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ABSTRACT

Objective: To study the morphological, microscopic and physiological diversity of native species of Trichoderma genus
associated with soils with cocoa cultivation in Mexico.

Design/methodology/approximation: Colonies of Trichoderma spp. were isolated and characterized morphologically,
microscopically and physiologically. from soil samples from six sites with different agronomic management: Organic
Management, Conventional and No Management. A multivariate analysis (Analysis of Main Components and Analysis of
Hierarchical Conglomerates) was carried out based on eight morphological characters of the colonies: shape, mycelium
texture, obverse color, reverse color, central halo, number of concentric rings, type of sporulation and sporulation
capacity; three microscopic characters: conidia shape and length / width relation of conidia and phialides.

Results: Thirty strains with macroscopic characteristics of the genus Trichoderma were isolated and purified. The Principal
Components Analysis showed that the first three components expressed 66.27% of the total variability in the 30 strains of
Trichoderma spp., observing a wide distribution of the strains from the analysis of the evaluated characters. The analysis of
hierarchical clusters determined eight groups divided into subgroups from the semiparcial correlation coefficient of 0.05.
Limitations of the study/implications: Trichoderma species show intraspecific variation that change with respect to the
environmental conditions of the environment where they grow.

Findings/conclusions: The morphological, microscopic and physiological characterization shows a high variability
expressed in different characters that demonstrate the high diversity and specificity of Trichoderma spp. in

soils with cocoa cultivation in Mexico.
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RESUMEN

Objetivo: Estudiar la diversidad morfologica, microscopica y fisioldgica de especies nativas

del género Trichoderma asociadas a suelos cacaoteros de México.
Disefio/metodologia/aproximacién:  Se aislaron 'y caracterizaron morfologica,
microscopica y fisiologicamente, colonias de Trichoderma spp. a partir de muestras
de suelo de seis sitios con diferente manejo agronomico: Manejo Organico,
Convencional y Sin Manejo. Se realizd un analisis multivariado (Analisis de

Componentes Principales y Analisis de Conglomerados Jerarquicos) a partir
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de ocho caracteres morfologicos de las colonias: forma, textura del
micelio, color anverso, color reverso, halo central, numero de anillos
concéntricos, tipo de esporulacion y capacidad de esporulacion; tres
caracteres microscopicos: forma de conidios y relacion largo/ancho de
conidios y fialides.

Resultados: Se aislaron vy purificaron 30 cepas con caracteristicas
macroscopicas del género Trichoderma. El Analisis de Componentes
Principales mostro que los primeros tres componentes expresaron el
66.27 % de la variabilidad total en las 30 cepas de Trichoderma spp.,
observando una amplia distribucion de las cepas a partir del analisis
de los caracteres evaluados. El Analisis de Conglomerados Jerarquicos
determind ocho grupos divididos en subgrupos a partir del coeficiente
de correlacion semiparcial de 0.05.

Limitaciones del estudio/implicaciones: Las especies de Trichoderma
muestran variacion intraespecifica que cambian con respecto a las
condiciones ambientales del medio donde crecen.
Hallazgos/conclusiones: La caracterizacion morfoldgica, microscopi-
ca y fisiologica, muestra una alta variabilidad expresada en diferentes
caracteres que demuestran la alta diversidad y especificidad de las es-

pecies de Trichoderma spp. en suelos cacaoteros de México.

Palabras clave: Theobroma cacao L., agroecosistema, micobiota,

caracterizacion.

INTRODUCCION

(Theobroma cacao L.) es uno de los cultivos agri-
E l Ca Ca O colas mas importantes de los tropicos humedos
de México (Ten Hoopen et al,, 2012), donde se cultiva un total de 59,554 ha
distribuidas en los estados de Tabasco, Chiapas y Guerrero (SIAP, 2019). Las
plantaciones de cacao se caracterizan por ser un agroecosistema arbolado
de sombra y de amplia diversidad floristica, debido a las condiciones climati-
cas donde se cultiva y por establecerse bajo un dosel diversificado, haciendo
gue este agroecosistema tenga similitud con las selvas tropicales (Greenberg
etal, 2000). Desde el punto de vista ecologico y de control natural de plagas,
el agroecosistema de cacao ha sido uno de los mas estudiados (Evans, 1998),
debido a que presenta caracteristicas atractivas para estudios de diversidad y
establecimiento de sistemas de manejo agroecologico. Sin embargo, la bio-
diversidad contenida en este tipo de agroecosistema se puede ver afectado
por el grado de modificacion o la intensidad del manejo agronomico, afec-
tando la composicion y abundancia de la biota asociada (Matson et al., 1997).

Estudios en México, han confirmado una alta diversidad animal (Greenberg
et al., 2000; Mufioz et al., 2005; Pérez-de la Cruz, 2009) y vegetal (Ramirez-
Menéses, 2013) dentro del agroecosistema cacao. Sin embrago, Torres-de
la Cruz et al. (2015) mencionan que los trabajos de diversidad de hongos en
suelo han sido poco estudiados.

Las caracteristicas unicas de este agroecosistema sugieren la existencia de
una amplia diversidad de especies de hongos asociados con la rizosfera de
plantas o de manera endodfita (Harman et al,, 2004), incluidas especies del

4 | VA‘ -‘ PRDSU;CTIVIDAD

género Trichoderma. Estos hongos
son componentes predominantes
de la micobiota del suelo en varios
ecosistemas (De Bellis et al., 2007)
y funcionan como antagonistas efi-
caces en el manejo integrado de
hongos fitopatogenos en diversos
cultivos (Stefanova, 2007). Los hon-
gos del género Trichoderma son
asexuales (anamorfos) con especies
genéticamente vinculadas al género
Hypocrea (teleomorfo), presentes
en el suelo, raiz y follaje de plantas
(Samuels, 2004).

En estudios sobre diversidad de
Trichoderma/Hypocrea en el agro-
ecosistema cacao, Rivas-Cordero
y Pavone-Maniscalco (2010) men-
cionan la presencia de especies
como: T. harzianum, T. virens, T.
brevicompactum, T. theobromicola,
T. koningiopsis, T. ovalisporum, T.
asperellum, y T. pleurotum. Asi mis-
mo, Migheli et al. (2009) y Torres-de
la Cruz et al. (2015) reportan a T.
harzianum como la mas abundan-
te. Por lo anterior, el objetivo fue
estudiar la diversidad morfologica,
microscopica v fisiologica de espe-
cies nativas del género Trichoderma
asociadas a en suelos cacaoteros
establecidos en los estados de Yu-
catan, Chiapasy Tabasco del sureste
de México.

MATERIALES Y METODOS
Muestras de suelo

Se colectaron muestras de suelo en
seis parcelas productoras de cacao
en el Sureste de México. Las mues-
tras correspondieron a tres sistemas
de manejo agrondmico: Manejo Or-
ganico, Convencional y Sin Manejo
(Cuadro 1).

Se utilizo el metodo cinco de oro
para obtener una muestra repre-
sentativa de 1 kg por cada sitio de
muestreo, resguardada en bolsas



de plastico y transpor-
tado al Laboratorio de
Fitopatologia del Instituto
Nacional de Investigacio-
nes Forestales, Agricolasy

Cuadro 1. Sitios de colecta de muestras de suelos cacaoteros en el
sureste de México.

Lugar de muestreo

El Triunfo, Escuintla, Chiapas

Caracterizacion
morfoldgica y fisiolégica
de especies del género
Trichoderma

Manejo
agronomico

Pecuarias (INIFAP) Campo

Maravilla Tenejapa, Chiapas

Experimental Rosario |za-

Pichucalco, Chiapas

pa, ubicado en Tuxtla Chi-

Union Jamaica, Escuintla, Chiapas

co, Chiapas, México.

Valladolid, Yucatan

O ||~ |WIN |-

Zunu, Tlacotalpa, Tabasco

. . Se incubaron discos de 5
Sin Manejo .
. : mm en el centro de cajas
Sin Manejo . ) -
" Petri con medio de cultivo
Organico PDA q
ara cada cepa pura.
Organico b o bap
- - Las caracteristicas morfo-
Sin Manejo o L
: logicas y fisiologicas de las
Convencional

colonias de Trichoderma

Aislamiento de especies
del género Trichoderma
Los aislados de Trichoderma spp. se obtuvieron por el
metodo de dilucion de esporas en cajas Petri (Acufia vy
Pefia, 2005). Se prepard una solucion madre en un ma-
traz con 90 mL de agua destilada y esterilizada +10 g
de suelo. La solucion se agitd durante un minuto hasta
homogeneizar completamente. Se realizaron diluciones
seriadas de 1072, 10'3y 10~% tomando una alicuota de 1
mL de la soluciony 9 mL de agua destilada y esterilizada.
Se incubo 0.1 mL de cada dilucion en cajas Petri con
medio de cultivo Papa Dextrosa Agar (PDA) + Ampici-
lina (200 uL L™Y) y Acido Lactico (600 uL L™, distribu-
yendo uniformemente la mezcla en toda la superficie
del medio. Las cajas fueron incubadas a 25 °C durante
3 dias y cuantificado el numero de colonias del género
Trichoderma. Las colonias fueron aisladas en cajas Petri
con medio de cultivo Agua Agar (AA). La purificacion de
cada aislado de Trichoderma se hizo a través del méto-
do de punta de hifa, tomando la seccion final de la hifa
en crecimiento e incubado en cajas Petri con medio de
cultivo PDA.

se identificaron siguiendo
la guia de Barnett y Hunter (1972), Samuels et al. (2002)
y Gams y Bissett. (1998), considerando caracteristicas
morfologicas de las colonias como: Forma (FC), Color
Anverso (CA), Color Reverso (CR), Textura del Micelio
(TM), Halo Central (HC), Numero de Anillos Concén-
tricos (NAC), Tipo de Esporulacion (TE), Capacidad de
Esporulacion (CE); caracteristicas microscopicas: Forma
de conidios (FCON), Relacion Largo/Ancho de conidios
(RLAQC), Relacion Largo/Ancho de fidlides (RLAF); y carac-
teristicas fisioldgicas como la Tasa de Crecimiento (TC)
(Cuadro 2). La FC, CA, CR, TM, HC y TC, se evaluo a los
tres dias de incubacion y la NAC, TE, CE, FCON, RLAC y
RLAF a los seis dias de incubacion en medio de cultivo
PDA a 25 °C.

Se realizd un analisis multivariado con el paquete es-
tadistico SAS® (Statisticall Analysis System, version 9.4)
utilizando datos cualitativos y cuantitativos. Se hizo un
Analisis de Componentes Principales (ACP) para obser-
var la distribucion de las cepas caracterizadas y un Anali-

Cuadro 2. Caracteres morfoloégicos, microscopicos y fisiologicos de Trichoderma spp., evaluados para estudiar la diversidad de
especies nativas en el sureste de México.

Caracter

Escala

Forma FC 1: Circular, 2: Irregular y 3: Filamentosa

Textura del micelio ™ 1: Polvorienta, 2: Granulosa, 3: Vellosa, 4: Aterciopelada y 5: Algodonosa
Color anverso CA 1: Blanco, 2: Blanco-Marron, 3: Amarillo-Verdoso y 4: Amarillo

Color reverso CR 1: Blanco, 2: Blanco-Amarillento, 3: Blanco-Verdoso y 4: Amarillo

Halo central HC 1: Ausente, 2: Micelial-Hialino, 3: Micelial-Algodonoso y 4: Esporulativo
Numero de anillos concéntricos NAC 0: Sin anillos, 1: Un anillo, 2: Dos anillos y 3: Tres anillos

Tipo de esporulacion TE 1: Ausente, 2: Dispersa, 3: Homogénea y 4: Anular

Capacidad de esporulacion CE 1: Baja, 2: Mediay 3: Alta

Tasa de crecimiento TC Cm

Relacion largo/ancho de conidios RLAC um

Forma de conidios FCON 1: Globoso, 2: Subgloboso, 3: Elipsoidal y 4: Ovoide

Relacion largo/ancho de fidlides RLAF um

Arrazate-Argueta et al. (2019)
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sis de Conglomerados Jerarquicos (ACJ) para distinguir
grupos conformados por las mismas (Gonzalez, 2001).

RESULTADOS Y DISCUSION

Aislamiento de especies del género Trichoderma

Se aislaron y purificaron 30 cepas con caracteristicas
macroscopicas del género Trichoderma. El sitio dos (Ma-
ravilla Tenejapa, Chiapas) resaltd por obtenerse el mayor
numero de cepas (10), representando el 33.33 % del total
de cepas encontradas; ademas, el sitio estuvo asociado
a un bajo nivel de perturbacion por no realizarse acti-
vidades de manejo agronomico. Perfecto et al. (1996)
resaltan que los agroecosistemas tradicionales de cacao
pueden contener altos niveles de biodiversidad en flora
y fauna, debido a su estructura bajo deferentes especies
de arboles, siendo, junto con el café, uno de los modelos
mas atractivos para la conservacion de la biodiversidad.

En el sitio cinco (Valladolid, Yucatan) y seis (Zunu, Tlaco-
talpa, Tabasco) se encontrd solo una cepa, respectiva-
mente; que represento, para cada sitio, el 3.33 % del total
de cepas encontradas.

El sitio cinco representd el menor porcentaje de cepas
encontradas. Importante destacar que este sitio estuvo
asociado a un agroecosistema sin actividades de ma-
nejo agronomico. Esto sugiere que las caracteristicas
fisico-quimicas del suelo pueden influir en el desarrollo
de hongos del género Trichoderma. Eliades et al. (2004)
encontraron especies como T. koningii y T. hamatum
hasta pH=7, considerandolas alcalofébicas en pH supe-
riores, ya que unicamente crecieron en medios ligera-
mente acidos. Lo que es confirmado por Wicklow (1986)
donde afirma que la presencia de hongos del género
Trichoderma esta fuertemente regulada por el

calcio en la solucion edafica. FCON

CE

El sitio seis, al igual que el sitio cinco, estuvo

asociado al manejo agronomico tradicional NAC

del cultivo, por lo que se puede presumir algun HC
grado de perturbacion en la biodiversidad. Per- CR
fecto et al. (2003) mencionan que los agroeco- CcA

sistemas pueden ser grandes repositorios de
biodiversidad, pero el tipo de agricultura pue-
de determinar la biodiversidad contenida en
ellos. De la misma manera, Philpott et al. (2006)
menciona que la intensidad del manejo o in-
tensificacion de la agricultura es la transicion
entre un agroecosistema de alta biodiversidad
a uno de baja biodiversidad con el uso de ma-
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quinaria y agroquimicos. Lecointre y Le Guyader (2006)
encontraron que organismos del suelo y hojarasca son
altamente susceptibles al uso de pesticidas. Estudios in
vitro realizados por Terreno et al. (2018) con fungicidas
de uso comun para combatir enfermedades en cacao,
encontraron que los fungicidas a base de Oxido de cobre
inhiben la presencia de especies del género Trichoderma
como: T. harzianum, T. ovalisporum, T. stromaticumy T.
koningiopsis.

Caracterizacion morfoldgica y fisiolégica de especies
del género Trichoderma

Las caracteristicas morfologicas cualitativas se presentan
de manera grafica, sefalando las frecuencias de cada ni-
vel del caracter dentro de cada descriptor (Figura 1).

Las variables FC y TM mostraron frecuencias constan-
tes, con forma circular y micelio algodonoso en todas
las colonias. El CA blanco (Figura 2a) mostrd la mayor
frecuencia (43.33 %) y el CA amarillo (Figura 2d) en me-
nor frecuencia (10 %). El CR blanco-verdoso (Figura 2g)
mostro la mayor frecuencia (40 %) y en menor frecuen-
cia (13.33 %) el CR amarillo (Figura 2h).

El HC micelial hialino (Figura 3b) presento la mayor fre-
cuencia (33.33 %) y con menor frecuencia (6.67 %) el HC
micelial algodonoso (Figura 3c).

El NAC fue variable, donde la mayor frecuencia
(46.67 %) mostro dos anillos y en menor frecuencia
(3.33 %) tres anillos. El TE anular (Figura 4d) mostro
la mayor frecuencia (36.67 %) y en menor frecuencia
(3.33 %) no se observd esporulacion (Figura 4a). La
CE alta (Figura 4c y 4d) mostro la mayor frecuencia

1 1 2 1 3 1 4 ]

TE [l
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Figura 1. Frecuencia por clase de caracteres morfologicos (9) de 30 cepas nativas
de Trichoderma spp. encontradas en cacaotales del sureste de México. FC=Forma
de la colonia, TM=Textura del micelio, CA=Color anverso de la colonia, CR=Color
reverso de la colonia, HC=Halo central de la colonia, NAC=Numero de ani-
llos concéntricos, TE=Tipo de esporulacion, CE=Capacidad de esporulacion y
FCON=Forma de conidios.
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a b c d
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Figura 2. Color anverso y reverso de cepas nativas de Trichoderma spp. en medio de cultivo PDA. a-d=Color anverso a los
tres dias de incubacion; a: Blanco; b: Blanco-Marron; ¢: Amarillo-Verdoso; d: Amarillo. e-n=Color reverso a los 6 dias de

incubacion; e: Blanco; f: Blanco-Amarillento; g: Blanco-Verdoso y h: Amarillo.
a b d

Figura 3. Halo central de cepas nativas de Trichoderma spp. a los tres dias de incubacion a 25 °C en medio de cultivo PDA. a:
Ausente; b: Micelial-Hialino; c: Micelial-Algodonoso y d: Esporulativo.

a b c d
Figura 4. Tipo de esporulacion de cepas nativas de Trichoderma spp. a los seis dias de incubacion a 25 °C en medio de cultivo
PDA. a: Ausente; b: Dispersa; c: Homogénea y d: Anular.
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(46.67 %) y en menor frecuencia (20 %) la esporulacion
baja a nula (Figura 4a).

Analisis de Componentes Principales (ACP)

El ACP mostro que los primeros tres componentes ex-
presaron el 66.27 % de la variabilidad total en las 30
cepas de Trichoderma spp., donde el CP1 explico el
3554 %, el CP2 1585 % y el CP3 14.87 % (Cuadro 3).

En la Figura 5a se observa la distribucion de las cepas
con base al CP1y CP2y en la Figura 5b con base al CP1
y CP3, observando una amplia distribucion de las cepas a
partir del analisis de los caracteres morfologicos, micros-
copicos y fisioldgicos de Trichoderma spp.

Analisis de Conglomerados Jerarquicos (ACJ)

Con las variables morfologicas, microscopicas vy fisiolo-
gicas, se determinaron ocho grupos (Gl, Gll, GlII, GIV,
GV, GVI, GVII'y GVIII) divididos en subgrupos a partir del
coeficiente de correlacion semiparcial de 0.05 (Figura 6).

Las cepasdel G| (1, 2, 27y 29) presentaron esporulacion
homogénea, capacidad de esporulacion alta y sin forma-
cion de anillos concéntricos. EL G 1l (20) presento la rela-
cién largo/ancho de conidios mas alta (1.93). EL G Il (5)
presento la tasa de crecimiento mas baja (4.2 cm). ELG IV
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Cuadro 3. Valores propios y proporcion de la varianza total explica-
da por componente principal, basado en caracteres morfolodgicos,
microscopicos Y fisioldgicos de Trichoderma spp. encontradas en

cacaotales del sureste de México.

o ot Lo i

3.5542501 19690284 0.3554 0.3554
2 15852217 0.0978187 0.1585 0.5139
3 14874031 0.3730124 0.1487 0.6627

CP=Componente principal.

(19, 22, 23, 26, 28 y 30) presento color anverso amarillo-
verdoso, color reverso blanco-verdoso, halo central es-
porulativo, dos anillos concéntricos, esporulacion anular
y una alta capacidad de esporulacion. El G V (21 y 25)
presento color anverso blanco. ELG VI (3, 7y 8) presentd
un anillo concéntrico y baja capacidad de esporulacion.
EL G VII (15 y 24) presentd color anverso blanco-marron
y sin formacion de halos centrales. EL G VIII (4, 6, 9, 10,
11, 12, 13, 14, 16, 17 y 18) presentd esporulacion dispersa
y capacidad de esporulacion media.

El color anverso y reverso de las colonias pueden estar
influenciados por la produccion de pigmentos como la
Antraguinona (Druzhinina y Kubicek, 2005) y otros meta-
bolitos secundarios como antibioticos y promotores del
crecimiento vegetal (Vinale et al., 2009).

cP1 (b)
5
4
3
5 .20
2%
oy *
15
1 15 23
e 16
25 24 LI
. 12
® 13 e 28
1l .20
o -
09 12 7
. .2
e 18 o
.17 .3
A
.l
o .5
.2
» < ® 25
CP3
-3
4 3 2 1 0 1 z 3 4

Figura 5. Distribucion de 30 cepas nativas de Trichoderma spp. encontradas en cacaotales del sureste de México. a: Dis-
tribucion en funcion de los componentes principales 1y 2 (CP1=componente principal 1 y CP2=componente principal
2). b: Distribuciéon en funcion de los componentes principales 1y 3 (CP1=componente principal 1 y CP3=componente

principal 3).
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Figura 6. Dendograma de caracteres cualitativos y cuantitativos para 30 cepas nativas de Trichoderma spp. encontradas
en cacaotales del sureste de México. Gl=Grupo uno, Gll=Grupo dos, GllI=Grupo tres, GIV=Grupo cuatro, GV=Grupo

cinco, GVI=Grupo VII'y GVIII=Grupo ocho.

La forma de las colonias y cantidad de conidiacion ob-
servada en las placas, puede ser estimulada por factores
que propician un ambiente de estrés, como son: la ex-
posicion a la luz, la falta de nutrientes o cambios en pH
(Osorio-Concepcion et al., 2013).

La utilizacion de fuentes de nutrientes y la adaptacion
a condiciones ambientales especificas de cada especie
nativa de Trichoderma spp. pudo ser un indicador de la
diversidad observada, al someter todos los organismos a
las mismas condiciones de temperatura, humedad rela-
tiva, luz, pH y nutrientes.

CONCLUSIONES
a calidad de los suelos y la perturbacion con la
intensificacion de la agricultura influye en la diver-
sidad de especies de Trichoderma spp. en el agro-
ecosistema cacao.

La caracterizacion morfologica, microscopica vy fisiologi-
ca, muestra una alta variabilidad expresada en diferentes
caracteres que demuestran la alta diversidad y especi-
ficidad de las especies de Trichoderma spp. en suelos
cacaoteros del sureste de Meéxico.
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