas, retraso severo en el 4

crecimiento

Planta muerta 5
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Tabla 1.4. Escala destructiva de haces vasculares afectados (Simbaqueba 2018)

Sintoma Grado
Sin sintomas/ Planta sana 0
Hipocatilo ligeramente hinchado o doblado 1
Uno o dos vasos marrones en hipocatilo 2
Mas de dos vasos marrones, distorsion del crecimiento, tallo de flexion 3
fuerte

Todos los vasos son marrones, plantas muertas, muy pequefias y 4
marchitas.

Ecuacion 1.3

IS % X ( Frecuencia de cada nivel de enfermedad * nivel de enfermedad) 100
= *
0 ( # total de observaciones) * (Nivel madximo de la enfermedad)

Ecuacidon 1.4

Y+,
ABCPE = Z S (i — 1)

i
Donde:

Y : Es el % de la enfermedad (severidad)
t : Tiempo en dias transcurrido

Se empled un disefio completamente al azar, donde la unidad experimental fue cada uno de los
enfrentamientos, el experimento contd con cinco replicas por tratamiento y tres repeticiones en
el tiempo. Los datos de la primera escala de severidad (tabla 1.3) se registraron a los 9, 12, 15,
18, 21 dias después de infeccion (ddi) y con ello se calcul6 el progreso de la enfermedad. Los
datos obtenidos a partir de la segunda escala de severidad (tabla 1.4), se tomaron en un
muestreo destructivo a los 21 dias ddi; se compararon los resultados obtenidos con las dos

escalas.
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1.2.5 Promocion de crecimiento mediada por compuestos
organicos volatiles de Trichoderma en tomate

La promocion de crecimiento mediada por los COVs fue evaluada mediante el registro de las
variables desde el inicio hasta 21 dias después que finalizé el experimento, se registraron las
variables de longitud de tallo, peso fresco y peso seco de la planta. El peso fresco se tomd el dia
21 haciendo una remocién del suelo lavado de raices y secandolas para luego pesarlas en una
bascula. El peso seco del material previamente colectado y pesado se empacé en bolsas de
papel para su posterior secado en un horno (Novatech) a 69°C por tres dias. El area foliar se
midi6é con un medidor laser de area foliar portatil CL-202 (CID- BioScience Inc), donde cada hoja
se ubic6 sobre el escaner como se muestra en la (Figura 1.3), y por medio de la deteccién

ultrasensible del equipo se generd la informacién del area foliar en cm?

Figura 1.3 Ubicacion del material vegetal en el
escaner para la medicion del area foliar (Leaf area
meter CL-202).
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1.2.6 Analisis estadistico

Para el analisis de los datos se probaron los supuestos de normalidad mediante el estadistico de
Shapiro-wilk (Shapiro & Francia, 1972), homogeneidad de varianza usando la prueba de Levene
(Montgomery, 1991) e independencia de los errores con la prueba de Durbin Watson
(Durbin,1960). Para las variables % de inhibicion e indice de severidad se realizé un andlisis de
varianza (ANOVA) y pruebas de comparacion de medias utilizando la prueba de Tukey con un
nivel de significancia del 95%.

En cuanto a las variables Crecimiento del tallo, area foliar, Peso fresco, peso seco y area bajo la
curva del progreso de la enfermedad (ABCPE), se analizaron mediante modelos lineales
generalizados mixtos, donde el efecto fijo del modelo correspondié al tratamiento y el efecto
aleatorio a las repeticiones y las plantas. Rienzo & Casanoves, 2012 describen el modelo mixto

de la siguiente manera:

Yij=u+t+b+eg;i=1,..T;j=1,..B

Donde y;; es la respuesta al i-ésimo tratamiento en el j-ésimo bloque, u la media general de
rendimientos, 7; los efectos fijos de los tratamientos, b; el cambio del nivel medio de y;; asociado
al j-esimo bloque y ¢;; el termino del error asociado a la observacion y;;. T y B son el namero de
niveles del factor de clasificacion correspondiente al efecto fijjo Tratamiento y al nimero de
repeticiones respectivamente. Los b; se consideran, a diferencia de un efecto fijo, como variables
aleatorias idénticamente distribuidas N (0, aﬁ) y cuyas realizaciones se interpretan como los
efectos de los distintos grupos o estratos (repeticiones, en este ejemplo). Luego, en estos
modelos. Los ¢; también se interpretan como variables aleatorias idénticamente distribuidas
N (0,02) y describen a los errores aleatorios asociados a cada observacion. Se supone, ademas,

que las variables aleatorias b; y ¢;; son independientes.

Para algunas de las variables con problemas de homocedasticidad fueron (peso fresco, peso

seco, area foliar y crecimiento del tallo), fue necesario incluir modelos de varianza
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heterocedastica. De acuerdo con Rienzo & Casanoves, 2012, el modelo para las varianzas de

los errores se puede especificar de la siguiente manera:
( — 4252 .5
var(e;) = 0°g°(u;, 2, 6)

donde g(.) se conoce como la funcién de varianza. Esta funcion puede depender de la esperanza
(¢;) de (lavariable de respuesta), de un conjunto de covariables (z;) de un vector de
pardmetros (6).

La seleccion del modelo se realiz6 utilizando los criterios de informacién Akaike (AIC), Bayesiano
(BIC), y el valor de maxima verosimilitud (logLik), estos criterios pueden ser interpretados como
una medida de bondad de ajuste, el mejor modelo de varianza es aquel con menor valor en cada

uno de los criterios (Hern & Su, 2019).

Para los datos de severidad obtenidos mediante las dos escalas, se implement6 una prueba de

correlacion de Kendall, ya que los datos no son normales, son valores nominales o escalas.

Finalmente, la variable incidencia, se analizé por el método de modelos lineales generalizados
mixtos con distribucién binomial y funcién de enlace logit, dado a que la variable de respuesta es
el nimero de plantas enfermas en cada tratamiento. Cada tratamiento tiene 10 plantas, por lo
gue el numero de plantas enfermas por Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici puede variar entre
0y 10, ademas la probabilidad de infeccién se mantiene constante durante todo el experimento,

por lo cual la variable incidencia sigue una distribucion binomial

Para todas las variables evaluadas se uso la prueba de comparacion de medias LSD Fisher
(p<0,05), con correccién de Bonferroni. Los datos se analizaron usando el software estadistico
R, version 3.6.0 (Team 2019), Infostat (InfoStat 2018) y el software SAS v 9.4 (SAS Institute Inc
2019).
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1.3 Resultados y discusion

1.3.1 Pruebas de antagonismo in vitro mediadas por los
COVs de Trichoderma contra Fol59

En la evaluacion de la actividad antagonica mediada por los COVs emitidos por diferentes cepas
de Trichoderma spp. frente al patdgeno, se observo que después de diez dias de interaccion,
todas las cepas de Trichoderma presentaron inhibicién del crecimiento micelial del hongo

patdégeno F. oxysporum, mostrando didmetros de desarrollo inferiores que los observados para
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el control (Figura 1.4).

Figura 1.4. Actividad antagonista de compuestos organicos volatiles (COVs) producidos
por las cepas de Trichoderma spp. contra el fitopatdgeno Fusarium oxysporum f. sp.
lycopersici (Fol59). Fotografia tomada el dia 10 del experimento.

En la (Figura 1.5) se presentan los resultados del porcentaje de inhibicién del crecimiento radial
del fitopatégeno Fol59, luego del contacto con COVs emitidos por las cepas de Trichoderma

evaluadas. Los porcentajes de inhibicion se encuentran en un rango entre 20% y 46% donde las
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cepas que presentaron el mayor porcentaje de inhibicion de crecimiento radial del Fol59 fueron
Th004, M44 y Th035. Mientras que los aislamientos con menor inhibicién fueron aquellos que
crecieron en presencia de los COVs emitidos por 2T, 2Ry el producto comercial Tricho D ®.
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Figura 1.5. Porcentaje de inhibicion del crecimiento del fitopatégeno Fol59
por compuestos organicos volatiles producidos por Trichoderma spp. barras
de error indican el error estandar, letras no comunes indican diferencias
significativas, segun la prueba de Tukey (P > 0,05)

Nuestros resultados coinciden con los hallados en otros trabajos en los que se evalta la
capacidad de los COVs liberados por cepas de Trichoderma gamsii para inhibir el crecimiento
radial fitopatégenos dentro de ellos Epicocum nigrum, Scytalidium lignicola, Phoma. herbarum y
Fusarium flocciferum patégenos asociados a enfermedades de raiz (Chen et al., 2016a); la
capacidad biocontroladora mediante COVs de Trichoderma harzianum frente al patégeno
Fusarium oxysporum f. sp. cucumerino (Zhang et al.,2014) y la actividad de Trichoderma
koningiopsis contra Fusarium flocciferum (Chen et al.,2016b).
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1.3.2 Promocion de crecimiento mediada por compuestos
organicos volatiles de Trichoderma en tomate

No se presentaron diferencias significativas en el desarrollo de biomasa de plantas tratadas con
los VOCs de Trichoderma en comparacion con plantas sin tratar. En la (Figura 1.6 a-d) se
presentan los resultados obtenidos para las variables medidas, mostrando que el parametro de
peso fresco no fue afectado por los volatiles (P = 0,2290) (Figura 1.6 e). En cambio, la variable
de peso seco fue el control quien presentd diferencias significativas respecto a los demas
tratamientos (P < 0,0001) (Figura 1.6 f). En relaciéon con el &rea foliar, el tratamiento control
presenté el menor valor con 123,8 cm?, mientras que las cepas M45, Th007, M44 y Th004
estimularon el crecimiento de la hoja (P < 0,0001), registrando en promedio valores de 244.25
cm? (figura 1.6 g). y finalmente con respecto al crecimiento del tallo, no se observé un efecto
significativo respecto al tratamiento control (P = 0,0289) (figura 1.6 h).

Estos resultados indican que los compuestos emitidos por las cepas evaluadas no se encuentran
dentro del grupo de los potenciales promotores de crecimiento, y que por el contrario, los VOCs
emitidos por las cepas M44, M45, Th035, Th007, Th019 y Th004 pueden probablemente inhibir
el desarrollo de biomasa, como lo reporta Lee y colaboradores (2019), quienes concluyeron que
compuestos como butanal, 1-butanol, 2-metilbutanal, 3-metilbutanal, 2-pentanona, 1-octeno, 3-
octanona, 1l-octanol, 6-amil-a-pirona, B-cariofileno, farnesene no tienen efectos sobre el
crecimiento de Arabidopsis thaliana e incluso compuestos como 1-pentanol, |-octen-3-one, 2-

octenal, I-octen-3-ol, nonanal, $-ocimeno, logran inhibir el crecimiento vegetal.

Para el grupo de plantas infectadas con Fol59 (figura 1.6 e-h) se observé que los parametros
peso fresco (P = 0,0005), peso seco (P < 0,0001), area foliar (P = 0,0001) y el crecimiento del
tallo (P = 0,0125), no presentaron diferencias significativas. Se observa que el desarrollo de la
planta se ve inhibido por la presencia del patégeno y los COVs de Trichoderma no pueden
contrarrestar este efecto, ademas que al dia 21 ya muchas de estas plantas estaban muertas.
Lo cual nos permite descartar un efecto de promocion de crecimiento relacionado con los

compuestos organicos volatiles evaluados en esta interaccion y bajo las condiciones descritas.



61

Sin embargo, futuras investigaciones en busca de este atributo de los VOCs, se podria plantear
teniendo en cuenta otros factores que favorezcan la emision de compuestos volatiles promisorios
para la estimulacion del desarrollo de biomasa en la planta, por ejemplo, las condiciones de
desarrollo y el medio de cultivo.

La produccion de compuestos orgénicos volatiles de microorganismos puede variar segun el
medio de cultivo en el que se desarrolla, como lo demuestra un estudio realizado en el 2018
donde evaluaron la promocion de crecimiento de Arabidopsis mediada por los COVs producidos
por cepas de Trichoderma, cultivadas en dos diferentes medios en, donde mostré una diferencia
en el efecto de crecimiento en las plantas (Gonzalez-Pérez et al.,2018). Por lo mencionado la
cantidad y composicién de los volatiles producidos por microorganismos puede variar segun las
condiciones de cultivo (Schmidt et al., 2015) esto podria ser otra razén para explicar los efectos

de crecimiento en plantas de tomate.
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Figura 1.6. Tratamientos de plantas expuestas a los COVs de Trichoderma (a,b,c,d),.
Parametros de promocion de crecimientos para plantas con y sin Fol59, peso fresco (e), peso
seco (f), area foliar (g) y crecimiento (h), estos datos se registraron a los 21 dias. Barras de error
indican el error estandar, letras no comunes indican diferencias significativas segun la prueba de
comparacion de medias LSD-Fisher con correccion de Bonferroni (P < 0,05).
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1.3.3 Efecto de los compuestos organicos volatiles de
Trichoderma sobre el desarrollo de la marchitez

vascular in planta

En la figura 1.7 se presentan los resultados del indice de severidad de la marchitez vascular en
plantas tratadas con los VOCs de Trichoderma , empleando una escala descriptiva basada en la

sintomatologia y una escala destructiva basada en los dafios ocasionados en los haces

xilematicos.
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Figura 1.7. El efecto de los COVs de Trichoderma sobre plantas infectadas con Fol59, los datos
se registraron a los 21 dias después de infeccion y de exposicion a COVs de Trichoderma,
usando dos tipos de escalas una descriptiva (tabla 1.3) (a,b) y la otra destructiva (tabla 1.4) (g,h)
porcentaje de severidad e incidencia. Se observan diferencias con respecto al control (c), testigo
patdégeno Fol59 (d), COVs de Th035 redujeron los sintomas de la enfermedad (e), COVs de 3T
no afectan sobre incidencia ni severidad de la enfermedad (f). Barras representan el error
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estandar, letras no comunes indican diferencias significativas, segun la prueba de comparacion
de medias LSD-Fisher con correccion de Bonferroni (P < 0,05).

Asi, se puede observar que los dafios ocasionados en los haces vasculares pueden traducirse
en la sintomatologia de la enfermedad con un coeficiente de correlacion de 0,80 (P = 2,2°%9)
(Figura 1.7 a,b,g,h). Estos resultados muestran que los COVs producidos por Trichoderma
causaron una reduccion significativa del indice de severidad (P = 0,0330), donde se podria creer
gue hay induccién de resistencia sistémica en las plantas contra Fol59. Mas concretamente, el
tratamiento con la cepa Th035 redujo significativamente la enfermedad mostrando indices de
severidad de 35% en comparacion con el control Fol59 que no fue expuesto a COVs con un 65
%; mientras que las cepas Th007, M44, Th004, M45, Th019 y 3T no presentaron diferencias
significativas (Figura 1.7 a,g). Respecto al porcentaje de incidencia, ningun tratamiento mostré
diferencias significativas (P = 0,9999) (Figura 1.7 b,h).
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Figura 1.8. Area abajo la curva del progreso de la enfermedad (ABCPE)
incidencia de severidad Fol59. Letras no comunes indican diferencias
estadisticamente significativas segun LSD-FISHER con correccion de Bonferroni
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Con los resultados observados en la figura 1.8, que hace referencia al area bajo la curva del
progreso de la enfermedad, se evidenciaron diferencias estadisticamente significativas (P =
0.0005), donde las cepas Th035 y Th007 presentaron los menores grados de acumulacion de la
enfermedad con 304 y 323 respectivamente, en comparacion con el testigo Fol59 con 647. Por

otro lado, los demés tratamientos presentaron valores promedio de 453.7.
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En este estudio dio como resultado que la cepa Th035 mostro una reduccion de la severidad de
la enfermedad en un 31%, esto puede deberse a que los COVs de la cepa en mencién, pueden
estar actuando como inductores de resistencia, con patrones moleculares asociados a microbios
(MAMP), asi activando genes de defensa como las proteinas relacionadas con la patogénesis
(PR) o también activando las vias hormonales como lo es el (ISR) (Park & Wu 2016, Vinale et
al.,2008b, Wonglom et al., 2019). Un metabolito estudiado en la literatura el 6- n -pentil- 6H -
piran-2-ona (6PP) presente en cepas del género Trichoderma, estan involucrados en la induccion
de la resistencia sistémica de la planta, ya que causan una reduccion de los sintomas de la

enfermedad y sobreexpresion de genes de defensa. (Pascale et al., 2017, Vinale et al., 2008b).

En comparacién con los resultados obtenidos en los experimentos in vitro, se evidencié que
Unicamente dos cepas de Trichoderma presentaron efectos significativos sobre la expresion de
la enfermedad. Estos resultados indican que, de las 15 cepas evaluadas, 7 produjeron COVs
con actividad inhibitoria directa sobre el hongo y solo una (Th035) posee la capacidad para
reducir sintomas de la enfermedad de marchitez vascular in planta. El efecto observado con esta
cepa es indirecto, es decir, que probablemente la cepa Th035 emite compuestos capaces de
inducir una resistencia sistémica en la planta de tomate (Vinale et al.,2008b). Sin embargo, es

necesario realizar estudios adicionales que permitan comprobar esta observacion.

Por otro lado, es importante mencionar la disminuciéon del nimero de potenciales agentes
biocontroladores a medida que se van incrementando factores al experimento, puesto que cuanto
mayor cantidad de variables, la variacion de los resultados también aumenta; y en estos
experimentos en particular, la transicién de la interaccién patégeno - COVs a planta — patégeno
— COVs implica la adicién de un nivel trofico que es la planta, la cual aumentara la complejidad

de interacciones en funcion de su metabolismo y compatibilidad genética.

Los resultados obtenidos hasta el momento muestran el potencial uso de los COVs como una
alternativa no invasiva para el control de patdogenos de importancia econdémica y permita la
reduccion de la aplicacion de pesticidas. Sin embargo, es indispensable caracterizar los
compuestos producidos por las cepas de mayor bioactividad, de tal modo que permitan su

integracion en estrategias de manejo de la enfermedad y su aplicacion, con métodos como la
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micofumigacién, la cual consiste en usar mezclas de compuestos orgénicos volatiles previamente
identificados, para el control de patdgenos y se ha demostrado que tienen un efecto inhibitorio
sobre ellos (Macias et al.,2018).

La bioprospeccién de estas moléculas provenientes de hongos benéficos nativos esta ganando
importancia en Colombia debido a la biodiversidad tan grande con la que se cuenta en los bancos
de germoplasma, asi como el desarrollo de bioproductos de dUltima generaciébn que se
caractericen por presentar atributos multi objetivo, como el manejo de patégenos y promocion de
crecimiento en un solo producto (Garcia et al., 2018). Estudios como es que aqui se desarroll6
contribuyen a la caracterizacion de estos microorganismos y al futuro desarrollo biotecnolégico
mencionado. Por lo cual, la continuidad de este trabajo incluye la identificacion de los compuestos
volatiles organicos emitidos por las cepas promisorias y sus posibles efectos sobre el manejo de
otros problemas fitosanitarios en el cultivo de tomate. A partir de los resultados y observaciones
realizadas en estos experimentos, se evidencia la importancia de describir el efecto que estos
compuestos estan generando en el metabolismo de la planta que ha permitido el manejo de la

severidad de la enfermedad in planta.
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1.4 Conclusiones

El experimento bajo condiciones in vitro permitié determinar que los compuestos
organicos volatiles emitidos por algunas cepas de Trichoderma spp. si presentan un
efecto biocontrolador del hongo fitopatégeno Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici
(Fol59).

Las cepas que presentaron mayor porcentaje de inhibicion fueron: M45, 3T, Th007,
Th019, Th035, M44 y Th004. Estas cepas fueron seleccionadas para la evaluacion in
planta.

La cepa Th035 es potencial candidata para la reduccion de la enfermedad de marchitez
vascular, ya que ademas de producir COVs con actividad antifingica directa con el
patégeno, al parecer también producen compuestos donde se podria atribuir la induccién
de resistencia sistémica en la planta.

No se evidencié un efecto de promocion de crecimiento mediado por los COVs de

Trichoderma evaluados en este experimento.
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Capitulo 2: Efecto de compuestos organicos volatiles de
Trichoderma spp. sobre la oviposicion de Trialeurodes
vaporariorum en tomate

Resumen

Como estrategia de control biolégico contra la mosca blanca de los invernaderos Trialeurodes
vaporariorum (Westwood) en tomate, se evalu6 el efecto de los compuestos organicos volatiles
(COVs) emitidos por diferentes cepas del hongo biocontrolador Trichoderma spp. En
experimentos previos se evalud la efectividad del tratamiento con VOCs a plantas de tomate en
el manejo de la marchitez vascular causada por el hongo patégeno Fusarium oxysporum f. sp.
lycopersici (Fol59). Las mismas siete cepas evaluadas contra el patégeno fueron evaluadas para
el control de la mosca blanca. Se demostré que los COVs emitidos por las cepas Th007, Th035,
M44 y M45 afectan el indice de preferencia de oviposicion de manera negativa lo cual indica que
plantas tratadas con estos compuestos no son preferidas por los adultos de mosca blanca para
depositar sus huevos, siendo la cepa M45 la que tuvo diferencias significativas con 343 huevos
con respecto al control con 544 huevos. En contraste, las plantas que fueron tratadas con los
COVs de Th004, Th019y 3T, el efecto fue estimulante de la oviposicion comparado con el control,
donde la cepa Th004 con 652 huevos ovipositados. Los resultados de este experimento nos
permitieron determinar que la cepa M45 emite compuestos volatiles organicos que fueron
capaces de afectar la bioquimica de la planta de tomate disminuyendo la probabilidad que plantas
tratadas con estos compuestos sean escogidas por adultos de mosca blanca para ovipositar. Se
realiz6 un analisis no dirigido del perfil de compuestos organicos volatiles emitidos por cuatro de
las cepas mas promisorias en el control de los dos problemas fitosanitarios, con el fin de
identificar los COVs posibles responsables de esta actividad biocontroladora. Los avances
logrados en este proyecto aportan a la comprensién de la interaccién planta-insecto mediada por
los COVs de Trichoderma spp. que no requieren contacto fisico entre el microorganismo y el

insecto. Entre los compuestos encontrados en la cepa M5 se encontraron alcoholes y esteres.
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Palabras clave: indice de preferencia de oviposicion, Induccién de resistencia sistémica, GC-
MS, SPME.

2.1 Introduccidén

Trialeurodes vaporariorum (Westwood) (Hemiptera: Aleyrodidae) conocida como la mosca
blanca de los invernaderos, es una plaga de importancia econémica que afecta a mas de 250
especies de plantas (Ebrahimifar, Jamshidnia, & Allahyari, 2017). Esta tiene habito chupador
alimentandose de floema de las plantas y generando dafios directos como la reduccion del area
fotosintética al secretar una sustancia azucarada conocida como mielecilla que es sustrato para
un complejo de hongos llamado fumagina y dafios indirectos mediante la trasmisién de virus
(Nasruddin et al.,2016). El tomate es una de las plantas huésped preferidas por T. vaporariorum,
lo cual implica que potencialmente puede transmitir un gran nimero de virus de importancia
economica como Rugose Yellow Leaf Curl Virus (TORYLCV) (Wang et al.,2018), Tomato
Chlorosis Virus (ToCV) (Wei et al.,2019), Potato Yellow Vein Virus (PYVV), (Cuadros et al.,2017),
Potato Yellow Mosaic Panama Virus (PYMPV) (Davino et al.,2018); por lo mencionado, es
imprescindible tomar medidas de manejo para el control de esta plaga.

Hay dos formas de proteccién por parte de la planta contra los herbivoros, directas e indirectas,
las defensas directas son obstrucciones morfologicas y diversos metabolitos primarios vy
secundarios téxicos 0 antinutritivos que se expresan o inducen constitutivamente después de la
infesta; las defensas indirectas estan relacionadas con los volatiles que emite la planta,
comunmente llamados “volatiles de hojas verdes” como alcoholes, aldehidos, acetatos,
sesquiterpenos, compuestos aromaticos entre otros, los cuales son emitidos generalmente en
bajas concentraciones y son inducidos segun el dafio causado por el herbivoro, atrayendo
depredadores naturales (Kessler, A.& Baldwin 2002, Agrawal 2005, Rodriguez-Saona et al.,2012,
Aljbory et al.,2018)

Sin embargo, los procesos de adaptabilidad genética de la mosca blanca (Wainaina et al.,2018),
le han permitido en muchos casos evitar los sistemas de defensa de la planta, por lo cual se hace
necesario el uso de medidas extremas para mitigar el problema (Cotes et al.,2018). Las

estrategias de manejo son variadas, sin embargo, predomina el control quimico mediante
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insecticidas de sintesis quimica y amplio espectro, los cuales se han demostrado su efecto
adverso sobre la salud humana, enemigos naturales y polinizadores, asi como también son
inviables econ6micamente debido a alta tasa de resistencia que adquiere T. vaporariorum a estos
compuestos (Kapantaidaki et al.,2018; Esmaeily et al., 2019).

Una de las alternativas para mitigar el uso de los insecticidas de sintesis quimico es mediante
estrategias de control biologico, usando microorganismos benéficos o sus subproductos, los
cuales pueden tener accion directa sobre el insecto o pueden estimular e inducir a la planta para
protegerse contra el insecto (Aragon et al.,2018). Insectos de habito chupador de floema como
las moscas blancas se ven afectados por las defensas mediadas por el &cido jasmonico (JA). Sin
embargo, los insectos que se alimentan de floema parecen activar la via de sefalizacion del
acido salicilico (SA) que contrarresta las defensas dependientes de JA a través de la diafonia
(crosstalk). Debido a que la hormona vegetal (AJ) es de importancia central en ISR y en las
defensas de la planta contra los insectos herbivoros, se espera que los microorganismos
benéficos que se encuentran en el suelo afecten las interacciones planta-insecto (Ozawa et
al.,2000; Pineda et al., 2010).

El presente estudio permiti6é evaluar el efecto de los compuestos organicos volatiles emitidos por
siete diferentes cepas de Trichoderma spp. seleccionadas en el capitulo uno por su actividad
biocontroladora de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici, sobre la preferencia de oviposicion de

T. vaporariorum en plantas de tomate.

2.2 Materiales y métodos

2.2.1 Material bioldgico: Plantas, insectos y aislamientos de hongos.

Las semillas de tomate Solanum lycopersicon var. Santa Cruz Kada (Impulsemillas SAS) fueron
esterilizadas superficialmente antes de su uso mediante un lavado inicial con agua corriente
seguido de un lavado con tween 80 estéril al 0,1% (Merck Millipore) dentro de un tubo falcon

agitando vigorosamente para retirar la mayor cantidad de fungicida y contaminantes
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superficiales. Se realizaron tres enjuagues con agua corriente para retirar y se filtraron con
muselina. En una cabina de flujo laminar, se realizaron los siguientes lavados con un volumen
aproximado de 200 ml de liquido en cada lavado: 15 minutos en hipoclorito de sodio al 2%,
seguido de un minuto con etanol al 70% y tres lavados consecutivos con agua estéril.
Posteriormente, se sembraron en bandejas de germinacion de semillas de 50 alvéolos con turba
estéril como sustrato. El material se mantuvo bajo condiciones controladas de temperatura de
25°C y de humedad del 60% en un cuarto de bioensayos del Laboratorio de Microbiologia
Agricola de AGROSAVIA hasta la obtencion de plantulas con el segundo par de hojas verdaderas
(aproximadamente 4 semanas) Momento en el que se realizé el trasplante a vasos de plastico
de 16 onzas que contenian una mezcla de suelo y vermiculita estéril en una proporcion 3:1. La
fertilizacion se realizé con 3 gramos de fertilizante 15-15-15 N-P-K por kilogramo de mezcla. Se
realizaron cinco perforaciones en la base de los vasos para permitir el ingreso de los volatiles del
hongo y su contacto con el sistema radicular de la planta. En los experimentos se emplearon

plantas de ocho semanas contadas desde la germinacion de las semillas.

La cria masiva de Trialeurodes vaporariorum fue establecida en plantas de frijol el 1 de abril de
2019 en condiciones de invernadero (Figura 2.1a) y esta ubicada en centro de investigacion
Agrosavia - Tibaitata, para disponer de material biol6gico utilizado en la realizacion de los
bioensayos. Los adultos de mosca blanca fueron colectados durante la madrugada, donde la
actividad del insecto es reducida, para evitar su escape debido a la reaccién activa con la luz
solar. Se colectaron 20 adultos en una proporcién 1:1 (hembra:macho) con ayuda de un aspirador
bucal y fueron mantenidos en una nevera de poliestireno expandido (icopor) con balas de hielo

(Figura 2.1b) hasta su liberacién en las jaulas pinza (Figura 2.1c) .
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Figura 2.1. a) Cria masiva de Mosca blanca en plantas de frijol, b)
recoleccion de T. vaporariorum 20 adultos por unidad experimental c)
Conservacion en frio de los grupos de mosca blanca para su posterior
liberacion en las jaulas pinza.

2.2.2 Efecto de los compuestos organicos volatiles de Trichoderma
sobre la preferencia de oviposicion de Trialeurodes
vaporariorum en tomate

Para evaluar el efecto de los COVs de los agentes biocontroladores (Trichoderma spp.) sobre la
preferencia de oviposicion de la mosca blanca de los invernaderos, se emplearon plantas de
tomate variedad Santa cruz Kada, con una edad de ocho semanas (Figura2.2a). Las plantas
fueron ubicadas dentro de un vaso de vidrio que contenia una caja de Petri con una de las cepas
de Trichderma spp. a evaluar, con un desarrollo de cuatro dias (figura 2.2b). Se permitié una
interaccion de 48 horas entre los COVs y las raices de las plantas en condiciones de laboratorio.
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Trichoderma spp.

Figura 2.2. a) Distribucién de tratamientos en cuarto de bioensayos del laboratorio de
microbiologia agricola, b) exposicién de raices de plantulas de tomate a compuestos organicos
volétiles de Trichoderma spp.

Posteriormente, las plantas se trasladaron al invernadero donde se realizé la liberaciéon de los 20
insectos (10 hembras: 10 machos) dentro de cada jaula pinza de 3 cm de didmetro como se
muestra en la figura (Figura 2.3). Esta interaccion se prolongé por 48 horas y se retiraron las
jaulas pinza. Las plantas se dejaron en reposo durante 96 horas después de la oviposicion para
permitir el desarrollo de los huevos y una deteccibn mas acertada dado su proceso de
pigmentacion (Figura 2.4a). Se colectaron las hojas tratadas, y se llevaron al laboratorio para el

conteo de los huevos con la ayuda de un estereoscopio Stemi marca Zeiss® (Figura 2.4ay b).

Se empled un disefio completamente al azar, con diez replicas por tratamiento y dos repeticiones

en el tiempo.
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Figura 2.3. Esquema de liberacién de adultos de mosca blanca el
envés de las hojas de tomate. Se liberd un total de 20 adultos de dos
dias de emergidos en una proporcion 1:1 en el envés de las hojas.

Figura 2.4. a) Periodo de interaccion entre adultos de mosca blanca y
plantas de tomate tratadas con COVs de Trichoderma spp. b) y ¢)
observacién y conteo de huevos de mosca blanca en estereoscopio.

Con los datos de oviposicion, se calcul6 el indice de preferencia de oviposicion (IPO) de acuerdo
con la ecuacion propuesta por (Fenemore, 1980):
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Ecuacién 3.1: IPO = (%) * 100

Donde:

T: NUmeros de huevos por tratamiento
P: Numero de huevos del control

2.2.3 ldentificacion de los compuestos organicos volatiles de
cepas de Trichoderma spp.

El perfil de compuestos volatiles emitidos por cada una de las siete cepas de Trichoderma spp.
evaluadas en los experimentos in planta, se evalué mediante la extraccién estatica del espacio
de cabeza (static headspace) por microextraccibn en fase sélida (SPME) y andlisis por

cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GCMS).

Al séptimo dia de crecimiento de las cepas de Trichoderma spp. se realiz6, un corte de 35mm de
didmetro del cultivo de cada cepa de Trichoderma, se deposité en un vial herméticamente sellado
durante 10 minutos a 60°C. Luego, una fibra de PDMS/DVB (Supelco) se expuso en el espacio
de cabeza (HS) por 30 minutos. Como estandar interno (ISTD) se emple6 una disolucién de n-
tetradecano (1mg; Part. N° 172456, Sigma-Aldrich). Finalmente, la fibra se desorbioé en el puerto
de inyeccién (splitless 1min) de un cromatégrafo de gases (GC AT 6890 Series Plus, Agilent
technologies, Palo Alto California, EE.UU) acoplado a un detector selectivo de masas (MSD
5973). Los espectros de masas se adquirieron por impacto electrénico, con una energia de

ionizacion de 70eV, en un rango de masas de 35 a 250m/z, en modo scan.

La columna empleada en el andlisis fue DB-5MS (J&W Scientific, Folsom, CA, EE.UU) (5%-fenil-
poli(metililoxano), 60m x 0.25mm x 0.25um, a un flujo constante de 1 mL min-1. La temperatura
del horno inici6 en 45°C y luego calentamiento hasta 150°C a una velocidad de 4°C min-1, luego
calentamiento hasta 250°C a una velocidad de 5°C min-1 que se mantuvo por 5 minutos.

Finalmente, calentamiento hasta 300°C, a una velocidad de 10°C min-1 .

Para la identificacion de los compuestos organicos volatiles se empled el criterio cromatografico

(indices de retencién) calculados por comparacioén con una mezcla de hidrocarburos lineales C6-
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C26 (Sigma-Aldrich) y el criterio espectral por comparacion con los espectros de masas de las
bases de datos disponibles (Adams y NIST v.2012), empleando el software MSD Chemstation.

2.2.4 Analisis estadistico

Para el analisis de las variables Namero de huevos e indice de preferencia de oviposicion (IPO)
se probaron los supuestos de normalidad con los residuos empleando la prueba de Shapiro-
Wilks (Shapiro & Francia, 1972), homogeneidad de varianzas con la prueba de Levene
(Montgomery, 1991) e independencia de los errores mediante la prueba de Durbin Watson
(Durbin,1960). Para la variable Numero de huevos fue necesario transformar a logaritmo natural
(Li; Webster; Shi, 2015) para cumplir el supuesto de normalidad. Los datos se analizaron
mediante modelos lineales generales mixtos, donde la parte fija del modelo correspondi6 a los
Tratamientos (cepas) y la parte aleatoria a las repeticiones. Para determinar diferencias de

medias se realiz6 la prueba LSD Fisher (p<0,05), con correccién de Bonferroni

Con el propésito de estructurar el comportamiento de los COVSs, y realizar una aproximacion
asociativa a las caracteristicas de control del patégeno, la oviposicibn de mosca blanca y las
diferencias entre cada una de las cepas. Los compuestos descritos en la tabla 2.1 fueron
sometidos a un analisis de modelos lineales generales mixtos y una comparacion de medias

prueba LSD Fisher (p<0,05), con correccion de Bonferroni.

Los datos se analizaron usando el software estadistico R, version 3.6.0 (Team 2019), Infostat
(InfoStat 2018) y el software SAS v 9.4 (SAS Institute Inc 2019).
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2.3 Resultados y discusion

2.3.1 Efecto de los compuestos organicos volatiles de
Trichoderma sobre la preferencia de oviposicion de
Trialeurodes vaporariorum en tomate.

En la figura 2.5 se presentan los indices de preferencia de oviposicion de la mosca blanca de los
invernaderos sobre plantas tratadas con las diferentes de cepas de Trichoderma. Se observo
gue en las plantas expuestas a los COVs de las cepas M44, Th035, Th007 y M45 se disminuyé
significativamente la oviposicién. Sin embargo, solo el tratamiento M45 presenté una reduccion
estadisticamente significativa (P = 0,0026) de la oviposiciébn comparado con el control. Por otro
lado, se evidencid que la oviposicidn de la mosca blanca sobre plantas previamente expuestas
a los COVs de las cepas 3T, Th019 y Th004 fue mayor que en las plantas control, siendo Th004
diferente estadisticamente (P = 0,0039) con respecto al control. La informacién detallada del

namero de huevos por tratamiento se presenta en la tabla 2.1.

En la literatura, se encuentra ampliamente descrito que las interacciones planta insecto,
principalmente la seleccion de la planta hospedera esta basada en la hipotesis de preferencia
(“Preference performance hypothesis”), también conocida como “mama conoce lo que es mejor”
(“Mother knows best”), la cual establece que los adultos seleccionan la planta donde depositaran
sus huevos, teniendo en cuenta la que ofrezca mejores condiciones para el desarrollo de su
descendencia y le permita maximizar el crecimiento, desarrollo y reproduccién de los nuevos

individuos (Awmack & Leather 2002).

Para el caso de la mosca blanca de los invernaderos, Trialeurodes vaporariorum Westwood
(Hemiptera: Aleyrodidae), esta seleccion de la planta hospedera para depositar sus huevos, esta
mediada por las sefales quimicas volatiles que emiten las plantas, las cuales actian como
semioquimicos, que le permiten reconocer las condiciones de la planta que mejor se acondiciona
a las necesidades de su progenie (Bleeker et al., 2009; Esmaeily et al.,, 2019). En esta
investigacion observamos que las diferencias en la preferencia de oviposicion de la mosca
blanca, fueron muy sutiles, pero para el caso de las plantas tratadas con M45 si se presentaron

diferencias significativas reflejadas en una menor seleccion de estas plantas comparado con el
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control. Teniendo en cuenta estos resultados, se reitera la importancia de realizar experimentos
adicionales que nos permitan determinar el efecto de los volatiles emitidos por esta cepa sobre
el metabolismo de la planta y de esta manera poder determinar las caracteristicas de los
semioquimicos que pueden estar regulando esta interaccion. El alcance de este experimento,
contribuye a la seleccidon de cepas promisorias para el control de la oviposicion de este insecto

plaga en el cultivo de tomate y es un primer paso de caracterizacion de estos microorganismos.

Se hareportado que plantas de la familia de las solanaceas, como el tomate, usan volatiles como
los terpenos para la defensa contra los herbivoros (Kennedy 2003) y se ha demostrado que
algunos terpenos exhiben propiedades repelentes a los insectos (Birkett et al.,2004). Seria
interesante, determinar si la exposicion de las plantas a los COVs de la cepa M45, contribuyen
al incremento de estos compuestos en el perfil volatil de la planta, lo cual esta relacionado con
la preferencia de oviposicion observada. Cabe anotar que han sido muy poco los estudios donde
evalian a fondo este tipo de interacciones, hasta el momento se encuentra en la literatura,
trabajos donde evalian entomopatégenos como enddfitos en plantas de Arabidopsis thaliana en
el control de la poblacion del pulgdbn Myzus persicae y el crecimiento de las orugas Plutella
xylostella donde no produjeron ningun efecto biocontrolador hacia los herbivoros (Raad et
al.,2019). Otros trabajos, enfocan sus observaciones hacia el cambio en la composicién quimica
volatil, emitida por (Solanum lycopersicum L.) antes y después de una infesta por mosca blanca,
(Lopez et al., 2012; Darshanee et al. (2017). Lo cual demuestra lo emergente que es este tema

en la investigacion de las interacciones multitréficas.

En la literatura no se han reportado trabajos donde evalten el efecto de los COVs de Trichoderma
en la interaccién con la planta para el manejo de la oviposicion de insectos para el cultivo de
tomate. Por lo cual esta contribucién a la comprensién de este tipo de interacciones resulta de
interés para el desarrollo de estrategias de control de la plaga novedosos, donde se aplique este
control indirecto similar al observado contra mosca blanca en tomate, mediada por
semioquimicos de hongos, modulando compuestos relacionados con repelencia o atraccion del

insecto (Lopez et al., 2012).
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Figura 2.5. indice de preferencia de oviposicion de la mosca blanca de los invernaderos sobre
plantas de tomate tratadas con COVs de Trichoderma spp. Letras no comunes indican
diferencias significativas, segun la prueba de comparacion de medias LSD-Fisher con correccion
de Bonferroni (P > 0,05).
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Tabla 2.31. Namero de huevos por tratamiento ovipositados en plantas de tomate. Letras no
comunes indican diferencias significativas, segun la prueba de comparacién de medias LSD-

Fisher con correccion de Bonferroni (P > 0,05)

Tratamientos Huevos

CONTROL 544 + 288,86 abc
3T 582 + 291,50 abc
M44 457 + 291,50 abc
M45 343 + 291,50 ¢
THO04 652 + 291,50 a
THOO7 406 + 291,50 bc
THO19 665 + 291,50 ab
THO35 589 + 291,01 abc

Estos resultados representan un importante indicio sobre la capacidad de los COVs de

Trichoderma spp para estimular comportamiento en insectos y mediante estudios mas profundos

de caracterizacion quimica, podria abrir una oportunidad para que estos compuestos sean

implementados en estrategias de manejo integrado de insectos.

2.3.2 ldentificacion de COVs

En la Tabla 2.2 se presentan los COVs identificados en cada una de las cepas evaluadas. Se

presenta el porcentaje de area relativa de cada compuesto. Los COVs fueron identificados por

comparacion de los espectros de masas contra una base de datos con un porcentaje de similitud

no menor al 90% y comparacion de los indices de retencion presentes en literatura con una

desviacion estandar menor al 2% de acuerdo a la metodologia propuesta por (Stashenko &

Martinez 2010).
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Tabla 2.32.COVs de Trichoderma spp. detectado por HS-SPME-GC-MS.

IRL % Area relativa + SD
N° Compuesto
Exp Lit 3T Th0o4 M45 M44 Th035 Th007 Th019
1 Metil-butanol 738 736 549+2,6a 65+3,3cd 9,3+2,6cd 5,1+2,6d 29,5+3,3b 18,6 + 2,6bc
2 Acetato de isobutilo 775 771 9,6+2,1
3 Hexanol 869 868 3+2,7
4  Acetato de 2-metil-1-butilo 879 880 54,1+5,2
5 2-Heptanona 890 891 1,3+0,8
6 1-Octen-3-ol 979 980 11,9+3,8
7 3-Octanona 985 986 3,9+3,1bc  7,2%+3,1bc 40,2 +3,1a 7,6 £3,1bc 0,2+2,7c 48,6 £ 3,1a 13,4 +2,5b
8 Pentil-furano 989 993 2,2+0,7b 0,9+0,6b 7,310,6a
9 1-Octanol 996 994 37,8+2,2a 1,4+1,4b
10 Alcohol feniletilico 1113 1116 18,3+19a 2,9%+1,9 9,3+ 1,9bc 1,8+2,3c 13,7+ 2,1ab 3,7+2,1c
11 Acetato de octanilo 1117 1123 2,1+0,7a 2,7 +0,5a 4,6+0,7a
12 5-Etil-2,4-dimetil-4-hepten- 1157 1149 4,2+3,3
3-ona
13  2,4-Nonadienal 1216 1213 0,5+0,3
14 6-Pentil-2H-piran-2-ona 1461 1453 87,6+3,1a 82,2+2,8a 54,6 +2,8b
15 o-Guaieno 1425 1439 1,6 £0,3a 1,1+£0,3a
16 a-Cedreno 1428 1411 1,2+0,2a 0,6 £0,2a
17 B-Cedreno 1431 1421 2,7+0,6a 1,5+0,6a
18 Dihidrocurcumeno 1435 1448 1,5+0,8
19 B-Copaeno 1438 1432 4,6 +£0,8a 2,4+0,8a
20 trans-a-Bergamoteno 1438 1435 2,4+0,6a 3,0+0,6a 1,7+0,6a
21 pB-Calareno 1441 1432 2,6 £0,4a 1,6 £0,4a
22 9-epi-trans-Cariofileno 1469 1466 0,5+0,2
23  4-epi-a-Acoradieno 1485 1475 3,1+0,7a 1,1+0,6a
24 y-Curcurmeno 1495 1480 0,5+0,6b 0.9+0,5a
25 [-Bisaboleno 1511 1509 1,1+0,7
26 B-Sesquifelandreno 1528 1524 1,0+0,6

*IRL: Indice de retencion lineal, Exp: Experimental, Lit: Literatura
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De acuerdo con los criterios empleados, se identificaron 26 compuestos del espacio de cabeza
de las cepas de Trichoderma. Los COVs identificados corresponden principalmente a alcoholes,
cetonas, esteres, furanos, aldehidos, lactonas y sesquiterpenos. Se evidencia que a pesar de
tratarse de microorganismos que comparten el mismo género, la composicion de su volatiloma
presenta algunas diferencias, que permiten dirigir nuestra atencion hacia los efectos causados
diferencialmente de acuerdo a la cepa, estas diferencias entre los compuestos de cada cepa,
pueden influir diferencialmente en la composicion quimica de la planta en el momento de la
interaccion, por lo cual estudios adicionales dirigidos a estos efectos sobre la planta que permitan

complementar esta informacién deben realizarse.

En el andlisis de los COVs, se observa que siete compuestos presentaron diferencias
estadisticamente significativas entre cepas; de acuerdo a lo anterior y en relacién con la
comparacion de medias LSD-Fisher, se observa un mayor porcentaje de area relativa para las
siguientes cepas: M45 con 37,8% 1-Octanol (P = 0,0014), Th004 con 18,3% Alcohol_feniletilico
(P <0,0001), M45 con 40,2% 3-Octanona (P < 0,0001), las cepas 3T y Th035 con 87,6 y 82,2 %
6-Pentil-2H-piran-2-ona (P = 0,0002), Th004 con 54,9% Metil butanol (P < 0,0001), Th019 con
7,3% Pentil-furano (P = 0,0004) y Th019 con 0,9 % y-Curcurmeno (P = 0,0005). Para los
compuestos Acetato de isobutilo, Hexanol, Acetato de 2-metil-1-butilo, 2-Heptanona, 1-Octen-3-
ol, 5-Etil-2,4-dimetil-4-hepten-3-ona, 2,4-Nonadienal, 9-epi-trans-Cariofileno, p-Bisaboleno y [3-
Sesquifelandreno no fue posible realizar un analisis estadistico ya que dichos compuestos se

presentaron en solo una cepa.

La interaccion multitrofica hongo-planta-insecto evaluada en este trabajo, pionera en este campo,
permiti6 establecer que los COVs emitidos por la cepa M45 donde mostré una emisién de

alcoholes y esteres tiene actividad controlodora de la oviposicion de mosca blanca.

De otra parte, al contrastar la informacion de la composicion de volatiles de las cepas
Trichoderma spp. con el efecto de promocién de crecimiento, no se observo grandes diferencias
en las variables evaluadas (Peso fresco, peso seco, area foliar y el crecimiento). Dentro de los
compuestos encontrados en el andlisis GC/MS, esta 6-pentil-2H-piran-2-ona que se encuentra
presente en las cepas 3T, Th035 y Th019 con porcentajes 87,6%, 82,2% y 54,6% (P = 0,0002),
donde han reportado que este compuesto tiene efectos nulos en el crecimiento de Arabidopsis

thaliana (Lee et al,.2019) y concentraciones altas puede inhibir el crecimiento de la raiz principal
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(Garnica-Vergara et al., 2016). El Metil-butanol se encontré en las cepas Th004, M45, M44,
Th035, Th007 y Th019 encontrando diferencias entre ellas (P < 0,0001) que es un compuesto
con efectos nulos en crecimiento en Arabidopsis thaliana (Lee et al,.2019). También se
encontraron el 1-Octen-3-ol en la cepa M45 y 3-Octanona presente en las siete cepas con
diferencias significativas (P < 0,0001) estos compuestos han sido reportados como inhibidores
en el crecimiento de Arabidopsis thaliana (Lee et al,.2019, Splivallo et al.,, 2007). Estos dos
altimos compuestos fueron evaluados de forma individual en Arabidopsis thaliana y varios fueron
toxicos en altas concentraciones (Cordovez et al., 2017), para la estimulacién de crecimiento
aéreo de la planta, en las cepas M44, M45, Th004 y Th007 se presentd un aumento en el area
foliar, se puede atribuir a que estas cepas no emitieron el compuesto 6PP, en cambio las cepas
3T, Th035 y Th019 que si presentd este compuesto, se comporto igual que le control, ya que en
altas cantidades de este compuesto no tiene no tiene efecto positivo en el crecimiento de las
plantas (Macias et al., 2018)

Con respecto, a la interaccién planta-patégeno se observa que las cepas Th035, Th019 y 3T se
identificd 6-pentil-2H-piran-2-ona, con un porcentaje de area relativa 82,2% 54,6% y 87,6%
respectivamente (P = 0,0002), una lactona insaturada que ha sido estudiada en la induccién de
resistencia en plantas (Yang et al., 2012, Vinale et al., 2008), aungue la cepa Th035 muestra la
mayor abundancia de este compuesto, algo que puede explicar porque las cepas 3Ty Th019, no
redujeron la incidencia de la severidad de la enfermedad, aun teniendo este compuesto, un
estudio reciente comprobé gue el efecto que tiene un solo compuesto es menor con respecto a
la mezcla compleja de varios compuestos que es emitido por el microorganismo, donde estos
pueden funcionar de manera mas efectiva para inhibir el crecimiento de patdégenos e inducir

respuesta de defensa en las planta (Wonglom et al., 2020).
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2.4 Conclusiones

El estudio de la interacciébn multitréfica hongo-planta-insecto y hongo-planta-patégeno
evaluada en este trabajo es pionera en este campo para el sistema tomate-mosca blanca-
marchitez vascular en Colombia. Este estudio, permitié establecer el potencial de los
compuestos organicos volatiles emitidos por algunas cepas de Trichoderma para el
manejo de estos dos problemas fitosanitarios, la cepa M45 tiene actividad controladora
de la oviposicién de mosca blanca, mientras que los COVs de la cepa Th035 controlan la
severidad de la marchitez vascular en tomate, asi mismo, estos estudios permitieron
descartar su actividad como promotores de crecimiento en este sistema y bajo las

condiciones aqui evaluadas.

Se pudo establecer que los COVs emitidos por las siete cepas de Trichoderma presentan
diferencias significativas entre si. Las cepas ThO04 y M45 se caracterizaron por la
produccion de sesquiterpenos. Las cepas 3T, Th035 y Th019 son las Unicas que emiten
6-PP y es el componente mayoritario. El Unico compuesto comun emitido por todas las
cepas es 3-octanona, siendo el componente mayoritario en la cepa M45. Asi mismo, la
cepa M45 es la Unica que produce 1-octen-3-ol y que sus componentes mayoritarios son

C8 (1-octanol y 3-octanona).

A partir de estos resultados, proponemos los compuestos compuestos C8: 1-octen-3-ol,
1l-octanol y 3-octanona como candidatos para futuras investigaciones que permitan
comprobar la actividad controladora de la oviposicidon de Trialeurodes vaporariorum en
tomate y al compuesto 6-pentil-2H-piran-2-ona (6-PP) para la inhibicion del desarrollo de

la marchitez vascular in planta.
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3. Recomendaciones

3.1 Recomendaciones

Caracterizar a nivel molecular la expresion de genes marcadores asociados a vias de resistencia
de la planta, con el fin de profundizar sobre los mecanismos de accion de los compuestos
organicos volatiles emitidos por las diferentes cepas de Trichoderma spp. Tanto en el modelo
planta-patégeno-COVs y planta-insecto-COVs. De igual manera, también evaluando el modelo

planta-pat6geno-insecto-COVSs.

Evaluar individualmente dosis y frecuencias de aplicaciébn de los compuestos asociados

presuntivamente al control de la enfermedad y del insecto.

Confirmar la identificacion de los compuestos volatiles emitidos por las cepas con potencial para
el control biolégico de la mosca blanca de los invernaderos, por medio de la comparacion de los
espectros de masas de los compuestos colectados y su estandar comercial.

Conocer el perfil de COVs emitidos por la planta antes y después de ser tratadas con los
COVs de Trichoderma spp. para poder determinar la actividad de estos compuestos en el
cambio de emision de volatiles de la planta y entender el comportamiento de oviposicién de

la mosca blanca.

Una vez confirmados los compuestos, se recomienda realizar la evaluacion del potencial
biocontrolador de estos compuestos solos y en combinacion. Identificando inicialmente los
compuestos que son detectados por el insecto mediante su respuesta antenal en electro-
antendgrafo acoplado a cromatografia gases (EAG-GC), los compuestos alli seleccionados
pasan a evaluacion de concentracion y proporciones bajo condiciones controladas de tunel de

viento.

Preparar y evaluar una mezcla de compuestos C8 para su evaluaciéon como controladores de la

oviposicién de Trialeurodes vaporariorum en tomate.



