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PREFACIO

La mora es una planta que pertenece al género Rubus que incluye mas de 400
especies distribuidas en América, Africa, Asia y Europa. Constituye uno de los géneros de
mayor diversidad genética del reino vegetal (Jennings, 1988; Grijalba-Rativa, Calderon-
Medellin & Pérez-Trujillo, 2010). Pertenece a la familia Rosaceae en donde se ubican
especies frutales y omamentales de importancia econémica y consumo masivo como el
almendro (Prunus dulcis Mill.), cerezo (Prunus avium L.), ciruelo (Prunus domestica L.),
melocotonero (Prunus persica L.), frambueso (Rubus idaeus L.), freso (Fragaria x
ananassa Duch.), manzano (Malus spp. L.), membrillo (Cydonia oblonga Mill.), membrillo
ormamental (Chaenomeles speciosa Nak.), peral (Pyrus communis L.) y rosal (Rosa spp.).
La mora (Rubus spp.) es un cultivo no tradicional de importancia econémica y fuente rica
en polifenoles. La mayoria de los compuestos polifendlicos presentes en sus frutos son
taninos elagicos y antocianinas, los cuales tienen importantes actividades biologicas como
accion antimutagénica, antiviral, anticancerigena, antitumoral, quimioprotectora y
antioxidante (Soto, Pérez & Acosta, 2010). El fruto de la mora es un agregado, compuesto
por multiples drupas que poseen una semilla interior y estan unidas a un receptéculo
carnoso. Los frutos al inicio del proceso de maduraciéon son de color verde. Luego
adquieren un color rojo y cuando maduran toman coloraciones oscuras que varian entre
purpura y negro (Munguia, Orozco & Argiiello, 2005; Sierra, Cruz & Casaca, 2005).

En Costa Rica el género Rubus se extiende en las partes més altas del pais (entre
1400 y 2500 msnm), ubicadas principalmente en el Cerro de la Muerte y alrededores. La
mayor expansion del drea cultivada de mora se localiza en la zona de Los Santos (Tarrazi,
Dota, Ledn Cortés), El Guarco de Cartago y las partes altas de Pérez Zeledon (Castro &
Cerdas, 2005; Soto, Pérez & Acosta, 2010). La mora en Costa Rica es producida por
alrededor de 1500 agricultores en parcelas con 4reas sembradas entre 0.5 y 1.5 ha, donde
manejan el cultivo de forma convencional u orgénica en pequefias unidades familiares (R.
Orozco-Rodriguez, comunicacién personal, 4 de Agosto, 2017). La mora se cultiva en el
pais de forma poco tecnificada, con bajo uso de insumos, y se considera silvestre (Segreda,

2005) debido a que no ha sido sometida a programas de mejoramiento.



El ciclo de vida del cultivo de mora es bianual, compuesto por una raiz perenne y
tallos bianuales. En el tropico, esto permite que exista produccion casi todo el afio. Sin
embargo, la mayor produccion en Costa Rica ocurre en los meses de marzo y abril (Castro
& Cerdas, 2005). Existen diferentes especies y variedades de mora. Los principales tipos de
mora criolla cultivados en el pais son: la mora Vino con espinas rojas (R. adenotrichos),
Vino con espinas blancas (R. adenotrichos), Vino sin espinas (R. adenotrichos), Vino dulce
(R. adenotrichos), Vino enana (R. adenotrichos), Caballo (R. wurticifolius), Raton (R.
urticifolius), Negrita (R. miser), y Castilla (R. glaucus) (Munguia et al., 2005; Varela et al.,
2015). La variedad Vino es la mas extendida en el pais debido a que presenta mejores
niveles de produccion, calidad y aceptacion general de la fruta. Ademds cuenta con las
mejores caracteristicas sensoriales (color morado oscuro), fisicas (firmeza y tamaiio
mediano), quimicas (acidez y grados Brix), de mercado (tanto nacional como internacional)
y biolégicas (tolerancia a plagas y enfermedades) (Soto et al., 2010). Esta variedad se ha
cultivado también de forma organica y se introdujo en el pasado a los mercados extranjeros
en mayor escala (Castro & Cerdas, 2005).

La producciéon mundial de mora para el 2005 fue de 154.603 toneladas de fruto
comercial. El area sembrada pasé de 13 958 ha en 1995 a 20 035 ha en el afio 2005, 1o que
corresponde a un incremento del 45% del area cultivada. El pais con mayor area cultivada
en el afio 2005 fue Serbia, seguido de Estados Unidos y en tercer lugar México. En el caso
de Costa Rica, para el 2005 se registraron 1.550 ha de mora cultivada, por lo que compartia
con China el quinto lugar a nivel mundial (Strik, Clark, Finn & Bafiados, 2007). Sin
embargo, en la actualidad, la produccién de mora en Costa Rica es utilizada s6lo para
consumo local como fruto fresco o procesado debido a los altos estandares de calidad que
exigen los mercados internacionales para la importacién de productos organicos y libres de

patdgenos.

Botrytis cinerea Pers.:Fr.

Entre las enfermedades que afectan al cultivo de la mora se encuentra el moho gris
causado por Botrytis cinerea Pers..Fr. (=Botryotinia fuckeliana). Este patogeno se

considera de gran importancia econémica debido a su potencial epidémico y destructivo ya



que ocasiona dafios en el campo durante el desarrollo de los cultivos, asi como en el
almacenamiento v el transporte de los frutos (Van Kan, 2003). B. cinerea es la fase asexual
(anamorfo) y la forma mas comun en la que se encuentra este patdogeno en cultivos
infectados. Este hongo pertenece al phylum Ascomycota, clase Leotiomycetes, orden
Helotiales, familia Sclerotiniaceae (Hawksworth, Kirk, Sutton & Pegler, 1995; Noyd, 2000;
Amselem et al,, 2011). El genoma de B. cinerea es haploide, de aproximadamente 38 Mb,
el cual incluye entre 13 664 y 14 279 genes (Amselem et al., 2011).

Botrytis cinerea es un organismo polifago que afecta cultivos de importancia
agronomica asi como omamentales, bulbos y frutos (Jarvis, 1977; Rigotti, Gindro, Richter
& Viret, 2002; Suarez et al, 2005; Rigotti, Viret & Gindro, 2006; Elad, Williamson,
Tudzynski & Delen, 2007). Se ha identificado dicho hongo en mas de 200 especies de
plantas sin ninguna aparente especificidad de hospedero ocasionando serias pérdidas
economicas (Benito, Arranz & Eslava, 2000; Rigotti et al., 2006; Amselem et al., 2011;
Dean et al.,, 2012). Este hongo posee una amplia distribucion geografica que incluye zonas
tropicales, subtropicales y zonas templadas (Jarvis, 1977; Elad et al, 2007). Esta
enfermedad se considera una de las més comunes y serias del género Rubus y es el mayor
problema al que se enfrenta la industria del vino en el mundo (Keller, Viret & Cole, 2003;
Dean et al., 2012).

Botrytis cinerea es un patégeno ubicuo que aparece de forma abundante a través del
afio como parasito y saprofito facultativo y se vuelve muy agresivo si las condiciones son
favorables. Ataca los cultivos en cualquier estado de desarrollo e infecta cualquier parte
aérea de la planta asi como sus productos después de ser cosechados (Benito et al., 2000;
Betanzo, 2005; Cabello, 2005; Van Kan, 2003). El ciclo de vida de B. cinerea inicia cuando
los conidios hacen contacto con la superficie de un hospedero luego de ser transportados
por el viento a través de largas distancias. Posterior a la adhesion, los conidios germinan
sobre la superficie del hospedero bajo condiciones de humedad y producen un tubo
germinal que origina un apresorio el cual penetra la superficie. Una vez que el hongo
penetra, establece sus hifas dentro de los tejidos epidérmicos y causa lesiones que pueden
producir necrosis o respuestas de defensa por parte de la planta (Jarvis, 1977, Van Kan,
2003; Lo Presti et al,, 2015; AbuQamar, Moustafa & Phan-Tran, 2017). En algunos casos

ese es el comienzo del periodo de latencia en donde se ve restringido el crecimiento del



hongo (Jarvis, 1977; Van Kan, 2003). La latencia se define como el periodo entre la
infeccion y la aparicién de sintomas visibles. En el caso de B. cinerea, este puede ser largo
y variable. Una vez que el hongo se reactiva y esporula, puede desarrollarse sobre la
superficie de hojas, flores o frutos como masas de conidios de apariencia polvorienta
(Jarvis, 1977; Viret, Keller, Jaudzems & Cole, 2004; Van Kan, 2003; Holz, Coertze &
Williamson, 2007; Cadle-Davidson, 2008). En consecuencia, una planta o sus productos
cosechados, en apariencia sanos, pueden deteriorarse con rapidez, al contar con condiciones
adecuadas para que la enfermedad se manifieste. En el caso del cultivo de la uva, fresa,
frambuesa, orquideas, asi como en otros cultivos, este patdgeno infecta las inflorescencias y
causa la muerte de las flores, en especial durante periodos lluviosos, o produce infecciones
asintomaticas que permanecen latentes, hasta inicios de la maduracion de los frutos (Elmer
& Michailides, 2007; Jarvis, 1977). En Costa Rica, B. cinerea representa un problema
desde el campo hasta la poscosecha.

El combate de B. cinerea con fungicidas es dificil debido a los largos periodos de
latencia que pueden transcurrir entre la infeccion del hongo y la aparicién de sintomas en el
hospedero, los periodos prolongados y traslapados de floracion y fructificacién, el
desarrollo explosivo del hongo que ocurre en periodos de cosecha y el establecimiento de
cepas tolerantes a los fungicidas utilizados (Droby & Lichter, 2007; Elad et al., 2007;
Leroux, 2007). Ademas, la utilizacién de agroquimicos es cada vez menos recomendada
debido a los problemas de contaminacién ambiental y problemas a la salud humana,
derivados del uso indebido de estos productos. Los plaguicidas y otras sustancias toxicas de
origen sintético que se utilizan en la agricultura se han asociado a multiples problemas de
salud y hasta la muerte. Ademas causan contaminaciéon de cuencas y mantos acuiferos.
Costa Rica se encuentra en primer lugar, a nivel mundial, en consumo de kilogramos de
plaguicidas que se utilizan por hectarea de cultivo agricola (Araya, 2015). Por estas
razones, se sugiere un manejo integrado de esta enfermedad o combate bioldégico como una
alternativa o complemento viable para controlar este patégeno y asi contribuir a la
produccion de un cultivo més verde con un menor uso y abuso de agroquimicos (Van Kan,
2003; Elad & Stewart, 2007; Molina-Mercader, Zaldta-Flores, Gonzalez-Vargas &
Sanfuentes-Von Stowasser, 2006; Araya, 2015).



Combate bioldgico

Cook (1993) define el combate biolégico como la reduccion en la densidad de
inodculo de un patogeno o la supresion de actividades de un organismo que causa dafio, a
través de uno o mas organismos que se conocen como enemigos naturales, adquirida de
forma natural o a través de la manipulacion del medio ambiente, hospedero o antagonista.
El combate biologico mediante microorganismos antagonistas naturales ha sido
extensamente estudiado con el fin de explotar su potencial para la supresion bioldgica de
enfermedades. Los primeros trabajos de combate biologico de B. cinerea involucraron la
aplicacion de hongos sapréfitos y bacterias que inhibian el desarrollo de este patdgeno.
Posteriormente otros hongos han sido evaluados para el combate de B. cinerea (Molina-
Mercader et al., 2006; Elad & Stewart, 2007). Entre éstos se encuentran diferentes especies
de Trichoderma (Molina-Mercader et al, 2006; Elad & Stewart, 2007; Martinez &
Moreno, 2008; Calvo-Araya, Rivera-Coto, Orozco-Cayasso & Orozco-Rodriguez, 2012;
Marin-Chacon, Rivera-Coto, Villalobos-Moya, Orozco-Rodriguez & Orozco-Cayasso,
2017). El género Trichoderma es uno de los agentes biocontroladores mas estudiados
contra patogenos de plantas (Hermosa et al, 2000; Chaverri, Castlebury, Samuels &
Geiser, 2003; Harman, Howell, Viterbo, Chet & Lorito, 2004; Ha, 2010; Lopez-Mondéjar,
Antén, Raidl, Ros & Pascual, 2010; Moraga-Suazo, Opazo, Zaldha, Gonzilez &
Sanfuentes, 2011; Sharma et al., 2011). Trichoderma (=Hypocrea) pertenece al phylum
Ascomycota, clase Sordariomycetes, orden Hypocreales, familia Hypocreaceae. El género
Trichoderma fue descrito por Persoon en 1794 (Cook & Baker, 1983) y en la actualidad es
un hongo ampliamente estudiado. Ademas, se han descrito muchas especies a través de
analisis moleculares complementarios.

Las especies de Trichoderma se encuentran presentes en todas las latitudes, desde
las zonas polares hasta la ecuatorial. Su distribucion tan amplia y su plasticidad ecologica
tienen una relacion estrecha con la alta capacidad enzimatica que poseen para degradar
sustratos, un metabolismo versatil y la resistencia a inhibidores microbianos (Infante,
Martinez, Gonzalez & Reyes, 2009).

Se han empleado varias especies y cepas de Trichoderma como agentes de combate

bioldgico contra Botrytis en diferentes cultivos. En el caso del cultivo de la mora (Rubus



adenotrichos Schltdl.) en Costa Rica, se han realizado pruebas de antagonismo con varios
aislamientos de Trichoderma contra B. cinerea en el laboratorio y en campo (Castillo-
Jiménez, 2011; Calvo-Araya et al, 2012, Marin-Chacon et al, 2017). Dichas cepas se
aislaron de frutos de mora cultivada provenientes del campo y mostraron resultados
promisorios contra el moho gris.

Para desarrollar un programa de control bioldégico con hongos o bacterias como
antagonistas se requiere buscar y aislar los potenciales controladores bioldgicos,
identificarlos, reproducirlos en el laboratorio, hacer ensayos de antagonismo en el
laboratorio, aplicarlos en campo y monitorearlos a través de diferentes metodologias
(Molina-Mercader et al., 2006; Heydari & Pessarakli, 2010). En la actualidad existen
métodos sensibles y seguros basados en el analisis de ADN que permiten detectar y
cuantificar hongos en tejido vegetal y por lo tanto monitorear el establecimiento de hongos

que se encuentran como patégenos latentes hasta su desarrollo o infeccidn sintomdtica.

Deteccion y monitoreo de hongos patégenos y antagonistas

La técnica de PCR (Reaccién en Cadena de la Polimerasa) es una herramienta util
para el diagndstico y el estudio de hongos fitopatégenos. Esta técnica ofrece ventajas sobre
los métodos tradicionales de diagnostico debido a que los microorganismos no requieren
ser cultivados para ser detectados. Ademas, la técnica tiene el potencial de detectar una sola
molécula blanco en una mezcla compuesta y ademas es rapida y versatil (Henson & French,
1993). Ha contribuido a reducir algunos de los problemas asociados con la deteccion,
control y presencia de patégenos en plantas. Dependiendo del disefio de los imprimadores
que se utilicen para la amplificacion del ADN, es posible una mayor o menor selectividad
(Schena, Nigro, Ippolito & Gallitelli, 2004) que permita la deteccidn o identificacién de un
patdgeno a nivel de especie o cepa.

A pesar de las ventajas que ofrece el uso de PCR convencional para la deteccion
rutinaria de patdégenos de plantas, esta técnica no permite realizar analisis cuantitativos del
indculo de los patdgenos. Es por ello que en algunos casos el uso de este tipo de PCR se ha

sustituido por otras técnicas mas robustas.



A finales de los afios noventa se empez6 a utilizar la técnica conocida como PCR en
Tiempo Real (qQPCR) para la deteccion de patdgenos de plantas de forma directa a partir de
tejidos vegetales y desde entonces se ha adaptado a muchos sistemas planta-patogeno. Esta
técnica combina la sensibilidad del PCR convencional con la generacion de una sefal
fluorescente especifica que permite un analisis en tiempo real de la cinética de las
reacciones y la cuantificacion de los ADNs amplificados de los organismos de interés
(Schena et al., 2004; Schena, Hughes & Cooke, 2006; Hukkanen, Pietikdinen, Karenlampi
& Kokko, 2006; Lopez-Mondéjar et al,, 2010; van Brouwershaven, Bruil, vsn Leeuwen &
Kox, 2010; Postollec, Falentin, Pavan, Combrisson & Sohier, 2011). Esta técnica es mas
rapida que el PCR convencional ya que no requiere procesos de post-amplificacion con lo
que se reduce ademas la manipulacion de las muestras. Otra de las ventajas de la técnica es
el uso de diferentes fluorocromos como marcaje para facilitar la deteccion de varios
microorganismos en una misma muestra. El qPCR permite una cuantificaciéon precisa y
segura de los organismos blanco en muestras compuestas de suelo, agua, aire y tejidos, y
abrié nuevas posibilidades para estudios de diagndstico de patdgenos. Debido a la alta
sensibilidad y reproducibilidad, el qPCR es ideal también para detectar pequefios cambios
de resistencia y susceptibilidad de los hospederos (Schena et al., 2004). En el caso de B.
cinerea, ya se han realizado ensayos de deteccion y cuantificacion de dicho patégeno por
medio de esta técnica en diferentes especies de plantas (Rigotti ef al., 2002; Brouwer et al.,
2003; Gachon & Saindrenan, 2004; Mehli, Kjellsen, Dewey & Hietala, 2005; Suarez et al.,
2005; Chilvers, du Toit, Akamatsu & Peever, 2007; Cadle-Davidson, 2008; Celik et al.,
2009, Diguta et al., 2010; Saito et al., 2013). Asimismo, para el género Trichoderma se han
desarrollado sondas genéricas para detectar diferentes especies asi como sondas dirigidas
hacia una sola especie con el fin de monitorear y cuantificar diferentes poblaciones en
muestras ambientales de suelo o en ensayos con hongos fitopatogenos (Rubio, Hermosa,
Keck & Monte, 2005; Hagn, Wallisch, Radl, Munch & Schloter, 2007; Kim & Knudsen,
2008; Savazzini, Oliveira-Longa, Pertot & Gessler, 2008; Lopez-Mondéjar et al., 2010).



JUSTIFICACION

Debido a la importancia econdmica y nutricional de la mora (Rubus adenotrichos
Schltdl.) y a las exigencias de los mercados nacional e internacional, se han hecho intentos
por producirla de manera organica, sin insumos quimicos sintéticos, en Costa Rica. Sin
embargo, el sistema de produccion orgénica del pais al igual que el sistema de produccién
convencional es afectado por la incidencia de B. cinerea en los frutos, 1o que provoca
rechazo para su comercializacion y pérdidas economicas. Con el propésito de incorporar
nuevas técnicas de produccion y desarrollar un programa de combate bioldgico, se han
desarrollado diferentes investigaciones con el fin de encontrar agentes biocontroladores que
contribuyan a resolver dicha problematica. Anteriormente se aislaron hongos asociados al
cultivo, provenientes de diferentes zonas productoras de mora en Costa Rica, con el fin de
encontrar antagonistas contra B. cinerea. Las pruebas de antagonismo en el laboratorio y
ensayos de campo mostraron que varias cepas aisladas del género Trichoderma lograron
controlar el crecimiento de B. cinerea (Castillo-Jiménez, 2011; Calvo-Araya et al, 2012;
Marin-Chacon et al, 2017). El presente estudio continudé con la siguiente fase la cual
consistio en utilizar la técnica de PCR en tiempo real para monitorear y cuantificar estos
hongos y estudiar asi la eficacia en el establecimiento del patégeno y su antagonista sobre

los frutos de mora para medir la efectividad del antagonista en combatir al patdgeno.



OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Evaluar la actividad antagonica de Trichoderma sp. como controlador bioldgico del moho
gris (Botrytis cinerea Pers.:Fr.) en fruto de mora (Rubus adenotrichos Schltdl.) mediante

PCR en tiempo real (qPCR).

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Obtener aislamientos monosporicos de B. cinerea de una zona productora de mora de la
variedad Vino espina roja (Rubus adenotrichos) asi como aislamientos monospoéricos de
cepas de Trichoderma sp. a partir de una micoteca para utilizarlos en los diferentes

ensayos.

Desarrollar una sonda e imprimadores para utilizar con los aislamientos de Trichoderma sp.

seleccionados, a partir de sus secuencias.

Estandarizar una metodologia de deteccion y cuantificacion de Trichoderma sp. en frutos

de mora mediante qPCR.

Analizar el crecimiento y la actividad antagoénica entre Trichoderma sp. y B. cinerea a
través del monitoreo y la cuantificacion del complejo patdogeno-antagonista (B. cinerea-
Trichoderma sp.) inoculado en frutos de mora de la variedad Vino espina roja (Rubus

adenotrichos), mediante gPCR multiplex y no multiplex.
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CAPITULOT

(En formato de articulo cientifico para ser sometido)

Desarrollo y evaluacion de una metodologia multiplex para la deteccién y
cuantificacion de 7richoderma sp. (Hypocreaceae) y Botrytis cinerea

(Sclerotiniaceae) en planta mediante PCR en tiempo real (qPCR)

Resumen

Trichoderma es cominmente utilizado como agente de combate bioldgico contra diferentes
patdgenos y en diferentes cultivos. En el caso del cultivo de la mora (Rubus adenotrichos
Schltdl.) en Costa Rica, aislamientos de Trichoderma a partir de frutos de mora
provenientes del campo mostraron resultados promisorios de antagonismo en laboratorio y
campo para controlar el moho gris causado por Botrytis cinerea. El objetivo de este estudio
fue disefiar una sonda e imprimadores y estandarizar una metodologia para la cuantificacion
de la actividad antagénica de un aislamiento de Trichoderma sobre B. cinerea en frutos de
mora por medio de gPCR. Para los ensayos de qPCR, se disefiaron dos iniciadores y una
sonda para el aislamiento Trichoderma BV1, basado en una region del factor de elongacion
l1-alfa (EF1-a) de la traduccion. Para detectar y cuantificar B. cinerea se utilizé un kit
comercial. Los ensayos qPCR se llevaron a cabo utilizando ADN gendémico total extraido a
partir de frutos de mora inoculados con B. cinerea, Trichoderma o ambos. Se evalu¢ el set
de iniciadores y sonda disefiados, con el aislamiento BV, asi como con otros aislamientos
de Trichoderma. Se construy6 una curva estandar para la cuantificacion de BVI1. Los
ensayos mostraron alta sensibilidad y reproducibilidad. Se logré la deteccion y
cuantificacion simultanea del aislamiento BV1 y B. cinerea en muestras compuestas. La
sonda junto con los imprimadores disefiados en este estudio se podrian utilizar en el futuro

en programas de control biologico para el monitoreo de dichos hongos.

Palabras clave: Rubus adenotrichos, Botrytis cinerea, Trichoderma sp., combate

bioldgico, qPCR.
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INTRODUCCION

El control biolégico mediante microorganismos antagonistas naturales ha sido muy
estudiado con el fin de explotar su potencial para la supresion bioldgica de enfermedades.
El género Trichoderma (Ascomycota, Hypocreales) es uno de los agentes biocontroladores
mas estudiados para controlar patdégenos de plantas (Bell, Wells & Markham, 1982;
Hermosa et al., 2000; Chaverri et al, 2003; Harman et ql., 2004; Infante et al.,, 2009; Ha,
2010; Lopez-Mondéjar et al, 2010; Sharma et al, 2011; Moraga-Suazo et al, 2011).
Diferentes especies de Trichoderma se han utilizado en el combate bioldgico de Botrytis
cinerea (Molina-Mercader ef al, 2006; Elad & Stewart, 2007; Martinez & Moreno, 2008,;
Calvo-Araya et al, 2012; Marin-Chacén et al, 2017, Merchan-Gaitan, Ferrucho &
Alvarez-Herrera, 2014). B. cinerea es un hongo patégeno de importancia econémica que
afecta a mas de 200 especies de plantas sin ninguna aparente especificidad de hospedero
(Benito et al., 2000, Van Kan, 2003; Rigotti ef al., 2006; Amselem et al.,, 2011; Dean et al.,
2012). Causa la enfermedad conocida como moho gris la cual se considera una de las mas
comunes y serias del género Rubus (Keller et al., 2003; Dean ef al., 2012). B. cinerea ataca
cualquier estado de desarrollo de los cultivos e infecta cualquier parte aérea de la planta asi
como sus productos después de ser cosechados (Benito et al., 2000; Betanzo, 2005;
Cabello, 2005; Van Kan, 2003).

Se han descrito muchas especies del género Trichoderma por medio de analisis
moleculares. Estas especies tienen una distribucion cosmopolita (Chaverri & Samuels,
2013). Esta distribucion tan amplia y su plasticidad ecoldgica tienen una estrecha relacion
con la alta capacidad enzimdtica que poseen para degradar sustratos, un metabolismo
versatil y la resistencia a inhibidores microbianos (Infante et al., 2009). Los habitos de
Trichoderma spp. son diversos e incluyen el micoparasitismo o ataque directo hacia un
hongo, la antibiosis que involucra la produccién de metabolitos secundarios, la
competencia con otros hongos por nutrientes, el saprofitismo, el endofitismo y la induccién
de resistencia sistémica en la planta hospedera (Druzhinina, Kopchinskiy & Kubicek, 2006;
Infante et al., 2009; Gazis, Rehner & Chaverri, 2011; Chaverri & Samuels, 2013).

Existen diferentes técnicas moleculares que se han implementado para el estudio de

hongos fitopatdégenos y antagonistas. Dentro de ellas se encuentra la técnica de PCR en
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tiempo real (qQPCR), una herramienta que permite la cuantificacidén precisa y segura de los
organismos blanco en muestras compuestas de suelo, agua, aire y tejidos, y es ideal para
detectar pequefios cambios de resistencia y susceptibilidad de los hospederos (Schena ef al.,
2004). La técnica de qPCR tiene la ventaja de que es mas sensible que el PCR punto final y
permite hacer andlisis cuantitativos de los organismos blanco. Se han realizado ensayos de
deteccidn y cuantificacién de B. cinerea por medio de esta técnica en diferentes especies de
plantas (Rigotti et al, 2002; Brouwer et al., 2003; Gachon & Saindrenan, 2004; Mehli et
al., 2005; Suarez et al., 2005; Chilvers et al, 2007; Cadle-Davidson, 2008; Celik et al,
2009; Diguta et al., 2010; Saito et al, 2013). Para el género Trichoderma se han
desarrollado sondas genéricas para detectar diferentes especies asi como sondas dirigidas
hacia una sola especie con el fin de monitorear y cuantificar diferentes poblaciones en
muestras ambientales de suelo o en ensayos con hongos fitopatégenos (Rubio et al, 2005,
Hagn et al., 2007; Kim & Knudsen, 2008; Savazzini et al., 2008; Lopez-Mondéjar et al.,
2010).

El ADN ribosomal nuclear (ADNTr) es la regién mas comin que se utiliza como
blanco para el disefio de imprimadores para la deteccion e identificacion de
microorganismos fitopatégenos mediante PCR debido a que contiene regiones con alta
variabilidad asi como secuencias muy conservadas. Esta regién contiene los genes 18S,
5.8S y 28S separados por los espaciadores imternos transcritos ITS1 e ITS2, y la regién
espaciadora intergénica (IGS). Las regiones ITS se han secuenciado extensamente y en la
actualidad se encuentran disponibles numerosas secuencias de referencia de ADNr en las
bases de datos. Esto ha hecho posible que se diseflen imprimadores universales. Para las
especies de Trichoderma se han disefiado imprimadores que amplifican las regiones ITS1 e
ITS2 (White et al., 1990; Rubio et al., 2005; Maymon et al., 2004; Druzhinina et al., 2006;
Siddiquee et al., 2007; Savazzini et al., 2008; Lopez-Mondéjar et al., 2010). Sin embargo,
aunque se considera la regién ITS como la regién oficial (cddigo de barras del ADN) para
la identificacion de hongos (Larena et al., 1999; Druzhinina et al., 2005; Druzhinina et al.,
2006; Schoch et al. 2012), se ha visto que para algunos grupos es una regién limitada e
mmprecisa en la identificacion de especies (Gazis ef al, 2011; Chaverri et al., 2015), como
ocurre en el caso de los Hypocreales (Chaverri et al., 2015). No se logra diferenciar

correctamente especies muy relacionadas por medio de esta regién (Samuels, 2006;
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Chaverri et al., 2015; Vidaurre-Montoya, Andrade-Meirelles, Chaverri & Rodrigues, 2016;
ISTH-International Subcommission on T7ichoderma and Hypocrea Taxonomy) ya que
comparten homologia de secuencia. Se recomienda el factor de elongacion 1-alfa (EF1-ar)
de la traduccion como un segundo marcador filogenético o codigo de barras por ser mas
variable que el ADNr y mostrar mas caracteres filogenéticos informativos que otras
regiones (Chaverri et al, 2003; Samuels, 2006; Chaverri et al., 2015). Esa variabilidad
permite encontrar diferencias entre y dentro de grupos de especies de Trichoderma con
estrecha relacién entre ellas (Samuels, 2006).

Contar con una sonda e imprimadores especificos para la deteccion de un
aislamiento de Trichoderma antagonista de B. cinerea, por medio de qPCR, permitira la
medicién de su crecimiento y el monitoreo de su efecto contra el patégeno o su desarrollo
dentro del hospedero sin depender de la visualizaciébn de micelio distinguible. Esto
permitiria cuantificar el crecimiento de Trichoderma como una medida indirecta de su
actividad antagdnica. El objetivo de este estudio fue desarrollar una sonda a partir del EF1-
o, y estandarizar una metodologia multiplex de qPCR con la sonda disefiada, para la
deteccién y cuantificaciéon en planta de un aislamiento de Trichoderma inoculado sobre

frutos de mora (Rubus adenotrichos Schitdl.) infectados con B. cinerea.

MATERIALES Y METODOS

Identificacidn, cultivo y purificacion de hongos

Se visit6 una finca productora de mora (Rubus spp.) ubicada en La Luchita del Guarco de
Cartago (N 09°44'39.9" W083°56'15.7"), se recolectaron frutos de mora de la variedad Vino
espina roja (Rubus adenotrichos Schiltdl.) con visibles sintomas de infeccioén por B. cinerea
y se trasladaron al laboratorio de Fitopatologia de la Escuela de Ciencias Agrarias (ECA)
de la Universidad Nacional (UNA). Se hizo identificaciéon y aislamiento directo del
patogeno (BcLL) y se cultivo en placas petri estériles con PDA (papa-dextrosa-agar) y
acido lactico al 25% (French & Hebert, 1980). Se incubaron las placas petri con el hongo a
temperatura ambiente (25°C) y se monitored su crecimiento por al menos tres dias. Luego

se purifico y se multiplicé BcLL en medio de cultivo fresco. Para ello se tomé una porcién
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de micelio del hongo y se cultivé de nuevo en placas petri estériles con PDA y 4cido lactico
al 25%. Se incubaron las placas con el hongo a temperatura ambiente durante ocho dias o
hasta que colonizara por completo el medio. Se hicieron cultivos monospoéricos a partir de
estos cultivos de BcLL, de acuerdo con la metodologia de French y Hebert (1980). Para el
cultivo del hongo antagonista Trichoderma sp., se tomaron varios aislamientos de la
micoteca del Laboratorio de Fitopatologia de la ECA. Estos aislamientos provinieron de
diferentes zonas productoras de mora (Rubus adenotrichos Schltdl.), los cuales se
encontraron asociados al cultivo y demostraron actividad antagénica contra B. cinerea en el
laboratorio y en campo (Castillo-Jiménez, 2011; Calvo-Araya, et al.,, 2012; Marin-Chacén
et al., 2017). Se reactivaron los aislamientos de Trichoderma BC1 de Bajo Canet de
Tarrazi (N 09°42'01.3" W083°59'49.0") (Marin-Chacén et al, 2017), J2.1 y J2.2 de Jardin
de Pérez Zeledon (N 09°30'08.3" W083°41'29.4") (Marin-Chacon et al, 2017), BV1 de
Buena Vista de Pérez Zeledon (N 09°30'15.3" W083°39'28.4") (Calvo-Araya et al., 2012) y
SM13B de San Martin de Ledn Cortés (N 09°43'43.2" W084°00'06.3") (Calvo-Araya et al.,
2012). Los aislamientos se reactivaron y se cultivaron siguiendo la metodologia de French

y Hebert (1980) hasta obtener cultivos monosporicos.

Extraccion de ADN genomico total

Se rasparon los conidios y el micelio de dos placas petri con cultivo monospérico de cada
hongo. El tejido se colocd en tubos de 1.5 ml. Se utiliz6 el protocolo de extracciéon de
Castle er. al. (1998) con algunas modificaciones realizadas por Hoyos, Chaparro,
Abramsky, Chet y Orduz (2008) v se ajusto en el laboratorio para trabajar con volimenes
pequeiios (Anexo I). Ademads, se extrajo ADN de fiutos de mora maduros (R. adenotrichos
Schitdl.) inoculados en ensayos previos con B. cinerea (BcLL) y Trichoderma BV1 (Hilje-
Rodriguez ef al., en progreso). Cada fruto de mora se macer6 de forma manual con ayuda
de un mortero y pistilo de porcelana y luego se siguié el protocolo antes iencionado sin
modificaciones. Se cuantifico la calidad y cantidad de todos los ADNs extraidos mediante
electroforesis en geles de agarosa TopVision'™ (ThermoScientific’™) al 0.8% con

GelRed™ (Biotium Inc) a 1X y espectrofotometria de luz UV (NanoDropTM 2000,
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ThermoScientific™). Se utilizaron columnas “DNeasy Mini spin” del DNeasy Plant Mini

kit® de QTAGEN® para limpiar ADN’s que presentaron impurezas.

PCR y secuenciacién de ADN

Por medio de PCR se amplificaron las regiones entre los espaciadores internos transcritos
ITS1 e ITS2 de los genes ribosomales nucleares y una region del gen que codifica para el
factor de elongacion 1-alfa (EF1-a) de la traduccion, que incluye el cuarto y quinto intrén.
Inicialmente se utilizaron cuatro imprimadores universales denominados ITS1 (5°-
TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3%), ITS2 (5-GCTGCGTTCTTCTTCATCGATGC-3%),
ITS5 (5'-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3"), ITS4 (5-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3) (White, Bruns, Lee & Taylor, 1990; Larena, Salazar,
Gonzalez, Julian & Rubio, 1999; Chaverri et al, 2003; Freeman, Minz, Jurkevitch,
Maymon & Shabi, 2000; Freeman et al, 2004, Maymon et al, 2004; Druzhinina et al,
2006; Siddiquee, Abdullah, Soon-Guan, & Rohaza-Aziz, 2007; Chaverri et al., 2015) y
luego los imprimadores EF1-728M (5’-CATYGAGAAGTTCGAGAAGG -3°), EF-2R (5°-
GGARGTACCAGTSATCATGTT-3"), Ef700f (5’- TCTACCAGTGCGGTGGTA-3’) y
teflR (5’-GCCATCCTTCGAACCAGC -3°) para el factor de elongacién (Carbone &
Kohn, 1999; Chaverri et al., 2003; Chaverri & Samuels, 2013; Chaverri et al., 2015). Se
utilizaron los mismos imprimadores para amplificar ADN de todos los aislamientos de
Trichoderma asi como de B. cinerea y de plantulas de mora cultivadas in vitro, libres de
hongos. Se realizaron reacciones de PCR de 25 ul para lo cual se utilizé la siguiente mezcla
de reaccién: 1.25 U de DreamTaq"™ polimerasa, DreamTaq™ Buffer (ThermoScientific™)
a una concentracién 1X, dNTPs a una concentraciéon de 0.2 mM cada uno, imprimadores a
1 uM cada uno, 100-200 ng/ul de ADN y agua libre de nucleasas. Las reacciones se
llevaron a cabo en un termociclador Veriti™ (Applied Biosystems™™) bajo el siguiente
perfil de temperaturas: un primer paso de desnaturalizacién a 95°C por 3 min, 95°C por 1
min, 56°C por 30 s, 72°C por 30 s; repetido por 40 ciclos, y un altimo paso de extensién a
72°C por 10 min. Los productos de PCR se analizaron en geles de agarosa TopVision™ al
1% con GelRed™ y se enviaron a purificar y a secuenciar en ambas direcciones a la

compania Macrogen Inc. (Corea del Sur). Las secuencias se editaron y se ensamblaron con
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el programa BioEdit versién 7.2.5 (Hall 1999) y luego se utilizé el BLAST® (Basic Local
Alignment Search Tool disponible en: http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgl) para
compararlas con secuencias depositadas en GenBank® del NCBI (National Center for

Biotechnology Information) e identificarlas.

Analisis filogenéticos

Se hicieron alineamientos y analisis de agrupamiento de las secuencias de ADN de los
aislamientos de Trichoderma spp. para calcular relaciones e identificarlos. Se evaluaron
tres tipos de alineamientos: Clustal W v.2.0 (Larkin et al., 2007), MUSCLE (Edgar, 2004)
y MAFFT v.7.017 (Katoh, Misawa, Kuma & Miyata, 2002). Se utiliz6 el programa
jModelTest v.2.1.4 (Darriba, Taboada, Doallo & Posada, 2012) para determinar el mejor
modelo de sustitucién de nucleétidos para generar los drboles. Se evaluaron los criterios de
asignacién de modelo por maxima similitud (ML) (Hemmerle & Hartley, 1973), inferencia
bayesiana (BI) (Schwarz, 1978), teoria de decision (DT) (Minin, Abdo, Joyce & Sullivan,
2003) y el criterio de Akaike (AIC) (Akaike, 1973). Por tltimo se utilizaron los programas
PhyML v.3.0 (Guindon et al, 2010), RAXML v.7.2.8 (Stamatakis, 2006) (modelo GTR
Gamma) y Mr. Bayes v.3.2.6 (Huelsenbeck & Ronquist, 2001) ("chain length"=1.100.000,
"heat chains"=4, "burn-in length"= 100.000, "sub-sampling frequency"=200, "random
seed"=26.500) con 1000 reemplazos para generar los arboles seglin los modelos de

sustitucién con mayor probabilidad para cada alineamiento.

Diseno de la sonda

Se diseiaron dos imprimadores y una sonda hidrolitica (TagMan®) para detectar el
aislamiento Trichoderma BV1 con ayuda de los programas BioEdit v7.2.5 (Hall, 1999) y
Primer Express® v3.0 de Applied Biosystems®, con base en una region del factor de
elongacion 1-alfa (EF1-a) de la traduccion (Fig. 1). Se siguieron las recomendaciones de
disefio de Applied Biosystems® (Anexo II). Los imprimadores y la sonda fueron fabricados

por Invitrogen™. La sonda TrichoBV1 se disefié con un fluoréforo reportero VIC™



17

conjugado en el extremo 5 y un ligando de unidn al surco menor (“MGB”) conjugado en el

extremo 3 junto con un quencher o apantallador no fluorescente (Anexo III).
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Fig.l. Alineamiento multiple de secuencias parciales del factor de elongacién 1-alfa (EF1-
o) de la traduccién que muestra la posicién de los iniciadores TrichoBV1 F/R (flechas) y la
sonda TrichoBV1 (linea) disefiados para la deteccidén del aislamiento Trichoderma BV1
mediante qPCR. Sé6lo se muestran los nucleétidos polimérficos; (.) indica un nucledtido
idéntico, (-) indica un gap o espacio en la secuencia.

qPCR y analisis de datos

Para la cuantificacion de BV1 se utilizaron los imprimadores (TrichoBV1 F/TrichoBVIR)
y la sonda (TrichoBV1 Probe) que se diseflaron previamente para ese aislamiento (Cuadro
1). Se evalu6 la sonda y los imprimadores disefiados, con ADN extraido de los otros
aislamientos de Trichoderma, asi como con el ADN de plantulas de mora y de B. cinerea.
Ademas, se evalud una sonda disefiada por Lopez-Mondéjar et al. (2010) para la especie T.
harzianum, basada en la regién ITS y otra sonda que utiliza la Environmental Protection
Agency (EPA) de los Estados Unidos para la especie 7. atroviride. Para la deteccion de B.
cinerea se utiliz6 el kit de deteccidon y cuantificacion Genesig de PrimerDesign™ Ltd. Este
kit incluy6 imprimadores especificos que amplificaron la regién IGS (espaciador
intergénico) del ADN ribosomal nuclear y una sonda especifica para esa region disefiada

por Sudrez et al. (2005) (Cuadro 1).
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CUADRO 1. Sondas e imprimadores utilizados en qPCR.

Bce2 F TTCGTGATTATCACCTGGGTTG 1GS
Bc2 R GCTCCTAGAACGTACGACCACA 1GS Sudrez et al. 2005
Bc2 Probe! CTATCCTTTATCAGTTTAGCG 1GS
ITS1 S Tharz TACAACTCCCAAACCCAATGTGA ITS
ITS1 R Tharz CCGTTGTTGAAAGTTTTGATTCATTT ITS Lopez-Mondéjar et al. 2010
ITS1 TM Tharz Probe! | AACTCTTATTGTATACCCCCTCGCGGGT ITS
TviriF1 CCCAAACCCAATGTGAACCA ITS
TviriR1 TCCGCGAGGGGACTACAG 1TS EPA USA
TviridP1 Probe! CCAAACTGTTGCCTCGGCGGG 1TS
TrichoBV1 F TCAATCCCTGTGTGGTTCAG EF-la
TrichoBV1 R GAACCCACGCATACTTGAAA EF-la Presente estudio
TrichoBV1 Probe? CGGCTTCCTATTGATTGAAACA EF-1a

'Sonda marcada con €l flurocromo FAM en el extremo 3’

2Sonda marcada con el flurocromo VIC en el extremo 3°

Se construyeron curvas estandar de cuantificacion absoluta de ADN para Trichoderma BV 1
y B. cinerea BcLL basadas en el numero de ciclos de la amplificacién o ciclos de
cuantificacion (Cq). Se siguieron las recomendaciones de las casas comerciales Applied
Biosystems® y PrimerDesign™. Para ello, se tomé ADN de cada hongo y se hicieron seis
diluciones seriadas (1:10) que se evaluaron por triplicado cada una. La concentracion de las
diluciones incluyeron desde 3x10° hasta 3x10° copias del genoma haploide de Trichoderma
BV1 y de 5x10° a 5x10° copias del genoma haploide de B. cinerea. Por medio del software
StepOne™ v2 3. se generd una curva estdndar con las cantidades de ADN de cada serie de
diluciones transformadas logaritmicamente contra los valores Cq obtenidos y se generd una
ecuacion de regresion lineal para cada hongo. Ademas se calculd la eficiencia (E) de cada
reaccién de PCR con la ecuaciéon E=[107P"4m9)_11x100. De seguido, se prepararon y se
corrieron reacciones multiplex con diluciones de los ADNs de los frutos de mora
inoculados con BcLL y BV1 en un termociclador para PCR en tiempo real StepOne™
(Applied Biosystems®). Cada mezcla de reaccién de gPCR fue de 10 ul y contuvo lo
siguiente: TagMan® Universal Master Mix II con UNG, Amperase® (ThermoScientific™) a
una concentracién 1X, los imprimadores Bc2F/Bc2R  para B. cinerea 'y
TrichoBV1F/TrichoBVIR para Trichoderma BV1 a 300 nM cada uno, la sonda Bc2P para
B. cinerea y TrichoBV1P para Trichoderma BV1 a 250 nM cada una, agua libre de
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nucleasas y 2.5 ul de diluciéon 1:20, 1:100 o 1:1000 de ADN. El perfil de temperaturas
utilizado fue el siguiente: 50°C por 2 min, 95°C por 10 min; 50 ciclos a 95°C por 15 sy
55°C por 1 min con captura de datos. Cada reaccién de gPCR se hizo por duplicado.

Se hicieron pruebas de estandarizacion previas para determinar la mejor concentracién de
mmprimadores y sondas a utilizar en las reacciones multiplex. Se evaluaron las
concentraciones de los imprimadores forward y reverse usando una matriz de optimizacion
con concentraciones de 50, 300 y 900 nM (Anexo IV). También se evalud la concentracion
de cada sonda a 100, 150 y 250 nM en diferentes ensayos, siguiendo las recomendaciones
de Applied Biosystems®. Como controles positivos de gPCR se utilizo ADN de B. cinerea
del kit Genesig, y ADN de los aislamientos BcLL y BV1. Como controles negativos se
utilizaron ADNs de plantulas de mora cultivadas in vitro, libres de hongos, asi como
reacciones de PCR a las que se les agregd agua en vez de ADN en el tubo de reaccion.
Posterior a las reacciones de qPCR, se hizo un analisis de correlacidn entre los valores Cq
de la curva estandar y la cantidad de ADN de cada hongo o complejo de hongos en las

muestras desconocidas.

RESULTADOS

PCR y secuenciacion de ADN

Se generaron productos de PCR de aproximadamente 300 pb con los imprimadores
ITS1/ITS2. Con los imprimadores ITS1/ITS4, ITS5/1TS4, EFI-728M/EF-2R vy
Ef700f/tefIR se generaron fragmentos de 600-700 pb. Al hacer los alineamientos, se
observé que cuando se limitdé a que el BLAST® s6lo utilizara o buscara en GenBank®
secuencias depositadas de material tipo (ejemplares de especies anotadas en bases de datos
taxondmicas) para comparar, la identificacién de especies fue diferente a la que se obtuvo
sin limitar la busqueda (al tomar cualquier secuencia similar depositada). Los analisis del
BLAST® al comparar con todas las secuencias del GenBank®, determinaron que los
aislamientos BC1, J2.1 y J2.2 fueron similares a otros aislamientos identificados como T.
harzianum. Ademas, J2.1 también fue similar a 7. lentiforme y J2.2 a T. camerunense 'y T.
rifaii. Por su parte, BV1 mostr6 similitud unicamente con 7. atroviride y SM13B con T.

asperellum. Sin embargo, cuando se hicieron los analisis del BLAST® maés especificos,
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Fig. 2. Arbol filogenético generado por Mr. Bayes a partir de una regién del gen EF1-a de
714 nucledtidos con 1000 reemplazos que muestra la posicion de diferentes especies de
Trichoderma. Las secuencias que se utilizaron del GenBank® se denotan con el namero de
accesion correspondiente. (Ama: Amazonas, Bra: Brasil, Can: Canad4d, Came: Camerun,
Col: Colpmbia, Ecua: Ecuador, Eth: Etiopia, Gal: Islas Galapagos, Ire: Irlanda del Norte,
NZ: Nueva Zelanda, Per: Perd, Slo: Eslovenia, USA: Estados Unidos, UK: Reino Unido,

Vie: Vietnam; 7. Ilongibrachiatum: especie utilizada como - grupo extemo).
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CUADRO 2. Aislamientos del GenBank® que se utilizaron para los analisis filogenéticos

T longibrachiatum

Canada

Suelo

DAOM 166989

si Chaverri & Samuels, 2013

FJ463301.1 T afrcharziamm Pert Sobre basidioma de Monifiaphthora roresi en frute de Theabroma cacao CBS 124620=G.1.S. 04-186 si Chaverri ef al., 2015
AF348099.1 T inhamatum Colombia Suelo CBS 273.78=IMI 287526 s Chaverri et al,, 2015
FJ463333.1 T lentiforme Brasil Endoéfito en tronco de Theobroma cacao Dis 167e si Chaverri efal., 2015
AF348093.1 T afarasin Cameriin Suclo CBS 130755=IMI 393967=G.1.S. 99-227 si Chaverri ef al., 2015
AF348101.1 T harziawun Reino Unido Suelo CBS 226.95 si Chaverri et al., 2015
AF348092.1 T harzianum trlanda del Norte Compost de hongo IMI 359823 no Chaverri etal., 2015
AF348107.1 T. camerunense Camertin Suclo CBS 137272=G.J.S. 99-230 si Chaverri et al., 2015
FJd63324.1 T rifaii Ecuador Endétito en tronco de Thevobroma gileri CBS 130746= Dis 355b si Chaverri et al., 2015
GU198294.1 T asperelloides Vietnam Suelo de Ananas comosus G.1S. 04-111 no Samuels er al., 2010
AY376058.1 T. asperellum Amazonas Esclerocio de Scleratinia minor enterrado en suelo CBS 433.97 no (ex-tipo) Holmes et al., 2004
FJ463285.1 T asperellimn Brasil Suclo GJS.91-162 si Chaverri & Samucls, 2013
DQB41726.1 T scalesiae Isla Galdpagos Endéfito en tronco de Scalesia peduncilata G.1S. 03-74 si Jaklitsch et al., 2006
EU248618.1 T martiale Brasil Endéfito en Theobrama cacao CBS 123052 s Chaverri & Samuels, 2013
DQ307535.1 T. viride Estados Unidos Madcra decorticada G.J.S. 90-95=IMI 352470 no Jaklitsch et al., 2006
F1436193.1 T. atroviride Etiopfa Suelo de Thevbroma cacao PPRC 837 no Mulaw et al., 2010
AF348114.1 T. atroviride Nueva Zelanda Sauce infectado con Armillaria G.J.S. 95-10 no Samuels ef al., 2002
AY376651.1 T. atroviride Eslovenia Galerfa de escarabajo CBS 142.95 si Holmes ef al., 2004
AF456889.1 1. atroviride Cuanada Compost de hongo DAOM 222144 s Chaverri & Samuels, 2013

CBS = CBS Fungal Biodiversity Centre culture collection, The Netherlands; DAOM = Agriculture and Agri-Food Canada National Mycological Culture Collection; G.1.S. = G. J. Samuels; Dis = H.C. Evans endophyte cultures, IMI
= CABI-Bioscience, Egham, UK.

[\
[\
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Segin el dendrograma generado por BI (Fig. 2), se observaron los siguientes
agrupamientos: el aislamiento Trichoderma BV1 agrupé con la especie 7. atroviride y el
aislamiento Trichoderma SM13B con la especie T. asperellum. Por su parte, el aislamiento
J2.1 agrup6 con T. lentiforme y J2.2 con T. rifaii. El aislamiento BC1 agrup6 con la
especie I" harzianum asi como con las especies 1. afarasiny T. camerunense. Sin embargo,
mostré bajos valores de reemplazo (<50%) con esos agrupamientos. No se encontraron
especies nuevas pero al ser el primer reporte de secuencias de estos aislamientos, se

registraron en GenBank®.

Diseiio de la sonda, gPCR y analisis de datos

Los imprimadores y la sonda TrichoBV1 disefiados en el presente estudio permitieron la
detecciéon y cuantificacion del aislamiento BV1 a partir de cultivos puros y en muestras
compuestas que también presentaban B. cinerea (BcLL). El ADN fue cuantificable y los
resultados fueron reproducibles después de todas las estandarizaciones. Todas las
concentraciones de imprimadores y de sonda que se evaluaron se desempefiaron
adecuadamente (Figs. 3 y 4). Se escogi6 la concentracion de 300 nM (Fig. 3) para ambos
imprimadores (forward y reverse) y la de 250 nM (Fig. 4) para cada sonda, las cuales

dieron valores intermedios de Cq y desviacion estandar.
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Fig. 3. Evaluacién de nueve combinaciones de concentraciéon de imprimadores, mostrando
el Cq promedio de cada combinacién y la desviacién estandar. F: forward, R: reverse.



24

Sonda Bc2P Cq Cq
(nM) Promedio | DesvEst

100 2862 | 001

150 2819 | 0.06
L 250 27.72 0.05
o
2 &4 & B W o2 o w ¥ W XN 2 NN N X N ¥ oA 2 = o=m 4 N
Cycle
51 3
J_' Sonda
. | TrichoBV1| Cq Cq
E 3'| [ (nM) Promedio | DesvEst
L, | 100 33.71 0.5
5 | / 150 33.10 0.7
| / 250 3461 | 04
: 2 4 -] g N0 2 UM m XY R M MNBE XY MNMNE LU M N
Cycle

Fig. 4. Evaluacion de tres concentraciones de cada sonda, mostrando el Cq promedio de
cada concentracion y la desviacion estandar. Sonda Bc2P para B. cinerea y sonda Tricho
BV1 disefiada para el aislamiento Trichoderma BV 1.

La sonda TrichoBV1 y los imprimadores disefiados (TrichoBV1F/TrichoBVIR) no
mostraron amplificacién con el ADN genémico de plantulas de mora, B. cinerea, ni con los
aislamientos Trichoderma BC1 y SM13B, pero si mostraron curva de deteccién con los
aislamientos J2.1 (Cq=40.14) y J2.2 (Cq=44.70) (Cuadro 3). El juego de imprimadores con
sonda Bc2 (Bc2F/Bc2R/Be2P) disefiados por Sudrez y colaboradores (2005), detectaron
ADN gendémico del aislamiento B. cinerea BcLL de manera especifica y sin interferir con
la sonda TrichoBV1. En cuanto a la sonda disefiada por Lépez-Mondéjar et al. (2010)
(ITS1 STharz/ITS] RTharz/TM TharzP) y la de la EPA (TviriF/TviriR/TviridP), éstas
amplificaron con ADN de dos de los aislamientos de Trichoderma y con B. cinerea del
presente estudio (Cuadro 3), a pesar de que fueron disefiadas para detectar las especies 7.

harzianum'y T. viride respectivamente.
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CUADRO 3. Aislamientos y sondas que se evaluaron.

Bc2F/Be2R & Be2P| ITS1 S/R Tharz & TM Tharz P | TviriF1/R1 & TviiidP1 P| TrichoBuViF/R & TrichoBuVi P
Trichoderma BV1 Costa Rica - - +(Cq=39.53) +{Cq=31.72)
Trichoderma BC1 Costa Rica - +{(Cg=21.61) +(Cq=41.89) -
Trichoderma J2.1 Costa Rica - No se evalud - +(Cq=40.14)
.\ Trichoderma 12.2 Costa Rica - +(Cq=30.44) - +{Cq=44.70)
Trichoderma SM13B | Costa Rica - No sc evalud - -
\Botrytis cinerea (BcLL)| Costa Rica +({Cq=31.07) +(Cg=36.82) + (Cg=44.09) -

+: Amplificacion positiva
- : Amplificacion negativa
Cq: Cq promedio

La sonda TrichoBV1 fue maés eficiente cuando se trabaj6 con diluciones de ADN 1:1000.
Cuando se utilizaron diluciones 1:20 y 1:100 de los ADNs en la mezcla de reaccién de
gPCR hubo inhibicién parcial de la sonda, en donde se reportaron Cq tardios, después de
los 40 ciclos de reaccion de qPCR o inhibicién total en donde no se reporté un Cq debido a
que no hubo curva de deteccion (Anexo VI). Esta inhibicion se observé también al obtener
la curva estandar de Trichoderma BV1, donde la dilucion 1 (D1), la mas concentrada
(3x10° copias del ADN de interés), mostré los valores Cq mas altos (mds tarde en la
reaccién) en vez de mostrar los valores mas bajos (Anexo VII). Por lo tanto, se tomaron los
datos de la curva estandar a partir de la dilucion dos (D2) (Fig. 5). En el caso de la sonda
Bc2P para B. cinerea, no se presentd inhibicidén por lo que se tomaron los datos de las
diluciones D1 a la D6 de la curva estandar (Fig. 6) y los datos de las diluciones 1:100 de los
ADNs para los analisis. Ambas curvas estandar mostraron alta correlacidn entre los valores
Cq y las cantidades de ADN de cada hongo (R* = 1, B. cinerea; R* = 0.91, Trichoderma
BV1) y una eficiencia alta de las reacciones, 94.71% para B. cinerea y 98.80% para
Trichoderma BV1. La figura 7 muestra un ejemplo de las curvas que se generaron al
cuantificar B. cinerea BcLL y Trichoderma BV1 en un fruto de mora inoculado con ambos

hongos.
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Fig. 5. Curva estdndar generada por la amplificacion de diluciones seriadas (1:10) de ADN
genomico del aislamiento 7richoderma BV 1. La eficiencia de la reaccion fue 98.80%.
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Fig. 6. Curva estandar generada por la amplificacion de diluciones seriadas (1:10) de ADN
genomico de B. cinerea BcLL. La eficiencia de la reaccion fue 94.71%.
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Fig. 7. Grafico de amplificacion generado con las sondas e imprimadores Bc2F/2R/2P y
TrichoBV1 F/R/P a partir del ADN de un fruto de mora inoculado con B. cinerea BcLL y
Trichoderma BV1 y evaluado por duplicado.

DISCUSION

De acuerdo con los anélisis de datos de Chaverri et al. (2003), a partir de secuencias
de ADN de cuatro genes (regién ITS, EFl-a, calmodulina y a-actina) en la especie T.
harzianum se demostr6 que cada una de esas regiones del genoma tiene diferente
porcentaje de caracteres informativos (1.5, 20.9, 14.8 y 5.8%, respectivamente). No
obstante, la secuenciacion de las regiones entre los ITSs de los genes ribosomales de
Trichoderma spp. aun se utiliza de rutina como un analisis de identificacion preliminar
(Gazis et al., 2011; Chaverri ef al., 2015; Vidaurre-Montoya ef al., 2016). Por consiguiente,
en el presente estudio también se secuenciaron esas regiones como un andlisis previo. No
obstante, se tomaron las secuencias correspondientes al factor de elongacion de todos los
aislamientos de Trichoderma para los analisis filogenéticos y para el diseho de la sonda.
Esas secuencias se depositaron en GenBank® y a partir de ellas se gener6 el dendrograma.
Aunque no se logré identificar de manera precisa uno de los aislamientos, Trichoderma
BCl1, esto no afecté el disefio de los imprimadores y la sonda para el aislamiento
Trichoderma BV1 (T. atroviride) ni su desempefio. Cuando se trabaja con secuencias de
ADN vy en particular de Trichoderma, en ocasiones no se logra la identificacion correcta de
alguna especie y ésto se debe a que en GenBank® existen muchas secuencias depositadas
que han sido mal identificadas (Samuels, 2006; Federhen, 2015). De acuerdo con Federhen
(2015), “las secuencias reportadas en GenBank® se han identificado con diferentes grados
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de certeza. Algunas se han tomado de especimenes o cultivos que pueden ser identificados
de forma independiente por un especialista y algunos de estos vienen con identificacién a
nivel de especie (nombre formal). Otros poseen nombres informales que vienen de
diferentes fuentes. Las especies que tienen un nombre formal en el cédigo de nomenclatura
apropiado estan indexadas en Taxonomy Entrez con la propiedad especificada (a quién
pertenece). Las secuencias de especimenes que no se han identificado a nivel de especie
estdn anotadas con un nombre informal y de diferentes formas. Estas representan el 66% de
los nombres en Taxonomy y el 20% de las entradas en Genbank®. Por su parte, muchas de
las especies nuevas que se describen son “especies cripticas” (morfologicamente no se
diferencian). No son especies que se reconocen con facilidad como nuevas sino especies
existentes que resultan ser un complejo de especies cuando se observan mas de cerca (a
nivel de secuencia).”

Para el género Botrytis, las regiones ITS también poseen pocas diferencias en las
secuencias de nucledtidos entre las diferentes especies y por lo tanto los imprimadores
desarrollados para la deteccidon de este patdogeno se han disefiado para otras regiones del
genoma. La region IGS entre los genes ribosomales evoluciona mas rapido que las regiones
ITS y presenta mas polimorfismos en la secuencia por lo que permite discriminar entre
especies mas cercanas (Pantou, Mavridou & Typas, 2003; Suérez et al, 2005; Sanzani,
Schena, de Cicco & Ippolito, 2012). Es por ello que Suarez y colaboradores (2005)
disefiaron una de las sondas de qPCR con base en esta regién y lograron que fuera
especifica para B. cinerea. Esta sonda fue la que se utilizd con éxito en la presente
investigacion para detectar B. cinerea BcLL a partir de una matriz bioldgica, y la que han
utilizado otros investigadores para hacer estudios de qPCR con este patdogeno (Celik et al.,
2009; Diguta et al., 2010; Sanzani et al., 2012).

En el caso del género Trichoderma, se han desarrollado sondas genéricas asi como
sondas dirigidas a la deteccion y cuantificaciéon de una especie o aislamiento en particular
con el fin de monitorear y cuantificar sus poblaciones (Rubio et al., 2005; Hagn et al,
2007; Savazzini et al., 2008; Lopez-Mondéjar et al., 2010). En todos estos estudios se
demostrd la efectividad y rapidez de la técnica de gPCR y su aplicabilidad a programas de
deteccion y monitoreo de hongos. Sin embargo, debido a que las sondas se disefiaron con
base en regiones del genoma con poca diferenciacion interespecifica, como lo es la region

ITS, no se obtuvo alta especificidad y por ello esas sondas amplificaron también con B.
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cinerea BcLL y varios de los aislamientos de Trichoderma como BC1 y J2.2 en el caso de
la sonda de Lopez-Mondéjar et al. (2010) (Cuadro 3) y BV1, BC1 en el caso de la sonda de
la EPA (USA), que no eran T. harzianum ni T. viride. En cuanto a la sonda que se disefié en
esta investigacion (TrichoBV1), ésta también amplifico con los aislamientos J2.1 y J2.2 que
mostraron alto porcentaje de similitud con las especies TI. lentiforme y T. rifaii
respectivamente. Esto quiere decir que la sonda funciona tanto para esas dos especies como
para T. atroviride BV1 para la cual fue disefiada. Esto no afectdé su desempefio ni la
obtencion de datos debido a que los frutos de mora fueron inoculados con el aislamiento
BV1.

Applied Biosystems® (2010) recomienda hacer pruebas de estandarizaciéon cuando
se trabaja con varias sondas al mismo tiempo en una reaccion duplex o multiplex. Esto
debido a que uno de los genes blanco puede estar presente en mayor cantidad que el otro,
como es el caso de la region IGS en comparacién con el EF1-a, y esto puede provocar que
la amplificacion de una especie domine sobre la otra y se inhiba la deteccion. Para evitar
que esto ocurra, Applied Biosystems® recomienda limitar las concentraciones de los
imprimadores que se utilizan para amplificar la especie mas abundante, de manera que la
amplificacion se “desactive” poco después de establecer el Cq. La limitacion del
imprimador hace que los componentes de la reaccidon comunes a ambos ensayos no se
agoten, lo que permite que la amplificacion de la especie menos abundante también se
realice con eficiencia. Esto produce valores altos de ARn que indican que el ensayo fue
robusto y eficiente (Applied Biosystems® 2010), lo que se deriva en una buena generacién
de producto y permite medir con precision el ADN blanco, como ocurrid en los ensayos de
cuantificacion simultanea de B. cinerea y Trichoderma.

La inhibicion que se presento con la sonda disefiada en esta investigacion se debid a
la alta concentracion del ADN de Trichoderma BV1 presente en las muestras y no a la
concentracion de los imprimadores o la sonda en la reacciéon de acuerdo con lo observado
en los ensayos de estandarizacion. Tampoco se debio a competencia entre la sonda de B.
cinerea y la de T. atroviride porque el efecto se observé tanto en reacciones multiplex
como en reacciones individuales con cada sonda por separado (singlex). De acuerdo con
Keer (2008), en algunos experimentos puede ocurrir una disminucion en la sefial de

fluorescencia luego de la fase exponencial. A esto se le conoce como “efecto gancho” por
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la forma de la curva que se genera (Anexo IX). Esto se da por la hibridacion competitiva
que ocurre entre las hebras simple banda del producto de PCR y la sonda. A baja
concentracion de producto, la sonda compite de forma eficiente por la hibridacion y por lo
tanto fluoresce. Sin embargo, cuando la cantidad de producto de PCR es alta, las dos hebras
simple banda del producto de PCR se unen entre ellas mas rapido que la sonda a su
secuencia blanco o sitio de unién de modo que disminuye la cantidad de fluorescencia
emitida. Segun Keer (2008), este descenso en la fluorescencia no afecta la eficiencia o la
especificidad de la amplificacion o la deteccion del ADN blanco y se puede reducir este
efecto optimizando la concentracion de ADN en la reaccion o disminuyendo la cantidad de
ciclos de amplificacion. En el caso de Trichoderma BV1, se observo una deteccion tardia
de dicho hongo con curvas con Cgs altos o en ocasiones no hubo deteccion del hongo
(falsos negativos en frutos cubiertos por completo con este hongo) cuando se utilizaron
reacciones de qPCR con los ADNs mas concentrados (diluciones 1:20 y 1:100). Al
optimizar la concentracion de ADN en la reaccion con diluciones 1:1000 se pudo detectar y
cuantificar con éxito Trichoderma BV1 presente en las muestras.

La caracterizacion e identificacion de aislamientos de hongos y otros organismos a
nivel de especie es esencial para su estudio y utilizacion, y el uso de controladores
biolégicos requiere que existan métodos para monitorear su presencia o ausencia en el
ambiente donde se aplican. Tradicionalmente se han utilizado técnicas de cultivo en el
laboratorio mediante medios selectivos e identificacion morfoldgica y morfométrica. Sin
embargo este método requiere de tiempo, no siempre permite distinguir entre especies con
morfologia muy similar, como en el caso de Trichoderma, y no permite hacer analisis
cuantitativos ni analisis directos en tejidos. El PCR en tiempo real utilizando imprimadores
y una sonda especifica es un método efectivo para monitorear y cuantificar la cantidad de
ADN de un organismo de interés presente en una muestra y por lo tanto es una técnica util
cuando se trabaja con controladores biologicos. Los ensayos de gPCR realizados en esta
investigacion mostraron ser rapidos, selectivos, consistentes y sensibles. Se logré trabajar
con muestras de ADN compuestas (varios ADNs) lo que lo hace una herramienta util para
el estudio de estos y otros hongos que crecen sobre o dentro de tejidos. Se propone el uso
de la sonda TrichoBVIP junto con los imprimadores disenados en este estudio
(TrichoBV1F/TrichoBV1R) para utilizar en el futuro en programas de combate biologico y

evaluaciones en campo con el aislamiento Trichoderma BV1 o con los aislamientos
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Trichoderma J2.1 y J2.2 con los que también mostraron amplificacion. Adicional a lo que
se ha hecho en otros estudios, la presente investigacién aporta una sonda méas especifica
porque se basa en una regién del genoma que es mas informativa para la diferenciacién de
especies de Trichoderma (Chaverri et al, 2003). Ademds, este estudio permitid
estandarizar una metodologia multiplex para evaluar la accién de Trichoderma BV1 como

antagonista de B. cinerea sobre frutos de mora.
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CAPITULO II

(En formato de articulo cientifico para ser sometido)

Monitoreo de la actividad antagonica de Trichoderma sp. como controlador biologico
de Botrytis cinerea Pers.:Fr. en frutos de mora (Rubus adenotrichos Schltdl.)

mediante qPCR

Resumen

Botrytis cinerea es un fitopatogeno de importancia agricola, ampliamente estudiado, que
produce la enfermedad conocida como moho gris. Se ha identificado dicho hongo en mas
de 200 especies de plantas sin ninguna aparente especificidad de hospedero y ocasiona
serias pérdidas econdmicas. Debido a la necesidad de encontrar agentes biocontroladores
que contribuyan a resolver dicha problematica, se han evaluado algunas especies del género
Trichoderma como controladores bioldgicos contra un amplio espectro de hongos
fitopatdgenos incluyendo a B. cinerea. En Costa Rica se han aislado cepas de Trichoderma
asociadas a frutos de mora (Rubus adenotrichos Schltdl.) cultivada y han mostrado
resultados promisorios contra el moho gris. En la actualidad existen métodos sensibles y
seguros basados en el analisis de ADN que permiten detectar y cuantificar hongos en tejido
vegetal y por lo tanto monitorear su comportamiento desde el establecimiento hasta su
desarrollo o infeccion. La técnica de PCR en tiempo real (qQPCR) es una herramienta util
para detectar y monitorear la prevalencia de hongos, tanto fitopatdgenos como antagonistas
aun cuando no haya sintomas de su presencia en su hospedero o tejido infectado. Por lo
tanto, la presente investigacion tenia como objetivo evaluar la interaccion de Trichoderma
sp. como controlador biologico del moho gris, mediante qPCR, en frutos de mora
inoculados de forma artificial con B. cinerea. Para ello se monitoreé y cuantificd el
crecimiento y avance de ambos hongos en el tiempo. La reaccion de qPCR se baso en la
deteccion simultdnea de ambos hongos por medio de una sonda disefiada para detectar una
secuencia de la region IGS y otra sonda para el factor de elongacion 1-alfa (EF1-a) de la
traduccion. Los andlisis mediante qPCR permitieron evaluar el crecimiento del aislamiento

Trichoderma BV1 'y B. cinerea, y demostraron que BV1 logro controlar el crecimiento del
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patdégeno en los frutos de mora. Este tipo de andlisis podrian ser implementados para el

monitoreo de estos hongos en un programa de control bioldgico.

Palabras clave: Rubus adenotrichos, Botrytis cinerea, Trichoderma sp., qPCR, hongos

fitopatdgenos, control bioldgico.

INTRODUCCION

La mora (Rubus adenotrichos Schltdl.) es un cultivo no tradicional de importancia
econdémica y fuente rica en polifenoles. La mayoria de los compuestos polifendlicos
presentes en sus frutos son taninos elagicos y antocianinas, los cuales tienen importantes
actividades bioldgicas como accién antimutagénica, antiviral, anticancerigena, antitumoral,
quimioprotectora y antioxidante (Soto, Pérez & Acosta, 2010). En Costa Rica se produce
mora de forma convencional y organica. Por parte de los agricultores ha crecido el interés
de producirla de manera organica ya que existe una mayor demanda de productos organicos
y mejores precios para estos productos, preferidos por consumidores que buscan alimentos
libres de pesticidas sintéticos y de mayor calidad. Sin embargo, el manejo organico ha
obligado a los productores de mora a introducir nuevas practicas agricolas con el objetivo
de combatir los problemas fitosanitarios que presenta este cultivo (R. Orozco-Rodriguez,
comunicacion personal, 30 de Agosto, 2012).

El cultivo de la mora es atacado principalmente por Botrytis cinerea Pers.:Fr.
(=Botryotinia fuckeliana), un hongo fitopatégeno que causa la enfermedad conocida como
moho gris o pudricién del fruto (Jennings, 1988; Castro & Cerdas, 2005). Esta es una de las
enfermedades mas comunes v de mayor importancia econdémica en el género Rubus y otras
especies frutales en el ambito mundial (Dean et al 2012; Molina, de la Rotta & Torres,
2004; Elad et al, 2007). B. cinerea representa un problema tanto en campo como en
poscosecha debido a que puede permanecer latente por largos periodos y por su alto
potencial destructivo, particularmente en zonas de clima muy hamedo (Benito et al.,, 2000;
Betanzo, 2005). Para su combate se han empleado diferentes fungicidas quimicos. No

obstante, esta practica no es cien por ciento efectiva y provoca que se desarrollen razas con
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tolerancia a los agroquimicos, debido a la plasticidad genética de este hongo (Leroux,
2007).

El combate bioldgico es una herramienta que permite aumentar la produccién de los
cultivos por medio de la supresion o destrucciéon de indculos de patdgenos, protege las
plantas contra infecciones o aumenta la tolerancia de las plantas para resistir el ataque de
agentes infecciosos (Cook, 1993). Los hongos antagonistas resultan importantes para el
combate biolégico de los fitopatdogenos. En este sentido, las especies del género
Trichoderma se destacan entre las mas utilizadas para el biocontrol de hongos causantes de
enfermedades (Bell et al., 1982; Labudova & Gogorova, 1988; Infante et al., 2009; Ha,
2010; Kumar, Amaresan, Bhagat, Madhuri & Srivastava, 2012). Entre los modos de accién
de Trichoderma spp. se encuentra el micoparasitismo contra hongos fitopatdgenos
mediante la secrecion de enzimas hidroliticas y compuestos antibiéticos, la competencia
por espacio y nutrientes con otros microorganismos, la estimulacion del crecimiento de las
plantas y la induccién de mecanismos de resistencia a las plantas en presencia de estrés
bidtico y abidtico (Harman et al., 2004; Ha, 2010; Kowalska, 2011; Sharma et al.,, 2011;
Kumar et al., 2012; Mukherjee, Horwitz & Kenerley, 2012; Dubey et al,, 2013). Se han
evaluado varias especies de este género como controladores bioldgicos contra un amplio
espectro de hongos fitopatdogenos que incluye a B. cinerea (Molina-Mercader et al., 2006;
Elad & Stewart, 2007; Martinez & Moreno, 2008; Moraga-Suazo et al., 2011; Calvo-Araya
et al., 2012; Marin-Chacdn et al., 2017). Para el caso de la mora en Costa Rica, se han
realizado pruebas de antagonismo con varios aislamientos de Trichoderma contra B.
cinerea tanto en el laboratorio como en campo (Castillo-Jiménez, 2011; Calvo-Araya et al,
2012, Marin-Chacon et al., 2017).

Para detectar y monitorear la prevalencia de hongos, tanto fitopatdogenos como
antagonistas, existen diferentes técnicas moleculares basadas en el analisis de ADN. Dentro
de ellas se encuentra la técnica de PCR en tiempo real (QPCR) que permite hacer analisis
cuantitativos para dar seguimiento al progreso de los hongos desde su establecimiento o
infeccion hasta la expresion de sintomas por parte de sus hospederos. El monitorear la
actividad de los hongos en el hospedero mediante esta técnica permite estudiar la eficacia
en el establecimiento y la efectividad de un antagonista en combatir a un determinado
patogeno. El objetivo de la presente investigacion fue evaluar mediante gPCR el progreso y

la actividad antagoénica del hongo Trichoderma sp. como controlador bioldégico del moho
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gris (causado por B. cinerea Pers.:Fr), en frutos de mora inoculados de forma artificial.
Contar con este método de detecciéon permitiria evaluar directamente en fruto el
establecimiento de Trichoderma e implementar la técnica en programas de combate
bioldgico aun con plantas asintométicas o tejidos que no muestren la presencia de estos dos

hongos.

MATERIALES Y METODOS

Sitios de muestreo

Se recolectaron frutos de mora de la variedad Vino espina roja (Rubus adenotrichos) con
visibles sintomas de infeccion por B. cinerea de una finca productora de mora (Rubus spp.)
ubicada en La Luchita del Guarco de Cartago (N 09°44'39.9" W083°56'15.7") para hacer
aislamientos directos del patogeno. Para ensayos posteriores de gPCR se recolectaron
manualmente alrededor de 500 frutos rojos (estado intermedio de madurez) en apariencia
sanos de una finca productora de mora ubicada en La Trinidad de Copey de Dota de San
José (N 09°39'58.7" W083°53'32.1"). El material recolectado se colocé en bolsas plasticas
dentro de una hielera y se trasladdé a los laboratorios de Fitopatologia y de Biologia
Molecular de la Escuela de Ciencias Agrarias (ECA) de la Universidad Nacional (UNA)

para su procesamiento.

Identificacion, cultivo y purificacion de hongos

Para el cultivo de B. cinerea se hizo identificacion visual y aislamiento directo del hongo
(BcLL) a partir de los frutos de mora infectados provenientes del campo y se cultivé en
placas petri estériles con PDA (papa-dextrosa-agar) y dcido lactico al 25% (French &
Hebert, 1980). Se incubaron las placas petri con B. cinerea a temperatura ambiente (25°C)
y se observo su crecimiento por al menos tres dias. Luegd se purificé y se multiplicé el
hongo en medio de cultivo fresco. Para ello se tomd una porcion de micelio y se cultivo de
nuevo en placas estériles con PDA y acido lactico al 25%. Se incubaron las placas con el

hongo a temperatura ambiente durante ocho dias o hasta que colonizara por completo el
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medio. Se hicieron cultivos monospéricos a partir de estos cultivos de B. cinerea de
acuerdo con la metodologia de French y Hebert (1980).

Para el cultivo del hongo antagonista Trichoderma sp., se tomaron dos aislamientos de la
micoteca del Laboratorio de Fitopatologia de la ECA. Estos correspondieron a aislamientos
del género Trichoderma provenientes de dos zonas productoras de mora, los cuales se
encontraron asociados al cultivo (Calvo-Araya et al., 2012; Marin-Chacon et al., 2017). Se
reactivaron los aislamientos Trichoderma BV1 de Buena Vista de Pérez Zeledon (N
09°30'15.3" W083°3928.4" y BCl1 de Bajo Canet de Tarraza (N 09°42'01.3"
W083°59'49.0™), obtenidos por Calvo-Araya et al. (2012) v Marin-Chacén et al. (2017)
respectivamente. Estos aislamientos mostraron su antagonismo hacia B. cinerea en ensayos
previos en platos petri asi como sobre frutos de mora en el laboratorio y en el campo
(Castillo-Jiménez, 2011; Calvo-Araya et al, 2012; Marin-Chacoén et al, 2017). Se
reactivaron y se cultivaron siguiendo la misma metodologia empleada para B.cinerea hasta
obtener cultivos monosporicos. Se hicieron suspensiones de conidios a partir de los cultivos

monosporicos de B. cinerea 'y Trichoderma spp. para utilizarlas en inoculaciones.

Inoculacion patégeno-antagonista en frutos

Se realiz6 un ensayo preliminar de inoculacion de frutos para determinar con cual de los
dos aislamientos de Trichoderma hacer las evaluaciones posteriores y se escogio el
aislamiento Trichoderma BV1 por ser mas eficiente que BC1 contra B. cinerea en el
laboratorio y en campo (Marin-Chacon et al., 2017). Para las inoculaciones se tomaron 250
frutos rojos de mora en apariencia sanos y se sometieron a una secuencia de desinfeccion
superficial sumergiéndolos en etanol al 75% durante 30 segundos, hipoclorito de sodio al
0.5% durante un minuto y por ultimo en agua destilada estéril. Luego se colocd cada fruto
dentro de una placa petri estéril con agar-agua y se inoculdé con 20 ul de suspension de
conidios de B. cinerea o Trichoderma BV1 a una concentracién de 1x10° conidios/ml de
manera superficial con ayuda de una micropipeta. Se cuantificoé la concentracion de
conidios con ayuda de una cimara de Neubauer, segun la metodologia propuesta por
French y Hebert (1980). Se trabaj6 con cinco tratamientos de inoculacion: (i) frutos con B.
cinerea BcLL, (ii) frutos con B. cinerea BcLL y Irichoderma BVI, (ii1) frutos con
Trichoderma BV1, (iv) frutos con Trichoderma BV1 y B. cinerea BcLL, (v) frutos sin
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inocular (controles). Se inocularon 50 frutos por cada tratamiento. Para los tratamientos ii y
1v se inocul6 cada hongo del tratamiento con tres horas de diferencia entre la primera y la
segunda inoculacion. Los frutos se incubaron a temperatura ambiente durante diez dias para
evaluar el crecimiento y antagonismo entre los hongos. Se tomaron submuestras de cada
tratamiento para monitorear y cuantificar por medio de gPCR el desarrollo de cada hongo y
del complejo patogeno-antagonista sobre los frutos de mora a los dias 0, 3, 5, 7 y 10
después de la inoculacidén inicial. Se tomaron diez frutos de cada tratamiento por dia (total=
50 frutos por dia). Estas submuestras se colocaron en tubos plasticos de 15 ml y se

conservaron en congelacion a -20°C para su posterior extraccién de ADN y analisis.

Extraccion de ADN

Se extrajo el ADN genémico total de los frutos con el protocolo de extraccion de Castle et
al. (1998) con algunas modificaciones realizadas por Hoyos et al. (2008). Cada fruto de
mora congelado se macer6 de forma manual con ayuda de un mortero y pistilo de
porcelana. Ademas, se extrajo ADN de los aislamientos B. cinerea BcLL y Trichoderma
BV1. Para ello se utilizaron dos placas petri con cultivo monospoérico de cada hongo y se
rasparon para recolectar el micelio y los conidios. Se colocd el tejido en tubos de 1.5 ml y
se extrajo el ADN gendmico total siguiendo el protocolo de Hoyos et al. (2008) modificado
para trabajar con volimenes pequefios (Anexo I). Se cuantificé la calidad y cantidad de los
ADNs extraidos mediante electroforesis en geles de agarosa TopVision™
(ThermoScientific™) al 0.8% tefiido con GelRed™ (Biotium Inc) a 1X y
espectrofotometria de luz UV (NanoDrop V2000, ThermoScientific™). Se utilizaron
columnas “DNeasy Mini spin” del DNeasy Plant Mini kit® de QIAGEN® para limpiar

ADNs que presentaron impurezas.

qPCR

Inicialmente se construyeron curvas estandar de cuantificacion absoluta de ADN para B.
cinerea BcLL y Trichoderma BV1, basadas en el nimero de ciclos de la amplificaciéon o
ciclos de cuantificaciéon (Cq). Se siguieron las recomendaciones de Applied Biosystems® y

PrimerDesign™. Se tom6 ADN de cada hongo y se hicieron seis diluciones seriadas (1:10)
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que se evaluaron por triplicado cada una. La concentracién de las diluciones incluyeron
desde 3x10° hasta 3x10° copias del genoma haploide de Trichoderma BV1 que mostré ser
T. atroviride en analisis previos (Hilje-Rodriguez et al., en progreso) y de 5x10° a 5x10°
copias en el caso de B. cinerea. Por medio del software StepOne™ v2.3 se generd una
curva estandar con las cantidades de ADN de cada serie de diluciones transformadas
logaritmicamente contra los valores Cq obtenidos y se generd una ecuacion de regresion
lineal para cada hongo. Ademas se calculd la eficiencia (E) de cada reaccién de PCR con la
ecuacion E=[10C"P"4")_11x100. Posteriormente se prepararon reacciones multiplex con
diluciones de los ADNs extraidos a partir de los 250 frutos de mora de los cinco
tratamientos. En el caso de B. cinerea, se utilizo el kit de deteccién y cuantificacion
Genesig de PrimerDesign™ Ltd. Este kit amplificé la region IGS (espaciador intergénico)
del ADN ribosomal nuclear (Sudrez et. al 2005). En el caso de Trichoderma BV1, se
utilizaron dos imprimadores y una sonda que se disefiaron previamente para ese
aislamiento, que amplifica una regién del factor de elongacion 1l-alfa (EFl-a) de la
traduccion (Hilje-Rodriguez et al., en progreso). Cada mezcla de reaccion de qPCR fue de
10 ul e incluyé lo siguiente: TagMan® Universal Master Mix II con UNG Amperase®
(ThermoScientific™) a una concentracién de 1X, los imprimadores Bc2F (5'-
TTCGTGATTATCACCTGGGTTG-"3) y Be2R (5-GCTCCTAGAACGTACGACCAC-
'3) (Suarez et al 2005) para B. cinerea BcLL, TrichoBV1I F (5'-
TCAATCCCTGTGTGGTTCAG-"3) y TrichoBV1 R (5°-
GAACCCACGCATACTTGAAA-3) (Hilje-Rodriguez et al, en progreso) para
Trichoderma BV1 a 300 oM cada uno, las sondas Bc2P (5'-
CTATCCTTTATCAGTTTAGCG-"3) (Suvarez et al 2005) y TrichoBV1 P (5'-
CGGCTTCCTATTGATTGAAACA-"3) (Hilje-Rodriguez et al, en progreso) para B.
cinerea BcLL y BV, respectivamente, a 250 nM cada una, y 2.5 ul de dilucién 1:100 y
1:1000 de ADN. Las reacciones se evaluaron por duplicado en un termociclador StepOne™
(Applied Biosystems®) utilizando el siguiente perfil térmico: 50°C por 2 min, 95°C por 10
min, y 50 ciclos a 95°C por 15 s y 55°C por 1 min con lectura de datos. Se utilizdé ADN de
B. cinerea del kit Genesig, ADN del aislamiento B. cinerea BcLL y Trichoderma BV1
como controles positivos de las reacciones de qPCR. Se utilizaron ADNs de plantulas de

mora cultivadas in vitro, libres de hongos, y agua ultrapura en vez de ADN como controles
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negativos de las reacciones. Para obtener la cantidad de ADN de cada hongo de interés
presente en cada muestra, se tomaron los valores Cq de cada una y se interpolaron con los

valores Cq de la curva estandar disefiada para cada hongo.

Analisis estadistico

Se hizo un analisis de correlacién entre los valores Cq y la cantidad de ADN de cada hongo
o complejo de hongos analizados en este estudio. Los datos no presentaron una distribucidén
normal ni homogeneidad de varianzas seglin una prueba de Shapiro-Wilk (Shapiro & Wilk,
1965) y una prueba de Bartlett (Shanks & Hutton, 1986) con los datos de B. cinerea BcLL
(p=0.01217) ni con los de Trichoderma BV1 (p=0.0305). Por lo tanto, se hizo una prueba
de Scheirer-Ray-Hare (Scheirer, Ray & Hare, 1976) para las muestras analizadas con la
sonda de B. cinerea y por aparte para las muestras analizadas con la sonda de Trichoderma

BV1 con el programa R v3.3.1 (R Core Team, 2016).

RESULTADOS

qPCR y analisis estadistico

Los analisis de qPCR permitieron cuantificar la presencia del hongo patdégeno y su
antagonista en los frutos de mora ain cuando estos no mostraban sintomas de infeccién por
parte de B. cinerea BcLL o la presencia de Trichoderma BV1. Se logrd detectar y
cuantificar cada hongo por separado asi como el complejo patégeno-antagonista en las
reacciones multiplex. El ADN fue cuantificable y los resultados fueron reproducibles. El
limite inferior de deteccion estimado fue de 0.0055 copias del genoma haploide de B.
cinerea 'y 1.3092 copias del de T atroviride BV1 con la sonda correspondiente. Las figuras
1 y 2 muestran la curva estdndar que se generd para cada hongo. En el caso de B. cinerea
BcLL (Fig. 1), se pudieron cuantificar todas las diluciones. En el caso de Trichoderma BV1
(Fig. 2), hubo inhibicién de la sonda a altas concentraciones de ADN (D1) (Anexo VII).

Por lo tanto, se tomaron los datos de la curva estandar a partir de la dilucién dos (D2).
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Ambas curvas estandar mostraron alta correlacién entre los valores Cq y las cantidades de
ADN de cada hongo (R*=1, B. cinerea BcLL; R*=0.91, Trichoderma BV1) y una eficiencia
alta de las reacciones, 94.71% para BcLL y 98.80% para BV1 (Figs. 1 y 2).

La prueba de Scheirer-Ray mostré diferencias significativas entre tratamientos (p<0.001),
entre dias (p<0.001) y entre tratamientos por dia (p<0.001) para el caso de Trichoderma
BV1. Para el caso de B. cinerea, s6lo se encontraron diferencias significativas entre dias
(p<0.05) y entre tratamientos por dia (p<0.01) (Anexo X).

La figura 3 muestra los datos que se generaron con la sonda TrichoBV1. Algunos de los
frutos inoculados solo con B. cinerea (BcLL) y algunos frutos del tratamiento control
presentaron Irichoderma BVI1. La cantidad de BV1 que se detectd en todos los
tratamientos fue en aumento a partir del dia de la inoculacion (Dia 0), pero en el caso de los
tratamientos BcLL y el control, tratamientos donde no fue inoculado BV1, a partir del dia
tres disminuy6 la cantidad de Trichoderma que se detectd. Los dos tratamientos con el
complejo patdégeno-antagonista (BcLL+BV1 y BVI+BcLL) tuvieron un comportamiento
similar entre ellos, en donde la cantidad de Trichoderma que se detect6 con la sonda Tricho
BV1 fue en aumento con los dias. Este hongo disminuy6 un poco a partir del dia cinco pero
siempre se mantuvo presente hasta el dia diez. Cuando se inoculd Trichoderma solo (BV1),
el crecimiento del hongo no se vio afectado o disminuido por la presencia de B. cinerea y
crecid en forma exponencial hasta el dia diez (Fig 3A).

La figura 4 muestra la distribucién de los datos que se generaron con la sonda Bc2P.
Algunos de los frutos inoculados solo con Trichoderma (BV1) y algunos de los frutos del
tratamiento control presentaron B. cinerea. Los dos tratamientos con el complejo patdégeno-
antagonista (BcLL+BV1 y BV1+BcLL) tuvieron un comportamiento similar entre ellos y la
cantidad de B. cinerea que se detectd con esta sonda fue mayor el dia tres pero a partir de
ese dia fue decreciendo en el tiempo hasta llegar a cero. Ademads, en estos dos tratamientos,
la cantidad de B. cinerea disminuy6 dias antes en comparacion con el tratamiento donde se
inoculé solo (BcLL) (Fig. 4A). Esto se le atribuye a la presencia de Trichoderma BV1 que
fue inoculado. El tratamiento de solo B. cinerea (BcLL) no mostrd un crecimiento
exponencial de acuerdo a la sonda Bc2P (Fig. 4A) como si ocurrié con Trichoderma
cuando se inoculd solo (BV1), seglin los analisis de la sonda TrichoBV1 (Fig. 3A). En ese
tratamiento BcLL, de acuerdo con la sonda Bc2P (Fig. 4A), la cantidad de B. cinerea que

se detectd tuvo su punto maximo el dia cinco y a partir de ahi disminuyd. Por su parte, en el
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tratamiento BV1 se observd que a pesar de que algunos frutos mostraron la presencia de B.
cinerea sin ser inoculado, la cantidad que se detecté fue cercana a cero y no tuvo un
crecimiento exponencial por la presencia de su antagonista BV1 que si habia sido
inoculado.

Los datos generados con ambas sondas mostraron que el aislamiento 7. atroviride BV1
logré controlar el crecimiento de B. cinerea BcLL en los frutos de mora y por lo tanto
disminuy¢ la cantidad de ADN del patdgeno que se detectd con el pasar de los dias. Se
observo la disminucién del patégeno y el aumento del antagonista en el tiempo (Figs. 3A 'y

4A).
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Fig. 1. Curva estdndar generada por la amplificacién de diluciones seriadas 1:10 de ADN
genémico de B. cinerea BcLL. La eficiencia de la reaccion fue 94.71%.
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Fig. 3. Cantidad de Trichoderma BV1 que se detect6 con la sonda TrichoBV1 por dia, por
tratamiento (Bot: B. cinerea BcLL, BotTricho: B.cinerea BcLL + Trichoderma BV,
Control: frutos sin inocular, Tricho: Trichoderma BV1, TrichoBot: Trichoderma BV1 + B.
cinerea BcLL), en los frutos de mora (A) y (B) diagrama de cajas que muestra la
distribucién de esos datos generados a partir de diluciones de ADN 1:1000 de los frutos de
cada tratamiento. Numero de copias: copias del genoma haploide de interés.
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distribucién de los datos generados a partir de diluciones de ADN 1:100 de los frutos de
cada tratamiento. Numero de copias: copias del genoma haploide de interés.
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DISCUSION

Trichoderma BV1 mostr6é resultados que ubican este hongo como uno de los
mejores antagonistas contra B. cinerea, in vitro y en campo (Castillo-Jiménez, 2011; Calvo-
Araya et al., 2012; Marin-Chacon et al., 2017). Este estudio demostré que efectivamente
BV1 logr6é controlar el crecimiento de este patégeno en los frutos de mora y se pudo
evaluar mediante qPCR ain en frutos asintomadticos. En este estudio al igual que en el
estudio de Castillo-Jiménez (2011), se detectd B. cinerea ain en frutos de mora donde no se
inocul6. Lo mismo sucedid con Trichoderma BV1 en el presente estudio. Botrytis cinerea
es un hongo patégeno que puede permanecer latente dentro de su hospedero por largos
periodos luego de la infeccidn y no provocar sintomas visibles (Jarvis, 1977; Jarvis, 1994;
Viret et al., 2004; Suarez et al., 2005; Van Kan, 2003; Elmer & Michailides, 2007; Holz et
al., 2007; Cadle-Davidson, 2008). Conforme los frutos maduran, las infecciones latentes de
B. cinerea se reactivan y se expresan los sintomas de la enfermedad (Jarvis, 1977; Agrios,
2005; Castillo-Jiménez, 2011), como ocurrid en los ensayos. Por su parte, las plantas
poseen una microbiota endosimbionte que incluye una alta diversidad de hongos, algunos
de los cuales pueden proveer proteccion a las plantas contra patdgenos, como sucede con
Trichoderma (Gazis & Chaverri, 2015) y los resultados demuestran que este es el caso.
Trichoderma BV 1 se aisld a partir de frutos de mora cultivada (Calvo-Araya et al,, 2012) y
por lo tanto no es extrafio que estuviera presente como microbiota endosimbionte en Rubus
y se encontrara en el interior de los frutos procedentes del campo al igual que B. cinerea.

Segiin andlisis previos (Hilje-Rodriguez er al., en progreso), Trichoderma BV1
mostrd alto porcentaje de similitud (99%) con la especie T. atroviride que tiene habitos de
micoparasitismo (Seidl ef al., 2009; Kubicek et al., 2011; Atanasova et al., 2013; Chaverri
& Samuels, 2013). Al igual que en este estudio, Card et al. (2009) demostraron que un
aislamiento identificado como 7. atroviride LU132 fue capaz de inhibir el desarrollo de
lesiones por parte de B. cinerea en hojas de fresa en un ensayo donde el patdgeno ya estaba
establecido. Ademas, ese aislamiento LU132 fue capaz de suprimir significativamente la
esporulacion del patdgeno en hojas de plantas cultivadas in vitro tratadas, y en hojas y

flores recolectadas del campo (Card ef al., 2009).
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En esta investigacion se observo que 7. atroviride BV1 ejercid su efecto antagdénico
contra B. cinerea BcLL y esto fue evidente en los tratamientos donde se inocularon ambos
hongos (patégeno-antagonista) juntos (BcLL+BV1 y BVI+BcLL). Los mecanismos
especificos involucrados en las interacciones directas entre Trichoderma spp. y Botrytis
cinerea comprenden el micoparasitismo, la antibiosis y la competencia (Elad, 1996; Card,
Walter, Jaspers, Sztejngerg & Stewart, 2009; Vos, De Cremer, Cammue & De Coninck,
2014). Se han observado estructuras de superenrollamiento y penetracion propios del
micoparasitismo que desarrolla Trichoderma en la zona de contacto con B. cinerea, en los
margenes entre areas necréticas y sanas, lo que previene la dispersiéon de este patdogeno
(Harman et al., 2004; Elad & Stewart, 2007; Martinez & Moreno, 2008; Card et al., 2009;
Seidl, et al., 2009). Ademas, se han asociado algunas enzimas degradadoras de pared
celular con micoparasitismo en diferentes especies de Trichoderma que actian como
controladores biologicos (Labudova & Gogorova, 1988; Adams, 1990; Geremia et al.,
1993; Elad, 1996; Viterbo, Haran, Friesem, Ramot & Chet, 2001). En dichas especies, entre
las que se encuentran T. atroviride y T. virens, se ha encontrado sobrerrepresentacion de
genes que codifican para esas enzimas, en comparacién con otras especies de hongos
relacionadas (Kubicek er al, 2011; Mukherjee, Horwitz, Herrera-Estrella, Schmoll &
Kenerley, 2013; Vos et al, 2014). Especificamente en 7. atroviride, se han identificado 66
genes que se sobreexpresan durante la fase inicial de micoparasitismo al hacer contacto
fisico con B. cinerea (Seidl et al., 2009). En presencia de B. cinerea, se inducen quitinasas
del subgrupo C (Gruber et al, 2011).

Los datos generados con la sonda Tricho BV1 (Fig. 3) mostraron que la presencia
de B. cinerea no afect6 el crecimiento de Trichoderma BV1 e incluso lo estimuld porque en
los tratamientos BcLL y control, donde no se inoculd este antagonista, aunque estuvo
presente en la muestra proveniente del campo, no aumentd su crecimiento de forma
exponencial con los dias como si lo hizo cuando fue inoculado solo o junto con B. cinerea.
Los datos también mostraron que B. cinerea inoculado solo, tuvo un punto maximo de
crecimiento en los frutos de mora y pasado este tiempo empez6 a disminuir su deteccion.
Esto podria deberse a la presencia de BV1 como hongo endéfito o asociado a los frutos y
también a que conforme pasan los dias, los frutos se van madurando hasta descomponerse,
se agotan los recursos disponibles para el patéogeno y al no tener competencia con otro

organismo, detiene su crecimiento.
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Algunos estudios han indicado que la presencia de B. cinerea estimula la
produccién de endoquitinasas, celulasas, proteasas, xylanasas y glucanasas como 1,3-a,p-
glucanasas, enzimas extracelulares capaces de degradar polimeros de glucosa unidos por
enlaces 1,3-a,B-glucosidicos, por parte de Trichoderma spp. (Sanz, Montero, Redondo,
Llobell & Monte, 2005; Yang, Yang, Peng, Lo & Liu, 2009). Estas enzimas son secretadas
por el micelio para hidrolizar las paredes celulares de B. cinerea (Yang et al., 2009). Por
otra parte, los genomas de algunas especies micoparasitas de Trichoderma, como 1. virens
y la especie de este estudio, 7. atroviride, también estan enriquecidos con genes
involucrados en la producciéon de metabolitos secundarios en comparaciéon con otras
especies que no poseen habitos de micoparasitismo como 7. reesei (Kubicek et al., 2011,
Atanasova et al.,, 2013; Chaverri & Samuels, 2013). Estos metabolitos secundarios poseen
actividad inhibitoria contra diversos organismos y la produccién puede ser dependiente del
aislamiento. Dentro de estos metabolitos secundarios se encuentran compuestos no polares
como pironas, butenoélides, azafilonas, antraquinonas, tricotecenos, terpenoides y esteroides
asi como péptidos no ribosomales como sideréforos y peptaiboles (Vos et al., 2014). En
cuanto a competencia, 7richoderma sSpp. ejerce esta accidn con B. cinerea por nutrientes al
colonizar heridas, tejidos senescentes o aberturas naturales del hospedero, que son los
puntos de infeccién de este patdgeno por ser ricos en exudados de azicares y aminoécidos
(Vos et al., 2014).

En cuanto a las interacciones indirectas entre Trichoderma spp. y B. cinerea, €stas
involucran la interaccién Trichoderma-planta-B. cinerea y la activacion de vias de
transduccidn de sefiales y respuestas de defensa que desencadenan una resistencia sistémica
inducida en la planta hospedera y finalmente el efecto de estos mecanismos sobre las
respuestas de la planta hacia B. cinerea (Vos et al, 2014). Esta resistencia sistémica
inducida involucra la activacidén de las MAP quinasas (MAPK) (Mitogen-Activated Protein
Kinases) como respuesta primaria de la planta, en donde estimulos extracelulares son
convertidos en respuestas intracelulares. Las vias especificas involucradas en dicha
interaccion van a depender de la especie de Trichoderma asi como de la planta hospedera
(Van Wees, Van der Ent & Pieterse, 2008; Tucci, Ruocco, De Masi, De Palma & Lorito,
2011; Vos et al., 2014). Posteriormente se activan otros mecanismos de defensa de la planta

contra B. cinerea como vias de sefializacion hormonales (etileno, acido jasmoénico, acido
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salicilico), produccién de metabolitos secundarios (p.e fitoalexinas) y una explosion
oxidativa que involucra la produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS) (Vos et al.,
2014).

Una vez que se han seleccionado aislamientos promisorios para control biologico,
es importante elucidar sus mecanismos de accién y entender la ecologia de sus poblaciones
en ambientes naturales (Elad & Stewart, 2007). De acuerdo con Gazis y Chaverri (2015),
son multiples los factores que actian en conjunto y crean un escenario complejo en donde
los organismos patodgenos, los benéficos y sus plantas hospederas coexisten de forma
balanceada y por lo tanto se deberian implementar practicas agricolas para el combate de
enfermedades de plantas que repliquen esta dindmica de control bioldgico. Una estrategia
de este tipo debe estar basada en la ecologia del patégeno y de su antagonista para lograr
alcanzar el maximo efecto.

La técnica de gPCR permitié monitorear el progreso de B. cinerea y su antagonista
Trichoderma BV1 desde el momento de la inoculacién hasta su colonizacion y el desarrollo
de sintomas en los frutos de mora. Es una herramienta util para la deteccion y
cuantificacién de patdgenos u otros organismos con largos periodos de latencia o
interacciones quiescentes. Esta técnica se podria incorporar en programas de control
biologico con el fin de monitorear y tratar de disminuir la incidencia del moho gris en la
produccién de mora. El monitorear el progreso de esta enfermedad asi como los
controladores biologicos del patdgeno, en este caso 7. atroviride BV1, permite un mejor
manejo de ésta y puede reducir costos de produccidén y mejorar la calidad de los cultivos y

las cosechas.
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RECOMENDACIONES

Se recomienda evaluar la sonda e imprimadores disefiados en este estudio con otros
aislamientos de Irichoderma y con otros aislamientos de otros géneros de hongos que
pertenezcan a la misma familia. Ademas, se recomienda hacer ensayos en donde se
monitoree el crecimiento de los hongos en intervalos mas cortos. Por otra parte, se
recomienda hacer investigaciones a futuro que estudien la expresion de genes y las vias
metabdlicas involucradas en las interacciones patdgeno-antagonista de los hongos de este

estudio.
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ANEXOS

Anexo I. Protocolo de extracciéon de ADN de hongos (Hoyos et al., 2008) modificado para
trabajar con cantidades pequefias.

1-Pesar 20mg aproximadamente de micelio del hongo y colocarlo en un tubo de 1.5ml
2-Macerar con pistilo.

3-Agregar 500u1 de buffer de extraccién (200mM de Tris-HCL pH=7.2; 50Mm de EDTA; 3% de SDS; 1M
de NaCl).

4-Incubar a 60°C durante 30 min mezclando cada 10 min.

5-Adicionar 1 volumen de cloroformo: alcohol isoamilico (24:1)(500ul) y mezclar por inversion del tubo
hasta formar una emulsion.

6-Centrifugar a 4°C, 10000 g por 15 min.
7-Transferir el sobrenadante a un nuevo tubo.
8-Repetir del paso 5 hasta el 8 nuevamente con el sobrenadante transferido al nuevo tubo.

9-Afladir 0,54 volumenes de isopropanol y mezclar por inversién. Almacenar a -20°C o colocar el tubo en
hielo por al menos 15 min.

10-Centrifugar a 4°C, 10000 g por 15 min. y descartar el sobrenadante por decantacién del liquido.
11-Secar el botdn al vacio por 10 min. y resuspender en 400 pl de buffer TE 1X (Tris-EDTA).
12-Agregar RNasa A a una concentracién de 10pg/ml (1 pl de enzima por cada 50 pl de muestra).
13-Incubar a 37°C por una hora.

14-Agregar 1/10 de acetato de sodio (0.3M pH=5.2) y dos volamenes de etanol absoluto.
15-Centrifugar a 4°C, 10000 g durante 10 min.

16-Descartar el sobrenadante.

17-Lavar el precipitado con 500pul de etanol al 70%. Incubar 10 min a 37 °C.

18-Centrifugar a 4°C, 3000 g durante 10 min

19-Secar al vacio el precipitado o botdn y resuspender en 50 o 100ul de buffer TE 1X.
20-Centrifugar a 4°C, 3000 g durante 10 min.

21-Transferir el sobrenadante a un tubo nuevo.



Anexo II. Directrices de disefio de imprimadores y sondas MGB (Tomado de la Guia de

reactivos Applied Biosystems® StepOne™ Real-Time PCR System, 2010).

Resumen de las
directrices de
disefio de
cebadores y
sondas MGB

Directrices de sondas

Directrices de cebadores

Primero, seleccione la sonday, a continuacion, disefie los cebadores de la maneramas
parecida posible a la sonda sin superponerse a la sonda (se recomiendan
encarecidamente amplicones de 50 a 150 pares base).

Mantenga el contenido de G/C en un rango del 30 al 80%.

Evite repeticiones de un nucledtido idéntico, especialmente de guanina, en los que se
deberian evitar repeticiones de cuatro o mas G.

Si se utiliza el software Primer Express?, |a
Tm deberia ser de 68 a 70 °C.

Si se utiliza el software Primer Express®, la
Tm deberia ser de 58 a 60 °C.

Sin G en el extremo 5”.

Las sondas TagMan MGB® deberian ser lo
mas cortas posible, sin llegar a tener
menos de 13 nucledtidos.

Los cinco nucledtidos del extremo 3’ no
deberian tener méas de 2 bases G y/o C.
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Anexo III. Esquema de amplificacion qPCR por medio de una sonda con MGB en el

extremo 3 (Tomado del manual TaqMan® Universal Master Mix II Protocol de Applied
Biosystems®, 2010).

The 5" nuclease assay process (Figure 5 through Figure 8) takes place during PCR

amplification. This process occurs in every cycle and does not interfere with the
exponential accumulation of product.

#F@ = Nonfluorescent quencher
™68 = Minor groove binder

@ = Reporter

@ = Hot-start DNA polymerase

Figure 4 Legend for Figure 5 through Figure 8

During PCR, the TagMan® MGB probe anneals specifically to a complementary
sequence between the forward and reverse primer sites (Figure 5)

When the probe is intact (Figure 5 and Figure 6), the proximity of the reporter dye
to the quencher dye results in suppression of the reporter fluorescence primarily
by Forster-type energy transfer (Forster, 1948; Lakowicz, 1983).

Forward = TagMan

SR
Primer e R MGB probe w
5’ ’ P > —_—
g 5
5 3
./_\-H-
- S
E Reverse

Primer

Figure 5 Polymerization



Forward - ‘?ﬂl TagMan  GEERN Aoen
Primer N\ MGBprobe R TEE
% - 3
>
¥ 5
5 — 3
- : 5
xE/-' Reverse
Primer
Figure 6 Strand displacement

The DNA polymerase cleaves only probes that are hybridized to the target
(Figure 7) Cleavage separates the reporter dye from the quencher dye; the
separation of the reporter dye from the quencher dye results in increased
fluorescence by the reporter. The increase in fluorescence occurs only if the target
sequence is complementary to the probe and is amplified during PCR. Because of
these requirements, nonspecific amplification is not detected.

Forward

TagMan

T

Primer £ = MGB probe HEQMEB

H 1 P E 3:

’ ~— -
3 5
5’ — 31’

./ =
- 5
\E Reverse
Primer
Figure 7 Cleavage

Polymerization of the strand continues, but because the 3” end of the probe is
blocked, no extension of the probe occurs during PCR (Figure 8)

’
s M

el TagMan =2 A2 o
Forward AR, = % MGB probe I!Eg "_K_ia
(¥ - —
, Primer o @ 3
3 5
5' 3f
~ 5!
Reverse
Primer

Figure 8

Completion of polymerization
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Anexo IV. Esquema de estandarizaciéon de las concentraciones de imprimadores y sonda

que se probaron para las reacciones de gPCR (Tomado del manual TaqMan® Universal
Master Mix II Protocol de Applied Biosystems®, 2010).

Forward primer {(nM})
50 300 900
50 50/50 300/50 900/50
orieaer (oD 300 50/300 300/300 900/300
900 50/900 300/900 900/900
5 v

50300 J500300
|
i
- i

ram’s’o Esoor%ﬁ l!aomsn l

300800

10 11
90050 J 90050

U i

lsoamaa I 900;300 [ 900300  |[S06/300

POU!QDD

FDOISOU FBUO

FDO{QUU




67

Anexo V. Resultados de estimacién del mejor modelo de sustituciéon de nucleétidos
generado con el jModelTest v2.1.4 (Darriba et al. 2012) con diferentes criterios a partir de
los alineamientos Clustal W v2.0 (Larkin et al. 2007), MAFFT v7.017 (Katoh et al. 2002) y
MUSCLE (Edgar 2004).

Clustal MAFFT MUSCLE
AIC  TPMI1uf+G (-InL = 3534.0972) HKY+I+G (-InL = 3561.9647) TPMI1uf+G (-InL = 3568.2226)
BI HKY+G (-InL= 3535.1034) HKY+I (-InL = 3564.3774) HKY+G (-InL= 3569.3617)
DT HKY+G (-InL=3535.1034) HKY+I (-InL = 3564.3774) HKY+G (-InL= 3569.3617)

ML JC (-InL=3745.4767) JC (-InL= 3778.7633) JC (-InL= 3778.3722)
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Anexo VI. Resultados de qPCR de muestras a partir de diferentes diluciones de ADN de
frutos de mora inoculados con Trichoderma BV1 (ejemplo de inhibicién de la sonda,

Cqg=0).
Concentracidon
; . ‘ ,  Final
B1 F145i Tricho BV1 Tricho 10 0 0 F8 1:20 0
B2 F145i Tricho BV1 Tricho 10 0 0 F8 1:20 0
B3 F146i Tricho BV1 Tricho 10 0 0 F8 1:20 0
B4 F146i Tricho BV1 Tricho 10 (4] 0 F8 1:20 0
BS F147i Tricho BV1 Tricho 10 0 0 F8 1:20 0
B6 Fl147i Tricho BV1 Tricho 10 0 0 F8 1:20 0
A7 Fl45i Tricho BV1 Tricho 10 0 0 F21 1:100 0
A8 Fl145i Tricho BV1 Tricho 10 0 0 F21 1:100 0
Bl Fl1461 Tricho BV1 Tricho 10 4] 0 F21 1:100 0
B2 F146i Tricho BV] Tricho 10 0 0 F21 1:100 0
B3 F147i Tricho BV1 Tricho 10 4] 0 F21 1:100 0
B4 F147i Tricho BV1 Tricho 10 1] 0 F21 1:100 0
El F1451 Tricho BV1 Tricho 10 _130.51325989 | 30.68303108 F34 1:1000 5.209778847
E2 F145i Tricho BVI Tricho 10 130.85280228| 30,68303108 F34 1:1000 5209778847
E3 F146i Tricho BVI Tricho 10 | 29,5840416 | 29,50847054 F34 1:1000 5.560289306
E4 F146i Tricho BV1 Tricho 10 129.43289948 | 29,50847054 F34 1:1000 5,560289306
E>5 F147i Tricho BV1 Tricho 10 130.00121117 30,11785889 F34 1:1000 5,37843662
E6 F147i Tricho BV1 Tricho 10 | 30,2345047 | 30,11785889 F34 1:1000 5,37843662
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Anexo VII. Ejemplo de inhibicién parcial de la sonda en la curva estdndar de Trichoderma
BV1 (CqD1 > CqD5).

_Quencher |

Al Dilucién 1 | Tricho BV |[STANDARD VIC NFQ-MGB 46.96709442  |46.25699997)1,290501356; 30000
A2 Dilucién 1 | Tricho BV1 |[STANDARD VIC NFQ-MGB 47.03650665 46,2569999711,290501356] 30000
A3 Dilucién 1 _| Tricho BV1 |[STANDARD VIC NFQ-MGB 44.76739502  146.2569999711,290501356| 30000
Ad Dilucion 2 | Tricho BV |[STANDARD VIC NFQ-MGB 33.6079216 33.4664001510,127671778 3000
AS Dilucion 2 | Tricho BV1 [STANDARD VIC NFQ-MGB 33.4314003 33.46640015(0.127671778 3000
A6 Dilucién 2 | Tricho BV1 |STANDARD ViC NFQ-MGB 33.35987854  133.46640015(0.127671778 3000
A7 Dilucién 3 | Tricho BV1{STANDARD V¢ NFQ-MGB 35,60497284  135.40603638|0.175668567 300
A8 Dilucion 3 | Tricho BV1 [STANDARD VIC NFQ-MGB 3527225113 35.4060363810.175668567 300
Bl Dilucién 3 _| Tricho BV 1 STANDARD VIC NEQ-MGB 3534088516 |35.4060363810,175668567 300
B2 Dilucidon 4 | Tricho BV |STANDARD vIC NFQ-MGB 38.10359955  |38.7822189310.735904515 30
B3 Dilucién 4 | Tricho BV1 STANDARD vIC NFQ-MGB 38,6786232 38,7822189310.735904515 30
B4 Dilucién 4 | Tricho BV] [STANDARD vIC NFQ-MGB 39,56443024  138.7822189310,735904515 30
BS DiluciénS | Tricho BV 1 |STANDARD vIC NFQ-MGB Undetermined _ |40,927925110,877930343 3
B6 DilucionS | Tricho BV 1 [STANDARD VIC NFQ-MGB 4030713272 140.9279251110.877930343 3
B7 Dilucion5 | Tricho BV 1 [STANDARD VIC NFQ-MGB 4]1.54871368 40.92792511(0,877930343 3
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Anexo VIIL Arboles filogenéticos generados a partir del BLAST® con secuencias
reportadas en el GenBank®. a) Arbol generado sin limitar la busqueda de secuencias, b)
Arbol generado con secuencias de material tipo.

a)

AY750894.1 T.virens_I1C

SM13BCR

66

EU856323.1 T.aspercllum_SaA

94

AY376058.1_T.asperclium_USA

100

AF348114.1_T.atroviride_NZ

99
BVICR

100

FJ436193.1 T.atroviride_Eth

100
BCICR

91

AF348092.1_Tharzianum_Irc

98

EU279986.1_T.harzianum_Col

54 J2.1CR

99
AY605773.1_T.harzianum_Mex

94

EU279982.1

0.8



b)

o
100
160
100
0
53 4,7
RS
52
.!z
100
100
pi | |
100
100
100
108
59
19
108

0.8

EU338335.1_T.ongibrachiatum
FJ463301.1_T.afroharzianum_Per
AF343099.1_T.inhamatum_Col
J2-1CH
FJ463333.0_T.leatiforme_Bra
AF348093.1_T.afarasin_Came
BCICR
AF38101.1_T.harzianum_UK
AF348092.1_ T harziaoum_Ire
AF348107.1_T.camerunensc_Came
12-ICR
FI463324.1_Trifali_Eeua
GU198294.1_T.asperclloides_Vie
AY376058.1_T.asperellum_Ama
SMI3BCR
FJ463285.1_T.asperellum_Bra
DQB41726.1_T.scalesiae_Gal
EU248618.1_T.martiale_Bra
DQ307535.1_T.viride_USA
BVICR
FJI436193.1_T.atroviride_Eth
AF348114.1_T.atroviride_NZ
AY376051.1_T.atroviride_Slo

AF456889.1_T.atroviride_Can
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Anexo IX. Grafico que ilustra el “efecto gancho” que se observa cuando hay altas
concentraciones de ADN blanco en la reaccion de qPCR (Tomado del Keer 2008).

plateau

hook effect

Fluorescence

Cycle number



Anexo X. Resultados de la prueba Schreirer-Ray-Hare con cada una de las sondas.

a) Sonda Bc2P

73

Botrytis 1 100 Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
Rank Tratamiento 1 43611 43611 1.714 0.19098
Rank Dia 1 130693 130693 5.137 0.02380
Rank Tratamiento:Rank Dia 1 189520 189520 7.450 0.00655
Residuals 557 14170348 25440

b) Sonda Tricho BV1

Trichoderma 1 1000 Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
Rank Tratamiento 1 1045030 1045030 60.76 3.48e-14
Rank Dia 1 825348 825348 47.98 1.26e-11
Rank Tratamiento:Rank Dia 1 364895 364895 21.21 5.16e-06
Residuals 526 9047607 17201



