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RESUMEN  

El cambio climático se define como un cambio de clima caracterizado por 

fluctuaciones en la temperatura. Los ambientes extremos de los ecosistemas han 

impactado negativamente en el crecimiento y desarrollo de las plantas, 

especialmente de las sensibles al frío de origen tropical y subtropical como 

Solanum lycopersicum.  

El objetivo de este trabajo fue determinar el efecto de T. asperellum sobre la 

tolerancia al frío de S. lycopersicum con y sin previa aclimatación. Para ello, se 

utilizaron plantas de S. lycopersicum de seis semanas de edad con y sin T. 

asperellum aclimatadas a 10 °C por 4 días, para posteriormente retarlas a frío (4 

°C) durante 12 días; y plantas con y sin T. asperellum retadas directamente a frío. 

Los resultados indicaron que T. asperellum favoreció el índice de crecimiento, el 

diámetro del tallo, el número de hojas y la ganancia de biomasa durante el estrés 

por frío en plantas sin previa aclimatación, sumado a ello, se identificó una menor 

fuga de electrolitos en plantas inoculadas. Por lo tanto, se concluye que la 

inoculación con T. asperellum tiene un efecto positivo sobre la tolerancia de S. 

lycopersicum a estrés por frío de manera más eficaz que la previa aclimatación al 

frío.  
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CAPÍTULO  I.  INTRODUCCIÓN  

1.  ESTRÉS EN PLANTAS  

El estrés es una tensión física o biológica cuyo origen puede ser un estímulo 

externo o interno. El estrés provoca una reacción proporcional a su intensidad y 

temporalidad en el organismo que lo recibe: pequeños episodios de estrés 

generalmente conllevan a la sobrevivencia del organismo, mientras que, si el 

factor estresante se prolonga o intensifica, afecta significativamente el equilibrio 

natural del organismo comprometiendo su existencia (Ahmed et al., 2016). 

El impacto negativo del estrés suele medirse en términos de sobrevivencia y por la 

continuidad del crecimiento y desarrollo de las plantas expuestas a niveles 

controlados de estrés (Taiz y Zeiger, 2006). Naturalmente, las plantas como 

cualquier organismo, buscará sobrevivir ante un factor estresante, principalmente 

mediante la estabilización y regulación de su ambiente interno al mantener su 

homeostasis celular (Ville, 1985). En general, los factores de estrés se clasifican 

en dos grandes grupos de acuerdo a su origen: biótico y abiótico. 

1.1  ESTRÉS ABIÓTICO  

En el ambiente, las plantas se encuentran en constante exposición a condiciones 

adversas que hace difícil su desarrollo óptimo. El estrés abiótico comprende un 

déficit o exceso de los factores físico-químicos del ambiente (Apel y Hirt, 2004). El 

estrés abiótico es de importancia en la producción mundial de alimentos, pues 

provoca pérdidas de cosechas durante cada año agrícola por fenómenos 

hidrometeorológicos, como lluvias torrenciales, viento extremo, heladas, sequía, 

granizo y disminución de la temperatura. Para 2019, la Encuesta Nacional 

Agropecuaria reportó pérdidas del 85% de unidades de producción por factores 

abióticos, de los cuales, el 32% fue por heladas y disminución de temperatura 

(SIAP, 2018; INEGI, 2019). 
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1.1.1  ESTRÉS POR FRÍO EN PLANTAS  

El cambio climático como efecto negativo de las actividades antropogénicas, ha 

implicado una alteración en las características naturales del tiempo atmosférico, es 

decir, un cambio en el clima normal para un lugar y época del año determinado 

(Michalek, 2017; Organización de las Naciones Unidas para la Alimentación y la 

Agricultura [FAO], 2020). En el ámbito agrícola, los cambios en la temporalidad de 

lluvias han ocasionado sequía o inundaciones, y las fluctuaciones climáticas de 

extremo calor e intenso frío (FAO, 2020). 

El frío es uno de los factores ambientales que limitan la distribución geográfica, 

estacionalidad, desarrollo y productividad de diversas especies vegetales (Solanke 

y Sharma, 2008). Cada especie vegetal crece y se desarrolla en un rango de 

temperatura que oscila entre una temperatura mínima y una máxima, que incluye 

a la temperatura óptima en la que se logra el máximo crecimiento de la planta. La 

sensibilidad de la planta a las temperaturas de su entorno ambiental varía de 

acuerdo a su origen, la etapa fenológica en la que se encuentre y los cambios 

abruptos de estos valores (Chaves-Barrantes y Gutiérrez-Soto, 2017; Lata et al., 

2018). Se considera una helada cuando la temperatura del aire disminuye hasta 0 

°C o menos por un periodo mínimo de cuatro horas; sin embargo, la disminución 

de la temperatura, puede o no alcanzar los 0 °C y aun así afectar el desarrollo de 

las plantas (Matías et al., 2001). 

El descenso de la temperatura para una especie vegetal de origen templado 

puede ser enfrentado sin mayores complicaciones gracias al proceso de 

aclimatación, mientras que el mismo valor de temperatura puede ser dañino o letal 

para otra planta cuyo origen sea tropical o subtropical. Esto se debe a que las 

diversas especies vegetales muestran diferente grado de sensibilidad a la 

temperatura determinado por su origen geográfico (Barrero-Gil et al., 2016; 

Elkelish et al., 2020). 
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1.1.1.1  PLANTAS TOLERANTES AL  FRÍO  

La tolerancia es la capacidad que presentan algunas plantas para compensar o 

soportar un factor estresante, ya sea biótico o abiótico, con un mínimo nivel de 

daño en su funcionalidad (Agrawal et al., 2004). Las plantas tolerantes al frío son 

originarias de climas templados, donde la temperatura cambia de forma gradual y 

específica para cada estación, registrando de acuerdo con la región geográfica 

descensos por debajo de los 0 °C hasta -30 °C para el invierno. Las plantas que 

crecen bajo estas condiciones han desarrollado estrategias para garantizar su 

sobrevivencia, principalmente vía aclimatación al frío (Solanke y Sharma, 2008). 

Entre las especies cultivadas tolerantes al frío destacan algunas variedades de 

cebolla, espárrago, nabo y col (Mainardi et al., 2013). 

Efecto de la aclimatación sobre el cloroplasto y fotosíntesis 

El proceso de aclimatación involucra diferentes cambios en el metabolismo de las 

plantas (Guo et al., 2018). En la fotosíntesis, la velocidad de las reacciones 

enzimáticas se afecta por el descenso de la temperatura (Azcón-Bieto y Talón, 

2008); sin embargo, las plantas de climas templados han desarrollado estrategias 

para adaptarse a la disminución de la temperatura ajustando su capacidad 

fotosintética (Hurry y Huner, 1991; Solanke y Sharma, 2008). Durante la 

aclimatación al frío, las plantas tolerantes logran mantener el equilibrio entre la 

energía luminosa captada respecto a la que pueden asimilar (Ensminger et al., 

2006), es decir, son capaces de protegerse contra la fotoinhibición a bajas 

temperaturas, ya que en esta condición, las plantas suelen ser más susceptibles a 

sufrir daño por la luz (Hetherington et al., 1989; Solanke y Sharma, 2008; 

Theocharis et al., 2012). El hecho de ser plantas tolerantes al frío no las exonera 

de ser vulnerado el funcionamiento de los fotosistemas I y II (PSI, PSII) ante 

condiciones estresantes, especialmente cuando a ello se suma una elevada 

exposición lumínica (Tjus et al., 1998).  

La estrecha relación entre fotosistemas implica que el fallo de uno de ellos termina 

por afectar al otro, principalmente por dañar la capacidad de absorción de energía 

lumínica con afectación directa en la cadena de transporte de electrones (Tjus et 
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al., 1998). Esto se relaciona con la viscosidad de la membrana del tilacoide que 

aumenta durante la baja temperatura y disminuye la movilidad de la plastocianina 

entre los sacos tilacoidales, afectando la transferencia de electrones provenientes 

del PSII con destino al PSI durante la fase luminosa de la fotosíntesis (Taiz y 

Zeiger, 2006; Ruelland et al., 2009). 

Durante la aclimatación al frío, las células vegetales aminoran la actividad del PSII 

a fin de reducir el flujo de electrones, y que el aceptor de electrones del PSI, el 

NADP+ (nicotinamida adenina dinucleótido fosfato), no se sature, con ello también 

se prevé un daño irreparable del PSI, ya que es el fotosistema más sensible al frío 

(Huang et al., 2016; Liu et al., 2018). Al mismo tiempo, durante el periodo de 

aclimatación es necesaria la constante biosíntesis de las proteínas fotosintéticas 

para compensar el daño en fotosistemas ocasionado por el estrés oxidativo que 

desencadena el frío (Liu et al., 2018; Bilyavska et al., 2019).  

Las plantas capaces de aclimatarse logran disipar el exceso de energía luminosa 

absorbida y evitan que el aparato fotosintético se afecte a través del incremento de 

plastoquinonas en la membrana tilacoidal, durante la fase luminosa de la 

fotosíntesis (Theocharis et al., 2012) asegurando el correcto transporte de 

electrones entre los fotosistemas (Ensminger et al., 2006). A su vez, se aumenta la 

cantidad de pigmentos, como las zeaxantinas y carotenoides, las cuales 

contribuyen absorbiendo fotones y liberando su energía en forma de calor (Azcón-

Bieto y Talon, 2008; Theocharis et al., 2012).  

Adicionalmente, ocurren cambios morfológicos en el cloroplasto, se incrementa su 

tamaño, y se promueve la formación de estrómulos, prolongaciones del organelo 

que contienen en su interior sólo estroma sin tilacoides. De acuerdo con Bilyavska 

et al. (2019) ambos cambios tienen el propósito de cubrir una mayor superficie de 

intercambio celular, el mayor acercamiento hacia mitocondrias, núcleo, retículo 

endoplasmático y membrana plasmática, logrando una efectiva depuración de 

compuestos tóxicos generados durante el estrés por frío, así como el reciclaje de 

nutrimentos. 



 

16 
 

Efecto de la aclimatación sobre la composición lipídica de las membranas 

celulares 

Para que la aclimatación sea exitosa se requiere que la planta reajuste su 

estructura celular mediante la composición lipídica y así evitar la formación de 

cristales de hielo en los líquidos celulares y que ocurra una expansión del 

citoplasma que lleve a una ruptura membranal (Hou et al., 2016). La mayoría de 

las plantas sometidas a un proceso previo de aclimatación aumentan 

significativamente su composición de lípidos, especialmente los ácidos grasos 

insaturados ocasionando que el acomodo en la bicapa lipídica sea más fluido (Hou 

et al., 2016). Para ello, se incrementa la actividad de las enzimas desaturasas de 

ácidos grasos cuya función implica remover átomos de hidrogeno para promover 

enlaces dobles entre los carbonos de los ácidos grasos pertenecientes a 

estructuras celulares de importancia como las membranas de cloroplastos y 

tilacoides (Murata y Wada, 1995; Ruelland y Zachowski, 2010; He et al., 2020).  

Se han evaluado diversas desaturasas inducibles por frío en plantas 

transformadas expuestas a procesos de aclimatación, que han revelado un 

incremento en la tolerancia ante el estrés por frío entre las que se encuentran 

plantas de Oryza sativa (-6 desaturasa), Arabidopsis thaliana (-3 desaturasa) y 

Brassica napus (estearoil ACP desaturasa) demostrando una mayor insaturación 

de sus componentes lipídicos, indicando que el grado de expresión de las 

desaturasas está altamente relacionado con el proceso de aclimatación al frío 

(Kazemi-Shahandashti et al., 2013; He et al., 2020).  

Efecto de la aclimatación sobre los azúcares 

Durante la aclimatación ante el frío, las plantas acumulan azúcares solubles con el 

propósito de actuar como osmoprotectores que le ayuden a la célula a mantener 

su balance hídrico y, por lo tanto, la turgencia celular. La eficiencia de la 

protección de azúcares ha sido probada con aplicaciones exógenas de glucosa y 

sacarosa, mostrando resultados positivos en la tolerancia al frío en col y alcachofa 

(Harris et al., 2004). 
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El estudio de plantas mutantes sfr-1 (sensitivity to freezing) de Arabidopsis 

thaliana, alteradas en su tolerancia ante el frío demuestra una tendencia a la 

mayor acumulación de glucosa, sacarosa, rafinosa y fructosa, relacionada con 

mayores tasas de sobrevivencia ante estrés por frío respecto a las tipo silvestre 

(Thorlby et al., 2004; Yuanyuan et al., 2009). 

Es posible que la protección contra el daño por frío se explique gracias a la función 

osmoprotectora de los azúcares acumulados que al interactuar con la bicapa 

lipídica, la protegen de la deshidratación excesiva a fin de mantener la estabilidad 

y fluidez membranal. Sumado a ello, los azúcares acumulados son un recurso de 

mantenimiento para la planta al ser fuente de nutrientes durante y después del 

estrés, en la fase de recuperación cuando la temperatura vuelve a ser cálida 

(Yuanyuan et al., 2009). 

Efecto de la aclimatación sobre la señalización de las células vegetales 

La señalización en las células vegetales logra importantes respuestas para la vida 

de las plantas. Para que las plantas desarrollen tolerancia al frío se necesita de la 

transducción de señales que involucra proteínas receptoras inmersas en la 

membrana plasmática que inicialmente perciben el estímulo y desencadenan una 

serie de señales y respuestas corriente abajo. El Ca2+ actúa como segundo 

mensajero transitorio, cuando la temperatura disminuye y aumenta la rigidez de la 

membrana, entonces se activan canales especiales para que el Ca2+ se transporte 

con mayor rapidez al interior de la célula (Tuteja y Sopory, 2008). El mensaje es 

recibido por sensores, como calmodulina (CaM), que cambian su conformación 

proteica al unirse con el Ca2+, formando una estructura globular compacta que 

envuelve a una proteína blanco, como pueden ser cinasas, factores de 

transcripción o canales iónicos, que amplifican la transducción de señales hacia el 

interior de la célula, influyendo en la inducción de fitohormonas tales como el ácido 

abscísico (ABA), el ácido salicílico (SA) y el jasmónico (JA) (Ku et al., 2018). Otras 

proteínas, como las cinasas dependientes de Ca2+ (CPK), desencadenan vías de 

señalización que involucran otras moléculas; por ejemplo, las especies reactivas 

de oxígeno (ROS), que a su vez actúan también como segundos mensajeros (Hou 

et al., 2016; Yuan et al., 2018). 
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Las cascadas de proteínas dependientes de la CaM y proteínas similares a ellas 

(CML), continúan con el proceso de señalización corriente abajo (Guo et al., 

2018), el contenido iónico de la célula cambia y ocurren modificaciones de otras 

proteínas; la suma de estos eventos promueven que el mensaje logre llegar hasta 

el núcleo y con ello obtener la expresión génica, que eventualmente permite a la 

planta incrementar su tolerancia al frío (Örvar et al., 2000; Guo et al., 2018). 

Como se mencionó anteriormente, algunas fitohormonas están involucradas en la 

aclimatación al frío (Xue-Xuan et al., 2010; Barrero-Gil et al., 2016). El ABA, el JA 

y las giberelinas (GA) están relacionadas, entre otras funciones, con un efecto 

protector o inductor de la tolerancia al frío (Akula y Ravishankar, 2011). La síntesis 

del ABA incrementa en plantas de A. thaliana en proceso de aclimatación al frío y 

su aplicación exógena induce tolerancia al frío (Peleg y Blumwald, 2011; Khan et 

a., 2015). El ABA fácilmente se transporta vía xilema y floema por toda la planta, 

convirtiéndolo en un mensajero ideal, por lo que se reconoce como inductor de 

expresión de genes relacionados con la respuesta al frío, como erd (early 

responsive to dehydration) cuyos productos presentan funciones bioquímicas 

diversas, entre las que resalta SpERD15 en Solanum pennellii, la cual, mediante 

acumulación de azucares solubles y prolina, además de lograr tolerancia al frío, 

incide en una menor peroxidación de lípidos (Xue-Xuan et al., 2010; Ziaf et al., 

2011).  

La naturaleza sensible de los estomas los hace responder en función de los 

estímulos del exterior. La disminución de temperatura en las células guarda de los 

estomas inhiben la apertura del estoma y provoca su cierre en plantas de A. 

thaliana (Agurla et al., 2018). Esta respuesta de cierre se complementa en plantas 

de climas templados con el incremento gradual del ABA durante la aclimatación al 

frío induciendo el cierre estomático como un mecanismo de modulación del estado 

iónico de las células (Lee y Luan, 2012; Agurla et al., 2018), atendiendo a la baja 

tasa de absorción del agua, ya que la transpiración se encuentra en un estado 

prácticamente estático bajo tal condición. 

Por su parte, los jasmonatos derivados de ácido α-linolénico, desempeñan un rol 

protector en episodios de estrés principalmente cuando se genera una herida en el 
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tejido vegetal, por ejemplo, herbivoría o daño mecánico por factores abióticos, 

actuando en ambos casos como una señal sistémica que interactúa con el 

metabolismo de moléculas de defensa (Larrieu y Vernoux, 2016). En plantas de A. 

thaliana y de arroz expuestas a frío, cuando se les aplica JA de manera exógena, 

éste influye en el contenido de moléculas antioxidantes, como antocianinas y 

glutatión, tanto en la etapa previa de aclimatación como en plantas sin 

aclimatación, reduciendo así los efectos negativos derivados del estrés oxidante 

causado por frío (Hu et al., 2017; Ku et al., 2018). 

En cuanto a la modulación del crecimiento durante eventos de estrés abiótico, 

entre ellos inundación y frío, resaltan las GA. Una producción baja de GA logra 

disminuir el crecimiento celular con el objetivo de que la planta concentre sus 

recursos en sobrevivir al estrés dejando en segundo plano el aumento de tamaño 

(Colebrook et al., 2014). 

1.1.1.2  PLANTAS NO TOLERANTES AL FRÍO  

El frío es uno de los factores de estrés abiótico que afectan a las plantas de origen 

tropical y subtropical (Ruelland et al., 2009). Entre las plantas de interés agrícola 

más sensibles al estrés por frío se encuentran el pimiento, la papa y el jitomate. En 

estas plantas el descenso de la temperatura por debajo de los 10-15 °C provoca 

un desequilibrio en su desarrollo. Los efectos visibles son clorosis en el tejido 

foliar, menor crecimiento en altura y escaso desarrollo de hojas (Barrero-Gil et al., 

2016; Elkelish et al., 2020). 

La exposición de las plantas no tolerantes a bajas temperaturas puede tener 

efectos transitorios; sin embargo, si la duración de la exposición extrema se 

prolonga, ésta causa rigidez de las membranas y formación de hielo en los 

líquidos celulares. La expansión provoca la disrupción de las membranas celulares 

que, incapaces de contener los fluidos, conllevan a la deshidratación y muerte de 

las plantas (Miura y Tada, 2014). 

La inducción de rigidez de las membranas en plantas no tolerantes al frío conlleva 

a una alteración de los procesos relacionados con ella, como la apertura de 

canales iónicos, reacciones de transferencia de electrones asociadas a la 
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membrana y la acumulación de ROS (Ruelland et al., 2009; Barrero-Gil et al., 

2016).  

Las ROS son formas parcialmente reducidas o excitadas del oxígeno atmosférico 

(O2), sus reducciones parciales generan aniones superóxido (O2-), H2O2 y 

radicales hidroxilo (OH-). Su formación es natural durante los procesos 

metabólicos de la célula vegetal (Garg y Manchanda 2009; Demidchik, 2014; 

Zehra, 2017); sin embargo, en episodios de estrés biótico y abiótico, como en el 

caso del frío, la producción de ROS se eleva a tal punto que su concentración 

sobrepasa la capacidad de modulación por parte de las enzimas antioxidantes. El 

resultado es dañino para las células (Tripathy y Oelmüller, 2012), pues las ROS 

promueven la pérdida de electrones de moléculas esenciales para la vida de la 

célula vegetal: pigmentos, proteínas, lípidos, DNA y RNA (Mittler, 2016). 

La cinética de las reacciones metabólicas también se ven ralentizadas, afectando 

la actividad de las enzimas antioxidantes involucradas en contrarrestar los niveles 

de ROS en los compartimentos celulares (Ruelland et al., 2009; Barrero-Gil et al., 

2016). 

La peroxidación de lípidos de la membrana celular indica la primera evidencia del 

estrés por frío y puede ocurrir a consecuencia de una elevada concentración de 

ROS, que afecta su composición y estabilidad, el nivel de lesión está directamente 

relacionado con el tiempo de exposición del estrés por frío (Aydin et al., 2013). 

1.2  ESTRÉS BIÓTICO  

El estrés biótico es ocasionado por el cambio de las relaciones ecológicas entre 

los organismos. Las plantas, al interactuar con diversos organismos pueden verse 

afectadas de alguna manera en su desarrollo. Por ejemplo, las plantas 

constantemente compiten entre ellas por el espacio en suelo, iluminación y acceso 

a nutrientes (Idárraga, 2009); algunos insectos afectan el desarrollo de las plantas 

al alimentarse de ellas, ya sea por succión de la savia o por herbivoría (Linares et 

al., 2020); y diversos patógenos, como hongos, bacterias y virus, cuyo propósito 

es desarrollarse y reproducirse sobre o dentro de los tejidos de las plantas, causan 
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enfermedades que en casos graves de infección, provocan la muerte de la planta 

hospedera (Madriz-Ordeñana, 2002; Agrios, 2013).  

Las plantas han desarrollado estrategias de defensa ante las interacciones de 

estrés biótico. En el caso de la interferencia del desarrollo entre plantas, es 

recurrente la exudación de compuestos alelopáticos que inhiben o disminuyen la 

germinación o crecimiento de plantas en el perímetro de crecimiento de las plantas 

que emiten dichos compuestos (Blanco, 2006). Respecto al ataque de insectos o 

patógenos, las plantas desarrollan defensas constitutivas e inducidas para 

contrarrestar la invasión. 

Las defensas constitutivas son propias del tejido epidérmico vegetal, varían en 

cada especie y pueden ser ceras, tricomas, o pared celular rica en lignina. El 

objetivo es servir de barrera física ante invasores, y se complementan con la 

secreción de compuestos químicos que repelen, disminuyen o inhiben el daño 

provocado por dichos agentes (Agrios, 2013). Por su parte, la defensa inducida 

incluye cambios morfológicos tras el contacto con el agente invasor, resultando en 

una interacción activa para generar un límite físico entre la zona infectada 

respecto al tejido sano que limite el avance de la invasión. Un ejemplo de esto son 

las capas de abscisión y la excreción de gomas, que comprende además la 

biosíntesis de compuestos químicos como respuesta de defensa (Agrios, 2013). 

Las respuestas de las plantas ante el estrés biótico que provoca enfermedades 

suelen diferenciarse entre locales o sistémicas. La respuesta local indica que la 

defensa desarrollada por la planta se limitará al sitio de contacto con el agente 

estresante. En patógenos de origen fúngico destaca el desarrollo de capas de 

abscisión que limitan el avance del patógeno, aislándolo y matándolo por la falta 

de nutrientes y por la presencia de sustancias antimicrobianas, como el peróxido 

de hidrógeno (H2O2) (Madriz-Ordeñana, 2002; Agrios, 2013). La respuesta 

sistémica se comprende como una amplificación del estímulo estresante que 

provoca un estado de alerta general en toda la planta (Vivanco et al., 2005).  

El estado de alerta de la respuesta sistémica puede ser adquirida o inducida. El 

primer término hace referencia que tras sobrevivir a una enfermedad, la planta 
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adquiere un estado de inmunidad frente a futuros agentes patógenos que 

compartan el mecanismo de infección, frecuentemente patógenos que provocan 

necrosis en el tejido vegetal (Conrath, 2006; Camarena-Gutiérrez y de la Torre-

Almaráz, 2007). El segundo término involucra una activación de las defensas 

cuando la planta entra en contacto con un microorganismo avirulento, por ejemplo 

rizobacterias y hongos micorrizos, donde su interacción simbionte logra activar la 

respuesta de defensa en la planta (Ramírez y Rodríguez, 2012). 

De acuerdo con la Encuesta Nacional Agropecuaria (INEGI, 2019), el impacto del 

estrés biótico, en términos de unidades de producción agrícola generó pérdidas 

del 48% en el año 2019 a nivel nacional, la mayor afectación corresponde a 

plagas, seguido de la incidencia de enfermedades; la mayoría de los casos 

registrados presentaron ambas afectaciones.  
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2.  EL HONGO TRICHODERMA  SPP.  EN LA AGRICULTURA  

El hongo Trichoderma spp. pertenece al grupo de Ascomycetes. Como 

características morfológicas “presenta micelio septado, conidias generalmente 

ovaladas, conidióforo hialino no verticilado, fiálides singulares o en grupos y 

conidias coloreadas de verde obscuro” (Chávez, 2006). 

Es un hongo anaerobio facultativo que presenta abundante esporulación y rápido 

crecimiento en papa dextrosa agar (PDA), además presenta alta eficiencia para 

establecerse en diversos tipos de suelo, la cual se relaciona con su capacidad de 

acondicionar la rizósfera a su beneficio. Trichoderma spp. tiene mayor éxito 

cuando crece en medios ácidos (Benítez et al., 2004); esto explica la secreción de 

ácidos orgánicos (ácido fumárico, glucónico y cítrico), que se detectan durante su 

crecimiento. Sumado a ello se reconoce a este hongo por mejorar la disponibilidad 

de gran parte de los nutrientes para las raíces de las plantas. De esa manera, 

Trichoderma spp. posee un punto a su favor para hacer simbiosis con diversas 

especies vegetales que aprovechan dicha característica; por su parte, el hongo se 

establece en la rizósfera y recibe exudados de la raíz provenientes de la actividad 

fotosintética (Benítez et al., 2004; Hermosa et al., 2012). 

La habilidad de Trichoderma spp. de establecer simbiosis con las raíces e 

incrementar el crecimiento de las plantas es un factor del éxito al inocular plantas 

de interés agrícola, ya que se han reportado diversos efectos positivos, entre ellos: 

el control de agentes patógenos de carácter fúngico, cambios en la microflora que 

conlleva a mejorar la disposición de nutrientes en la solución del suelo, así como 

la solubilización de nutrientes (Harman, 2006). 

Cabe resaltar que entre las principales ventajas de Trichoderma spp. son: su alta 

ubicuidad, alta capacidad de reproductiva, eficiencia para utilizar nutrientes y 

habilidad para colonizar el suelo incluso en condiciones desfavorables (Benítez et 

al., 2004). La forma de aplicación de Trichoderma spp. es variada, ya que puede 

asperjarse en la semilla, distribuirse en el sistema de fertirriego, por sumersión del 

cepellón de plántulas en solución acuosa, así como en formulaciones granuladas o 

por aspersión foliar (Bocourt et al., 2013). 
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El estilo de vida de Trichoderma spp. como simbionte avirulento de plantas 

superiores ha promovido su éxito como especie, no sólo por brindar protección 

contra patógenos y estímulo del crecimiento vegetal, sino también por contribuir a 

la tolerancia ante diferentes tipos de estrés abiótico (Benítez et al., 2004; Harman, 

2006). 

2.1  INTERACCIÓN PLANTA -HONGO E INDUCCIÓN DE TOLERANCIA AL ESTRÉS 

BIÓTICO  

 

En términos generales, la interacción del hongo Trichoderma spp. con la planta 

hospedera cumple el siguiente orden: reconocimiento, unión, penetración, 

colonización y, por último, transferencia de nutrientes (Hidangmayum y Dwivedi, 

2018). Durante la relación que Trichoderma spp. establece con las raíces de las 

plantas, se desenvuelve como simbionte avirulento, es decir, no causa 

enfermedad a la especie vegetal, pero sí estimula la activación del sistema de 

defensa de la planta. De esta manera, Trichoderma spp. induce en las plantas 

protección contra estrés de tipo biótico y abiótico y, a cambio, Trichoderma spp. 

recibe nutrientes exudados de la raíz (Herrera-Téllez et al., 2019). 

El mecanismo por el cual Trichoderma spp. se adhiere a las raíces de las plantas 

se asemeja al micoparasitismo porque la penetración hacia el tejido radicular es 

posible gracias a estructuras similares a apresorios, donde el reconocimiento y la 

adhesión de Trichoderma spp. con su planta hospedera, durante su asociación 

simbiótica, es mediada por hidrofobinas, proteínas que se encuentran en la capa 

externa que recubre la superficie celular fúngica (Contreras-Cornejo et al., 2016). 

En T. asperellum, la hidrofobina TasHyd1 mejora la fijación a la superficie de la 

raíz, al tiempo que las puntas hifales se protegen de los compuestos de defensa 

vegetal al secretar enzimas celulolíticas y proteolíticas, haciendo efectiva la 

penetración de la raíz (Contreras-Cornejo et al., 2016; Viterbo y Chet 2006). 

Durante la interacción, la planta inoculada recibe inmunidad frente a diversos tipos 

de patógenos a través de la respuesta sistémica inducida por Trichoderma (TISR, 

por sus siglas en inglés: Trichoderma induce systemic resistance). Martínez-

Medina et al. (2013) investigaron las respuestas de las plantas mutantes que 
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sobreexpresan a la prosistemina (precursor del JA) contra el patógeno Botrytis 

cinerea. Sus resultados revelan que el desarrollo de la enfermedad es 

significativamente afectada por la interacción con T. harzianum, indicando que la 

vía del JA es vital para que la TISR sea efectiva. 

La TISR es posible gracias a que, desde el primer contacto de la planta con el 

hongo, Trichoderma spp. comienza una invasión asintomática que obliga a la 

planta a activar su sistema de defensas. Inicia con el refuerzo de su pared vegetal, 

acumulación de compuestos microbianos y producción de ROS (Martínez-Medina 

et al., 2013). Trichoderma spp. también logra activar una red hormonal donde el 

JA, el etileno (ET) y el ABA están presentes para la protección sistémica de la 

planta (Martínez-Medina et al., 2014).  

Lo anterior concuerda con otro reporte en el que al analizar la respuesta sistémica 

por T. virens tras la infección con Fusarium oxysporum se identificaron las vías de 

señalización asociadas al SA o al JA (Jogaiah et al., 2018). Plantas de jitomate 

mutantes, deficientes en SA o JA, fueron inoculadas con T. virens y, 

posteriormente, al ser retadas con el agente patógeno, mostraron un alto nivel de 

susceptibilidad ante la enfermedad; por el contrario, las plantas de tipo silvestre, 

reportaron la activación del gen PR1a inducido por SA, por lo tanto, provocó una 

respuesta sistémica adquirida, y también se activó el gen de defensa PDF1, 

inducido por JA, es decir una respuesta sistémica inducida. Por esta razón, se 

concluye que la capacidad de T. virens para desencadenar respuestas de defensa 

vegetal está fuertemente vinculada con la capacidad de síntesis del JA y del SA en 

las plantas inoculadas (Jogaiah et al., 2018).  

Esto es importante porque Trichoderma spp. no sólo mejora el desarrollo de las 

plantas y combate ataques de patógenos directamente, sino que también su 

interacción con la planta ocasiona un balance importante en la regulación 

hormonal de la planta como medida clave para hacer frente a situaciones de 

estrés, ya que no sólo se trata de aumentar el nivel de las fitohormonas, sino de 

mantener el equilibrio que debe existir entre ellas, como el ácido indol-3-acético, el 

SA, el JA, el ABA, las auxinas y las citocininas, a disposición de los requerimientos 

de la planta (Martínez-Medina et al., 2013). 
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CAPITULO II.  ANTECEDENTES  

El cultivo de jitomate como planta de clima subtropical es sensible al frío (Khan et 

al., 2015). Debido a su importancia económica, varias investigaciones están 

orientadas hacia la comprensión del efecto del frío sobre las diversas etapas 

fenológicas del cultivo (Mastouri et al., 2010; Barrero-Gil et al., 2016; Subramanian 

et al., 2016; Atayee y Noori, 2020). Las evidencias coinciden en que el estrés por 

frío afecta el crecimiento normal de las plantas de jitomate, reduce la fluidez de la 

membrana celular provocando que las células sean más propensas a la disrupción 

celular, deshidratación, fuga de electrolitos, y daño en la estructura celular de 

organelos asociados a procesos fisiológicos esenciales (Khan et al., 2015; 

Subramanian et al., 2016; Ntatsi et al., 2017). Las plantas de jitomate llegan a 

presentar síntomas severos de marchitez y en última instancia la planta muere. 

A diferencia de las plantas tolerantes al frío, las plantas de jitomate no poseen la 

misma capacidad de llevar a cabo la aclimatación al frío en su sitio de 

establecimiento, por ello y en la búsqueda por comprender los mecanismos que 

orquestan la inducción a la tolerancia al frío, Barrero-Gil et al. (2016) trabajaron 

con plantas de jitomate preincubadas a 10 °C para posteriormente exponerlas a 

frío (4 °C) por tiempos más prolongados. Los resultados revelaron que la previa 

incubación promovió la sobrevivencia de las plantas después de la exposición al 

estrés por frío. Los autores refieren que este efecto se relaciona con la 

acumulación de azúcares y cambios en la expresión de genes que codifican 

proteínas relacionadas con la síntesis de fitohormonas, especialmente ABA, JA y 

GA, además se asoció con el incremento de flavonoides y antocianinas como 

agentes antioxidantes que evitan el daño de la fotoinhibición en los fotosistemas. 

Durante los últimos años se ha profundizado sobre el estudio de microorganismos 

benéficos con potencial para aliviar o disminuir los efectos del estrés por frío en 

plantas de jitomate. Ejemplo de ello es la bacteria Pseudomonas sp., la cual 

induce tolerancia al frío en plántulas de jitomate (Subramanian et al., 2016). Entre 

los principales resultados se destaca la ganancia en la biomasa de las plantas 

inoculadas con la bacteria comparada con los controles, aún bajo estrés por frío. 

Los autores atribuyen el efecto a una mayor toma de nutrientes. Por otro lado, se 
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reporta un menor daño en las membranas de las plantas inoculadas con 

Pseudomonas asociándolo a una menor peroxidación de lípidos por una baja 

presencia de ROS (Subramanian et al., 2016). 

Otro microorganismo usado para disminuir el efecto negativo de algunos tipos de 

estrés sobre las plantas es el hongo Trichoderma spp. Específicamente, T. 

harzianum ha sido evaluado sobre semillas de Lycopersicum esculentum 

sometidas a estrés por frío. Mastouri et al. (2010) evaluaron la germinación, 

tamaño de radícula e hipocótilo así como el daño oxidativo a nivel membranal tras 

la exposición al estrés por frío a 10 °C. Sus resultados revelan que el tratamiento 

con T. harzianum mejora la germinación durante el estrés por frío y que reduce 

significativamente la peroxidación de lípidos en membranas de plántulas 

expuestas a dicho estrés.   

Trichoderma spp. es capaz de soportar ambientes hostiles al adaptar su 

metabolismo y activar su sistema de defensa. Está reportado que cuando T. 

asperellum se expone a estrés por frío a 4 °C, o calor a 38 °C, no presenta 

dificultades para su desarrollo y crecimiento (Mota  et al., 2019). Sumado a ello, al 

evaluar su capacidad como agente de biocontrol sobre fitopatógenos (Botrytis y 

Sclerotinias), se reporta que no se ve mermada bajo ninguno de los niveles de 

estrés térmico, esto gracias a la activación de proteínas de choque térmico Hsp 

(por su abreviación del inglés Heat shock proteins) que se expresan rápidamente 

(Mota et al., 2019). 

El efecto de Trichoderma spp. en la atenuación de la respuesta de plantas bajo 

estrés salino también ha sido explorado. Zhang et al. (2016) reportan que T. 

logibranchiatum es capaz de colonizar las raíces de las plantas incluso cuando se 

encuentran expuestas a este tipo de estrés abiótico. La inoculación aumentó 

significativamente la actividad enzimática de la superóxido dismutasa (SOD), 

peroxidasa (POD) y catalasa (CAT), induciendo la tolerancia a salinidad a nivel 

fisiológico y molecular debido a la expresión de estos genes que codifican dichas 

enzimas antioxidantes. 
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En el mismo orden de ideas, en otro estudio se inocularon plantas de maíz con T. 

asperellum y tras exponer las plantas a estrés salino y alcalino, se incrementó  el 

contenido de azúcares solubles y prolina tanto en hojas como en raíces (Fu et al., 

2017). Esto es relevante porque son elementos necesarios para que las células de 

las plantas bajo estrés no se deshidraten. Sumado a ello, las plantas inoculadas 

mostraron actividad enzimática significativamente mayor de SOD, glutatión 

peroxidasa (GPx), glutatión reductasa (GR) y ascorbato peroxidasa (APx) respecto 

a las plantas de maíz no inoculadas (Fu et al., 2017). 

El estrés biótico y abiótico en plantas tienen un punto en común: la elevada 

producción de ROS, que resulta tóxica para las células que las producen. La 

implementación de soluciones para paliar este efecto es cada vez mayor con 

agentes bioinoculantes. Por ejemplo,  la inoculación de T. asperellum en plantas 

de jitomate contribuye a una menor producción de ROS tras someterlas a dos 

agentes patógenos que provocan su producción, por un lado Fusarium oxysporum 

y también Botrytis cinerea, concluyendo que en ambos casos el daño ocasionado 

por la infección, así como la producción de ROS fue significativamente menor a las 

observadas en plantas sin inocular que presentaron signos graves de ambas 

enfermedades (Herrera-Téllez et al., 2019). 
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CAPITULO III.  JUSTIFICACIÓN  

Gran parte de los problemas medioambientales tienen su origen en el uso 

indiscriminado de agroquímicos, fertilizantes y pesticidas bajo la premisa de una 

mayor producción de alimentos. La agricultura necesita avanzar con cambios en el 

manejo agronómico de plagas, enfermedades y fertilización inclinándose hacia la 

agricultura sustentable, donde el uso de microorganismos benéficos en la 

agricultura, tales como el hongo Trichoderma spp., sean empleados por su 

efectividad en la simbiosis con las plantas al mejorar su desarrollo, defensa 

vegetal y respuesta ante estrés biótico y abiótico (Singh et al., 2017). 

El jitomate es un cultivo de carácter local e internacional por la elevada demanda 

en su consumo. En México la producción de jitomate para el año agrícola 2020 

alcanzó 3 370 826 toneladas, con las que logro satisfacer el consumo nacional así 

como también contribuir a demanda internacional, colocando a nuestro país como 

el noveno productor mundial de este fruto; por lo que su cultivo implica beneficio 

social y económico para miles de productores agrícolas (SIAP, 2020; INEGI, 

2019). 

Sin embargo, el rendimiento del cultivo de jitomate presenta pérdidas atribuidas a 

factores bióticos y abióticos que disminuyen su rentabilidad (Ruelland et al., 2009). 

En 2017, la Encuesta Nacional Agropecuaria reportó pérdidas del 74.7 % de 

unidades de producción por causas climáticas, de las cuales el 13.5 % fue por 

bajas temperaturas (Instituto Nacional de Estadística y Geografía [INEGI], 2017). Y 

tan sólo dos años después, las pérdidas fueron del 85 %, de las cuales, el 32 % 

correspondió al descenso de la temperatura (INEGI, 2019).  

Aumentar la tolerancia a bajas temperaturas podría reducir considerablemente las 

pérdidas de cultivos de jitomate a campo abierto y, por otro lado, reducir el costo 

de energía consumida en invernaderos con calefacción (Ntatsi, 2017).  
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CAPITULO IV.  OBJETIVOS  

OBJETIVO GENERAL  

Evaluar el efecto de T. asperellum sobre la tolerancia al frío de plantas de 

S. lycopersicum con y sin previa aclimatación.  

OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

o Comparar el efecto T. asperellum sobre el fenotipo de plantas de S. 

lycopersicum durante el estrés por frío con y sin previa aclimatación al frío. 

 

o Analizar el efecto de la inoculación del hongo T. asperellum durante el 

estrés por frío en plantas de S. lycopersicum con y sin previa aclimatación 

al frío, mediante la evaluación del índice de crecimiento, el diámetro del 

tallo, el desarrollo foliar, la longitud de la raíz, la biomasa y el contenido de 

clorofila. 

 

o Evaluar el efecto de T. asperellum sobre la integridad celular de las plantas 

de estudio bajo estrés por frío a través de la medición de fuga de 

electrolitos. 
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CAPITULO V.  H IPÓTESIS  

 

La inoculación con T. asperellum atenúa el daño de las plantas de jitomate ante 

estrés por frío sin recurrir a un proceso previo de aclimatación al frío.  
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CAPÍTULO  VI.  MATERIALES Y MÉTODOS  

 

1.  UBICACIÓN  

La presente investigación se realizó en el Laboratorio de Fitopatología y Plagas e 

invernaderos del Instituto de Ciencias Agropecuarias, UAEH. En Avenida 

Universidad Km 1 s/n Rancho Universitario, Antigua Hacienda Aquetzalpa, C.P 

43600 Tulancingo de Bravo, Hidalgo. Cuyas coordenadas geográficas 

corresponden a 20° 03' 47.1" de latitud Norte y 98° 22' 53.5" de longitud Oeste. 

1.1  MATERIAL BIOLÓGICO  

Se utilizaron semillas de jitomate tipo Saladette, marca Hortaflor. De acuerdo a las 

especificaciones de la etiqueta, las semillas presentan 92% de viabilidad y 99% de 

pureza física. 

Para la inoculación de las plantas de jitomate se empleó la cepa de T. asperellum 

conservada en el laboratorio de investigación.  

1.2  GERMINACIÓN DE JITOMATE  

El sustrato consistió en una mezcla peat moss y vermiculita en una relación 7:3 

(v/v). La mezcla se hidrató a capacidad de campo y con ella se llenó la charola 

previamente desinfectada. Se colocó una semilla de jitomate por cavidad y se 

cubrió cuidadosamente con una capa fina del mismo sustrato. La charola se 

conservó a temperatura ambiente. 

1.3  OBTENCIÓN DE CONIDIOS DE T.  ASPERELLUM  

La cepa de T. asperellum se sembró en medio papa dextrosa agar (PDA; 39 g/l). 

Una vez invadido el medio de cultivo por T. asperellum, se obtuvo el inóculo 

fúngico (105 conidios/ ml) para ser llevado a sustrato sólido (compuesto por 

hojuelas de avena, caolín y vermiculita), de acuerdo con Herrera (2018). 

1.4  TRASPLANTE DE JITOMATE E INOCULACIÓN CON T.  ASPERELLUM  

A la mezcla de sustrato peat moss y vermiculita se le adicionó 10% de la 

formulación sólida no inoculada, se regó a capacidad de campo y se utilizó para el 

llenado de las macetas plásticas para el transplante de las plantas de jitomate de 
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Figura 1. Grupos de tratamientos en plantas de S. lycopersicum. El tiempo cero 

indica tres semanas posteriores al transplante ± T. asperellum. Los puntos indican 

los tiempos en que se realizaron las mediciones descritas en la metodología. 

tres semanas de edad, designadas “plantas no inoculadas”. A la par, se añadió la 

formulación sólida previamente inoculada con T. asperellum a una mezcla de 

sustrato, y se usó para el trasplante de las plantas de jitomate, designadas 

“inoculadas”. Las plantas fueron llevadas al invernadero, el riego se realizó 

diariamente con 80 ml de solución nutritiva, compuesta por nitrógeno, fósforo, 

potasio, calcio, magnesio y azufre adaptando los niveles óptimos de fertilización 

en sustrato para plantas de jitomate recomendados por Escobar y Lee (2009), 

siempre comenzando el riego de las plantas control. Al término de tres semanas 

posteriores al transplante, las plantas se utilizaron para la aplicación de 

tratamiento por frío. 

1.5  APLICACIÓN DE LOS TRATAMIENTOS TÉRMICOS  

Las plantas con y sin inoculación fueron arregladas aleatoriamente en tres grupos, 

cada grupo conformado por seis plantas de jitomate. El primer grupo, designado 

control, correspondió a plantas ± T. asperellum, cuyo crecimiento ocurrió en 

condiciones bajo invernadero. Un segundo grupo, constituido por plantas ± T. 

asperellum aclimatadas, constaba de plantas que fueron llevadas a 10 °C por 4 

días, para posteriormente exponerlas a frío (4 °C) durante 12 días; y finalmente, el 

tercer grupo, plantas ± T. asperellum no aclimatadas, corresponden a aquellas 

expuestas directamente a frío (4 °C) durante 12 días (Figura 1).  
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1.6  EVALUACIÓN DEL EFECTO DE T.  ASPERELLUM  

Se evaluó el crecimiento de las plantas ± T. asperellum de acuerdo con los 

siguientes parámetros agronómicos:  

a) Índice de crecimiento: calculado a partir de la altura de la planta, en 

centímetros, desde el cuello de la planta hasta la punta del foliolo más 

largo, durante el periodo evaluado. 

b) Diámetro de tallo: medido en milímetros, colocando el Vernier justo 

sobre el crecimiento de los cotiledones. 

c) Número de hojas: se contaron únicamente hojas verdaderas 

completamente desarrolladas.  

d) Área foliar: Se fotografió la segunda hoja verdadera de cada planta para 

posteriormente analizar las imágenes con el Software ImageJ. 

e) Longitud de raíz: desde el cuello de la planta hasta la punta de tres 

raíces finales (en centímetros). 

f) Contenido relativo de clorofila: se realizaron tres registros con el sensor 

SPAD en foliolos aleatorios a fin de obtener un promedio de registro por 

cada planta.  

g) Biomasa: expresado en gramos a partir del peso seco del follaje al final 

del experimento. 

1.  7  PORCENTAJE DE FUGA DE ELECTROLITOS  

Se evaluó la permeabilidad de las membranas en las plantas ± T. asperellum 

durante cada tratamiento térmico, adaptando la metodología previamente descrita 

(Rolny et al., 2011). Se tomaron de cada planta por condición 25 discos de tejido 

vegetal, se sumergieron en 15 ml de agua destilada y se registró la conductividad 

eléctrica inicial (CE0). Posteriormente, las muestras se colocaron en agitador 

orbital por 3 h a 200 rpm y se obtuvo la segunda lectura (CE2). Por último, para la 

extracción total de electrolitos (TC), las muestras se colocaron a ebullición durante 

30 min. El porcentaje de fuga de electrolitos se calculó de acuerdo con la siguiente 

formula: 
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1.  8  EXTRACCIÓN DE CLOROFILAS  

El contenido de clorofila a, b y c de cada muestra se obtuvo por espectrometría 

con el método empleado por Parsons y Stickland (1963), donde para cada 

condición se tomaron 2 g de tejido vegetal libre de venas mayores. Cada muestra 

se homogenizó con 10 ml de acetona al 90 % en obscuridad y sobre hielo. Los 

extractos se conservaron en refrigeración (4 ºC) por 24 h. Posteriormente, se 

midió la densidad óptica (DO) del sobrenadante de cada muestra diluida con 

acetona (200 µl sobrenadante: 1800µl acetona al 90%). Para la cuantificación de 

cada clorofila se emplearon las siguientes formulas: 

 

            (       )       (      )       (      )       (      ) 

            (       )       (      )       (      )       (      ) 

            (       )     (      )       (      )       (      ) 

 

1.  9  ANÁLISIS ESTADÍSTICO  

Se realizó un diseño factorial completamente aleatorio. Los resultados obtenidos 

se sometieron a análisis de varianza (ANOVA) y posteriormente, se realizó 

comparación de medias con prueba Tukey para identificar diferencias significativas 

(p<0.05).  
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CAPÍTULO  VII.  RESULTADOS  

 
Se analizó el efecto del estrés por baja temperatura en plantas de jitomate 

haciendo una comparación entre plantas inoculadas y no inoculadas con T. 

asperellum, así mismo entre plantas con y sin previa aclimatación al frío. Se 

precisó evaluar el desarrollo de las plantas en aspectos visibles y cuantitativos, 

donde se incluyó: la caracterización fenotípica, el índice de crecimiento, el 

diámetro del tallo, el desarrollo foliar (área foliar y número de hojas), la longitud de 

raíz, la biomasa, el contenido de clorofila y la fuga de electrolitos.  

1.  CARACTERIZACIÓN FENOTÍPICA DE LAS PLANTAS DE JITOMATE  

Con el propósito de evaluar a nivel fenotipo el efecto de T. asperellum sobre las 

plantas de jitomate expuestas a frío, se realizó un seguimiento del desarrollo y 

crecimiento de las plantas. En la Figura 2 se muestran plantas representativas de 

cada grupo de tratamiento, donde se observa que las plantas de S. lycopersicum 

pertenecientes al grupo 1 bajo condiciones de invernadero e inoculadas con T. 

asperellum presentaron un crecimiento más robusto respecto a las plantas sin 

inocular.  

Continuando con el grupo 2 (Figura 2), se apreció un crecimiento limitado. Las 

plantas eran pequeñas y desarrollaron síntomas de estrés tras la exposición a frío 

con previa aclimatación, principalmente deshidratación de sus hojas que se 

extendió desde la punta hasta la base de la hoja, provocando su marchitez. Este 

efecto fue más marcado en las plantas sin T. asperellum. Por su parte, las plantas 

con T. asperellum también revelaron síntomas de daño por frío, aunque no tan 

severos, además presentaron mayor desarrollo visible de su sistema radicular.  

En el grupo 3, las plantas con T. asperellum conservaron su capacidad de 

crecimiento y desarrollo ante el estrés por frío directo, siendo visiblemente 

mayores a las plantas sin T. asperellum expuestas a la misma condición que 

revelaron menor vigor y un sistema radicular reducido (Figura 2).  
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Figura 2. Evaluación a nivel fenotipo de plantas de S. lycopersicum expuestas a 

los diferentes tratamientos térmicos. De izquierda a derecha se muestran tres 

plantas representativas sin T. asperellum, seguidas de tres plantas previamente 

inoculadas con T. asperellum, siguiendo el orden mencionado para ambos casos: 

la primera planta representa a las plantas crecidas bajo condiciones de 

invernadero (Grupo 1), en segundo lugar las plantas que se sometieron a proceso 

de aclimatación con 10 °C que posteriormente se sometieron a frío con 4 °C 

(Grupo 2) y en tercer lugar las plantas expuestas a frío directo con 4 °C (Grupo 3). 

Plantas representativas de 6 experimentos. 

    Sin T. asperellum                        Con T. asperellum 

           Grupo 1            Grupo 2               Grupo 3             Grupo 1               Grupo 2           Grupo 3 

 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

2.  ÍNDICE DE CRECIMIENTO  

El índice de crecimiento es un parámetro agronómico que se calcula a partir de 

mediciones de referencia de las plantas a evaluar y sirve para identificar cuánto 

crecieron dichas plantas durante el periodo establecido. 

Los resultados de la evaluación del índice de crecimiento mostraron que las 

plantas del grupo 1 ± T. asperellum crecieron con el mayor índice respecto al resto 

de los grupos (Figura 3). Las plantas inoculadas mostraron un índice de 

crecimiento significativamente mayor respecto a las plantas del mismo grupo sin 

inocular. 
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Las mediciones de las plantas del grupo 2 se realizaron en dos tiempos, como se 

aprecia en la Figura 3: a) al término de la aclimatación; y b) al término del estrés 

por frío a 4 °C. En la primera comparación, al término de la aclimatación se 

encontró que de los individuos de este grupo, las plantas con T. asperellum 

presentaron un índice significativamente mayor. Por otro lado, en la segunda 

comparación al término del estrés por frío no se presentó diferencia entre plantas 

con y sin T. asperellum revelando el menor crecimiento de los diferentes grupos, 

indicando que la aclimatación está afectando el crecimiento de las plantas (Figura 

3). 

El índice de crecimiento de las plantas del grupo 3 fue intermedio respecto a los 

demás grupos y, dentro de éste, el mayor índice de crecimiento se identificó en 

plantas con T. asperellum aunque mostrando similitud estadística con plantas sin 

inoculación (Figura 3). 
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3.  D IÁMETRO DE TALLO  

En el presente trabajo se consideró la evaluación del diámetro de tallo, asumiendo 

la importancia que representan los tejidos vasculares para el adecuado transporte 

de agua y minerales.  

Los resultados mostraron que las plantas de S. lycopersicum conservadas en el 

grupo 1 presentaron el mayor diámetro de tallo respecto a los demás grupos, sin 

revelar diferencia significativa entre plantas ± T. asperellum (Figura 4). 

En las plantas del grupo 2 se registró el menor diámetro de tallo entre los grupos 

evaluados, tras el proceso de aclimatación y al término de estrés por frío, 

presentando en ambos tiempos de medición igualdad estadística entre plantas ± 

T. asperellum (Figura 4).  

Por otro lado, en plantas del grupo 3 ± T. asperellum se identificó un diámetro de 

tallo intermedio respecto a los demás grupos durante el reto con frío. El diámetro 

de su tallo fue ligeramente superior en plantas con T. asperellum sin mostrar 

diferencia significativa (Figura 4). 

Figura 3. Índice de crecimiento de S. lycopersicum ± T. asperellum. a) 

Comparación de plantas bajo condiciones de invernadero, seguidas por plantas al 

término de la aclimatación. b) De izquierda a derecha plantas libres de estrés 

térmico conservadas en invernadero, seguidas de plantas con previa aclimatación 

y posteriormente expuestas a estrés con frío (AC+ 4 °C) y en último lugar plantas 

con exposición a frío directo (4 °C). Cada columna representa el promedio con 

error estándar de la media (± SEM) (n=12), de dos experimentos independientes. 

Diferentes letras denotan diferencia significativa en prueba Tukey, p <0.05.  
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4.  DESARROLLO FOLIAR DE LAS PLANTAS DE JITOMATE  

Para la evaluación del desarrollo foliar, se consideró el número de hojas y el área 

de las mismas. Se contabilizaron las hojas de S. lycopersicum ± T. asperellum 

para evaluar la capacidad de formación de tejido vegetal (Figura 5), y además se 

determinó su área foliar (Figura 6), brindando información sobre la superficie 

disponible para la captación de energía lumínica. 

Figura 4. Diámetro de tallo de S. lycopersicum ± T. asperellum expresado en 

milímetros. a) Comparación de plantas bajo condiciones de invernadero, seguidas 

por plantas al término de la aclimatación. b) De izquierda a derecha plantas libres 

de estrés térmico conservadas en invernadero, seguidas de plantas con previa 

aclimatación y posteriormente expuestas a estrés con frío (AC+ 4 °C) y en último 

lugar plantas con exposición a frío directo (4 °C). Cada columna representa el 

promedio ± SEM (n=12), de dos experimentos independientes. Diferentes letras 

denotan diferencia significativa en prueba Tukey, p <0.05. 
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Figura 5. Número de hojas de S. lycopersicum ± T. asperellum. a) Comparación 

de plantas bajo condiciones de invernadero, seguidas por plantas al término de la 

aclimatación. b) De izquierda a derecha plantas libres de estrés térmico 

conservadas en invernadero, seguidas de plantas con previa aclimatación y 

posteriormente expuestas a estrés con frío (AC+ 4 °C) y en último lugar plantas 

con exposición a frío directo (4 °C). Cada columna representa el promedio ± SEM 

(n=12), de dos experimentos independientes. Diferentes letras denotan diferencia 

significativa en prueba Tukey, p <0.05. 
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Las plantas del grupo 1 ± T. asperellum mostraron el mayor número de hojas, así 

como la mayor área foliar respecto los demás grupos con un notable incremento 

en plantas con T. asperellum, aunque sin revelar diferencia significativa entre 

plantas (Figura 5).  

Mientras que la menor formación de hojas y área foliar se encontró en las plantas 

del grupo 2, si bien al término del proceso de aclimatación no se reveló diferencia 

significativa entre plantas ± T. asperellum, los resultados al término del estrés por 

frío, indicaron que las plantas previamente aclimatadas registraron el menor 

número de hojas sin diferencia entre plantas ± T. asperellum (Figura 5). 
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En cuanto al área foliar de las plantas previamente aclimatadas del grupo 2 se 

identifica una mayor expansión del área foliar en plantas con T. asperellum 

aunque sin diferencia significativa (Figura 6). 

En las plantas del grupo 3 se encontraron valores intermedios en su número de 

hojas respecto a los demás grupos, sin diferencia significativa entre plantas ± T. 

asperellum. En este grupo los valores promedio del área foliar fueron mayores en 

plantas con T. asperellum revelando igualdad estadística con las plantas con T. 

asperellum del grupo 1; sin embargo, en la prueba Tukey no se encontró 

diferencia significativa entre plantas ± T. asperellum del mismo grupo. 

  

Figura 6. Área foliar de S. lycopersicum ± T. asperellum expresado en cm2. a) 

Comparación de plantas bajo condiciones de invernadero, seguidas por plantas al 

término de la aclimatación. b) De izquierda a derecha plantas libres de estrés 

térmico conservadas en invernadero, seguidas de plantas con previa aclimatación 

y posteriormente expuestas a estrés con frío (AC+ 4 °C) y en último lugar plantas 

con exposición a frío directo (4 °C). Cada barra representa el promedio ± SEM 

(n=12), de dos experimentos independientes. Diferentes letras denotan diferencia 

significativa en prueba Tukey, p <0.05. 
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5.  LONGITUD DE RAÍZ  

El crecimiento longitudinal del sistema radicular de S. lycopersicum ± T. 

asperellum se determinó al concluir los tratamientos térmicos con el fin de 

identificar diferencias estadísticas, puesto que de manera visible, la capacidad de 

formación de raíces (Figura 2) se apreció más robusta y vigorosa en plantas con 

T. asperellum.  

Considerando la longitud de las raíces a partir del cuello de la planta, se alineó el 

sistema radicular y se midió hasta la punta de al menos tres raíces juntas. Los 

resultados no revelaron diferencia significativa entre plantas de jitomate ± T. 

asperellum ni entre ninguno de los grupos evaluados con la prueba de 

comparación Tukey (Figura 7). 

  

Figura 7. Longitud de raíz de S. lycopersicum ± T. asperellum expresado en 

centímetros.  Comparación de plantas bajo condiciones de invernadero, seguidas 

de plantas con previa aclimatación y posteriormente expuestas a estrés con frío 

(AC+ 4 °C) y en último lugar plantas con exposición a frío directo (4 °C). Cada 

columna representa el promedio ± SEM (n=12), de dos experimentos 

independientes. Diferentes letras denotan diferencia significativa en prueba 

Tukey, p <0.05.  
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6.  B IOMASA  

Una vez concluidos los tratamientos térmicos, se determinó la cantidad de material 

vegetal presente en las plantas evaluadas derivada de la eficiencia del proceso de 

fotosíntesis y expresada en unidades de materia seca acumulada de la parte 

aérea y radicular. 

La mayor ganancia de biomasa entre grupos correspondió a las plantas de S. 

lycopersicum ± T. asperellum conservadas en el grupo 1. Por el contrario, en el 

grupo 2 se registró la menor producción de biomasa respecto a los demás grupos, 

donde la ganancia de biomasa resultó afectada de forma notable tras exponerse a 

estrés por frío con previa aclimatación, sin diferencia significativa entre plantas ± 

T. asperellum. 

En cuanto a las plantas del grupo 3, se identificó una ganancia de biomasa 

intermedia entre el resto de los grupos, a pesar de no presentar diferencia 

significativa entre plantas ± T. asperellum en este grupo el peso promedio de las 

plantas inoculadas fue ligeramente mayor (Figura 8).   

Figura 8. Biomasa de S. lycopersicum ± T. asperellum expresado en gramos. 

Comparación de plantas bajo condiciones de invernadero, seguidas por plantas 

con previa aclimatación y posteriormente expuestas a estrés con frío (AC+ 4 °C) 

y en último lugar plantas con exposición a frío directo (4 °C). Cada columna 

representa el promedio ± SEM (n=12), de dos experimentos independientes. 

Diferentes letras denotan diferencia significativa en prueba Tukey, p <0.05 
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7.  CONTENIDO DE CLOROFILA  

El contenido de clorofila como pigmento fotosintético se evaluó con un método no 

destructivo (sensor SPAD) y otro destructivo (espectrometría). 

Los resultados de las lecturas periódicas del contenido de clorofila en unidades 

SPAD no revelaron diferencia significativa entre plantas de jitomate ± T. 

asperellum ni entre ninguno de los grupos evaluados con la prueba de 

comparación Tukey (Figura 9). 

    

Figura 9. Contenido de clorofila de S. lycopersicum ± T. asperellum expresado en 

unidades SPAD. a) Comparación de plantas bajo condiciones de invernadero, 

seguidas por plantas al término de la aclimatación. b) De izquierda a derecha 

plantas libres de estrés térmico conservadas en invernadero, seguidas de plantas 

con previa aclimatación y posteriormente expuestas a estrés con frío (AC+ 4 °C) y 

en último lugar plantas con exposición a frío directo (4 °C). Cada columna 

representa el promedio ± SEM (n=12), de dos experimentos independientes. 

Diferentes letras denotan diferencia significativa en prueba Tukey, p <0.05.  
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Los resultados de la extracción de clorofilas revelaron que los niveles de clorofila 

a, en las plantas aclimatadas decreció un 18 % respecto a plantas que crecían 

libres de estrés, sin distinción entre plantas ± T. asperellum mientras que las 

clorofilas b y c disminuyeron el 27 y 16 %, respectivamente, en plantas sin T. 

asperellum, y tan solo el 14 y 2 % en plantas con T. asperellum. (Figura 10). 

En contraste, se detectó que en las plantas sin T. asperellum bajo el estrés por frío 

los niveles de clorofila a, b y c aumentaron un 38, 14 y 21%, respectivamente, 

mientras sus pares inoculadas mostraban una disminución correspondiente al 59, 

56 y 36% respecto a las plantas libres de estrés (Figura 10). 
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Figura 10. Contenido de clorofilas de S. lycopersicum ± T. asperellum expresado 

en mgAl-1. Comparación de plantas bajo condiciones de invernadero, seguidas 

por plantas con previa aclimatación y posteriormente expuestas a estrés con frío 

(AC+ 4 °C) y en último lugar plantas con exposición a frío directo (4 °C). Cada 

columna representa una lectura en espectrómetro por cada condición térmica al 

término del experimento. Gráficas por tipo de clorofila: a) Clorofila a, b) Clorofila b, 

c) Clorofila c. 
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8.  FUGA DE ELECTROLITOS  

Con el objetivo de evaluar la integridad celular de plantas de jitomate ± T. 

asperellum expuestas a los tratamientos térmicos, se realizó un seguimiento del 

porcentaje de fuga de electrolitos en plantas representativas por cada condición. 

Los resultados mostraron que en las hojas de las plantas de jitomate ± T. 

asperellum conservadas en el grupo 1 registraron la menor pérdida de electrolitos 

al crecer libres de estrés (Figura 11). 

En las hojas de las plantas representativas del grupo 2 se registró una tendencia 

ascendente de fuga de electrolitos tras el proceso de aclimatación que siguió en 

aumento hasta el término de estrés por frío. En este grupo, las hojas de las 

plantas sin T. asperellum registraron la mayor pérdida electrolítica entre los grupos 

evaluados (Figura 11). 

En las hojas de las plantas del grupo 3 se identificó que durante los primeros días 

del reto con frío la fuga de electrolitos fue semejante entre plantas ± T. asperellum; 

sin embargo, con el paso del tiempo de exposición, la pérdida electrolítica fue 

decreciendo a valores mínimos en las platas inoculadas, contrario a lo que se 

observó en ausencia de T. asperellum, donde la fuga de electrolitos fue en 

aumento tras la mayor exposición al estrés por frío (Figura 11).  
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Figura 11. Fuga de electrolitos en hojas de S. lycopersicum ± T. asperellum  

expresado en porcentaje. Cada línea representa el seguimiento de tres plantas 

por condición térmica. Líneas grises corresponden a plantas sin T. asperellum,  

líneas negras pertenecen a plantas con T. asperellum donde: plantas  bajo 

condiciones de invernadero (Inv.) son representadas con marcador circular, 

mientras que las plantas con exposición a frío directo (4 °C) corresponde el 

marcador cuadrado. Las plantas con previa aclimatación y posteriormente 

expuestas a estrés con frío (AC+ 4 °C) se identifican con línea punteada y 

marcador triangular. 
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CAPÍTULO  VIII.  D ISCUSIÓN DE RESULTADOS  

El incremento de pérdidas agrícolas causadas por bajas temperaturas invita a 

buscar y proponer soluciones integrales ante este tipo de estrés, razón por la cual 

en este estudio se evaluó el efecto de la cepa de T. asperellum como agente 

simbionte en plantas de jitomate sometidas a estrés por frío. 

Bajo la premisa de que la inoculación con T. asperellum tiene efectos positivos en 

el desarrollo y sobrevivencia de plantas de jitomate sometidas a estrés de tipo 

abiótico, tales como salinidad (Zhang et al., 2016; Fu et al., 2017) y sequía 

(Mastouri et al., 2010), se realizó una evaluación del posible efecto protector 

inducido por T. asperellum en plantas de jitomate expuestas a frío. El estudio 

incluyó la evaluación del proceso de aclimatación, previo al tratamiento por frío, 

pues de acuerdo con Barrero-Gil et al. (2016), el pretratamiento incrementa la 

sobrevivencia y promueve la biosíntesis de moléculas que funcionan como 

crioprotectores, principalmente aminoácidos y poliaminas (prolina, putrescina y 

ácido gamma-aminobutírico). De acuerdo con los resultados del presente trabajo, 

el proceso de aclimatación en plantas de jitomate, independientemente de la 

interacción con T. asperellum, resultó desfavorable para la tolerancia al frío. Las 

plantas aclimatadas presentaron menor desarrollo (Figuras 2 y 3), lo que podría 

indicar un efecto acumulativo de su prolongada exposición a temperaturas 

subóptimas de crecimiento. 

En cuanto a los resultados de las plantas de jitomate expuestas a frío directo, se 

observó una marcada inhibición en los parámetros de crecimiento evaluados en 

las plantas sin T. asperellum, encontrando semejanza con el fenotipo previamente 

reportado (Aydin et al., 2013; Khan et al., 2015; Barrero-Gil et al., 2016; Elkelish et 

al., 2020), donde las plantas de jitomate designadas como controles y expuestas a 

los diversos niveles de estrés por frío prevaleció el crecimiento reducido, la 

clorosis y la marchitez del tejido expuesto. En contraste, los resultados de la 

inoculación con T. asperellum sobre los parámetros agronómicos apuntan a que la 

interacción resultó favorable para las plantas de jitomate, principalmente por la 

atenuación de la inhibición del crecimiento provocada por el estrés por frío directo. 

Hajihashemi et al., 2018 informan que durante bajas temperaturas incrementa el 
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diámetro de tallo para una mayor exportación de fotoasimilados. En este trabajo el 

diámetro de tallo en plantas inoculadas se mantuvo constante y ligeramente 

superior respecto a las plantas sin inocular, lo que podría indicar que la interacción 

con T. asperellum contribuye en mantener la funcionalidad de los tejidos 

conductores ante el estrés por frío favoreciendo la sobrevivencia de las plantas 

inoculadas. Esto es relevante considerando que la velocidad de absorción de 

agua, transporte y distribución de elementos nutritivos y fotoasimilados se ve 

reducida por la baja temperatura (Yuanyuan et al., 2009).  

En lo referente al desarrollo foliar, las plantas con T. asperellum sometidas a frío 

directo fueron  estadísticamente semejantes a las plantas ± T. asperellum libres de 

estrés, tanto en número de hojas como en la expansión de su lámina foliar, lo que 

podría relacionarse con la capacidad de Trichoderma spp. de favorecer la síntesis 

de fitohormonas que tienen un efecto promotor del crecimiento vegetal, por 

ejemplo: auxinas relacionadas con el crecimiento apical, diferenciación celular e 

incremento del área foliar y radicular; citocininas, que favorecen el desarrollo de 

brotes; y giberelinas, vinculadas con la elongación celular (Benítez et al., 2004; 

Martínez-Medina et al., 2014; Zehra et al., 2017; Guzmán-Guzmán et al., 2019).  

En cuanto a la longitud de la raíz, no se encontró diferencia significativa entre 

plantas ± T. asperellum, lo que podría relacionarse con lo que algunos autores han 

llamado efecto de la restricción radicular (Oberpaur et al., 2011; Boschi, 2018), 

que se asocia a un tamaño reducido de contenedor, puesto que las plantas se 

desarrollaron en pequeñas macetas de 4 pulgadas, debido al limitado espacio 

disponible en el equipo de refrigeración. A pesar de las limitaciones físicas de 

crecimiento, la habilidad de Trichoderma spp. suele mejorar la disponibilidad de 

nutrientes en la solución del suelo, influyendo de forma positiva en el crecimiento y 

desarrollo de las plantas inoculadas, principalmente mediante la acción de 

sideróforos y secreción de ácidos orgánicos (Benítez et al., 2004; Harman, 2006; 

Hermosa et al., 2012; Singh et al., 2019).  

Respecto a los parámetros fisiológicos evaluados, el contenido de clorofila 

expresado en unidades SPAD no reveló diferencia significativa entre los grupos 

evaluados de plantas de jitomate ± T. asperellum, razón por la cual se optó por 
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realizar, al término de los tratamientos térmicos, la cuantificación de clorofilas por 

espectrometría.  

Es importante mencionar que la cuantificación se realizó una sola vez, de manera 

que los resultados no son concluyentes, a diferencia del resto de las variables 

medidas en el proyecto de investigación. De acuerdo con los resultados mostrados 

en la Figura 10, los niveles de clorofila a, b y c en las plantas aclimatadas decreció 

sin mayor diferencia entre plantas ± T. asperellum. En contraste, las plantas sin T. 

asperellum sometidas a estrés por frío registraron niveles elevados de clorofila a, b 

y c, mientras en inoculadas se encontró una disminución, lo cual permite sugerir 

que la prolongada exposición a temperaturas subóptimas de crecimiento provocan 

la degradación de las clorofilas y, por consiguiente, su baja detección mediante la 

prueba. De hecho, está reportado que plantas sensibles al frío tienden a disminuir 

su cantidad de clorofilas debido a la afectación en su biosíntesis bajo este tipo de 

estrés (Hajihashemi et al., 2018; Liu et al., 2018).  

Por otro lado, existe la posibilidad de que durante la lectura de las muestras se 

hayan detectado clorofilas no funcionales u otro tipo de pigmentos, pues como 

indican Millan-Núñez y Álvarez-Borrego (1978), es posible la sobreestimación de 

clorofilas primeramente cuando se presenta una degradación de pigmentos y, en 

segundo lugar, por fluctuaciones en el método empleado así como el coeficiente 

de absorbancia utilizado, considerando el método Parsons y Stickland (1963).  

La evaluación de la integridad celular mediante la fuga de electrolitos también fue 

incluido en el estudio. La mayoría de los procesos fisiológicos de las plantas se 

relacionan con las membranas celulares. El frío suele provocar en las plantas una 

mayor difusión de los solutos provocado por el daño en la permeabilidad de la 

membrana plasmática (Suzuki y Mittler, 2006; Solanke y Sharma, 2008; Miura y 

Tada, 2014). Los componentes lipídicos son susceptibles a la peroxidación por 

interacción con las ROS. El radical hidroxilo y el oxígeno singlete, por ejemplo, 

sustraen átomos de H+ de los grupos metilo de ácidos grasos, provocando una 

continua formación de radicales libres, que al ser moléculas inestables reaccionan 

con otros ácidos grasos y demás componentes celulares provocando daño o 
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pérdida irreversible de la funcionalidad de la membrana plasmática (Camarena-

Gutiérrez y de la Torre-Almaráz, 2007; Theocharis  et al., 2012; Demidchik, 2014).    

En este trabajo se registró una elevada fuga de electrolitos en las plantas  de 

jitomate tras la mayor exposición al estrés por frío; sin embargo, las plantas con T. 

asperellum presentaron una menor fuga de electrolitos demostrando que la 

interacción simbiótica brinda una protección efectiva al conservar las funciones 

membranales de las células. La menor fuga de electrolitos en plantas con T. 

asperellum podría estar involucrada con la menor peroxidación lipídica, derivada 

de una mayor actividad del sistema antioxidante en las plantas inoculadas, tal 

como previamente se demostró al detectar un incremento considerable en la 

actividad de la superóxido dismutasa, de la peroxidasa y de la catalasa en plantas 

de trigo inoculadas con Trichoderma longibrachiatum, mejorando de ese modo la 

captura de las ROS generadas durante estrés salino, que semejante al estrés por 

frío ocasiona una severa deshidratación y pérdida de solutos (Zhang et al., 2016).  

Existe una menor pérdida de electrolitos en plantas de jitomate preinoculadas con 

T. harzianum expuestas a baja temperatura (8 ◦C, durante 6 días) (Ghorbanpour et 

al., 2018. De manera interesante, la intensidad del estrés por frío que se empleó 

en este trabajo fue mayor (4 ◦C, durante 12 días) y aun así se identificó que T. 

asperellum mitigó el daño por frío y promovió una menor pérdida electrolítica 

(Figura 11). 
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CAPÍTULO  IX.  CONCLUSIONES  

 

Mediante la evaluación de variables agronómicas y fisiológicas se concluye que el 

hongo T. asperellum atenuó el daño por frío en plantas de S. lycopersicum sin que 

influyera positivamente una previa aclimatación.  
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CAPITULO  X.  PERSPECTIVAS  

Sería apropiado para investigaciones futuras una fase de recuperación tras el 

estrés por frío de plantas de jitomate para evaluar si el efecto protector derivado 

de la interacción con T. asperellum perdura cuando las plantas retornan a la 

temperatura óptima de crecimiento. De igual manera, sería fructífero profundizar la 

evaluación de los parámetros fisiológicos involucrados en la atenuación del daño 

por frío en plantas de S. lycopersicum inoculadas con T. asperellum, ya que este 

efecto protector podría estar involucrado con la regulación de ROS, por lo que una 

evaluación de la actividad enzimática sería un excelente seguimiento.  Asimismo, 

sería benéfico aumentar el tamaño de la muestra aunque en experimentos 

independientes esto debido a que, el espacio al interior del equipo de refrigeración 

es reducido. Teniendo en cuenta lo anterior, los resultados que se reportan 

ofrecen una perspectiva del efecto de T. asperellum durante el estrés por frío en 

las variables agronómicas y parámetros fisiológicos brevemente abordados en 

este trabajo.      
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