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RESUMEN

Colletotrichum gloeosporioides (agente causal de la antracnosis) genera pérdidas significativas en
diversos cultivos. Es necesario desarrollar alternativas al control quimico para combatir esta
enfermedad. En este estudio, se evalud la eficacia de los tratamientos simples o combinados de
Trichoderma sp. y Bacillus subtilis sobre C. gloeosporioides en agar papa dextrosa (PDA) y Luria
Bertani (LB). La actividad antagdnica individual de Trichoderma sp. y B. subtilis fue mayor en LB.
Se observé un efecto diferencial del grado de inhibicién y de la actividad hidrolitica en algunas
combinaciones de Trichoderma vy Bacillus. Sin embargo, la combinacion de Trichoderma T2 vy B.
subtilis mostré compatibilidad, ambas cepas mostraron actividad celulolitica y quitinolitica
estable. Por otro lado, el micelio desactivado de C. gloeosporioides estimulé las actividades endo-
B-1,3-glucanasa, endo-B-1,4-glucanasay B-N-acetilhexosaminidasa de B. subtilis y de las cepas de
Trichoderma (T2 y T3) excepto la B-N-acetilhexosaminidasa de Trichoderma T1. En el sistema
tripartito la actividad hidrolitica disminuyd en la mayoria de los sistemas, aunque la actividad B-
N-acetilhexosaminidasa incrementd notablemente. Estos resultados sugieren que la combinacién
de Trichoderma T2 vy B. subtilis posee potencial antagénico sobre C. gloeosporioides
independientemente del contenido nutricional, por lo que esta mezcla se podria emplear para el

tratamiento de la antracnosis.

Palabras clave: agentes de control bioldgico,; antracnosis; co-cultivo.
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Differential modulation of cell wall lytic enzyme activity between
Trichoderma sp. and Bacillus subitilis during the biocontrol of
Colletotrichum gloeosporioides in vitro

ABSTRACT

Colletotrichum gloeosporioides (causing agent of anthracnose) provokes significant losses in
various agronomic crops. It is necessary to develop alternatives to chemical control to manage
this disease. In this study, the effectiveness of single or combined treatments of Trichoderma sp.
and Bacillus subtilis on C. gloeosporioides was determined in Potato Dextrose Agar (PDA) and
Luria Bertani (LB). The individual antagonistic activity of Trichoderma sp. and B. subtilis was higher
in LB. A differential effect on the degree of inhibition and hydrolytic activity was observed with
some combinations of Trichoderma and Bacillus. On the other hand, Trichoderma T2 and B.
subtilis showed compatibility between them. Both strains show stable cellulolytic and chitinolytic
activity. On the other hand, the inactivated mycelium of C. gloeosporioides stimulated the endo-
B-1,3-glucanase, endo-B-1,4-glucanase, and B-N-acetylhexosaminidase activities of B. subtilis and
Trichoderma strains (T2 and T3) except 3-N-acetylhexosaminidase from Trichoderma T1. In the
tripartite system, hydrolytic activity decreased in most systems, although B-N-
acetylhexosaminidase activity increased significantly. These results suggest that the combination
of Trichoderma T2 and B. subtilis has an antagonistic potential against C. gloeosporioides,
regardless of the nutrient content, so this mixture could be used to treat anthracnose.

Keywords: biological control agents; anthracnose; co-culture.
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INTRODUCCION

Los miembros del género Colletotrichum se encuentran entre los principales patégenos
de plantas que causan antracnosis, una enfermedad de las plantas con varios huéspedes,
desde los arboles hasta la hierba (Ajay Kumar 2014; De Silva et al. 2017). La mayoria de
los cultivos en todo el mundo son susceptibles a una o varias especies de Colletotrichum,
por ejemplo, C. gloeosporioides afecta a Mangifera indica, causando pérdidas de
aproximadamente el 30%-60% (Kefialew y Ayalew 2008; Admasu et al. 2014; Kamle y
Kumar, 2016), Persea americana (Rodriguez-Lépez et al. 2009; Djami-Tchatchou et al.
2013; Tapia et al. 2020), y Capsicum annuum (Than 2008; Welideniya et al. 2019),
mientras que C. acutatum afecta a Capsicum annuum, Malus domestica, Fragaria
ananassa, entre otros (Than 2008; Ashwini y Srividya 2014; Baroncelli et al. 2017).
Debido al impacto econdémico de esta enfermedad en la agricultura, varios estudios se
han centrado en los avances de las técnicas para controlar el crecimiento y desarrollo de
las especies del género Colletotrichum. El control de la antracnosis se ha basado en gran
medida en el uso de fungicidas quimicos, como el benomilo, el maneb vy el clorotalonil.
Sin embargo, estos agentes quimicos tienen ciertas desventajas, como la generacion de
efectos drasticos sobre el medio ambiente y sobre los consumidores, resultado de su
frecuente aplicacion en cantidades excesivas para obtener un buen rendimiento (Hussain
2008; Tang et al. 2019), por lo tanto, es necesario identificar alternativas para controlar
estos fitopatdgenos.

Las alternativas mds prometedoras para controlar las enfermedades de las plantas se
basan en el uso de agentes de control biolégico (BCA, por sus siglas en inglés Biological
Control Agents). Este enfoque implica el uso de organismos benéficos, asi como de sus
genes y/o productos para reducir y contrarrestar los efectos de los organismos
fitopatdgenos. Las especies del género Trichoderma son ampliamente utilizadas para este
proposito debido a su capacidad para producir numerosos compuestos bioldgicamente
activos, incluidas las enzimas que degradan la pared celular y los metabolitos secundarios
(Guzman-Guzman et al. 2019). Durante el biocontrol, Trichoderma mata a los patdgenos
a través del micoparasitismo, este proceso implica varios eventos, incluido el
reconocimiento, el ataque, la penetraciény la muerte del huésped. Durante este proceso,

la secrecion de enzimas como celulasas, quitinasas y glucanasas juegan un papel
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importante en la hidrélisis de la pared celular del hongo fitopatégeno (Guzman-Guzman
et al. 2019).

Ademads, las especies de Trichoderma producen metabolitos secundarios, como los
antibiodticos, que les permiten competir con otros microorganismos (Vinale 2008;
Guzman-Guzman et al. 2019). Aunque Trichoderma es un BCA exitoso, es necesario
desarrollar estrategias alternativas para mejorar o complementar los métodos existentes.
Una alternativa que se ha explorado para este propdsito es el uso combinado de BCA
junto con un agente quimico. Hussain et al. (2008) evaluaron el efecto del uso combinado
de Trichoderma viride, Trichoderma harzianum y Trichoderma hamatum con captan o
mancozeb contra C. gloeosporioides. Los resultados mostraron que el uso combinado de
los tratamientos bioldgicos y quimicos generd un ligero aumento en la eficiencia de la
inhibicion del crecimiento de C. gloeosporioides en comparacion con la observada en los
tratamientos individuales. Esto llevd a la busqueda de alternativas que pudieran ser mas
eficientes en la inhibicién del crecimiento de C. gloeosporioides. En este sentido,
Trichoderma es un agente de biocontrol natural en comunidades microbianas que
interactla con diversos microorganismos, esto sugiere posibles interacciones entre
microorganismos que podrian resultar en un aumento en el proceso de biocontrol
(Jambhulkar et al. 2018).

Las bacterias de la rizosfera contienen potenciales BCA, como las cepas de Bacillus subtilis
aisladas de la rizosfera, que se han utilizado para biocontrolar el hongo fitopatégeno
Macrophomina phaseolina (Singh et al. 2008) y Fusarium oxysporum (Gajbhiye et al.
2010). Adicionalmente, B. subtilis produce enzimas liticas como: quitinasas, glucanasas y
celulasas (Ashwini y Srividya 2014; Yoo 2009; Zivkovi¢ 2010). Ademds, los metabolitos
secundarios con actividad de biocontrol, como los antibiéticos, son producidos por B.
subtilis (Ashwini y Srividya 2014; Joshi y McSpadden Gardener 2006). Por lo tanto, B.
subtilis es un candidato ideal para su uso en combinacién con Trichoderma para potenciar
la actividad de biocontrol de cada uno.

Las interacciones microorganismo-microorganismo son la estrategia clave para colonizar
diferentes ambientes, desencadena cambios en la sefializacion y la expresion génica, y
aumenta la capacidad competitiva de los miembros de la comunidad microbiana. Las
interacciones entre microorganismos son cruciales para muchos procesos y los

organismos responden mediante el intercambio metabdlico, lo que lleva a respuestas
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reguladoras complejas (diafonia) (Cosetta y Wolfe, 2019). Por otro lado, las interacciones
fungico-bacteriana pueden conducir a la produccién de metabolitos secundarios,
modulando la comunicacién entre especies. La produccién de tales compuestos depende
de la disponibilidad de fuentes de nutrientes (carbono y nitrégeno), que determinan el
metabolismo de los microbios y desempefian un papel clave en los rasgos de biocontrol
de los BCA (Blackburn et al. 2016). Ademas, las interacciones fisicas también contribuyen
a esto (Braga et al. 2016; Frey-Klett et al. 2011; Cosetta y Wolfe, 2019). Emanuel et al.
(2020) reportaron que el micelio desactivado de C. gloeosporioides indujo la biosintesis
de compuestos orgdnicos con propiedades antifungicas en sistemas de co-cultivo de
Trichoderma sp. y B. subtilis, reportaron compuestos especificos y comunes producidos
en los sistemas. En el primer grupo, reportaron compuestos como 2-butoxietanol, acido
hexadecanoico y 4cido octadecanoico; en el segundo grupo, se reportaron butanoato de
etilo, acetato de butilo, acido acético y alcohol 3,5-di-tert-butil-4-hidroxibencil.

Ademads, el contacto fisico entre BCA (por ejemplo, Trichoderma sp. y B. subtilis) y
fitopatégenos fungicos desencadena la produccion de enzimas hidroliticas de la pared
celular fungica, que degradan las paredes celulares de fitopatdgenos a través de la
hidrélisis de sus componentes (polisacaridos de glucano y quitina) (Ghazanfar et al. 2018,
Shafi et al. 2017). Por lo tanto, es necesario identificar combinaciones de BCA que
generen un proceso de biocontrol efectivo para C. gloeosporioides, cuyos mecanismos de
accion sean estables independientemente de la disponibilidad de nutrientes. Por lo tanto,
el objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de la co-inoculacién de Trichoderma sp.
y B. subtilis en el biocontrol de C. gloeosporioides in vitro tanto en medio Agar Papa
Dextrosa (PDA) como Luria Bertani (LB), y analizar el papel de las condiciones
nutricionales en la compatibilidad entre BCA y su actividad hidrolitica durante el proceso
de biocontrol.

METODOLOGIA

Cepas y condiciones de cultivo

Trichoderma IMI1206040, JS3, T1, T2 y T3, C. gloeosporioides, Bacillus subtilis (aislado de
una soluciéon madre de SERENADE® Max (Bayer CropScience)), Escherichia coli JIM101
[supE thi A(lac-proAB) F'(traD36 proAB' laclg lacZAM15] (Sambrook y Russell, 2001), se
cultivaron en medio PDA (DIBICO®) y LB a temperatura ambiente (21 + 2 °C) en la

oscuridad. Para la actividad litica, las cepas se cultivaron en caldo Papa Dextrosa (PD) a
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30°Cy 280 rpm, y se inoculd con 1x107 esporas/mLy otro de 1x108 UFC/mL de las cepas
de Trichoderma sp. (IM1206040, JS3, T1, T2 y T3) y B. subtilis, respectivamente. La cinética
de crecimiento de las cepas fue monitoreada mediante la cuantificacion de azUcares
reductores utilizando el método de acido dinitrosalico (DNS) descrito por Miller (1959).
Determinacion de la actividad antagonista en sistemas bipartitos

Para analizar la capacidad de biocontrol individual de cada cepa sobre C. gloeosporioides
se realizaron, ensayos de antagonismo en PDA, y se normalizo la tasa de crecimiento para
evitar el efecto de la competencia por el espacio y la absorcidn de nutrientes por las cepas
de Trichoderma sp. Para ello, se evalud la cinética de crecimiento de los microorganismos
empleados tanto en medio PDA como LB, y se determind la tasa de crecimiento. La
inoculacidon de la cepa se realizd en diferentes puntos temporales, de tal manera que la
confrontacion de las cepas comenzé cuando cada una alcanzd su crecimiento medio
promedio (Figura Suplementaria 1). B. subtilis o Trichoderma (IM1206040, JS3, T1, T2 y T3)
se colocaron en las placas después de 24 o 72 h de la inoculacion e incubacion con C.
gloeosporioides, respectivamente. Para Trichoderma sp. se colocaron discos miceliales (4
mm de didmetro) en una placa Petri equidistantemente a un disco de micelio de C.
gloeosporioides. Para evaluar las bacterias antagonistas, se colocd un disco de agar de 4
mm cubierto con B. subtilis en una placa Petri junto con discos de micelio de C
gloeosporioides. Se utilizd Escherichia coli IM101 como control. Los cultivos se incubaron
a temperatura ambiente en la oscuridad. Ademas, el mismo experimento se realizé en
medio LB para evaluar si la actividad de biocontrol de B. subtilis se modificaba en PDA,
debido a las diferencias en las condiciones experimentales. C. gloeosporioides, y B. subtilis
o Trichoderma sp. (T1, T2 0 T3) se colocaron simultdaneamente, mientras que Trichoderma
sp. IMI206040 y Trichoderma 1S3 se colocaron 72 h después de la incubacién con el
fitopatdgeno. Los experimentos se repitieron tres veces, con tres réplicas por
tratamiento. La inhibicidn del crecimiento se determiné utilizando la siguiente ecuacion:
inhibicion del crecimiento = ((crecimiento control — crecimiento tratamiento) /
crecimiento control) x 100 (Emanuel et al. 2020).

Determinacion de la actividad antagdnica en el sistema tripartito en medio PDA y LB

Para evaluar la compatibilidad de Trichoderma sp. y B. subtilis, asi como la mejora del
potencial en su actividad de biocontrol, se realizaron ensayos tripartitos sobre medio PDA

y LB. C. gloeosporioides se colocd en el medio, y después de 24 o0 72 h de incubacion, se
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colocaron B. subtilis y Trichoderma sp. La cepa de Trichoderma (T1, T2 o T3) se colocd en
la misma placa Petri de manera equidistante. El mismo experimento se realizd en medio
LB, y el crecimiento se normalizd bajo estas condiciones experimentales. C
gloeosporioides, B. subtilis, y Trichoderma sp. (T1, T2 o T3) se colocaron
simultdneamente, mientras que Trichoderma IMI1206040 y Trichoderma 1S3 se colocaron
después de 72 h de incubacion de C. gloeosporioides y B. subtilis. Los experimentos se
repitieron tres veces con tres réplicas para cada tratamiento. La inhibicion del
crecimiento se reportd como porcentaje.

Determinacion de la actividad antagonista entre BCA

Los ensayos de confrontacion dual entre cepas antagonistas (Trichoderma sp. y B. subtilis)
se realizaron tanto en medio PDA como en LB. Para los sistemas realizados en medio PDA,
los discos (4 mm de diametro) de B. subtilis fueron inoculados e incubados durante 48 h,
en este punto los discos miceliales (4 mm de didmetro) de Trichoderma sp. (1S3, T1, T2 o
T3) se colocaron equidistantemente al disco de B. subtilis previamente inoculado, como
control se realizé el mismo ensayo sustituyendo B. subtilis por E. coli. En el caso de los
sistemas realizados en medio LB, ambas cepas antagdnicas fueron inoculadas
simultaneamente. Los ensayos se incubaron a temperatura ambiente en la oscuridad. El
crecimiento se midid cada 24 h durante 72 h y 120 h para los ensayos realizados en
medios PDA y LB, respectivamente. Se graficd la inhibicion del crecimiento de cada cepa
evaluada.

Andlisis cualitativo de la endo-6-1,4-glucanasa en medio sdlido

La actividad enzimdtica de la endo-B-1,4-glucanasa se determind sobre medio PDA y LB
utilizando carboximetilcelulosa al 1% (CMC, Sigma-Aldrich). Para este ensayo, se coloco
un disco de 8 mm de diametro de medios cubiertos con cada cepa en placas CMC-PDA y
CMC-LB, las cuales se incubaron a temperatura ambiente en la oscuridad. La actividad
enzimatica en los ensayos bipartitos y tripartitos fue monitoreada a los 12 y 7 dias
después de la incubacién en medio PDA y LB, respectivamente. La actividad se evalud a
través de la tincién con rojo Congo utilizando un método modificado descrito por Sazci
(1986) y Javaheri-Kermani y Asoodeh (2019), se agregaron 5 mL de una soluciéon de rojo
Congo al 3% al medio, y después de 15 minutos de incubacion, se elimind la solucion. A
continuacion, se agregaron 5 mL de cloruro de sodio de 0.3 My, después de 15 minutos

de incubacion, se retird la solucion. El drea de degradaciéon de CMC se midié utilizando el
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software Imagel) (Bourne 2010), y se analizaron los resultados. Los experimentos se
repitieron dos veces con tres réplicas para cada tratamiento.

Andlisis cualitativo de la actividad de la 8-N-acetilhexosaminidasa en medio sélido

La actividad de la B-N-acetilhexosaminidasa se evalué sobre medio PDAy LB que contenia
1% de quitina coloidal (CC), que se preparo utilizando un método modificado descrito por
Roberts y Selitrennikoff (1988). Se disolvieron 40 g de quitina de cdscaras de camaron
(Sigma-Aldrich) en 400 mL de acido clorhidrico concentrado. La solucion se agitd a 150
rom durante 2 h; luego, se agregaron 2 L de agua destilada refrigerada. A continuacion,
la mezcla se agitd rapidamente hasta que la quitina se precipitd, y luego se tamizd para
obtener la CC, se lavo tres veces con 200 mL de agua destilada. Para analizar la actividad
quitinolitica, se colocd un disco de medio de 8 mm de didmetro cubierto con cada cepa
en medio CC-PDA y CC-LB e incubd a temperatura ambiente en la oscuridad. La actividad
enzimatica para ensayos bipartitos y tripartitos fue monitoreada a los 12 y 7 dias después
de la inoculacién en medio PDA y LB, respectivamente. La actividad se evalué mediante
tincion con rojo Congo, como se describid anteriormente (Sazci 1986). El drea de
degradacién de CC se midié utilizando Imagel) (Bourne 2010), y se analizaron los
resultados. Los experimentos se repitieron dos veces con tres réplicas para cada
tratamiento.

Desactivacion de micelio de C. gloeosporioides

El micelio de C. gloeosporioides se desactivd utilizando el método descrito por Yang
(2009), en 250 mL de caldo PD se inocularon cuatro discos de micelio de C.
gloeosporioides. El cultivo se incubd durante cinco dias a 30 °Cy 280 rpm, después de lo
cual la biomasa se filtré con papel filtro. El micelio se colocd en un matraz Erlenmeyer de
500 mL que contenia 250 mL de agua destilada, que se calentd a 100 °C durante 30
minutos y luego se tamizd. La biomasa se recuperd y almacend a -20 °C hasta su uso.
Determinacion de azicares reductores utilizando el método del dcido 3,5-dinitrosalicilico
La concentracién de azlcares reductores generados en el caldo PD en diferentes sistemas
de biocontrol se determind utilizando el método descrito por Miller (1959). Para cada
muestra, se agregaron 20 pL de muestra a 180 ulL de agua destilada en un tubo cdnico,
después de lo cual se mezcld la solucidn, y luego se agregaron 300 uL de reactivo de acido
3,5-dinitrosarilico (DNS; Sigma-Aldrich). La solucidon se incubd durante cinco minutos en

un bafio de agua hirviendo, y la reaccién se detuvo transfiriendo los tubos conicos a un
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bafio de agua fria durante un minuto. Después de esto, se agregaron 1.5 mL de agua
destilada a la mezcla, y los azUcares reductores se midieron espectrofotométricamente a
540 nm. Se realizé una curva de calibracién utilizando soluciones de dextrosa (Meyer)
con un valor de R? de 0.9965.

Andlisis de la actividad de la endo-8-1,3, la endo-8-1,4-glucanasa y la B-N-
acetilhexosaminidasa

Para evaluar la actividad celulolitica y quitinolitica, se inocularon 50 mL de caldo PD con
1x107 esporas/mL de cada cepa de Trichoderma sp. y/o 1x108 UFC/mL de B. subtilis, y se
incubaron a 30 °Cy 280 rpm, después de 0, 24, 48 y 72 h de incubacion, se extrajeron
muestras de 1 mLy se centrifugaron a 9,580 g durante 5 minutos. La actividad de la endo-
B-1,3- y endo-B-1,4-glucanasa se midid para cada muestra mezclando 20 pL de
sobrenadante con 180 plL de tampdn de acetato de sodio (pH 5,0; 50 mM) suplementado
con laminarina al 0.25% de Laminaria digitata (Sigma-Aldrich) (Mestre et al. 2017; Ting y
Chai 2015; da Silva Aires et al. 2012) o CMC al 1% (Sigma-Aldrich) (Sahin et al. 2013),
respectivamente. Las mezclas se incubarona 37 +2 °Co 50 £ 2 °C para evaluar la actividad
de la endo-B-1,3- y la endo-B-1,4-glucanasa, respectivamente. Una unidad internacional
(Ul) de actividad de endo-B-1,3 y endo-B-1,4-glucanasa se definié como 1 umol de azlcar
reductor liberado por min'mL™ en las condiciones anteriores. La actividad quitinolitica
se midido mediante una modificacion del método descrito por Ting y Chai (2015). Para
medir la actividad de la B-N-acetilhexosaminidasa, se mezclaron 20 plL de sobrenadante
con 180 pL de tampdn de fosfato de sodio (pH 7,0; 50 mM) suplementados con CC al 1%,
después de lo cual la mezcla se incubd a 30 °C durante 30 min. Las reacciones se
detuvieron agregando 300 pL de reactivo DNS. Los azlcares reductores fueron analizados
como se describié anteriormente. Una unidad internacional (Ul) de actividad de la 3-N-
acetilhexosaminidasa fue definida como 1 umol de aztcar reductor liberado por minmL"
1 en las condiciones anteriores. Para los sistemas bipartito y tripartito, el caldo PD se
suplementé con micelio desactivado de C. gloeosporioides al 1%. Para el sistema
bipartito, se afiadieron simultdaneamente 1x10’ esporas/mL de las cepas de Trichoderma
sp. 0 1x108 UFC/mL de B. subtilis, mientras que, para el sistema tripartito, se afiadieron
1x10% UFC/mL de B. subtilis después de 24 h de incubacion con Trichoderma sp. La
actividad de la endo-B-1,3, endo-B-1,4-glucanasa y B-N-acetilhexosaminidasa se

monitorearon a las 0, 24, 48 y 72 h después de la incubacién para los sistemas
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individuales, bipartitos y tripartitos. Los experimentos se repitieron tres veces con tres
réplicas para cada tratamiento.

Andlisis estadistico

Se utilizd Prism 5 (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA) para todos los analisis
estadisticos. Los datos se expresaron como la media + DE de tres mediciones y se
analizaron mediante un ANOVA unidireccional seguido del andlisis post hoc de Tukey para
probar las diferencias en el porcentaje de inhibicion de C. gloeosporioides, el crecimiento,
las actividades celuloliticas y quitiliticas, y actividades de endo-B-1,3-glucanasa, endo-p-
1,4-glucanasa y B-N-acetilhexosaminidasa. Las diferencias se consideraron
estadisticamente significativas a a=0.01.

RESULTADOS Y DISCUSION

Para evaluar la actividad de biocontrol de las cepas de B. subtilis, Trichoderma
(IM1206040, JS3, T1, T2 y T3) contra C. gloeosporioides, se realizd un ensayo bipartito.
Todas las cepas evaluadas fueron capaces de inhibir el crecimiento de C. gloeosporioides
en medio PDA. La cepa menos eficiente fue Trichoderma T1, que generd el 32.6% de
inhibicion, mientras que Trichoderma JS3 y B. subtilis alcanzaron el 55.1% y 57.1% de
inhibicion, respectivamente. Las cepas mas eficientes fueron Trichoderma IMI1206040,
Trichoderma T3y Trichoderma T2, que inhibieron el crecimiento de C. gloeosporioides en
un 70.4%, 67.3% y 62.4%, respectivamente (Tabla 1 y Figura suplementaria 2).
Adicionalmente, para determinar si la actividad de biocontrol de B. subtilis disminuyd en
medio PDA, se realizd un ensayo de antagonismo en medio LB. En estas condiciones, se
modificaron las actividades de biocontrol de las cepas. Trichoderma 1S3 y Trichoderma
IMI206040 mostraron reducciones en su actividad de biocontrol frente a C
gloeosporioides consiguieron el 44.2% vy 31.5% de inhibicién, respectivamente.
Trichoderma T1, Trichoderma T2, Trichoderma T3 y B. subtilis exhibieron una mayor
actividad de biocontrol contra C. gloeosporioides bajo estas condiciones. Trichoderma T1
y Trichoderma T2 exhibieron una inhibicién de C. gloeosporioides del 87.1%, mientras que
Trichoderma T3 y B. subtilis obtuvieron el 79.1% y 70.8%, respectivamente (Tabla 1y
Figura Suplementaria 2). Estos resultados sugieren que la actividad de biocontrol es
especifica para cada cepa, y esta actividad puede estar fuertemente influenciada por

otros factores, como la fuente de nutrientes.
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Para evaluar la eficiencia del proceso de biocontrol de Trichoderma sp.y B. subtilis en C.
gloeosporioides, se realizd un ensayo tripartito. Las cepas antagonistas mostraron
actividad de biocontrol contra C. gloeosporioides en medio PDA para todas las
combinaciones probadas. La combinacién de Trichoderma T2 y B. subtilis mostré la mayor
tasa de inhibicion con un 76%, que también fue mayor que la inhibicidon observada en los
sistemas bipartitos para estas cepas (Tabla 1 y Figura suplementaria 2). Otras
combinaciones mostraron inhibiciéon de 43.5% a 53.1%. Ademas, la combinacién de
Trichoderma T1 y B. subtilis mostré una inhibicién del 53.1%, que fue un porcentaje
mayor que el observado para Trichoderma T1, y similar a la inhibicion observada para B.
subtilis en el sistema bipartito. En contraste, en medio LB, las combinaciones con las tasas
de inhibicién mas altas fueron Trichoderma T2 y B. subtilis, seguido de Trichoderma T1y
B. subtilis, asi como Trichoderma T3y B. subtilis (71.3%, 66.3% y 59%, respectivamente).
Las combinaciones de Trichoderma IMI1206040 y B. subtilis asi como Trichoderma JS3 y B.
subtilis mostraron el 15% y 31% de inhibicién, respectivamente (Tabla 1 y Figura
Suplementaria 2).

Tabla 1. Porcentaje de inhibicion de cepas antagonistas sobre el crecimiento de C.

gloeosporioides en los sistemas bipartito y tripartito

Inhibicidn (%)
Sistema bipartito Sistema tripartito
Ensayo (Trichoderma sp. o B. subtilis) (Trichoderma sp. + B. subtilis)
Medio
PDA LB PDA LB
Control 3.54+1.53Ad 1.64+1.65Ad 1.56+1.56Ac 5.32+3.69Ac

Trichoderma IM1206040

7040+1.76 Aa

31.59+0.27Cc

50.00+5.828Bb

15.45+1.41Chbc

Trichoderma JS3 55.10+6.37 Aab 4423522 Ac 4354+645Ab 31.71+6.45Ab
Trichoderma T1 32.65+£6.12Bc 87.18+£0.63Aa 53.12+541ABb 66.39+2.84Aa
Trichoderma T2 62.24+1.77Ba 87.18+1.68Aa 76.04 £1.80AB a 7131+3.76Ba
Trichoderma T3 67.34+1.77Aa 79.12+4.40Aa 50.00+3.12ABb 59.02+3.76 AB a

Bacillus subtilis 57.14 +£0.001 B ab 70.88+3.43Ab

Nota: Los datos son la media + DE, n=3. Diferentes letras mayusculas y minusculas representan diferentes
medias significativas para la misma cepa (datos horizontales) y medios de cultivo (datos verticales),
respectivamente (nivel de significancia de 0.001 en la prueba post-hoc de Tukey).

Todas las combinaciones en el sistema tripartito en medio LB mostraron menor inhibicién
gue la observada en los sistemas bipartitos en el mismo medio. Esto puede deberse a que
la cepa de B. subtilis afecta la actividad de biocontrol de las cepas de Trichoderma. Estos
resultados refuerzan la hipotesis de que las condiciones nutricionales y las interacciones
de microorganismos determinan la actividad de biocontrol de cepas antagonistas como

Trichoderma sp. y B. subtilis, regulando sus mecanismos de biocontrol individuales.
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Los resultados observados en los ensayos antagdnicos sugieren que la diafonia ocurre
entre Trichoderma sp., B. subtilis, y C. gloeosporioides durante el proceso de biocontrol.
Para evaluar mas a fondo este problema, se evaluaron las actividades celuloliticas y

quitiliticas en medio PDA y LB.

Bacilius Trichoderma Trichoderma Trichoderma Trichoderma Trichoderma
subtilis IMI206040 JS3 T3

2
T
]
2
m%

Tripartite

Figura 1. Actividad celulolitica de Trichoderma sp. y B. subtilis durante el proceso de biocontrol de
C. gloeosporioides en sistemas bipartitos y tripartitos. Fotografias representativas de la actividad
celulolitica de Trichoderma sp.y B. subtilis en sistemas bipartitos y tripartitos en medios PDAy LB
durante el proceso de biocontrol en C. gloeosporioides. Las cepas fueron inoculadas en medios
PDAvy LB suplementados con CMC al 1%, al final del ensayo las zonas de hidrdlisis fueron reveladas
por tincidon con rojo Congo, las areas blancas son indicativas de la presencia de actividad
celulolitica. Se utilizé E. coli como tratamiento de control. Ec (E. coli), Bs (B. subtilis), T
(Trichoderma sp.), Cg (C. gloeosporioides) y HZ (zona de hidrdlisis).

En términos de actividad celulolitica, C. gloeosporioides mostrd zonas hidroliticas
menores de estas actividades en los ensayos bipartitos vy tripartitos tanto en medio PDA
como LB en presencia de Trichoderma sp. o B. subtilis (Figura 1, Tablas 2 y 3). Ademas,
tanto las cepas de Trichoderma sp. como B. subtilis mostraron zonas de actividad
celulolitica. Las cepas de Trichoderma (excepto Trichoderma JS3) mostraron hidrolisis de
CMC tanto en medio PDA como en LB, asi como B. subtilis, como lo demuestra la tincion
con rojo Congo. Se observé una disminucidén en la zona de actividad celulolitica para
Trichoderma sp. en los sistemas bipartitos realizados en medio LB en comparacion con la
observada en medio PDA, excepto en Trichoderma T2. Trichoderma IMI206040,
Trichoderma T1 y Trichoderma T3 disminuyeron su actividad celulolitica en un 80.5%,
42.5%, 43% y 54%, respectivamente. En contraste, Trichoderma T2 mostré un aumento

en la actividad celulolitica en un 37% (Figura 1y Tabla 2).
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Del mismo modo, la actividad celulolitica de las cepas de Trichoderma disminuyd en los
sistemas tripartitos realizados en medio LB en comparacién con la observada en medio
PDA. Trichoderma IMI206040, Trichoderma T1, Trichoderma T2 y Trichoderma T3
disminuyeron su actividad celulolitica en un 73%, 66%, 52% y 70%, respectivamente
(Figura 1 y Tabla 3). En este sentido, tal disminucion en la actividad celulolitica de
Trichoderma podria deberse al menor crecimiento de estas cepas en medio LB con
respecto a lo observado en medio PDA tanto para sistemas bipartitos como tripartitos
(Figura 1).

La actividad celulolitica de B. subtilis en el sistema bipartito realizado en medio LB
aumenté en un 157% en comparacion con el observado en medio PDA (Figura 1y Tabla
2). En contraste, en los sistemas tripartitos, se observaron dos efectos: estimulacion y
disminucién de la actividad celulolitica de B. subtilis. En el primer grupo, B. subtilis alcanzé
un aumento de la actividad celulolitica en los sistemas conformados por Trichoderma T1
vs. B. subtilis vs. C. gloeosporioides y Trichoderma T3 vs. B. subtilis vs. C. gloeosporioides,
en un 560% vy 12.38%, respectivamente, en comparacion con los observados en los
mismos sistemas realizados en PDA.

Tabla 2. Actividad celulolitica de Trichoderma sp. y C. gloeosporioides en ensayos

bipartitos durante el proceso de biocontrol de C. gloeosporioides

Actividad celulolitica (area de hidrdlisis (cm?))

Cepa antagonica
C. gloeosporioides
Ensayo Bipartito

Medio
PDA LB PDA LB
Trichoderma IMI1206040 vs. C. gloeosporioides 4320+1.01a 8.42+0.4 bc 1.71+0.24 ab 2.11+1.10
Trichoderma JS3 vs. C. gloeosporioides 0.00+0.00 e 0.00+0.00 ¢ 0.00+0.00 b 143+0.14
Trichoderma T1 vs. C. gloeosporioides 30.38+0.40b 17.47+2.19ab 3.78+1.17a 0.24+0.24
Trichoderma T2 vs. C. gloeosporioides 19.77+0.40 ¢ 27.23+0.49a 0.00+0.00 b 0.67 +0.67
Trichoderma T3 vs. C. gloeosporioides 4598+ 1.76 a 21.21+7.07 ab 0.00+0.00 b 0.00 +0.00
B. subtilis vs. C. gloeosporioides 5.34+0.31d 13.74 +0.77 abc 0.00+0.00 b 0.00 +0.00

Nota: Los datos son la media = DE, n=3. Diferentes letras representan diferentes medias
estadisticamente significativas en el mismo medio de cultivo (datos verticales) (nivel de
significancia de 0.001 en la prueba post-hoc de Tukey). Los datos sin grupos estadisticos no
mostraron ninguna diferencia estadistica entre ellos.

En el segundo grupo, B. subtilis disminuyd la actividad celulolitica en los sistemas

Trichoderma IMI1206040 vs. B. subtilis vs. C. gloeosporioides, Trichoderma 1S3 vs. B. subtilis
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vs. C. gloeosporioides, y Trichoderma T2 vs. B. subtilis vs. C. gloeosporioides, en un 100%,
74% y 55%, respectivamente, en comparacion con los observados en los mismos sistemas
realizados en PDA (Figura 1 y Tabla 3). Estos resultados muestran que la actividad
celulolitica de Trichoderma sp. y B. subtilis es diferencial en los sistemas bipartito y
tripartito en ambos medios.

Tabla 3. Actividad celulolitica de Trichoderma sp., B. subtilis y C. gloeosporioides en

ensayos bipartitos durante el proceso de biocontrol de C. gloeosporioides

Actividad celulolitica (area de hidrdlisis (cm?))

Trichoderma sp.

B. subtilis C. gloeosporioides
Ensayo Tripartito
Medio
PDA LB PDA LB PDA LB
1 +
Trichoderma IMI206040 vs. B. 1985035 ¢ 41,1904 g064019a 000£000b 000000 179179
subtilis vs. C. gloeosporioides a

Trichoderma JS3 vs. B. subtilis

L 0.00+0.00b 0.00 £ 0.00 790+1.03a 2.02+1.17b 0.00 + 0.00 0.00 £ 0.00
vs. C. gloeosporioides

i ili + +
Trichoderma T1 vs. ‘B.‘subt///s 22.65+3.15 763 +3.49 2304089 b 15.18+0.84 0004000  0.00+0.00
vs. C. gloeosporioides a a
Trichoderma T2 vs. ‘B4'subt///s 26.28 + 1.66 12.59 + 5.28 £0.19 236+004b 029+029  0.00+0.00
vs. C. gloeosporioides a 4.11 ab
i ili + +
Trichoderma T3 vs. ‘B.‘subt///s 22.02£3.30 6.63+1.80 841+1.02a 12.38+1.41 188+1838  0.00+0.00
vs. C. gloeosporioides a a

Nota: Los datos son la media = DE, n=3. Diferentes letras representan diferentes medias
estadisticamente significativas en el mismo medio de cultivo (datos verticales) (nivel de
significancia de 0.001 en la prueba post-hoc de Tukey). Los datos sin grupos estadisticos no
mostraron ninguna diferencia estadistica entre ellos.

En cuanto a la actividad quitinolitica, C. gloeosporioides mostrd actividad quitinolitica
limitada o nula en los sistemas bipartito y tripartito realizados tanto en medio PDA como
LB. Trichoderma IMI1206040, Trichoderma T1, Trichoderma T2 y Trichoderma T3 fueron
capaces de hidrolizar CC en los medios PDA o LB en los sistemas bipartito y tripartito,
segln lo determinado por la presencia de zonas claras, mientras que Trichoderma 1S3
mostrd escasa actividad en el sistema tripartito realizado en PDA (Figura 2, Tablas 4y 5).
Las cepas de Trichoderma mostraron una disminucién en la actividad quitinolitica en los
sistemas bipartitos realizados en medio LB, y Trichoderma IMI206040, Trichoderma T1,
Trichoderma T2 y Trichoderma T3, disminuyeron su actividad quitinotitica en un 91%,
73%, 40% y 73%, respectivamente, en comparacion con las correspondientes al medio
PDA (Figura 2 y Tabla 4). Del mismo modo, en los sistemas tripartitos realizados en medio

LB, la actividad quitinolitica de Trichoderma IMI206040, Trichoderma T1, Trichoderma T2
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y Trichoderma T3 disminuyd en un 91%, 56%, 31% y 61%, respectivamente, en

comparacioén con la observada en el medio PDA (Figura 2y Tabla 5).

E. coli Trichoderma Trichoderma Trichoderma Trichoderma Trichoderma
IMi206040 JS3 T1

=
t
o
a2
m“

Tripartite

e

Figura 2. Actividad quitinolitica de Trichoerma sp. y B. subtilis durante el proceso de biocontrol de

C. gloeosporioides tanto en sistemas bipartito como tripartitos. Fotografias representativas de la
actividad quitinolitica de Trichoderma sp. y B. subtilis en los sistemas bipartitos y tripartitos sobre
medio PDA y LB durante el proceso de biocontrol de C. gloeosporioides. Las cepas fueron
inoculadas en medio PDA y LB suplementadas con CC al 1%, al final del ensayo las zonas de
hidrdlisis fueron reveladas tincién con rojo Congo, las areas blancas son indicativas de la presencia
de actividad quitinolitica. Se utilizd E. coli como tratamiento de control. Ec (E. coli), Bs (B. subtilis),
T (Trichoderma sp.), Cg (C. gloeosporioides) y HZ (zona de hidrdlisis).

Ademas, Trichoderma IMI1206040, Trichoderma T1, Trichoderma T2 y Trichoderma T3 en
los sistemas tripartitos disminuyeron su actividad quitinolitica en un 4%, 15%, 36% vy 21%,
respectivamente, en comparaciéon con los observados en los sistemas bipartitos
correspondientes (Figura 2, Tablas 4 y 5). Sin embargo, en medio LB, la actividad
hidrolitica cambid entre los sistemas bipartitos y tripartitos. Trichoderma IMI1206040 y
Trichoderma T2 disminuyeron su actividad hidrolitica en un 11%y 27%, respectivamente,
en los sistemas tripartitos conformados por Trichoderma IMI1206040 vs. B. subtilis vs. C.
gloeosporioides y Trichoderma T2 vs. B. subtilis vs. C. gloeosporioides, respectivamente,

en comparacion con la actividad observada en los sistemas bipartitos.
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Tabla 4. Actividad quitinolitica de Trichoderma sp. y C. gloeosporioides en los ensayos

bipartitos durante el proceso de biocontrol en C. gloeosporioides

Actividad quitinolitica (drea de hidrdlisis (cm?))

Trichoderma sp. -
. C. gloeosporioides
Ensayo Bipartito
Medio
PDA LB PDA LB
Trichoderma IM1206040 vs. C. gloeosporioides 47.79 £ 0.84 ab 4.41+£7.63ab 6.63+0.26 ab 3.33+4.71
Trichoderma JS3 vs. C. gloeosporioides 0.00+£0.00 ¢ 0.00+0.00 b 0.76 £0.66 ¢ 9.76 +7.67
Trichoderma T1 vs. C. gloeosporioides 46.68 +3.59 ab 12.43 £3.60 ab 11.19+281a 2.81+1.82
Trichoderma T2 vs. C. gloeosporioides 44.85+3.54b 26.75+9.73 a 5.08 £0.24 bc 0.00 +0.00
Trichoderma T3 vs. C. gloeosporioides 53.27+1.13a 14.14+9.12 ab 6.46 £ 1.36 ab 1.28+1.12

Nota: Los datos son la media + DE, n=3. Diferentes letras representan diferentes medias
estadisticamente significativas en el mismo medio de cultivo (datos verticales) (nivel de
significancia de 0.001 en la prueba post-hoc de Tukey). Los datos sin grupos estadisticos no
mostraron ninguna diferencia estadistica entre ellos.

En contraste, Trichoderma T1 y Trichoderma T3 aumentaron su actividad hidrolitica en
un 40% y 15%, en los sistemas Trichoderma T1 vs. B. subtilis vs. C. gloeosporioides y
Trichoderma T3 vs. B. subtilis vs. C. gloeosporioides en comparacién con los observados
en los sistemas bipartitos (Figura 2, Tablas 4 y 5). En contraste, B. subtilis disminuyo la
actividad quitinolitica en los sistemas Trichoderma IMI206040 vs. B. subtilis vs. C.
gloeosporioides, Trichoderma T1 vs. B. subtilis vs. C. gloeosporioides, y Trichoderma T3 vs.
B. subtilis vs. C. gloeosporioides, en un 51%, 78% y 57%, respectivamente, en
comparacioén con los observados en los sistemas tripartitos realizados en medio PDA. Por
otro lado, B. subtilis aumentd la actividad quitinolitica en los sistemas Trichoderma JS3
vs. B. subtilis vs. C. gloeosporioides y Trichoderma T2 vs. B. subtilis vs. C. gloeosporioides,
enun 492% vy 68%, respectivamente, en comparacion con los mismos sistemas realizados
en medio PDA (Figura 2 y Tabla 5). Estos datos refuerzan la posibilidad de diafonia entre
Trichoderma sp. y B. subtilis durante el biocontrol de C. gloeosporioides, modulando las
actividades celuloliticas y quitinoliticas.

La actividad de las glucanasas y quitinasas se induce al menos parcialmente en las cepas
de Trichoderma antes del contacto directo con el huésped. Sin embargo, los resultados
descritos anteriormente sugieren que estos estan modulados diferencialmente por el
contenido de nutrientes de los medios y por las interacciones con otros microorganismos.

Para confirmar la hipotesis de que la comunicacién cruzada ocurre entre Trichoderma sp.
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y B. subtilis sobre la modulacion de la actividad litica, se evalué la actividad de las enzimas
endo-B-1,3-glucanasa, endo-B-1,4-glucanasa y B-N-acetilhexosaminidasa durante el
biocontrol de C. gloeosporioides cuantitativamente, en sistemas bipartitos y tripartitos en
caldo PD. Se determind la actividad de B. subtilis, Trichoderma T1, Trichoderma T2 y
Trichoderma T3. Por otro lado, Trichoderma 1S3 no mostrd actividad celulolitica o
quitinolitica en medio sdlido razén por la cual no se incluyé en este ensayo.

Tabla 5. Actividad quitinolitica de Trichoderma sp. y C. gloeosporioides en los ensayos

tripartitos durante el proceso de biocontrol sobre C. gloeosporioides

Actividad quitinolitica (area de hidrdlisis (cm?))

Tripartito Trichoderma sp. B. subtilis C. gloeosporioides
Ensayo
Medio
PDA Lb PDA Lb PDA Lb
[ +
Trichoderma IMI206040 vs. B. 0 o\ 5 g1 5 3024449b 695+180a 340%590 08015 734157
subtilis vs. C. gloeosporioides ab

Trichoderma JS3 vs. B. subtilis

L 0.28+0.11b 0.00+£0.00b 0.74+0.35b 438+758 0.00+0.00b 4.14+7.17
vs. C. gloeosporioides

1 i + +
Trichoderma T1 vs. ‘Bisubt///s 39.71+ 132 3 17.39+1.79 599+017a 1.30+0.94 6.38 +2.39 1.05+0.72
vs. C. gloeosporioides a ab
i il + +
Trichoderma T2 vs. ‘B.'subt///s 28.43 +£10.93 19.63+5.12 5640343 885+148 812+317a 1.00+121
vs. C. gloeosporioides a a
Trichoderma T3 vs. ‘Bisubt///s 4157 +1.19 3 16.27 +1.63 6.04+199a 2624229 5.77+1.14 0.60+021
vs. C. gloeosporioides a ab

Nota: Los datos son la media = DE, n=3. Diferentes letras representan diferentes medias
estadisticamente significativas en el mismo medio de cultivo (datos verticales) (nivel de
significancia de 0.001 en la prueba post-hoc de Tukey). Los datos sin grupos estadisticos no
mostraron ninguna diferencia estadistica entre ellos.

La actividad basal de la endo-B-1,3-glucanasa de Trichoderma T1, Trichoderma T2 vy
Trichoderma T3 fue dependiente del tiempo, mostrando la mayor actividad a las 72 h
(3.01, 2.36 y 2.37 UI, respectivamente), mientras que la mayor actividad para B. subtilis
se observo a las 48 h (0.62 Ul) (Figura 3A).

Adicionalmente, en el sistema bipartito (en presencia de micelio desactivado de C.
gloeosporioides), todas las cepas antagonistas mostraron un aumento de la actividad de
la endo-B-1,3-glucanasa a las 24 h después de la incubacién, alcanzando su maximo a las
48 h después de la inoculacién. Trichoderma T1, Trichoderma T2 y Trichoderma T3
alcanzaron 3.2, 2.8 y 2.18 Ul, respectivamente, mientras que B. subtilis alcanzé 1.72 Ul
en estas condiciones experimentales. Sin embargo, individualmente y con el mismo
tiempo de incubacién, exhibieron 2.11, 1.74 y 0.89 Ul para Trichoderma T1, Trichoderma

T2 y Trichoderma T3, respectivamente, mientras que B. subtilis exhibié una actividad de

0.61 Ul (Figura 3B).
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Para el sistema tripartito (Trichoderma sp., B. subtilis, y micelio desactivado de C.
gloeosporioides), la actividad endo-B-1,3-glucanasa fue dependiente del tiempo cuando
se utilizd Trichoderma T1, mostrando la mayor actividad a las 72 h (1.6 Ul), mientras que
Trichoderma T2 mostré actividad estable en todos los puntos de tiempo evaluados
(aproximadamente 1.35 Ul). Como se puede observar, en el sistema tripartito para
Trichoderma T1 y B. subtilis y, Trichoderma T2 y B. subtilis en presencia de micelio
desactivado de C. gloeosporioides la actividad de la endo-B-1,3-glucanasa disminuyd
significativamente, aunque para Trichoderma T3y B. subtilis, dicha actividad se mantuvo
constante en comparacion con la actividad observada en el sistema bipartito para
Trichoderma T3, y se observé un aumento para B. subtilis.

La combinacién con Trichoderma T3 exhibié una actividad de 2.9 Ul a 48 h (el valor mas
.:) en cualquier condicién dada para esta cepa), aunque esto disminuyd a las 72 h

después de la inoculacion (1.09 Ul) (Figura 3C).
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Figura 3. Efecto del micelio desactivado de C. gloeospor/mdes sobre la actividad de la endo-B-1,3-
y endo-B-1,4-glucanasa de Trichoderma sp. y B. subtilis en caldo PD. A-C) Actividad de la endo-§3-
1,3-glucanasa. D-F) actividad de la endo-B-1,4-glucanasa. A, D) Actividad basal. B, E) Sistema

bipartito. C, F) Sistema tripartito. ( ) Control, ( ) Trichoderma T1, ( ) Trichoderma T2, ( )
Trichoderma T3, () B. subtilis, () Trichoderma T1 mas B. subtilis, ( ) Trichoderma T2 mas B.
subtilis, () Trichoderma T3 mas B. subtilis. Los datos son medias + DE, n=3. Diferentes letras
representan diferentes medias estadisticamente significativas entre los diferentes sistemas
evaluados para el mismo tiempo de incubacién (nivel de significancia de 0.01 en la prueba post-
hoc de Tukey).

En contraste, en el sistema individual, solo B. subtilis mostro actividad de la endo-3-1,4-
glucanasa, alcanzando un valor maximo a las 48 h después de la incubacion (1.06 Ul)
(Figura 3D). En el sistema bipartito, el micelio desactivado de C. gloeosporioides estimulo
la actividad de la endo-B-1,4-glucanasa de B. subtilis, asi como de Trichoderma T2 y
Trichoderma T3 a las 24 h después del inicio de la incubacion, aumentando en 2.11, 1.70

y 0.72 Ul, respectivamente, mientras que Trichoderma T1 no mostrd actividad en la
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misma condicién. Ademas, la actividad de B. subtilis se mantuvo estable a las 48 h (2.00
Ul), aumentd a las 72 h y alcanzod las 2.85 Ul. Bajo esta condicion, Trichoderma T2
disminuyd su actividad después de 24 h de incubacion hasta 0.08 Ul, mientras que
Trichoderma T3 no mostré actividad a las 72 h después de la incubacion (Figura 3E).
Curiosamente, en el sistema tripartito, solo la combinacién de Trichoderma T1y B. subtilis
en presencia de micelio desactivado de C. gloeosporioides mostrd actividad de la endo-
B-1,4-glucanasa significativamente a las 24 h después de la incubacion (2.49 Ul) y dicha
actividad se redujo a las 48 h'y 72 h (1.19 y 1.81 Ul, respectivamente). Ademas, los
sistemas de Trichoderma !y Trichoderma T3 mostraron actividad hasta 72 h después
de la incubacién (0.70 y 0.46 Ul, respectivamente) (Figura 3F).

Ademds, con respecto a la actividad de la B-N-acetilhexosaminidasa en el sistema
individual, B. subtilis y Trichoderma T1 exhibieron sus valores maximos 24 h después de
la incubacién (1.01 y 1.32 Ul, respectivamente), mientras que Trichoderma T2 vy
Trichoderma T3 no mostraron esta actividad (Figura 4A). En el sistema bipartito, el micelio
desactivado de C. gloeosporioides indujo un aumento en la actividad de B. subtilis,
Trichoderma T2 y Trichoderma T3, alcanzaron 1.40, 1.31 y 0.86 Ul, respectivamente.
Curiosamente, Trichoderma T1 (que mostré mayor actividad individualmente), en
presencia de micelio desactivado de C. gloeosporioides, mostré nula actividad bajo estas
condiciones experimentales (Figura 4B). Para el sistema tripartito, la combinacion de
Trichoderma T3 alcanzé 1.77 Ul a las 48 h después de la incubacion, mientras que la

combinacién de Trichoderma T1 o Trichoderma T2 aumenté la actividad hasta 1.20y 0.25

Ul 24 h después de la incubacién, respectivamente (Figura 4C).

Figura 4. Efecto del micelio desactivado de C. gloeosporioides sobre la actividad de la B-N-
acetilhexosaminidasa de Trichoderma sp.y B. subtilis en caldl PD. A) Actividad basal. B) Sistema
bipartito. C) Sistema tripartito. ( ) Control, ( ) Trichoderma T1, ( ) Trichoderma T2, ( )
Trichoderma T3, () B. subtilis, ( ) Trichoderma T1 mas B. subtilis, ( ) Trichoderma T2 mas B.
subtilis, () Trichoderma T3 mas B. subtilis. Los datos son medias + DE, n=3. Diferentes letras
representan diferentes medias estadisticamente significativas entre los diferentes sistemas
evaluados para el mismo tiempo de incubacién (nivel de significancia de 0.01 en la prueba post-
hoc de Tukey).
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Todos los resultados descritos anteriormente indican que la actividad litica (endo-B-1,3-
glucanasa, endo-B-1,4-glucanasa y B-N-acetilhexosaminidasa) de Trichoderma sp. y B.
subtilis se modula diferencialmente en presencia de micelio desactivado de C
gloeosporioides, probablemente a través de la comunicacion cruzada entre Trichoderma
sp. y B. subtilis.

Discusion

El uso de BCA contra microorganismos fitopatdgenos ha aumentado en los ultimos afios.
Aungue Trichoderma es un BCA exitoso, es necesario desarrollar estrategias alternativas
para mejorar o complementar los métodos existentes. En este sentido, una opcién
explorada en los ultimos afios es el uso de una combinacion de dos BCA para mejorar la
eficiencia del control de los agentes etiolégicos de las enfermedades de las plantas. La
combinacién de dos o mas BCA puede modular positivamente la actividad de biocontrol
entre si (Jambhulkar et al. 2018). Sin embargo, debe determinarse la compatibilidad entre
los BCA. Las bacterias de la rizosfera son excelentes BCA potenciales y podrian ser
compatibles con otros BCA como Trichoderma sp. Las especies de Bacillus son bacterias
rizosféricas, y muchas de ellas son BCA sobresalientes debido a sus multiples mecanismos
de accién, como la produccion de enzimas que degradan la pared celular y de antibiéticos
(Shafietal. 2017). Debido a sus caracteristicas de biocontrol, Bacillus sp. son un candidato
ideal para formar equipo con Trichoderma sp.

En este estudio, la actividad de biocontrol de cinco cepas de Trichoderma sp. y una de B.
subtilis se evalud durante el biocontrol de C. gloeosporioides. Los resultados del sistema
bipartito mostraron que las cepas utilizadas en este estudio fueron capaces de inhibir el
crecimiento de C. gloeosporioides (restringiendo el efecto de la competencia por espacio
y nutrientes). En el medio PDA, se observaron porcentajes de inhibicién de 70.4%, 55.5%,
32.65%, 62.24%, 67.24% y 57.14% para Trichoderma IMI206040, Trichoderma 1S3,
Trichoderma T1, Trichoderma T2, Trichoderma T3y B. subtilis, respectivamente (Tabla 1
y Figura suplementaria 2). Ademas, en medio LB, la actividad de biocontrol de las cepas
fue diferente (efecto probablemente asociado con la fuente de nutrientes) (Ghazanfar et
al. 2018). Se observé un aumento de la actividad inhibitoria para B. subtilis, Trichoderma
T1, Trichoderma T2 y Trichoderma T3 en un 24%, 167%, 40% y 17%, respectivamente, en
comparacién con los observados en el medio PDA en los sistemas bipartitos

correspondientes. Para Trichoderma 1S3 y Trichoderma IMI206040, se observd una
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disminucién de la actividad de biocontrol contra C. gloeosporioides en medio LB en un
55% y 19%, respectivamente, en comparacion con los observados en medio PDA (Tabla
1). Los valores de inhibicién observados en este estudio fueron mas altos que los
reportados en otros estudios. Zivkovi¢ et al. (2010) informaron que Trichoderma
harzianum inhibié el crecimiento de C. gloeosporioides en un 38%-58%, mientras que B.
subtilis exhibid una inhibicion del 28%-48% en el medio PDA. Ademas, Ashwini y Srividya
(2014) informaron que B. subtilis inhibié el crecimiento de C. gloeosporioides en un 55%
en medio PDA. Estos resultados indican que las diferencias observadas en la actividad de
biocontrol son especificas de la cepa y dependen de fuentes nutricionales (Ghazanfar et
al. 2018; Mustafa et al. 2009).

En el presente estudio, los sistemas de confrontacidn se realizaron en medios PDA y LB,
y se observo actividad de biocontrol diferencial en ambos medios, y los bioensayos de
biocontrol realizados en medio LB contra C. gloeosporioides fueron mas eficientes que el
alcanzado en el medio PDA en los sistemas bipartitos. Anwar e Igbal (2017) evaluaron el
efecto del uso de medio de caldo nutriente (GNB), caldo de extracto de levadura (YEB) y
caldo de dextrosa de papa (PDB) en la producciéon de moléculas de antibidticos.
Determinaron que la composicion de las fuentes nutricionales afecta la produccion de
compuestos bioactivos en Trichoderma harzianum. El medio de crecimiento mas efectivo
para inducir la produccion de metabolitos bioactivos fue el GNB, con una composicion de
10 g de glucosa, 5 g de peptona y 3 g de extracto de levadura, lo que sugiere que la fuente
de nitrogeno favorece la actividad de biocontrol de T. harzianum a través de la
produccion de moléculas con propiedades antibidticas como los compuestos orgdnicos
volatiles (COV).

En el presente estudio, se observaron efectos similares a los reportados por Anwar e Igbal
(2017). En este sentido, el PDA es un medio de cultivo rico en carbohidratos como fuente
de carbono (20 g de glucosa y 4 g de extracto de papa), mientras que el medio LB ofrece
fuentes de carbono y nitrégeno (peptonay extracto de levadura), lo que podria favorecer
la actividad de biocontrol de las cepas evaluadas en los sistemas bipartitos. Bruce et al.
(2000) demostraron que la composicidon de aminoacidos del medio afecta la produccién
de COV fungicidas con propiedades antifungicas en Trichoderma aureoviride. Por lo tanto,
en este estudio, el mecanismo de antibiosis mediado por COV podria contribuir al

aumento de la eficacia de biocontrol observado en los sistemas bipartitos realizados en
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medio LB. Ademas, la disminucién de la eficiencia de biocontrol de Trichoderma
IMI206040 y Trichoderma JS3 observada en medio LB sugiere que estas cepas podrian
emplear otro mecanismo de biocontrol.

Para determinar si las combinaciones de B. subtilis y Trichoderma sp. producen un efecto
aditivo o sinérgico para inhibir el crecimiento de C. gloeosporioides, se establecid un
sistema tripartito. La combinacion de Trichoderma IMI206040, Trichoderma JS3 o
Trichoderma T3 con B. subtilis generd porcentajes de inhibicién inferiores a los
observados en el sistema bipartito en medio PDA. El mismo efecto se observd en LB
medio para todas las cepas (Tabla 1y Figura Suplementaria 2). Es razonable especular que
los metabolitos producidos por B. subtilis podria afectar el crecimiento de cepas de
Trichoderma, ya que se ha demostrado que los compuestos producidos por esta bacteria,
como laiturina A, la surfactina y la fengicina, inhiben otros organismos fungicos como C.
gloeosporioides (Kim et al. 2010), afectando su proceso de biocontrol a través de la
modulacion del metabolismo secundario en respuesta a dichos compuestos, incluida la
produccion de enzimas liticas (Udhayakumar et al. 2019). En este sentido, los
enfrentamientos entre los BCA Trichoderma sp. contra B. subtilis, muestran que B. subtilis
inhibe el crecimiento de todas las cepas de Trichoderma en medio PDA generando
porcentajes de inhibicion de 31.96%, 16.40%, 16.23%, y 14.87% en Trichoderma JS3,
Trichoderma T1, Trichoderma T2 'y Trichoderma T3, respectivamente (Figuras
suplementarias 3 y 4). El mismo efecto se observé en el medio LB, sin embargo, el efecto
fue notable hasta las 120 h, debido a la tasa de crecimiento de los microorganismos en
este medio de cultivo, donde B. subtilis generd porcentajes de inhibicién de 42.30%,
20.45%, 14.95% y 22.24% en Trichoderma 1S3, Trichoderma T1, Trichoderma T2 vy
Trichoderma T3, respectivamente. El efecto de inhibicion podria deberse al mecanismo
de antibiosis ejercido por B. subtilis sobre las especies de Trichoderma, que limita el
crecimiento de las cepas de Trichoderma en ambos medios (Figura suplementaria 4). Sin
embargo, en los sistemas tripartitos realizados en medio PDA el porcentaje de inhibicion
de C. gloeosporioides aumentd en un 63% vy 22%, en Trichoderma T1y B. subtilis, asi como
Trichoderma T2 y B. subtilis respectivamente, en comparacion con los alcanzados por las
cepas de Trichoderma (sistemas bipartitos). Aunque la eficacia inhibitoria contra C.
gloeosporioides disminuyd en el sistema Trichoderma T1 vs. B. subtilis vs. C

gloeosporioides en un 7%, mientras que en Trichoderma T2 vs. B. subtilis vs. C.
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gloeosporioides, la actividad de biocontrol contra C. gloeosporioides aumenté en un 33%
en comparacion con la de B. subtilis (sistema bipartito). Adicionalmente, cuando se
analizé el efecto inhibitorio contra C. gloeosporioides en los sistemas tripartitos realizados
sobre PDAy LB, se observaron dos tendencias en los sistemas realizados en medio LB en
comparacién con los observados en medio PDA; se evalud la disminucion y estimulacion
de la actividad de biocontrol de cada sistema. En el primer grupo, la eficiencia inhibitoria
de Trichoderma IMI1206040 vs. B. subtilis vs. C. gloeosporioides, Trichoderma JS3 vs. B.
subtilis vs. C. gloeosporioides, y Trichoderma T2 vs. B. subtilis vs. C. gloeosporioides
disminuyd en un 69%, 27% y 6%, respectivamente. En contraste, los sistemas
Trichoderma T1 vs. B. subtilis vs. C. gloeosporioides y Trichoderma T3 vs. B. subtilis vs. C.
gloeosporioides aumentaron en un 25% y 18%, respectivamente. Este resultado sugiere
que existe una probable interaccion entre las cepas de B. subtilis y Trichoderma que
modulan la eficiencia del biocontrol en un sistema tripartito en funcién tanto del
contenido nutricional (Ghazanfar et al. 2018; Mustafa et al. 2009) e interacciones con
otros microorganismos (Jambhulkar et al. 2018).

La inhibicién diferencial del crecimiento de C. gloeosporioides observado en sistemas
bipartitos y tripartitos realizados en ambos medios sugiere que existen mecanismos de
biocontrol modulador entre los BCA evaluados. Las interacciones microorganismo-
microorganismo son la estrategia clave para colonizar diferentes ambientes. Estas
interacciones entre microorganismos son cruciales para muchos procesos, incluida la
deteccién de los miembros de una comunidad para competir o cooperar dentro de nichos
ambientales especificos (Cosetta y Wolfe, 2019). Por otro lado, las interacciones fungico-
bacterianas pueden conducir a la produccién de metabolitos secundarios, modulando la
comunicacién entre las especies, aunque las interacciones fisicas contribuyen a este
fendmeno (Braga et al. 2016; Frey-Klett et al. 2011; Cosetta y Wolfe, 2019). Como
resultado, las actividades celuloliticas y quitiliticas se evaluaron cualitativamente en
sistemas bipartitos vy tripartitos en medios PDA y LB porque el contacto entre BCA y
fitopatogenos desencadena la producciéon de enzimas degradadoras de la pared celular
por BCAs.

En el sistema bipartito realizado tanto en medios PDA como LB, todas las cepas de
Trichoderma mostraron actividad celulolitica, excepto Trichoderma JS3. Sin embargo, la

actividad celulolitica de Trichoderma en LB medio fue menor que la observada en medio
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PDA en sistemas bipartitos y tripartitos, excluyendo Trichoderma T2, para la cual la
actividad celulolitica se incrementd en un 37% en medio LB. Ademas, B. subtilis mostro la
mayor actividad celulolitica en medio LB en sistemas tripartitos en presencia de C
gloeosporioides y Trichoderma T1 o Trichoderma T3. Ademas, esta actividad disminuyo
en presencia de Trichoderma IMI1206040, Trichoderma JS3 o Trichoderma T2 (Figura 1,
Tablas 2y 3). También, se observé la misma tendencia para la actividad quitinolitica tanto
en sistemas bipartitos como tripartitos. Los valores detectados en el medio PDA fueron
superiores a los observados en el medio LB tanto en el sistema bipartito como en el
tripartito (Figura 2, Tablas 4 y 5). Se ha demostrado que las fuentes de nitrégeno vy
carbono, asi como las interacciones entre microorganismos antagonistas y fitopatégenos,
desempefian un papel importante en la regulacion de la actividad enzimatica como se
describié anteriormente (Ting y Chai 2015; El-Katatny et al. 2000; Udhayakumar et al.
2019; Karimi et al. 2017).

Como se observo anteriormente, las actividades enzimaticas hidroliticas de Trichoderma
sp. y B. subtilis se modularon diferencialmente en medio LB (efecto asociado con la
composicion del medio de cultivo) (Baukaew et al. 2016). Las enzimas degradadoras de
la pared celular producidas por Trichoderma durante el proceso de biocontrol incluyen
endo-B-(1,3)-, endo-B-(1,4)- y endo-B-(1,6)-glucanasas, quitinasas y proteasas (Zeilinger
y Omann 2007; Karimi et al. 2017) y B. subtilis produce quitinasas, glucanasas y celulasas
(Ashwini y Srividya 2014; Yoo 2009; Zivkovi¢ 2010). Sin embargo, la produccién vy la
actividad enzimatica estan moduladas por la composicién del medio y el tipo de cepa
(Baukaew et al. 2016; Deka et al. 2011). Para confirmar la modulacion de la actividad
hidrolitica observada en medios sélidos, se evaluaron cuantitativamente las actividades
de la endo-B-1,3-glucanasa, endo-B-1,4-glucanasa y B-N-acetilhexosaminidasa en caldo
de PD. Individualmente, se observo actividad maxima de endo-B-1,3-glucanasa para las
cepas de Trichoderma después de 72 h de incubacion, mientras que para B. subtilis, la
actividad maxima se observé a las 48 h (Figura 3A). Ademas, solo B. subtilis exhibid
actividad de la endo-B-1,4-glucanasa, mostrando actividad maxima después de la
incubacion durante 48 h (Figura 3D). Para la actividad de la B-N-acetilhexosaminidasa,
Trichoderma T1 vy B. subtilis alcanzaron valores maximos de actividad después de 24 h de
incubacion, mientras que Trichoderma T2 y Trichoderma T3 no mostraron actividad en

un momento dado (Figura 4A). La actividad enzimdtica uUnica (basal) de diferentes cepas
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podria atribuirse al reciclaje de la pared celular durante el envejecimiento y la autdlisis,
asi como a la remodelaciéon de la pared celular durante el desarrollo vegetativo (Gruber
y Seidl-Seiboth 2012, Kappel et al. 2020).

Cuando se agregd micelio desactivado de C. gloeosporioides al medio de cultivo, se
estimuld la actividad de la endo-B-1,3-glucanasa para todas las cepas evaluadas después
de 24 h de incubacidn, alcanzando su actividad maxima a las 48 h de incubacién (Figura
3B). Ademas, en estas condiciones, la actividad de la endo-B-1,4-glucanasa en B. subtilis
se estimuld alcanzando su actividad maxima a las 72 h, mientras que Trichoderma T2 y
Trichoderma T3 mostraron la maxima actividad a las 24 h después de la incubacion (Figura
3E). Ademads, en estas condiciones, la actividad de la B-N-acetilhexosaminidasa fue
detectable para Trichoderma T2 y Trichoderma T3, que alcanzaron su actividad maxima
después de 24 h, y en el caso de Trichoderma T2, la actividad se mantuvo a las 48 h de
incubacion, mientras que la actividad de Trichoderma T1 disminuyd en estas condiciones.
Ademas, la actividad de B. subtilis se mantuvo estable después de 48 y 72 h de incubacién
(Figura 4B). Estos resultados indican que el micelio desactivado de C. gloeosporioides
modula positivamente las actividades de la endo-B-1,3-glucanasa, endo-B-1,4-glucanasa
y B-N-acetilhexosaminidasa de todas las cepas analizadas, excepto la [-N-
acetilhexosaminidasa de Trichoderma T1, en la que la actividad no fue detectable en estas
condiciones. Resultados similares fueron reportados por Yang et al. (2009), quienes
demostraron que la presencia de micelio desactivado de Botrytis cinerea actla como un
inductor de la actividad enzimatica, aumentando la tasa de liberacidon de enzimas liticas
extracelulares en T. harzianum ETS 323. Este efecto se observd para las actividades
quitinoliticas, endo-B-1,3-glucanasa y proteasa, que alcanzaron sus niveles mas altos en
presencia de B. cinerea a las 72 h después de la inoculacién para quitinasas y endo--1,3-
glucanasas, mientras que la mayor actividad proteasa se observéd después de 48 h de
crecimiento. Ademas, Zhang et al. (2014) demostraron que las actividades de la endo-f3-
1,3-glucanasa y quitinasa de T. harzianum T-E5 aumentd en presencia de micelio
desactivado de F. oxysporum, exhibiendo actividad maxima a las 96 h después de la
inoculacién, y el mismo efecto se observd en la interaccion entre Trichoderma cerinum y
F. oxysporum (Khare et al. 2018). Ademas, Ashwini y Srividya (2014) evaluaron las
actividades quitinoliticas, endo-B-1,3- y endo-B-1,4-glucanasa de B. subtilis en presencia

de micelio desactivado de C. gloeosporioides. Se observd una actividad maxima de
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quitinasa de 2.84 U/mL después de 24 h de incubacién, mientras que las actividades de
la endo-B-1,3- y endo-B-1,4-glucanasa alcanzaron 3.2 y 13.21 U/mL a las 48 y 72 h
después de la inoculacion, respectivamente.

Ademas, los resultados del presente trabajo indican que la interaccion entre
microorganismos modula su mecanismo de biocontrol, por ejemplo, la actividad
hidrolitica. En este sentido, en el sistema tripartito, se observd la mayor actividad de la
endo-B-1,3-glucanasa para la combinacion con Trichoderma T3 y B. subtilis a las 48 h
después de la incubacion, que fue mayor que las actividades observadas en los sistemas
individual y bipartito para estas cepas. Curiosamente, la actividad de la combinacién de
Trichoderma T1 o Trichoderma T2 vy B. subtilis bajo esta condicion disminuyd
significativamente en comparacion con la observada en los sistemas individual y bipartito
(Figura 3C). En particular, la combinacion de Trichoderma T1y B. subtilis mostré la mayor
actividad de endo-B-1,4-glucanasa bajo esta condicidn, y es razonable suponer que esta
actividad corresponde a la observada en B. subtilis en presencia de micelio desactivado
de C. gloeosporioides; sin embargo, esta actividad fue casi nula en el sistema formado por
la combinacion de Trichoderma T2 o Trichoderma T3y B. subtilis (Figura 3F). Ademas, la
combinacién de Trichoderma T3 y B. subtilis mostrd la mayor actividad de B-N-
acetilhexosaminidasa en el sistema tripartito, que fue mayor que la actividad observada
en todos los demas sistemas probados. Ademas, la combinacién de Trichoderma T1y B.
subtilis exhibid una mayor actividad, mientras que la combinacién de Trichoderma T2 y
B. subtilis exhibié una actividad significativamente disminuida en estas condiciones
(Figura 4C). Estos resultados confirman la modulacion diferencial de la actividad
hidrolitica (endo-B-1,3-glucanasa, endo-B-1,4-glucanasa y B-N-acetilhexosaminidasa)
entre Trichoderma sp. y B. subtilis en presencia de micelio desactivado de C
gloeosporioides. En este sentido, Ting y Chai (2015) demostraron interacciones entre T.
harzianum y patégenos (F. oxysporum f. sp. cubense raza 4 y Ganoderma boninense), los
agentes no patégenos (T. viridescens, Serratia marcescens y Streptomyces griseus)
disminuyeron la actividad de la endo-B-1,3-glucanasa, lo que es consistente con los
resultados del presente estudio. Por otro lado, bacterias como B. subtilis y Pseudomonas
fluorescens tienen la capacidad de inhibir la actividad enzimatica de celulasas de hongos
como C. gloeosporioides (Udhayakumar et al. 2019), lo que podria haber sucedido en la

presente obra.
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El contenido nutricional del medio de cultivo juega un papel clave en la compatibilidad
entre Trichoderma sp. y B. subtilis, asi como su eficacia en el biocontrol de C
gloeosporioides en la modulacion de la actividad hidrolitica de cepas antagonistas. Sin
embargo, no se descarta que los mecanismos de biocontrol restantes puedan ser
modulados de manera similar. Los resultados del presente estudio sugieren que la
combinacién de las cepas de Trichoderma T2 y B. subtilis mostrd potencialidad
antagonista de manera independiente al contenido nutricional, que podria explorarse
para el tratamiento de la enfermedad antracnosis causada por C. gloeosporioides.
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ANEXOS

Material suplementario

Figura suplementaria 1. Crecimiento cinético de las cepas microbianas. A) PDA B) LB. (-0-) Trichoderma
IMI1206040, () Trichoderma 1S3, (- Trichoderma T1, (=) Trichoderma T2, (=») Trichoderma T3, (~e=)
B. subtilis, y (-e=) C. gloeosporioides. El crecimiento se monitored cada 24 h hasta llegar a la fase estacionaria
o saturacién de la placa. Los datos son medias + DE, n=3. El experimento se repitio dos veces.

Control Trichoderma Trichoderma Trichoderma Trichoderma Trichoderma Bacillus
E. coli) IMI206040 JS3 T 73 subtilis

£
t
©
2
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Figura suplementaria 2. Andlisis de antagonismo de Trichoderma sp. y Bacillus subtilis en la inhibicién del
crecimiento de C. gloeosporioides. Fotografias representativas de la inhibicion del crecimiento de C.
gloeosporioides generada por Trichoderma sp. y/o Bacillus subtilis en sistemas bipartitos y tripartitos tanto
en medios PDA como LB. Se utilizé E. coli como tratamiento de control.
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Figura suplementaria 3. Crecimiento cinético de cepas microbianas de los ensayos de antagonismo entre
Trichoderma sp. y B. subtilis. A-D) Medio PDA. E-H) medio LB. El crecimiento se monitore6 en medio PDA
de 24 h a 72 h una vez iniciado el enfrentamiento (tras 48 h de inoculacién de B. subtilis) mientras que en
LB medio se monitored el crecimiento de 24 h a 120 h. A, E) Trichoderma 1S3 vs. B. subtilis. B, F) Trichoderma
T1 vs. B. subtilis. C, G) Trichoderma T2 vs. B. subtilis. D, H) Trichoderma T3 vs. B. subtilis. (-e)Trichoderma
sp. vs. E. coli, (-o-) B. subtilis vs. E. coli, (--) Trichoderma sp. vs. B. subtilis, (<) B. subtilis vs. Trichoderma
sp. La linea corresponde al primer organismo del sistema de confrontacién. Los datos son medias + DE,
n=5. El experimento se repitid dos veces.

Trichoderma Trichoderma Trichoderma Trichoderma

Bacillus

subtilis Tl

Figura suplementaria 4. Enfrentamientos duales entre Trichoderma sp. y B. subtilis en medios PDA y LB.
Fotografias representativas de los ensayos de antagonismo de Trichoderma 1S3 vs. B. subtilis, Trichoderma
T1 vs. B. subtilis, Trichoderma T2 vs. B. subtilis, y Trichoderma T3 vs. B. subtilis. En el medio PDA las
fotografias fueron tomadas a las 72 h de confrontacién mientras que en el medio LB fueron tomadas a las
120 h de confrontacién. Las tasas de crecimiento se normalizaron para cada sistema evaluado. E. coli se
utilizé como control en todos los sistemas evaluados.
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