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Resumen. Se aislaron, identificaron y caracte-
rizaron especies de Trichoderma spp. asociadas a
plantas de Pachycereus pringlei y Jatropha cine-
rea como agentes de biocontrol hacia hongos fito-
patogenos. Los agentes antagonicos se aislaron de
seis sitios en Baja California Sur, México. La iden-
tificacion se realizd en base a sus caracteristicas
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Abstract. Species of Trichoderma spp. were
isolated, identified and characterized associated
with Pachycereus pringlei and Jatropha cinerea as
biocontrol agents against phytopathogenic fungi.
The antagonistic agents were isolated from six sites
in Baja California Sur, Mexico. The identification
was made based on its morphological characteristics
and abundance, frequency of occurrence and
mycelial growth of Trichoderma spp. and in
vitro antagonism against £ oxysporum, F. solani,
R. solani, C. gloeosporioides and A. alternata
was determined. Eighteen Trichoderma isolates
concentrated in seven species were obtained: T
asperellum, T. atroviride, T. harzianum, T. koningii,
T viride, T. longibrachiatum and Trichoderma
spp. Duncan’s test (p<0.05) showed significant
differences in the abundance of the species (CFU/g
of'soil) and the frequency of occurrence. The largest
population was found in El Saltito, Los Encinos and

435



REVISTA MEXICANA DE FITOPATOLOGIA
MEXICAN JOURNAL OF PHYTOPATHOLOGY

FuLLy BILINGUAL

morfoldgicas y se determind; abundancia, frecuen-
cia de ocurrencia y antagonismo in vitro hacia F
oxysporum, F. solani, R. solani, C. gloeosporioides
y A. alternata. Se obtuvieron 18 aislamientos de
Trichoderma concentrados en siete especies. 7. as-
perellum, T. atroviride, T. harzianum, T. koningii,
T viride, T. longibrachiatum y Trichoderma sp. La
prueba de Duncan (p<0.05) mostr6 diferencias sig-
nificativas en la abundancia de las especies (UFC/g
de suelo) y la frecuencia de ocurrencia. La mayor
poblacién se encontroé en El Saltito, Los Encinos y
Las Pocitas con UFC de 2.1, 1.8 y 0.7 x 103 g de
suelo respectivamente. En el antagonismo in vitro,
T. koningii inhibi¢ significativamente el crecimien-
to de los hongos fitopatdégenos comparado con el
control comercial. La actividad antifungica de las
diversas especies de Trichoderma spp. pueden ser
una alternativa para el biocontrol de enfermedades
ocasionadas por hongos fitopatogenos de las espe-
cies analizadas.

Palabras clave: Hongo, suelo, diversidad, pobla-
cion, fitopatdgenos, control biologico.

Trichoderma (Ascomycota: Hypocreales) es
un hongo cosmopolita que incluye a mas de 100
especies presentes en diferentes zonas climaticas
y se encuentra colonizando a una amplia gama
de nichos, incluidas plantas vivas y muertas, sue-
lo, sedimento, materia organica, tejido animal,
entre otros (Wang y Zhuang, 2020; Nuangmek et
al., 2021). Trichoderma spp. poseen un metabo-
lismo versatil que les da capacidad de controlar a
diversos fitopatogenos debido principalmente a la
produccion de enzimas hidroliticas, competencia
por espacio y nutrientes, induccion de resistencia
en el hospedero, antibiosis, micoparasitismo, en-
tre otros (Gamarra et al., 2017; Zhou et al., 2020).
Existe un progreso significativo sobre los mecanis-
mos reguladores que utilizan las distintas especies
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Las Pocitas with CFU of 2.1, 1.8 and 0.7 x 103 g'!
of soil respectively. In the in vitro antagonism, 7.
koningii was the one that significantly inhibited the
growth of phytopathogenic fungi. The antifungal
activity of the various of Trichoderma spp. can be
an alternative for the biocontrol of diseases caused
by phytopathogenic fungi.

Key words: Fungus, soil, diversity, population,
phytopathogens, biological control.

Trichoderma (Ascomycota: Hypocreales) is
a cosmopolitan fungus that includes over 100
species found in different climatic zones and
colonizes a wide range of niches, including living
and dead plants, soil, sediment, organic matter,
animal tissue, and others (Wang and Zhuang,
2020; Nuangmek et al., 2021). Trichoderma spp.
has a versatile metabolism that gives it the ability
to control diverse phytopathogens, due mainly to
the production of hydrolytic enzymes, competition
for space and nutrients, resistance induction in the
host, antibiosis, mycoparasitism, among others
(Gamarra et al., 2017; Zhou et al., 2020). There
has been significant progress on the regulating
mechanisms used by different species to establish
themselves in terrestrial or marine habitats (Gal-
Hemed et al, 2011; Su et al, 2018). One of
the differences is reportedly the more efficient
production of secondary metabolites (6-pentyl-
a-pyrone and trichodermaketones), along with
a greater production of enzymes (chitinase and
B-1,3-endoglucanase) (Kim et al., 2020).
of the most important 7richoderma species acting
as biocontrol agents against phytopathogens are

Some

T. reesei, T. koningii, T. asperellum, T. viride, T.
harzianum, T. aureoviride, and others (Brito ef al.,
2020; Alfiky and Weisskopf, 2021).

This genus is used to develop commercial
bioproducts for the control of plant diseases (Singh
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para establecerse en habitats terrestres o marinos
(Gal-Hemed et al.,, 2011; Su et al, 2018). Se ha
reportado que unas de las diferencias consisten en
la produccion mas eficiente de metabolitos secun-
darios (6-pentil-a-pirona y trichodermacetonas).
Asi como mayor produccion de enzimas (quitinasa
y B-1,3-endoglucanasa) (Kim et al., 2020). Dentro
de las especies de Trichoderma mas importantes
como agentes de biocontrol hacia fitopatogenos se
encuentran: 7. reesei, T. koningii, T. asperellum,
T viride, T. harzianum, T. aureoviride, entre otros
(Brito et al., 2020; Alfiky y Weisskopf, 2021).

Este género es utilizado para desarrollar biopro-
ductos comerciales para el control de enfermedades
en las plantas (Singh y Jadon, 2019; Carrillo et al.,
2020); sin embargo, existen casos de baja eficiencia
en el control de fitopatogenos, debido a que las di-
versas especies de Trichoderma que componen los
bioproductos comerciales son originarios de regio-
nes edafoclimaticas diferentes a la zona geografica
donde se aplica (Harman et al., 2010). Por lo tanto,
es importante la seleccion de microorganismos na-
tivos adaptados a las condiciones edafoclimaticas
de la region donde se pretende realizar el biocon-
trol de las enfermedades en plantas (Al-Mekhlafi et
al., 2019; Tegene et al., 2021). Alrededor del mun-
do, se desarrollan actividades agricolas bajo climas
desérticos con limitadas precipitaciones durante el
ano y temperaturas extremas con mas de 40 °C.
Los suelos en las zonas semiaridas son comunmen-
te alcalinos con pobre materia organica (Yang et
al., 2019; Elnashar et al., 2021), por lo tanto, las
plantas agricolas que crecen sobre estas condicio-
nes necesitan de la aplicacion de bioproductos que
permitan lograr una mayor productividad y calidad
de la cosecha, de tal manera que el estudio de 7ri-
choderma spp. nativos de zonas desérticas son un
importante recurso para la sostenibilidad de los cul-
tivos agricolas (Torres-De la Cruz et al., 2015; Mi-
chaud, 2018). En México, existen escasos estudios
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and Jadon, 2019; Carrillo et al., 2020). However,
there are cases of low efficiency in the control
of phytopathogens, since the diverse species
of Trichoderma that make up the commercial
bioproducts  are
edaphoclimatic regions to the geographic area
in which it is applied (Harman et al., 2010). It is
therefore important to select native microorganisms
adapted to the edaphoclimatic conditions of the
place in which the biocontrol of plant diseases
is intended to be carried out (Al-Mekhlafi et al.,
2019; Tegene et al., 2021). Worldwide, agricultural
activities are carried in deserts with limited yearly
rainfall and extreme temperatures of over 40 °C.
Soils in semiarid areas are commonly alkaline with
poor organic matter (Yang et al., 2019; Elnashar et
al., 2021), therefore, crops that grow under these
conditions require bioproducts that help achieve a
greater productivity and quality of the harvest, hence
the study of Trichoderma spp. native to desert areas
are an important resource for the sustainability of
agricultural crops (Torres-De la Cruz et al., 2015;
Michaud, 2018). In Mexico there are scarcely any
studies related to obtaining native Trichoderma

originally from different

isolations in desert areas. Due to this, the aim
of the present study was to isolate, identify and
characterize Trichoderma species as biocontrollers
of semiarid areas against phytopathogenic fungi.

MATERIALS AND METHODS

Sampling and study site. During the year 2019-
2020, strains of Trichoderma spp. were isolated
in Baja California Sur, Mexico. In the area of
study, the predominant climate is semiarid with a
maximum temperature of 44 °C and a minimum
of 16 °C with rainfalls of 122.5 mm/year. The
predominant vegetation is the xerophilous scrub.
Samples were taken from six places (Figure 1): Las

437



REVISTA MEXICANA DE FITOPATOLOGIA
MEXICAN JOURNAL OF PHYTOPATHOLOGY

FuLLy BILINGUAL

relacionados a la obtencion de aislados nativos de
Trichoderma asociado a suelos de zonas desérticas.
Por lo anterior, el objetivo del presente estudio fue
el aislamiento, identificacion y caracterizacion de
especies de Trichoderma como biocontroladores de
zonas semiaridas hacia hongos fitopatogenos.

MATERIALES Y METODOS

Sitio de estudio y muestro. Durante el afio 2019-
2020, cepas de Trichoderma spp. fueron aisladas
en Baja California Sur, México. En la zona de estu-
dio predomina el clima semidrido con temperatura
maxima de 44 °C y minima de 16 °C, con precipita-
ciones de 122.5 mm/afio. El tipo de vegetacion pre-
dominante es el matorral xerofilo. Los muestreos se
realizaron en seis sitios (Figura 1). Las Pocitas (24°
24°30.13N-111° 57 53.55”0 y 57 msnm), El Cajete
(24° 12’ 56.95”N-110° 35’ 17.2170 y 17 msnm),
El Saltito (24° 14’ 8.03”N-110° 12’ 10.36”0 y
55 msnm), Los Encinos (24° 0’ 9.02”N-110° 9’
29.95”0 y 530 msnm), El Triunfo (23° 47 39.2”’N-
110° 7° 6.56”0 y 516 msnm) y Los Barriles (23°
42° 7.72”N-109° 44’ 39.69”0 y 170 msnm). En
cada sitio, se colectaron 10 muestras de suelo de 2
kg a una profundidad de 30 cm de la rizosfera de
Pachycereus pringlei y Jatropha cinerea (especies
representativas del matorral xero6filo) (Siddiquee,
2017). Las muestras fueron almacenadas en bolsas
estériles a 20 °C.

Aislamiento e identificacion. El aislamiento de
Trichoderma spp. se realizd en el laboratorio de
Fitopatologia del area de agronomia en la Univer-
sidad Autonoma de Baja California Sur, México.
El procedimiento fue mediante el método propues-
to por Karthikeyan et al. (2008). De cada muestra
homogenizada de suelo se colectd una submuestra
de 50 g y se agregd a un matraz con 450 mL de

PUBLICACION EN LINEA, SEPTIEMBRE 2021

Pocitas (24° 24’ 30.13N-111° 5° 53.55” W and 57
masl), El Cajete (24° 12° 56.95”N-110° 35* 17.21”
W and 17 masl), El Saltito (24° 14’ 8.03” N-110°
12° 10.36” W and 55 masl), Los Encinos (24° 0’
9.02”N-110°9°29.95” W and 530 masl), El Triunfo
(23° 477 39.2” N-110° 7’ 6.56” W and 516 masl)
and Los Barriles (23° 42° 7.72” N-109° 44’ 39.69”
W and 170 masl). In each site, 10 soil samples
were collected, each weighing 2 kg, at a depth of
30 cm of the Pachycereus pringlei and Jatropha
cinerea rhizosphere (representative species of the
xerophilous scrub) (Siddiquee, 2017). The samples
were stored in sterile bags at 20 °C.

identification. The isolation
of Trichoderma spp. was performed in the
Phytopathology Laboratory of the Autonomous
University of Baja California Sur, Mexico. The
procedure was carried out using the method
proposed by Karthikeyan et al. (2008). From
each homogenized soil sample, a 50 g subsample
was taken and placed in a beaker with 450 mL of

Isolation and

sterile distilled water and stirred for 20 min. One
milliliter of the mixture was taken to carry out a
series of dilutions until 103, 10* and 10 were
obtained. Out of each dilution, a 200 pL aliquot
was uniformly striated in Petri dishes with Potato-
Dextrose-Agar (PDA, Bioxon) and incubated at
28 °C for seven days. After five days of incubation,
the culture forming units (CFU), which displayed a
green color, were quantified. They were replanted
in PDA until pure cultures were obtained. The
Trichoderma spp. isolations were identified with
the taxonomic keys proposed by Rifai (1969),
Barnett and Hunter (1972) and Bissett ez al. (2015).
The macroscopic morphological characteristics
observed were the color of mycelia, the texture
of mycelia and the formation of concentric rings.
The microscopic characteristics determined under
a compound microscope (Labomed LX 400) were
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Figura 1. Sitios de estudio para el muestreo de suelo y el aislamiento de especies de Trichoderma en Baja California Sur,

México.

Figure 1. Study sites for soil sampling and isolation of Trichoderma species in Baja California Sur, Mexico.

agua destilada estéril y se agitdo por 20 min. De
1 mL de la mezcla fue tomado para realizar dilu-
ciones seriadas hasta obtener 103, 10y 107. De
cada dilucion, una alicuota de 200 pL, se estrio
uniformemente en cajas Petri con Papa-Dextrosa-
Agar (PDA, Bioxon) y se incubaron a 28 °C por
siete dias. Después de cinco dias de incubacion se
cuantificaron las unidades formadoras de colonias
(UFC) que aparecieron de color verde. Se rea-
lizaron resiembras en PDA hasta la obtencion de
cultivos puros. Los aislamientos de Trichoderma
spp. fueron identificados con las claves taxonomi-
cas propuestas por Rifai (1969), Barnett y Hunter
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the shape of conidia, phialides and the presence of
chlamydospores.

Trichoderma abundance and frequency of
occurrence. The abundance and frequency of
Trichoderma spp. were determined with the
quantification of the cultures of each area of study
using the formula proposed by Muniappan and
Muthukumar (2014): Abundance = Number of
CFUs from a fungus in the sample /total number
of CFUs from all the fungi in each sample x 100
and it was expressed in CFU g'. The frequency of
occurrence (F) was calculated using the formula
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(1972) y Bissett et al. (2015). Las caracteristicas
morfologicas macroscOpicas observadas fueron:
color de micelio, textura de micelio y formacion de
anillos concéntricos. Mientras que las caracteristi-
cas microscopicas determinadas bajo un microsco-
pio compuesto (Labomed LX 400) fueron: forma
de conidios, fidlides y presencia de clamidosporas.

Abundancia y frecuencia de ocurrencia de 7¥i-
choderma. La abundancia y frecuencia de Tricho-
derma spp. se determind con la cuantificacion de
las colonias de cada area de estudio mediante la
formula propuesta por Muniappan y Muthukumar
(2014): Abundancia = Nuimero de UFC de un hon-
go en la muestra/Numero total de UFC de todos
los hongos en cada muestra x 100 y se expresé en
UFC g'. La frecuencia de ocurrencia (F) se calcu-
16 siguiendo la formula F (%) = # agroecosistemas
con una especie de hongo/# agroecosistemas exa-
minados x 100. Estos experimentos se realizaron
con cinco repeticiones y evaluados dos veces en el
tiempo.

Antagonismo de Trichoderma spp. vs. hongos
fitopatégenos. Se evalud in vitro la actividad an-
tagdnica por el método de cultivo dual de los ais-
lamientos de Trichoderma que presentaron la ma-
yor velocidad de crecimiento micelial hacia cinco
hongos fitopatogenos (Fusarium oxysporum, Fu-
sarium solani, Rhizoctonia solani, Colletotrichum
gloeosporioides y Alternaria alternata) obtenidos
del cepario del Laboratorio de fitopatologia. Su
patogenicidad fue evaluada previamente en estu-
dios anteriores (Camacho-Aguifiiga, 2016; Nufiez-
Madera et al., 2016; Rodriguez-Macias, 2016). Los
microorganismos fueron cultivados en cajas Petri
con PDA por siete dias a 28 °C. Posteriormente,
de los cultivos se tomd un disco de 5 mm de dia-
metro de cada Trichoderma y fitopatdogeno y se
depositaron ambos en los extremos de la caja a 6
cm de distancia entre si. Las cajas Petri se incubaron
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F (%) = # agroecosystems with a species of
fungus /# agroecosystems examined x 100. These
experiments were carried out with five repetitions
and evaluated twice.

Antagonism  of  Trichoderma  spp. vs.
phytopathogenic  fungi. The antagonistic
activity was evaluated in vitro using the dual
culture method of the Trichoderma isolations that
presented the greatest speed of mycelial growth
towards five phytopathogenic fungi (Fusarium
oxysporum, Fusarium solani, Rhizoctonia solani,
Colletotrichum gloeosporioides and Alternaria
alternata) obtained from the ceparium of the
Phytopathology Laboratory. Its pathogenicity was
evaluated in earlier studies (Camacho-Aguiiiga,
2016; Nunez-Madera et al., 2016; Rodriguez-
Macias, 2016). The microorganisms were cultivated
in Petri dishes with PDA for seven days at 28 °C.
Later, a disk, 5 mm in diameter, was taken from each
Trichoderma and phytopathogen and they were
both placed on the edges of the dish, 6 cm away
from each other. The Petri dishes were incubated
at 28 °C for five days and the mycelial growth of
the pathogen was measured in cm, in relation to the
Trichoderma. A group of Petri dishes were planted
with a Trichoderma from the commercial product
Tricho-Sin® based on 7. harzianum (commonly
used in the organic agriculture of the region) along
with the phytopathogens. As a control, Petri dishes
were planted on one edge, only with each fungus.
The percentage of inhibition (PI) was determined
using the formula by Otadoh et al. (2011): PI (%)
= R1-R2/R1 x 100, where R1 = mycelial growth
of the fungus in the control dishes, and R2 =
mycelial growth of the fungus in the presence of
the antagonist. Ten repetitions were carried out per
treatment and the experiment was performed twice.

Statistical analyses. The data were analyzed using
a one-way analysis of variance (ANOVA) using
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a 28 °C por cinco dias y se midi6 en cm el cre-
cimiento micelial del fitopatdgeno con relacion al
del Trichoderma. Un grupo de cajas Petri fueron
sembradas con un Trichoderma proveniente del
producto comercial Tricho-Sin® a base de 7. har-
zianum (Usado comunmente en la agricultura orga-
nica de la region) mas los fitopatégenos. Como tra-
tamiento control, cajas Petri fueron sembradas en
un extremo solo con cada hongo. El porcentaje de
inhibicion (PI) se determiné siguiendo la féormula
de Otadoh et al. (2011): PI (%) = R1-R2/R1 x 100.
Donde R1 = Crecimiento micelial del hongo en las
cajas control y R2 = Crecimiento micelial del hon-
go en presencia del antagonista. Se realizaron 10
repeticiones por tratamiento y el experimento fue
repetido dos veces en el tiempo.

Analisis estadisticos. Los datos se analizaron me-
diante analisis de varianza unidireccional (ANO-
VA) utilizando el software STATISTICA 10.0 (pa-
quete de software StatSoft, Tulsa, OK) y se utilizd
la prueba de Duncan (p<0.05) para la separacion de
medias. Antes del analisis de varianza, los porcen-
tajes se transformaron en arcoseno-raiz cuadrada.

RESULTADOS Y DISCUSION

Aislamiento e identificacion de aislados de 7¥i-
choderma. Se obtuvieron 18 aislamientos agrupa-
dos en siete especies: 1. harzianum, T. viride, T.
atroviride, T. asperellum, T. longibrachiatum, T.
koningii y Trichoderma sp. (Cuadro 1). Conidios
globosos a subglobosos fueron observados en T
atroviride, T. viride, T. longibrachiatum y Tricho-
derma sp. Sin embargo, fue elipsoidal en 7. aspe-
rellum, T. harzianum y T. koningii. Cinco especies
(T. atroviride, T. harzianum, T. longibrachiatum, T.
viride y Trichoderma sp.) mostraron de dos a tres
zonas concéntricas de conidiacion, mientras que
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the software STATISTICA 10.0 (StatSoft software
package, Tulsa, OK) and Duncan’s test (p<0.05)
was used for the separation of means. Before
the analysis of variance, the percentages were
converted to arcsine-square root.

RESULTS AND DISCUSSION

Isolation and identification of 7richoderma
isolations. Eighteen isolations were obtained and
grouped in seven species: 1. harzianum, T. viride,
T. atroviride, T. asperellum, T. longibrachiatum,
T koningii and Trichoderma sp. (Table 1).
Globular to subglobular conidia were found in
T atroviride, T. viride, T. longibrachiatum and
Trichoderma sp. However, ellipsoidal conidia
were found in 7. asperellum, T. harzianum
and 7. koningii. Five species (7. atroviride, T.
harzianum, T. longibrachiatum, T. viride and
Trichoderma sp.) displayed two to three concentric
areas of conidiation, whereas two species showed
scattered conidiation in one ring (7. koningii and
T asperellum). Phialides displayed a globular
shape in the center, except in 7 viride, T. koningii
and T asperellum, which displayed a thin
morphology. In most species, phialides tended to
group into 2-3 whorls, except for 7. harzianum
and T longibrachiatum, which presented a solitary
arrangement. These characteristics coincide with
those indicated in the taxonomic keys pointed
out earlier. Although Trichoderma sp. displayed a
colonial morphology, which is typical to the genus,
and microscopic similarities, some characteristics
varied, such as the shape of the conidia, their
arrangement and the sporocarp.

The presence of these species may represent
possible biotypes.
Concepcidn et al. (2013) mention that the variability
ofisolations in one place may be stimulated by stress

stress-resistant Osorio-
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Cuadro 1. Caracteristicas morfologicas de diferentes especies de Trichoderma aisladas de zona semiaridas del Noroeste de

México.
Table 1. Morphological characteristics of different species of Trichoderma isolated from semiarid zone of the Northwest
Mexico.
Especie Colonia Micelio No. anillos  Conidias Fialides
T. atroviride Verde oscuro Plano 2 Globosa Agrupadas en 2-3 verticilos
T. asperellum Verde oscuro Plano 1 Elipsoidal Agrupadas en 2-3 verticilos
T harzianum Verde oscuro Algodonoso 2 Elipsoidal Solitarias
T. longibrachiatum Verde ligero Algodonoso 2 Globosa Solitarias
T. viride Verde oscuro Algodonoso 3 Globosa Agrupadas en 2-3 verticilos
L Verde ligero a Lo ..
T. koningii azul verdozo Algodonoso 1 Elipsoidal Agrupadas en 2-3 verticilos
Trichoderma sp. Verde ligero Algodonoso 2 Sub-globosa Agrupadas en 2-3 verticilos

dos especies registraron conidiacion dispersa en un
solo anillo (7. koningii y T. asperellum). Las fiali-
des presentaron forma globosa en el centro excepto
en T viride, T. koningii y T. asperellum, las cuales
mostraron morfologia delgada. En la mayoria de
las especies las fidlides tendian a agruparse en 2-3
verticilos, excepto 7. harzianum y T. longibrachia-
tum que mostraron disposicion solitaria. Estas ca-
racteristicas coinciden con las sefialadas en las cla-
ves taxonomicas anteriormente mencionadas. En
Trichoderma sp. aunque presentd morfologia colo-
nial tipica del género y similitudes microscopicas,
algunas caracteristicas variaron como la forma de
los conidios, su disposicion y el cuerpo fructifero.
La presencia de estas especies pueden represen-
tar posibles biotipos resistentes a factores estresan-
tes. Osorio-Concepcion et al. (2013), mencionan
que la variabilidad de aislados en un lugar, puede
ser estimulada por factores de estrés como la luz,
falta de nutrientes o cambios en pH. Al-Ani (2018)
y Bononi et al. (2020), mencionan que el rapido
crecimiento de Trichoderma spp. y su habilidad
para crecer en diferentes sustratos, ha permitido su
aislamiento en diversos suelos alrededor del mun-
do. Sin embargo, aunque este género ha sido estu-
diado en diversas zonas desérticas (Sharma et al.,
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factors such as light, a lack of nutrients or changes
in pH. Al-Ani (2018) and Bononi et al. (2020)
mention that the rapid growth of Trichoderma spp.
and its ability to grow in different substrates has
allowed its isolation in diverse soils worldwide.
However, although this genus has been studied
in diverse barren areas (Sharma et al., 2019; Ma
et al., 2020), this is the first report of its isolation
from a semiarid area in Northwestern Mexico.
The identification of Trichoderma species by their
morphology continues to be an efficient method to
identify this fungus (Wu et al., 2017; Asis et al.,
2021). The species of T. harzianum, T. atroviride,
T asperellum, T. koningii, T. longibrachiatum and
T. viride have already been reported as biocontrol
agents for phytopathogens in diverse crops
(Miguel-Ferrer et al., 2021; Hewedy et al., 2020;
Naeimi et al., 2020; Shamurailatpam and Kumar,
2020; Ayele et al., 2021).

Trichoderma spp. abundance and frequency
of occurrence. The abundance of Trichoderma
spp. was significantly different (Duncan, p<0.05)
between study sites (Figure 2). Las Pocitas
presented the highest abundance of Trichoderma
spp., whereas the lowest fungal population was
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2019; Ma et al., 2020) este es el primer reporte de
su aislamiento de una zona semiarida del Noroeste
de México. La identificacion de especies de Tricho-
derma mediante morfologia sigue siendo un méto-
do eficiente en la identificacion de este hongo (Wu
et al., 2017; Asis et al., 2021). Las especies de T.
harzianum, T. atroviride, T. asperellum, T. koningii,
T. longibrachiatum y T. viride ya han sido repor-
tadas como agentes de biocontrol de fitopatdgenos
en diversos cultivos (Miguel-Ferrer et al., 2021;
Hewedy et al., 2020; Naeimi et al., 2020; Shamu-
railatpam y Kumar, 2020; Ayele et al., 2021).

Abundancia y frecuencia de ocurrencia de 7ri-
choderma spp. La abundancia de Trichoderma
spp. fue significativamente diferente (Duncan,
p<0.05) entre los sitios de estudio (Figura 2). Las

Pocitas presentd la mayor abundancia de Tricho-
derma spp., mientras que la menor poblacion del

30 -

25 1

20 1

15

UFC (10% g)

10 +

El Saltito Los Encinos

El Cajete

quantified in El Cajete. Regarding the frequency
of occurrence of the Trichoderma spp. isolations,
differences were found between sites under
study (Figure 3). In EI Saltito, a higher number
of Trichoderma spp. species (6) were found:
T harzianum, T. atroviride, T. asperellum, T.
longibrachiatum, T. viride and Trichoderma sp.,
and in Los Barriles, the lowest figure for occurrence
was presented, with only three species: 7. koningii,
T. atroviride and T. asperellum.

In some geographical sites with greater rainfalls,
there is availability of organic matter and host
plants, and the abundance of Trichoderma is higher
(Harman et al., 2004; Garnica-Vergara et al., 2016).
In the semiarid areas in which high temperatures
prevail almost all year round, a limiting factor
is humidity, which affects plants negatively and
indirectly reduces the diversity and abundance of
microorganisms in the soil (Silva et al., 2020), such

Los Barriles  El Triunfo

Las Pocitas

Sitio de muestreo

Figura 2. Abundancia de especies de Trichoderma aislados en diferentes sitios semiaridos del Noroeste de México. UFC =

Unidades Formadoras de Colonias.

Figure 2. Abundance of Trichoderma species in different semiarid sites in the Northwest of Mexico. CFU = Colony Forming

Units.
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hongo fue cuantificada en El Cajete. En relacion
a la frecuencia de ocurrencia de los aislamientos
de Trichoderma spp. se encontraron diferencias en-
tre los sitios de estudio (Figura 3). En El Saltito se
present6 el mayor nimero de Trichoderma spp.: T.
harzianum, T. atroviride, T. asperellum, T. longi-
brachiatum, T. viride y Trichoderma sp. y en Los
Barriles se presento el nivel mas bajo de ocurrencia
con solo tres especies: 7. koningii, T. atroviridey T.
asperellum.

En algunos sitios geograficos donde la pre-
cipitacion es alta, hay disponibilidad de materia

B Trichoderma sp.
8 7T. koningii
B8 7. asperellum

& 7T viride

T. harzianum

as bacteria, fungi, actinomycetes, related to plants
of agronomic or forestry interest, among others
(Long et al., 2021; Yang et al., 2021). Although
Trichoderma spp. is one of the most abundant
fungi in the soil, its occurrence is generally low
in desert soils and is related to the scarce presence
of plant species and to extreme edaphological
conditions. In this regard, Gherbawy et al. (2004)
identified only two species in soils of the Nile
Valley: T harzianum and the anamorphic Hypocrea
orientalis, a member of the 7. longibrachiatum
genus. Montoya-Gonzalez et al. (2016) point out

B T. longibrachiatum

a7 atroviride
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Figura 3. Frecuencia de ocurrencia de especies de Trichoderma en diferentes sitios semiaridos pertenecientes al municipio

de La Paz, del Noroeste de México.

Figure 3. Frequency of occurrence of Trichoderma species in different semiarid sites belonging to the municipality of La

Paz, in the Northwest of Mexico.
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organica y plantas hospederas, la abundancia de
Trichoderma es mayor (Harman et al., 2004; Gar-
nica-Vergara et al., 2016). En las zonas semiaridas
donde prevalecen las altas temperaturas durante
casi todo el afio, un factor limitante es la humedad,
que afecta negativamente a las plantas e indirec-
tamente disminuye la diversidad y abundancia de
los microorganismos del suelo (Silva et al., 2020),
como bacterias, hongos, actinomicetos, asociados
a plantas de interés agrondmico, forestal, entre
otras (Long et al., 2021; Yang et al., 2021). Aunque
Trichoderma spp. es uno de los hongos mas abun-
dantes en el suelo, su ocurrencia generalmente es
baja en suelos desérticos y esta asociada a la esca-
sa presencia de especies vegetales y a condiciones
edafoclimaticas extremas, al respecto Gherbawy et
al. (2004), identificd en suelos del Valle del Nilo
solamente dos especies: 7. harzianum y el ana-
morfo Hypocrea orientalis, miembro del género T
longibrachiatum. Montoya-Gonzalez et al. (2016)
sefialan que el ambiente seco y la falta de materia
organica reducen la presencia y diversidad de mi-
croorganismos del suelo. Estas caracteristicas pue-
den estar relacionadas con la baja poblacién que
se presentd en el sitio de El Cajete, por la escasa
vegetacion y la textura arenosa del suelo, carente
de materia organica. Aunque se destaca que el ni-
mero de especies fue mayor al del sitio de Las Poci-
tas. Estas especies podrian poseer mayor capacidad
de produccion de compuestos para su adaptacion a
ambientes extremos.

Antagonismo in vitro. El porcentaje de inhibicion
(PI) de diversos hongos fitopatogenos fue significa-
tivamente diferente (Duncan, p<0.05) entre las es-
pecies de Trichoderma (Cuadro 2). Esta respuesta
puede ser debido a la capacidad diferencial de cada
especie en la produccion de compuestos, asi como
la velocidad de reaccidn ante los distintos factores.
Al respecto, Hewedy et al. (2020), sehalan que la
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that the dry environment and the lack of organic
matter reduce the presence and diversity of soil
microorganisms. These characteristics may be
related to the low population found in the site
of El Cajete due to the scarce vegetation and the
sandy texture of the soil, lacking in organic matter.
However, it is worth mentioning that the number
of species found was higher than in Las Pocitas.
These species may have a greater ability to produce
compounds to adapt to extreme environments.

Antagonism in vitro. The percentage of inhibition
(PI) of diverse phytopathogenic fungi was
significantly different (Duncan, p<0.05) between
species of Trichoderma (Table 2). This response
may be due to the different ability of each species
in the production of compounds, as well as the
speed of reaction when faced with different factors.
Regarding this, Hewedy et al. (2020) point out
that the difference in the inhibition of pathogens
between Trichoderma spp. isolations is mostly
due to its ability to adapt and grow under different
substrates and to its antagonistic ability, mediated
by its versatility to exert diverse antagonistic
mechanisms. Due to this, its plasticity helps it
survive in soils with extreme climates, such as
in Northern Mexico. T. koningii inhibited all the
phytopathogenic fungi (F. oxysporum, F. solani,
R. solani, A. alternata and C. gloeosporioides),
surpassing the antagonism exerted by the rest of
the microorganisms, including the commercial
product Tricho-Sin®. 7. harzianum caused the least
inhibition in phytopathogens (Figure 4). These
results coincide with a report by Elshahawy et al.
(2017), who proved the effectiveness of 7. koningii
in comparison with 7. album, T. harzianum, T.
viride and T. virens in the control of Sclerotium
cepivorum. Meanwhile, Katyayani et al. (2020)
evaluated the inhibiting effect of 7. harzianum,
T. viride and T. koningii on Fusarium oxysporum

445



REVISTA MEXICANA DE FITOPATOLOGIA
MEXICAN JOURNAL OF PHYTOPATHOLOGY

FuLLy BILINGUAL

Cuadro 2. Efecto de Trichoderma spp. sobre la inhibicion de hongos asociados a enfermedades bajo condiciones in vitro.
Table 2. Effect of Trichoderma spp. on the inhibition of phytopathogenic fungi related to diseases under in vitro conditions.

Porcentaje de Inhibicion (%)*

Especie

Fusarium Fusarium Rhizoctonia Alternaria Colletotrichum
oxysporum solani solani alternata gloeosporioides
T. asperellum 70 b” 64 ¢ 56 b 69 b 63 b
T harzianum 60d 63 ¢ 40d 56d 50d
T. koningii 75a 73 a 62a 73 a 69 a
T. longibrachiatum 69 b 68 b 56b 61c 62 b
T. atroviride 63 ¢ 68 b 55b 68 b 62b
Trichoderma sp. 63 ¢ 64 c 50c¢ 68 b 63 b
T. viride 64 c 64 c Slc 69 b 62 b
Tricho-Si™® 64 c 54d 57b 69b 56¢

YPI = Porcentaje de inhibicion. / YPI = Percentage of inhibition

“Letras diferentes significa diferencia significativa entre tratamientos de acuerdo con la prueba de Duncan p<0.05. / “Different
letters represent significant differences between treatments according to Duncan’s test p<0.05.

diferencia en la inhibicién de los fitopatdgenos en-
tre los aislamientos de Trichoderma spp. se debe
principalmente a su habilidad para adaptarse y
crecer bajo diversos sustratos y a su capacidad an-
tagénica mediada por su versatilidad para ejercer
diversos mecanismos antagoénicos. Por lo anterior,
su plasticidad le permite sobrevivir en suelos de
climas extremos como del norte de México. 7. ko-
ningii inhibid a todos los hongos fitopatogenos (F.
oxysporum, F. solani, R. solani, A. alternata 'y C.
gloeosporioides) superando al antagonismo ejerci-
do por el resto de los microrganismos incluido al
producto comercial Tricho-Sin®. T. harzianum fue
el que causo6 la menor inhibicion en los fitopatoge-
nos (Figura 4). Estos resultados coinciden con lo
reportado por Elshahawy et al. (2017) quienes com-
probaron la efectividad de 7. koningii comparada
con 7. album, T. harzianum, T. viride y T. virens en
el control de Sclerotium cepivorum. Mientras que
Katyayani et al. (2020) evalu¢ el efecto inhibidor
de T harzianum, T. viride y T. koningii sobre Fu-
sarium oxysporum f. sp. ciceri determinando a T
koningii el de mayor eficiencia de inhibicion en el
crecimiento micelial del patogeno. Esta efectividad
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f. sp. ciceri and determined 7. koningii to be the
most efficient in inhibiting the mycelial growth of
the pathogen. This effectiveness of 7. koningii may
be due to higher efficient mechanisms, not only for
the control of pathogens, but also in the tolerance
to different types of stress. Regarding this, Nykiel-
Szymanska et al. (2018) reported that 7. koningii
specifically produces dechlorinated and hydroxyl-
type metabolites that provide a higher tolerance to
copper, and which may be related to its different
action mechanisms.

Cheng et al. (2012) reported that the efficiency of
most Trichoderma species (including 7. asperellum,
T harzianum, T. koningii, T. longibrachiatum, T.
atroviride and T. viride) consists in inhibiting the
growth of the hyphae of phytopathogenic fungi
by causing cytosolic vacuolization and lysis in the
hyphae, whereas Kashyap et al. (2020) associates it
with the reduction in the sporulation of fungi. Other
antagonistic mechanisms exerted by Trichoderma
spp. in the in vitro and in vivo inhibition of the
phytopathogens is the production of hydrolytic
enzymes (chitinase and [-1,3-glucanase) that
degrade the cell wall of the fungus (Ruangwong et

446



FuLLYy BILINGUAL

REVISTA MEXICANA DE FITOPATOLOGIA
MEXICAN JOURNAL OF PHYTOPATHOLOGY

Fusarium Fusarium
oxysporum solani

I asperellum

T. harzianum
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Trichoderma sp.
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Tricho-Sin®

Rhizocronia

Alternaria
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Colletotrichum
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Figura 4. Antagonismo in vitro de especies de Trichoderma aisladas de zonas semiaridas contra hongos fitopatégenos.
Figure 4. In vitro antagonism of Trichoderma species isolated from semiarid areas against phytopathogenic fungi.

de T. koningii puede ser debido a mecanismos ma-
yormente eficientes no solo en el control de pato-
genos, sino también en la tolerancia a diferentes ti-
pos de estrés. Al respecto, Nykiel-Szymanska et al.
(2018) reportaron que 1. koningii produce especifi-
camente metabolitos de tipo declorados e hidroxilos
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al., 2021), volatile organic compounds (azetidine,
2-phenylethanol and ethyl hexadecanoate) with
antimicrobial activity (Dini et al., 2021), the
production of antibiotics (Bae et al., 2016),
competition for space and nutrients such as sucrose
and glucose (Liu et al., 2021), induction of the
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que le proporcionan una alta tolerancia al cobre y
los cuales posiblemente pueden estar asociados a
sus diferentes mecanismos de accion.

Cheng et al. (2012), reportaron que la eficacia
de la mayoria de las especies de Trichoderma (in-
cluidas 7. asperellum, T. harzianum, T. koningii, T.
longibrachiatum, T. atroviride y T. viride) consiste
en inhibir el crecimiento de las hifas de los hongos
fitopatogenos al provocar vacuolizacion citosoli-
ca y lisis en las hifas, mientras que Kashyap et al.
(2020), lo asocia a la reduccién de la esporulacion
de los hongos. Otros mecanismos antagonicos que
ejerce Trichoderma spp. en la inhibicidn in vitro e
in vivo de los fitopatdgenos es la produccion de en-
zimas hidroliticas (chitinasa y B-1,3-glucanasa) que
degradan la pared celular del hongo (Ruangwong et
al., 2021), compuestos volatiles organicos (azetidi-
na, 2-feniletanol y hexadecanoato de etilo) con ac-
tividad antimicrobiana (Dini et al., 2021), produc-
cion de antibidticos (Bae et al., 2016), competencia
por espacio y nutrientes como la sacarosa y glucosa
(Liu et al., 2021), induccion de resistencia sistémi-
ca del hospedero (Li et al., 2018), entre otros. De-
bido a que la supervivencia, el establecimiento y la
actividad antagonica de especies de Trichoderma
en campo son aun inconsistentes, es de vital impor-
tancia realizar estudios encaminados en compren-
der la ecologia y la dinamica de las poblaciones de
Trichoderma en el suelo para lograr una proteccion
eficiente de los cultivos.

CONCLUSIONES

Siete especies de Trichoderma fueron identifi-
cadas: T. asperellum, T. atroviride, T. harzianum,
T. koningii, T. viride, T. longibrachiatum y Tricho-
derma sp. Las Pocitas presentd mayor poblacion
y frecuencia de ocurrencia de Trichoderma spp.,
mientras que en El Saltito se observd mayor va-
riabilidad de especies al identificar a 7. harzianum,
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systemic resistance of the host (Li et al., 2018), and
others. Due to the survival, the establishment and
the antagonistic activities of Trichoderma species
in the field are still inconsistent, it is crucial to carry
out studies aimed at understanding the ecology and
the dynamics of the Trichoderma populations in the
soil to protect the crops in an efficient manner.

CONCLUSIONS

Seven Trichoderma species were identified: 7.
asperellum, T. atroviride, T. harzianum, T. koningii,
T. viride, T. longibrachiatum and Trichoderma sp.
Las Pocitas presented the largest population and
frequency of occurrence of Trichoderma spp.,
and in EI Saltito, a greater variability of species
was observed, since T. harzianum, T. atroviride,
T asperellum, T. longibrachiatum, T. viride and
Trichoderma sp. were identified. In the antagonism,
T. koningii presented the best inhibition response in
the growth of F. oxysporum, F. solani, R. solani,
A. alternata and C. gloeosporioides, in comparison
with the rest of the species and the 7. harzianum
commercial product Tricho-Sin®. A knowledge of
the different species of Trichoderma present in the
region will be essential for future studies related
to the selection of native strains from semiarid
areas that can be used in extreme environmental
conditions against root pathogens in plants of
agricultural interest.

End of the English version ~~—~——~——~

T. atroviride, T. asperellum, T. longibrachiatum, T.
viride y Trichoderma sp. En el antagonismo 7. ko-
ningii present6 la mejor respuesta de inhibicion en
el crecimiento de F. oxysporum, F. solani, R. solani,
A. alternata 'y C. gloeosporioides, comparado con
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el resto de las especies y el producto comercial de
T. harzianum Tricho-Sin®. El conocimiento de las
diferentes especies de Trichoderma presentes en la
region, sera de gran relevancia para futuros estu-
dios relacionados a la seleccion de cepas nativas de
zonas semiaridas que puedan ser utilizadas en con-
diciones ambientales extremas contra patogenos de
raiz en plantas de interés agricola.
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