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1. RESUMEN 

El estrés por frío limita el desarrollo de plantas de origen tropical y subtropical como el 

jitomate. Una respuesta común de las plantas sensibles a las bajas temperaturas es la 

producción y acumulación de especies reactivas de oxígeno, las cuales promueven la 

oxidación de proteínas, lípidos, ADN y RNA, lo que puede derivar, en última instancia en 

muerte celular. El hongo Trichoderma spp. es un efectivo promotor del crecimiento vegetal 

y antagonista de fitopatógenos, actualmente se ha explorado su papel como inductor de la 

defensa vegetal para mitigar efectos negativos del estrés abiótico que suelen afectar la 

rentabilidad de los cultivos. Esta investigación evaluó el efecto del hongo Trichoderma 

asperellum en plantas de jitomate expuestas a 4 °C en un rango de 3 a 12 días en diferentes 

parámetros fisiológicos y bioquímicos. Los resultados revelaron que el bioinoculante 

disminuyó el daño provocado por el frío en las plantas de jitomate, reflejándose en una mayor 

tasa de sobrevivencia (90.24 %) en comparación con las plantas sin inocular (36.59%) y una 

menor severidad de la sintomatología provocada por el estrés. Asimismo, se detectó una 

menor acumulación de H2O2 y actividad enzimática de la catalasa en las plantas 

bioinoculadas bajo estrés, lo que podría estar relacionado con la alta acumulación de 

osmolitos tales como la prolina y azúcares totales. Interesantemente, este estudio también 

reveló que Trichoderma asperellum modifica parámetros estomáticos al aumentar la 

densidad e índice estomático y disminuir el tamaño de los estomas. Todos estos hallazgos 

demuestran diferentes cambios provocados por el agente fúngico asociados en la mitigación 

del daño por frío y postula su uso como una herramienta viable dentro de la agricultura 

sustentable para la protección vegetal de cultivos sensibles al frío, especialmente en un 

contexto de cambio climático. 
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Abstrac 

Cold stress inhibits the growth of tropical and subtropical plants such as tomatoes. A common 

response of plants sensitive to low temperatures is the production and accumulation of 

reactive oxygen species, which promote the oxidation of proteins, lipids, DNA and RNA, 

ultimately leading to cell death. The fungus Trichoderma spp. is an effective plant growth 

promoter and phytopathogen antagonist. Recent research has explored the role of plant 

defenses responses in the alleviation of negative effects of abiotic stress. In this sense, the 

present research was aimed at studying the effect of Trichoderma asperellum on tomato 

plants exposed to 4 °C for a period of 3 to 12 days at physiological and biochemical levels. 

The results revealed that this bioinoculant reduced damage caused by cold in tomato plants, 

resulting in a higher survival rate (90.24%) compared to non-inoculated plants (36.56%) as 

well as a lesser severity. Likewise, a lower accumulation of H2O2 and catalase enzyme 

activity was detected in the inoculated plants under stress, which could be related to the high 

accumulation of proline and total sugars quantified in this study. Interestingly, this also found 

that T. asperellum changed stomatal parameters by increasing stomatal density, stomatal 

index and decreasing stomatal size. All these results demonstrate different changes caused 

by the fungal agent associated with the mitigation of cold damage and suggest its use as a 

viable approach in sustainable agriculture for the plant defense of cold sensitive crops, 

especially in the context of climate change. 
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2. INTRODUCCIÓN 

Las plantas sustentan la vida humana al proveer de alimento, medicina y materias primas. La 

diversificación de la vegetación endémica, así como de las especies de interés agrícola se 

relaciona directamente con las características del clima: precipitación, viento, humedad y 

temperatura. El clima, por lo tanto, es el conjunto de dichas características atmosféricas 

durante un tiempo prolongado que otorga ciertas condiciones meteorológicas dominantes de 

una zona geográfica (Beck et al., 2018). 

El clima se clasifica en cinco grupos: tropical, seco, templado, frío y boreal; México presenta 

un mosaico climático altamente variado debido al relieve montañoso en gran parte del país, 

de manera que los tipos climáticos presentes responden a lo siguiente: el clima tropical que 

se caracteriza por temperaturas superiores a los 18 °C y precipitaciones que rondan los 800-

4,000 mm al año; el clima seco, con temperaturas extremas entre el día y la noche superiores 

a 40 °C y menores a 0 °C, respectivamente, y precipitaciones anuales entre los 300-500 mm; 

el clima templado, con temperaturas entre 12-18 °C y precipitaciones cercanas a 600-1500 

mm anuales, el clima frío, con temperaturas menores a 0 °C y finalmente el clima boreal que 

se caracteriza por presentar descensos de temperatura de hasta los −40 °C y precipitaciones 

entre los 380-635 mm; si bien en México no se presenta este tipo de clima, las altas montañas 

y volcanes son las zonas más frías del país clasificados como clima polar de alta montaña 

(García, 2004). 

En México los climas predominantes son el clima seco con el 53.11%, el clima tropical con 

un 35.85% de la superficie, el clima templado con el 11.04%, y el clima frío con el 0.03% de 

la superficie (SEMARNAT, 2023) 

Los cereales como el trigo, avena y cebada son originarios de climas templados, por lo que 

predominan en zonas donde la temperatura tiende a ser baja, incluso fría durante la época 

invernal, contrario a algunas plantas de la familia Solanacea como la berenjena y el jitomate, 

los cuales, al ser originarios de zonas tropicales, se encuentran distribuidos ampliamente en 

zonas geográficas que presentan climas cálidos. En este sentido, el estrés por frío es una 

limitante para el desarrollo de una gran variedad de plantas sensibles a las bajas temperaturas, 

como la calabaza, los espárragos y el jitomate, cuyas afectaciones implican una 

deshidratación severa, inhibición del crecimiento y estrés oxidativo que, en su conjunto, 

puede ocasionar la muerte prematura de las plantas y reducir la productividad agrícola 

(Rodríguez-Pérez, 2006a; Snyder y Melo-Abreu, 2010). 
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2.1.Alteraciones en plantas sensibles a bajas temperaturas 

2.1.1. Alteraciones fisiológicas 

La transpiración de las plantas es afectada por el descenso de la temperatura, principalmente 

porque la tasa de absorción del agua es lenta en comparación a su flujo durante temperaturas 

cálidas. En la lámina foliar de las plantas se localizan estructuras dinámicas llamadas estomas 

que son poros epidérmicos conformados por dos células oclusivas con paredes flexibles, y 

son los responsables de regular la transpiración y el intercambio gaseoso necesario para la 

fotosíntesis. Los estomas presentan los mismos organelos que el resto de las células vegetales 

y los cambios de turgencia en las células oclusivas se relacionados con la actividad de sus 

vacuolas y la difusión del agua mediante ósmosis donde la concentración de iones de K+ 

influyen en su actividad: cuando el K+ está dentro existe mayor turgencia y el estoma se abre, 

mientras que cuando el K+ sale la turgencia es menor por lo que el estoma se cierra (Cramer 

et al., 2011; Hasanuzzaman et al., 2023).  

La morfología y anatomía de los estomas varía con la especie vegetal así como del ambiente 

físico-químico al que están expuestas las plantas, en este sentido el comportamiento dinámico 

de los estomas se relaciona con la conductancia hidráulica de la planta para que el agua se 

transporte desde la solución del suelo, a través de las raíces hasta la parte foliar, los estomas 

son capaces de regular la pérdida de agua hacia la atmósfera como respuesta a condiciones 

ambientales desfavorables, principalmente cuando la planta tiene una menor disponibilidad 

de agua, ya sea en condiciones de sequía, salinidad y bajas temperaturas (Hajihashemi et al., 

2018; Zárate-Martínez et al., 2021).  

2.1.2. Alteraciones bioquímicas 

2.1.2.1.El estrés oxidativo en las plantas 

El oxígeno molecular (O2) está presente en aproximadamente el 21% de la composición de 

la atmósfera terrestre, es un elemento con alta electronegatividad, lo que le permite formar 

parte de diversas moléculas que favorecen la vida, como el agua y grupos funcionales que 

conforman la estructura de las biomoléculas. El O2 es producto de la oxidación del agua 

durante la fotosíntesis y una de las formas principales de reingresar al sistema de las plantas 

es en forma de CO2 como producto de la respiración de los organismos aeróbicos (Camarena-

Gutiérrez, 2006; Halliwell, 2006). 

El O2 es una molécula que puede existir de forma libre con dos electrones desapareados en 

su último orbital, su interacción con otros elementos es restringida debido a que sólo puede 

aceptar un electrón en cada interacción, esta limitante lo vuelve una molécula que no es tóxica 

para los organismos aerobios; sin embargo, un aporte de energía incrementa su reactividad y 

se elimina dicha restricción (Demidchik, 2015). 
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Cuando el O2 recibe un electrón se puede generar una molécula inestable altamente reactiva; 

esta producción de formas parcialmente reducidas o excitadas del O2 conforman el grupo de 

especies reactivas de oxígeno (ROS, por sus siglas en inglés: Reactive Oxygen Species). Las 

ROS son subproductos del metabolismo de la célula vegetal en organelos membranales como 

cloroplastos, mitocondrias y peroxisomas (Garg & Manchanda, 2009). 

La sobreproducción y acumulación de ROS tiene efectos nocivos para la célula vegetal, 

principalmente porque promueven el estrés oxidativo, lo que provoca la degradación de 

componentes celulares. Las ROS presentan diferentes niveles de reactividad, así como 

diversos sitios de generación, entre las ROS de mayor importancia biológica para la célula 

vegetal se encuentran: el oxígeno singulete (1O2), el anión superóxido (O2
−), el peróxido de 

hidrógeno (H2O2) y el radical hidroxilo (•OH) (Tripathy & Oelmüller, 2012) (You & Chan, 

2015; Nadarajah, 2020). 

El 1O2 es una especie que reacciona rápidamente con fracciones ricas en electrones, suele 

formarse cuando una molécula de O2 ha sido fotooxidada al captar la energía de partículas 

de luz desde pigmentos fotosintéticos, esta transferencia energética produce un estado de 

excitación capaz de oxidar los dobles enlaces de lípidos y diversas proteínas ricas en tirosina, 

histidina, triptófano, metionina y cisteína, además el 1O2 presenta afinidad por residuos de 

guanina en el DNA. El 1O2 puede afectar directamente a los cloroplastos, oxidándolos y 

trasfiriendo su alto estado de energía a otras moléculas promoviendo la formación de más 

ROS. La eliminación del 1O2 involucra principalmente a carotenoides y α-tocofenol que 

logran disipar el exceso de energía (Mittler, 2017; Dmitrieva et al., 2020).  

El anión O2 
-, es una forma reducida del O2, posee una carga negativa, se produce por la 

acción de la NADPH oxidasa, principalmente en las cadenas de transporte de electrones tanto 

en los fotosistemas del cloroplasto como en los complejos de las mitocondrias (Jiménez-

Quesada et al., 2016). El O2
- reacciona con enlaces Fe-S de proteínas, esta ROS se puede 

transformar en H2O2 por acción de la enzima superóxido dismutasa (SOD) (Mittler, 2017). 

El H2O2 es un ácido débil sin electrones desapareados, por lo que no se considera como un 

radical libre; sin embargo, al igual que las demás ROS, esta molécula es capaz de promover 

el estrés oxidativo mediante la oxidación de componentes celulares, especialmente con 

proteínas que poseen residuos de metionina y cisteína; tiene afinidad con los grupos tiol          

(-SH) de algunas enzimas y afecta su actividad; por lo que el H2O2 puede inactivar enzimas 

clave del metabolismo celular como a la ATP sintetasa en la mitocondria y a la RuBisCo en 

los cloroplastos. El aumento de la producción de H2O2 causa peroxidación de lípidos y como 

resultado se afecta la composición y funcionamiento de la membrana plasmática y 

membranas de organelos, el principal producto que evidencia la peroxidación lipídica es el 
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malondialdehído (MDA) que a su vez causa también daño celular (Garg & Manchanda, 2009; 

Habibi, 2014).  

Los procesos de oxidación y reducción en los organismos vegetales son en sí mismos un 

constante monitoreo del funcionamiento saludable de las células. La producción de ROS 

ocurre de manera habitual en las células y se generan como subproductos ya sea a partir de 

reacciones metabólicas, así como también mediante mecanismos no enzimáticos, como en 

las cadenas de transporte de electrones (Tripathy y Oelmüller, 2012; Podgórska et al., 2017).  

El equilibrio entre la producción y la modulación de las ROS por los sistemas antioxidantes 

de las plantas permite aprovechar las propiedades de las ROS sin comprometer la 

funcionabilidad de los componentes celulares, cubriendo un rol importante como segundos 

mensajeros o como reguladores del crecimiento vegetal (Guo et al., 2018). 

 

Tabla 1. Sitios de generación de ROS y mecanismos de desintoxicación celular. 

ROS 
Sitios de 

producción 
Funciones 

Daños celulares 

por acumulación 

Mecanismos de 

eliminación 
Referencia 

Oxígeno 

singulete 

1O2 

Fotosistema II, 

cloroplastos 

Señalización 

fotosintética 

Peroxidación 

lipídica, 

inhibición del 

PSII, oxidación de 

proteínas ricas en 

tirosina, histidina 

y triptófano 

Carotenoides, 

antocianinas, 

tocoferoles 

Dmitrieva 

et al., 2020 

Anión 

superóxido 

O2 - 

Cadenas de 

transporte de 

electrones en 

cloroplastos y 

mitocondria, 

membrana celular 

Señalización de 

muerte celular 

Daña los centros 

Fe-S de proteínas, 

peroxidación 

lipídica 

Superóxido 

dismutasa, 

ascorbato 

Sun et al., 

2019 

Peróxido 

de 

hidrogeno 

H2O2 

Peroxisomas, 

cloroplastos, 

citosol, apoplasto 

Modificación 

de la pared 

celular, 

señalización 

del estrés. 

Peroxidación 

lipídica, oxida los 

tioles (-SH) 

proteicos, daña el 

ADN. 

Catalasa, 

ascorbato 

peroxidasa, 

ciclo del 

ascorbato-

glutation 

Chen et al., 

2022 

Radical 

hidroxilo 

•OH 

Pared celular, todos 

los compartimentos 

celulares 

Muerte celular 

programada 

Peroxidación 

lipídico, daños al 

ADN/ARN, 

oxidación de 

proteínas. 

Prolina, 

azúcares, 

flavonoides 

Guo et al., 

2018 
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Compartimentalización celular de la generación de especies reactivas de oxígeno 

a) Apoplasto: Las ROS apoplásticas son resultado principalmente de la actividad 

enzimática de NADPH oxidasa de la membrana plasmática que transfieren electrones 

al O2 reduciéndolo a O2 
–. La activación de esta enzima se rige por la información del 

estado redox de la célula, el reconocimiento de un factor estresante, así como su 

intensidad, puede provocar la activación de la NADPH oxidasa, iniciando con la 

translocación de los complejos enzimáticos que la componen, específicamente los 

componentes citosólicos que migran hacia las subunidades del complejo NADPH 

asociado a la membrana plasmática, su ensamble involucra la fosforilación de 

proteínas y generación de ROS, las cuales al ser segundos mensajeros se asocian con 

diferentes vías de señalización celular como los canales de calcio y la activación de 

cinasas de proteína activada por mitógenos (MAPK) que influyen en la expresión de 

genes que codifican para la síntesis de diversas enzimas antioxidantes (Jiménez-

Quesada et al., 2016; Sun et al., 2019).  

b) Mitocondria: La producción de ROS en la mitocondria tiene su origen principalmente 

de los electrones perdidos durante la respiración, en la cadena transportadora de 

electrones (ETC por sus siglas en inglés: Electron Transport Chain), los electrones 

reducen el O2 a O2
-, del cual también se puede producir H2O2 por la enzima SOD 

mitocondrial o por la ascorbato peroxidasa (APX) (Mignolet-Spruyt et al., 2016). La 

percepción de una situación de estrés abiótico puede provocar un elevado flujo de 

electrones ocasionando la inhibición de los complejos I y II de la ETC; como 

consecuencia, el estado de sus componentes como la ubiquinona reducida puede 

sufrir autooxidación amplificándose la producción de O2
-, y perjudicando la síntesis 

de ATP. La sobreproducción de ROS en la mitocondria puede incrementar la 

permeabilidad de la membrana externa mitocondrial causando la liberación de 

proteínas como el citocromo hacia el citosol afectando directamente el transporte de 

electrones (Murphy, 2009; Huang et al., 2016).  

c) Cloroplasto: En los cloroplastos se producen niveles elevados de 1O2, en las 

membranas tilacoidales, como consecuencia del exceso de energía fotoquímica 

durante la transferencia de los fotones captados por las clorofilas hasta los centros de 

reacción. Entre las condiciones que provocan el exceso de energía se encuentran la 

elevada radiación fotosintéticamente activa en combinación con situaciones de estrés 

abiótico; por ejemplo, la deficiencia mineral, la sequía, y las fluctuaciones extremas 

de temperatura (Shapiguzov et al., 2012; Tripathy & Oelmüller, 2012). Estas 

condiciones provocan que la disipación de la energía siga tres opciones: la primera 

corresponde a la liberación en forma de calor del fotón, retornando un nivel de energía 
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semejante al que fue captado; en segundo lugar, emitir fluorescencia cuando el fotón 

adquiere una mayor longitud de onda y; en tercer lugar, la transformación de la 

clorofila en un estado triplete; esto significa que su estado energético se torna mayor 

al de su estado basal al recibir la energía pero menor al estado funcional de excitación. 

La clorofila en estado triplete es inestable por lo que reacciona con el O2 y produce 
1O2, que es una ROS altamente dañina para la maquinaria fotosintética debido a que 

oxida rápidamente proteínas y lípidos del cloroplasto, sumado a ello, esta ROS es 

capaz también de oxidar a ácidos nucleicos lo que en última instancia culmina en 

muerte celular (Gill & Tuteja, 2010; Dmitrieva et al., 2020). Las diferentes formas de 

disipación de la luz forman parte de los mecanismos de protección del aparato 

fotosintético contra la fotoinhibición: cuando se sobrepasa la capacidad de absorción 

y transformación de la energía luminosa en energía química, la fotoinhibición 

compromete la funcionalidad de los fotosistemas, especialmente el PSII que es más 

el más fotosensible (Bieto & Talón, 2008). Mantener las funciones del cloroplasto se 

relaciona con las adaptaciones morfológicas del propio organelo en respuesta al estrés 

oxidativo; estas adaptaciones incluyen la mayor formación y agrupación de 

plastoglóbulos, lipoproteínas acopladas en las curvaturas de la membrana de los 

tilacoides. La importancia funcional de los plastoglóbulos radica en su capacidad de 

albergar en su interior moléculas protectoras de la maquinaria fotosintética como 

carotenoides, α-tocoferol y plastoquinonas (Austin et al., 2006) (Eugeni, Piller et al., 

2014). A pesar de las adaptaciones morfológicas antes mencionadas, los cloroplastos 

funcionales se caracterizan por mantener una forma externa elíptica, mientras que 

durante eventos como la fotoinhibición pueden presentan una forma hinchada; este 

cambio puede impedir su actividad fotosintética y conducir a la clorofagia, un proceso 

de autofagia selectivo que elimina cloroplastos cuya actividad es disfuncional ya sea 

por daño oxidativo o por alteraciones en su morfología. El proceso involucra la 

degradación del cloroplasto, su transporte hacia la vacuola y el reciclaje de nutrientes 

(Nakamura et al., 2018; Nakamura & Izumi, 2018), 

d) Peroxisomas: La producción de las ROS peroximáticas proviene de la actividad 

enzimática de la Acetil- CoA oxidasa (AOX), esta enzima es la principal generadora 

de H2O2 durante la -oxidación de ácidos grasos y algunas moléculas como el ácido 

benzoico y el ácido 12-oxo fitodienoico, precursores lipofílicos del ácido salicílico 

(SA) y del ácido jasmónico (JA), respectivamente. (Valdez Sepúlveda et al., 2015; 

Kao et al., 2018). La AOX actúa sobre los grupos CH-CH de las moléculas lipídicas 

empleando al O2 como aceptor de electrones; las ROS como subproductos de tal 

actividad generalmente son catalizadas en el mismo peroxisoma mediante la actividad 
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de la enzima catalasa (CAT), mientras que algunas ROS se difunden mediante 

transportadores de la membrana peroximal para desempeñar un rol en la señalización 

celular durante episodios de estrés abiótico (del Río & López-Huertas, 2016; 

Reumann & Bartel, 2016). Las funciones metabólicas del peroxisoma lo convierten 

en un sitio de numerosas reacciones oxidativas, además en un sitio dinámico para la 

depuración de H2O2, ya que gracias su plasticidad metabólica logra ajustar su carga 

enzimática para llevar a cabo el ciclo del ascorbato-glutatión, que es crucial para el 

metabolismo de desintoxicación del H2O2 (Kao et al., 2018). Este ciclo modulador de 

ROS tiene lugar en diferentes compartimentos celulares además del peroxisoma, ya 

que los componentes enzimáticos del ciclo del ascorbato-glutatión también se 

localizan en el cloroplasto, la mitocondria y en el citoplasma (Asada, 2006; Habibi, 

2014; Corpas et al., 2020). 

Función de las especies reactivas de oxígeno en procesos de elongación y refuerzo de la 

pared celular 

La elongación de las paredes celulares, que tiene origen en el apoplasto, es un proceso 

mediado por ROS, ya que promueven la pérdida de enlaces en la matriz de la pared; 

posteriormente a través de la polimerización de la lignina ocurre el endurecimiento de la 

pared celular (Tripathy & Oelmüller, 2012) (Podgórska et al., 2017), por lo  que, los patrones 

de crecimiento dependerán de la capacidad de la planta para equilibrar sus señales internas y 

las señales provocadas por el medio ambiente donde se desarrolla y cómo responde a ellas 

para sobrevivir (Guo et al., 2018).  

Una respuesta similar ocurre cuando una planta entra en contacto con un agente patógeno, el 

H2O2 actúa como mediador del entrecruzamiento de lignina que refuerzan la pared celular, 

sumado a ello el H2O2 es fácilmente difundido por lo que actúa como una molécula 

involucrada en la señalización celular y activación de respuestas de defensa (Zehra et al., 

2017). 

 

Señalización celular mediada por especies reactivas de oxígeno 

Las ROS cumplen una función como segundos mensajeros debido a la versatilidad de 

amplificar las señales al interior de las células mediante la oxidación de diversos 

componentes celulares, evento que en cadena es capaz de provocar la señalización celular 

(Tripathy & Oelmüller, 2012) (Mignolet-Spruyt et al., 2016).  

Por otro lado, cada tipo de ROS presenta diferente potencial para recorrer distancias en el 

medio celular, así como cierto tiempo de existencia: los aniones superóxido O2
- presentan un 

tiempo entre 1-4 μs y una distancia posible de 30 nm, mientras que los radicales •OH tan sólo 

alcanzan 1µs y 1nm; por su parte el H2O2 tiene un tiempo de existencia >1 ms y una capacidad 
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de migración que ronda >1 µm. El H2O2 al no tener electrones desapareados es una molécula 

más estable que puede moverse con mayor libertad tanto de forma intercelular como 

intracelular (Potocký et al., 2007; Mittler, 2017). 

 

Mecanismos de eliminación de las especies reactivas de oxígeno 

La eliminación de las ROS involucra sistemas antioxidantes cuya función es mantener la 

homeostasis redox celular, al mantener a las ROS en un nivel basal no tóxico. Los sistemas 

antioxidantes están conformados por enzimas del tipo SOD, CAT y peroxidasas (POX); y 

también por moléculas antioxidantes no enzimáticas tales como flavonoides, clorofila, 

carotenoides y antocianinas (Zehra et al., 2017; Drobek et al., 2019; Nadarajah, 2020).  

En situaciones de estrés, la capacidad de la maquinaria antioxidante, así como el equilibrio 

entre las múltiples vías de producción de ROS es determinante para la sobrevivencia de la 

planta; algunas enzimas presentan afinidad hacia ciertos tipos de ROS o complementan la 

actividad de otra enzima. Aun así, el éxito para la sobrevivencia de las plantas demanda que 

las vías de señalización y defensa se desarrollen de manera coordinada, con una mínima 

intervención de los ROS como mensajeros para lograr la activación de repuestas oportunas 

que permitan la sobrevivencia (Suzuki & Mittler, 2006). 

 

a) Vías de eliminación enzimática: Las enzimas antioxidantes reducen la afectación de 

la funcionalidad de los componentes celulares, mediante la modulación y eliminación 

de ROS (Xu et al., 2010; Zehra et al., 2017). A continuación, se mencionarán las 

principales enzimas involucradas en la desintoxicación celular de las ROS. 

i) Superóxido dismutasa: La SOD brinda defensa enzimática al catalizar la 

dismutación del anión O2
- a O2 y H2O2. La actividad de la SOD depende de 

diferentes cofactores metálicos, entre los que se reconoce: el hierro (Fe+3), el 

manganeso (Mn+3) o la asociación cobre-zinc (Cu+2-Zn+2) (Podgórska et al., 

2017; Zehra et al., 2017). La enzima SOD presenta variantes enzimáticas, es 

decir isoformas que, dependiendo su ubicación, pueden ser MnSOD 

mitocondrial, FeSOD plastídica y CuZnSOD que puede ser plastídica, 

citosólica y apoplástica (Kliebenstein et al., 1998). La SOD apoplástica se ha 

reportado como la primera línea de defensa contra el estrés oxidativo ya que 

actúa específicamente en el apoplasto, en donde se origina un continuo 

intercambio de sustancias como el vapor de agua y el intercambio de gases 

involucrados con la transpiración y la fotosíntesis. Se ha reportado que 

condiciones de estrés abiótico como la salinidad, temperaturas extremas y 

excesos de radiación influyen los niveles de la actividad de la SOD 
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apoplástica, lo cual forma parte de la señalización celular en respuesta al estrés 

debido a que el H2O2 producido por esta enzima puede difundirse libremente 

a través de las membranas e interactuar con moléculas como el ácido abscísico 

(ABA), SA, JA y Ca2+ lo cual puede activar cascadas de señalización como la 

MAPK, conduciendo eventualmente a mecanismos de protección (Saxena 

et al., 2016; Qi et al., 2017; Chen et al., 2022)  

ii) Peroxidasas: La defensa enzimática en las plantas incluye a una gran familia 

de peroxidasas, que son glicoproteínas monoméricas que se caracterizan por 

poseer un grupo hemo, puentes disulfuro, iones de calcio y péptidos señal en 

su estructura. Las peroxidasas están relacionadas en procesos vegetales como 

la lignificación, la defensa contra patógenos y la cicatrización de heridas; las 

peroxidasas catalizan la oxido-reducción del H2O2. De manera general, la 

reacción implica una escisión heterocíclica para producir H2O, así como la 

transferencia de electrones a partir de un sustrato, el cual puede ser o no de 

naturaleza fenólica; estas enzimas se albergan en diversos espacios celulares, 

cómo en el citosol, peroxisomas, mitocondrias y cloroplastos Pandey et al., 

2017; Matos-Trujillo et al., 2017; Czégény & Rácz, 2023). Entre las 

peroxidasas vegetales, resaltan la CAT, la APX y la glutatión peroxidasa 

(GPX) (Lazzarotto et al., 2015; Czégény & Rácz, 2023). La CAT está 

compuesta por cuatro subunidades monoméricas con un grupo hemo en cada 

una, que es el encargado de su actividad enzimática. Su actividad inicia 

cuando el H2O2 interactúa con aminoácidos del sitio activo de la catalasa en 

su grupo hemo, lo que provoca una transferencia de protones (H+) que se sitúa 

entre los átomos de oxígeno logrando liberar agua, de manera que la catalasa 

se oxida y se forma un compuesto intermedio conocido como E-Fe+4 que al 

reaccionar con otra molécula de H2O2 produce agua y oxígeno. Es así como 

la CAT vuelve a su estado original para reaccionar con una nueva molécula 

de H2O2 (Sharma et al., 2020). La enzima CAT cumple un papel clave en la 

reducción del H2O2 generado en distintos compartimentos celulares: en 

peroxisomas y glioxisomas, se encarga directamente de reducir el H2O2 

producido por la fotorrespiración y la β-oxidación de ácidos grasos. En 

mitocondrias la CAT contribuye a mantener el equilibrio redox al encargarse 

del H2O2 generado en la cadena respiratoria, mientras que en los cloroplastos 

participa como defensa contra el H2O2 generado durante la fotosíntesis. 

Finalmente, en el citosol participa regulando los niveles de H2O2 que se 
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difunden desde otros compartimentos contribuyendo también en procesos de 

señalización celular (Murphy, 2009; Qi et al., 2017; Mhamdi et al., 2012).    

iii) Ciclo del ascorbato-glutatión: El ciclo integra la actividad de 4 enzimas: APX, 

monodehidroascorbato reductasa (MDAR), deshidroascorbato reductasa 

(DHAR) y glutatión reductasa (GR), en una serie de reacciones redox donde 

se elimina el H2O2 y se reciclan las moléculas antioxidantes del ciclo (Corpas 

et al., 2020). Durante el ciclo puede ocurrir la oxidación del ascorbato (AsA) 

por una molécula de H2O2, lo que provoca la formación de 

monodehidroascorbato (MDHA) y dehidroascorbato (DHA). En este caso, la 

enzima MDAR devuelve su estado reducido al AsA mediante una molécula 

de NADPH, con la liberación de NADP+. Por otro lado, si una molécula de 

H2O2 se une al glutatión, formara glutatión oxidado (GSSG) y la liberación de 

una molécula de agua, en esta fase del ciclo la enzima GR es quién se encarga 

de mantener al glutatión de vuelta a su estado reducido usando para ello, al 

igual que la MDAR, el poder reductor de una molécula de NADPH, este ciclo 

es vital para el preservar el estado redox en la célula de manera que se lleva a 

cabo en los cloroplastos, mitocondrias, peroxisomas y en el citosol; las 

enzimas como la APX se asocian a las membranas y las MDAR y GR se 

localizan en el citoplasma, mientras que la DHAR está presente en ambas 

localizaciones(del Río & López-Huertas, 2016; Hernández et al., 2017; 

Corpas et al., 2020; Kunert et al., 2023). 

a) Vías de eliminación no enzimática: La presencia de moléculas antioxidantes no 

enzimáticas como los flavonoides, el α-tocoferol, las quinonas, los carotenoides, las 

poliaminas, el glutatión y las fitohormonas como el SA influyen de manera positiva 

para combatir el estrés oxidativo (Foyer & Noctor, 2005; Soydam Aydin et al., 2013). 

Además, es importante mencionar que otras moléculas como la sacarosa y la prolina 

colaboran al combatir los efectos del estrés por frío al actuar como crioprotectores, 

ya que previenen la deshidratación celular y de esa manera protegen proteínas y 

membranas (Nayyar et al., 2005).  

i) Antocianinas: Las antocianinas pertenecen a un grupo de pigmentos vegetales 

de naturaleza fenólica, cuya biosíntesis pertenece al metabolismo secundario 

de las plantas. Su estructura química se compone de dos anillos aromáticos: 

uno benzopirílico y el otro fenólico enlazados mediante un enlace ß-glucósido 

a un azúcar como la glucosa que le confiere solubilidad y estabilidad a la 

molécula. El rol principal de las antocianinas está ligado con la pigmentación 

de flores y frutos a fin de asegurar la dispersión de las semillas, seguida de 
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esta función su presencia está relacionada con la protección antioxidante 

durante situaciones de estrés biótico y abiótico (Cartaya & Reynaldo, 2001; 

Gould et al., 2002). Las antocianinas posen una elevada capacidad 

antioxidante, estabilizan a las moléculas de ROS mediante la donación de 

átomos de hidrógeno provenientes de los grupos hidroxilo (−OH) que 

componen sus anillos aromáticos, esta transferencia permite la formación de 

estructuras más estables con lo que se suprime la oxidación de componentes 

celulares (Apak et al., 2007). Asimismo, las antocianinas retardan la tasa de 

oxidación en la reacción Fenton mediante la quelación de compuestos 

metálicos que son partícipes de la producción de ROS (Cartaya, 2001). 

ii) Flavonoides: Los flavonoides también son compuestos fenólicos que poseen 

dos anillos aromáticos, que están unidos mediante un anillo de pirano y en su 

estructura se encuentran uno o más grupos −OH que han sido glucosilados. 

Los flavonoides, además de ser un grupo importante de pigmentos para la 

atracción de polinizadores en flores, también están relacionados con la 

biosíntesis de compuestos astringentes con función repelente de insectos 

plaga, y como moléculas antioxidantes con alta captación de radicales libres 

(Bors et al., 1990). El mecanismo de acción de los flavonoides como 

antioxidantes se asemeja a las antocianinas, al tener la facilidad de donar 

átomos de hidrogeno a moléculas reactivas.  

iii) Glutatión: Otra molécula no enzimática relacionada con el control del estrés 

oxidativo es el glutatión. La actividad biológica del glutatión influye en la 

floración y desarrollo de meristemos apicales y radiculares. El glutatión es un 

tripéptido conformado por glutamina, cisteína y glicina; está presente en el 

citosol, cloroplastos, vacuolas, retículo endoplasmático y mitocondrias como 

la mayor fuente de almacenamiento de azufre, ya que en su estructura posee 

un grupo sulfhidrilo (-SH) proveniente de la cisteína (Mahmood et al., 2010). 

El glutatión participa en la protección contra las ROS mediante la habilidad 

de ceder electrones a través de la interacción de su grupo -SH y su rápida 

regeneración (Noctor et al., 2012). 

iv) Ascorbato: El ascorbato es una molécula que, al igual que el glutatión, incide 

en el desarrollo vegetal, principalmente en la diferenciación celular y defensa 

vegetal contra ROS, especialmente contra O2
−, H2O2, 

1O2, y −OH. El ascorbato 

es sintetizado en mitocondrias y desde ahí puede transportarse a diferentes 

organelos, tiene mayor presencia en cloroplastos, viaja por difusión facilitada 

y por gradientes electroquímicos. La oxidación del ascorbato funciona como 
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percepción del equilibrio redox en la célula y con ello se contribuye a la 

amplificación de la señal ante un evento de estrés (Mahmood et al., 2010). La 

oxidación del ascorbato MDHA, una vez oxidado ya no puede viajar por 

difusión como cuando fue sintetizado, sino hasta que se regenere; para ello el 

MDHA formado se reduce a DHA por la donación de electrones por parte de 

un citocromo o por una NADH- y finalmente es reducido hasta ascorbato por 

acción de la enzima DHAR. Es así como vuelve a movilizarse mediante 

gradientes de concentración, así como por portadores entre membranas como 

las vesículas del protoplasto y por transportadores de glucosa (Horemans 

et al., 2000) (Kramarenko et al., 2006).  Ambos antioxidantes, son elementos 

clave del ciclo ascorbato-glutatión que en conjunto con los respectivos 

componentes enzimáticos del ciclo brinda protección contra la 

sobreproducción de O2
-, H2O2 y 1O2 (Mahmood et al., 2010; Hasanuzzaman 

et al., 2017; Corpas et al., 2020). 

2.1.2.2.Osmoprotectores 

Situaciones de estrés abiótico como la salinidad, la sequía, el calor y el frío provocan 

deshidratación celular, este fenómeno se caracteriza por la pérdida de la turgencia celular, la 

desorganización de membranas y acumulación de ROS; efectos que en conjunto 

desencadenan una serie de afectaciones a nivel estructural y de funcionalidad celular. Se ha 

reportado que algunas plantas responden a la deshidratación celular con la biosíntesis y 

acumulación de osmoprotectores: moléculas orgánicas generalmente neutras que son 

compatibles con la bioquímica celular que incrementan el potencial osmótico y brindan 

estabilidad estructural a proteínas y membranas. Entre los osmoprotectores más reportados 

de encuentran aminoácidos como la prolina, la glicina betaína y la alanina; así como también 

azúcares solubles como la fructosa, la sacarosa y la trehalosa (Kido et al., 2019; Mehta & 

Vyas, 2023).  

 

Prolina 

La prolina es un aminoácido no polar que se caracteriza por poseer grupo α-imino que forma 

un anillo de pirrolidina al enlazarse con el carbono de su cadena lateral, lo que le confiere 

una estructura estable. La biosíntesis de la prolina ocurre en el citosol y en el cloroplasto; se 

ha reportado que en condiciones de estrés abiótico suele acumularse como un osmoprotector 

de las células vegetales; entre los mecanismos de acción de la prolina se encuentra su 

acumulación en el citoplasma para reducir el potencial hídrico intracelular evitando así la 

pérdida excesiva de agua. Por otro lado, la prolina funciona como un estabilizador de las 

proteínas y de membranas, con las primeras mediante la interacción con las superficies 
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polares y con las segundas como un estabilizador osmótico interactuando con las cabezas 

polares de los fosfolípidos, manteniendo la estabilidad de la membrana  (Delauney & Verma, 

1993; Hosseinifard et al., 2022a; Raza et al., 2023a). 

El estrés abiótico como el calor, la salinidad y el frío inhiben el desarrollo vegetativo de las 

plantas por la reducción del transporte de nutrientes desde la matriz del suelo y la distribución 

de fotoasimilados durante el estrés, en este sentido la prolina juega un rol importante como 

reserva de nitrógeno y carbono, elementos que las plantas pueden asimilar durante y después 

del estrés impactando positivamente en la recuperación de las plantas (Mattioli et al., 2009; 

Kaur et al., 2011).  

Por otro lado, se ha reportado que la aplicación exógena de prolina disminuye la acumulación 

de H2O2 en plantas de tabaco sometidas a salinidad; el efecto protector de la prolina actúa de 

manera indirecta contra las ROS debido a que la prolina interactúa con regiones hidrofóbicas 

de proteínas antioxidantes como la SOD, promoviendo la hidratación y la estabilización 

proteica (Banu et al., 2010; Mattioli et al., 2009; Hosseinifard et al., 2022b).  

 

Azúcares solubles 

Las plantas, como organismos autótrofos, son capaces de sintetizar compuestos orgánicos a 

partir del proceso de fotosíntesis. Entre los principales productos de esta vía metabólica se 

encuentran los carbohidratos simples como la glucosa, la fructosa y la sacarosa, los cuales 

constituyen una fuente primaria de energía para las reacciones del metabolismo celular, 

Desde un punto de vista estructural los azúcares pueden clasificarse en monosacáridos, 

disacáridos y polisacáridos, esto de acuerdo con la longitud de sus cadenas carbonadas, 

mientras que la presencia o ausencia de determinados grupos funcionales confiere a estas 

moléculas propiedades químicas específicas, entre ellas la capacidad de actuar como agentes 

reductores (Hernández-Bernal et al., 2022; Nawaz et al., 2025). 

Los azúcares reductores, como la glucosa y la fructosa, poseen respectivamente un grupo 

aldehído (-CHO) y un grupo cetona (C=O) libre, lo que les permite donar electrones en 

reacciones de óxido-reducción. En contraste, moléculas como la sacarosa formada por la 

unión de una glucosa y una fructosa, no presentan esta capacidad. Esto se debe a que ambos 

grupos funcionales se encuentran enlazados mediante un enlace glicosídico entre sus 

carbonos anoméricos de cada monosacárido, lo cual genera una ciclación estable que impide 

la existencia de los grupos funcionales libres (Mathews et al., 2002; Lastdrager et al., 2014)).  
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2.2. Trichoderma spp. como bioinoculantes en la mitigación de daños 

provocados por estrés abiótico en plantas 

Trichoderma es un hongo saprófito de vida libre que habita numerosos ecosistemas desde 

praderas, bosques y desiertos, posee la habilidad de reconocer su entorno de manera que se 

adapta fácilmente al medio de su crecimiento (Alfiky & Weisskopf, 2021; Tyśkiewicz et al., 

2022). Trichoderma prefiere suelos ácidos por lo tanto, de ser necesario, reduce el pH 

mediante la secreción de ácido glucónico, cítrico y fumárico (Sood et al., 2020). Tras la 

modificación del pH de la rizósfera se produce un cambio en la dinámica del suelo, 

especialmente en la solubilización de fosfatos mediante la producción de ácidos orgánicos o 

por la acción de enzimas como las fosfatasas liberadas por Trichoderma, también se mejora 

la disponibilidad de nutrientes como Cu, Zn, P y K; además de la formación de sideróforos 

que son capaces de quelar al Fe (III), que posteriormente se reduce a Fe (II), una forma más 

soluble y asimilable por las raíces de las plantas que habitan el ecosistema en donde se 

establece Trichoderma (Alfiky & Weisskopf, 2021; Bononi et al., 2020).   

Trichoderma tiene la habilidad de generar un vínculo estrecho con las raíces de las plantas 

mediante la formación de una simbiosis; sin embargo, durante el contacto inicial la planta 

reconoce a Trichoderma como un potencial invasor de manera que, como respuesta refuerza 

su pared celular y desencadena una serie de respuestas de defensa que incluye la producción 

de fitohormonas como el ácido salicílico (SA) y ácido jasmónico (JA) que modulan la 

interacción mientras que, el hongo produce enzimas celulíticas que degradan la pared celular 

de las raíces para lograr una fijación física mediante los apresorios (Sood et al., 2020; 

Strakowska et al., 2014; Suriani Ribeiro et al., 2019). Posteriormente, se establece una 

modulación hormonal que mantiene el contacto hongo-planta en las primeras capas de las 

raíces circundando la rizósfera, el hongo logra obtener una fuente de carbono adicional en 

lugar de obtenerlo únicamente de la materia orgánica del suelo además de obtener un nicho 

de crecimiento y la planta es estimulada para producir hormonas relacionadas con la defensa 

y el crecimiento vegetal (Contreras-Cornejo et al., 2016; Sood et al., 2020; Tyśkiewicz et al., 

2022).  

Entre los componentes que las cepas de Trichoderma produce se encuentran moléculas 

análogas de fitohormonas que promueven el crecimiento vegetal como el ácido indol-3-

acetico (IAA), indole-3-etanol (IET), indol-3-acetaldehído (IALD) y el indol-3-

carboxaldehído (ICALD), las cuales inducen respuestas morfogénicas en las plantas 

inoculadas que se traducen en una mayor ganancia de biomasa total (Hidangmayum & 

Dwivedi, 2018). 
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3. ANTECEDENTES 

El uso de microorganismos simbiontes apunta ser una herramienta viable para la protección 

de cultivos agrícolas vulnerables al estrés abiótico, el hongo Trichoderma spp. ha producido 

un interés particular en la comunidad científica por ser un eficiente promotor del crecimiento 

vegetal y por inducir sistémicamente una defensa vegetal que conducen a mitigar o reducir 

los efectos dañinos de diferentes tipos de estrés abióticos. Por ejemplo, T. harzianum 

incrementa el contenido prolina en plantas de Brassica juncea expuestas a estrés salino 

(Ahmad et al., 2015); T. harzianum incrementa la actividad enzimática de la SOD y POD y 

el contenido de prolina y azúcares totales en plantas de Saccharum officinarum sometidas a 

sequía (Scudeletti et al., 2021) y T. koningii disminuye la producción de H2O2 en plantas de 

Solanum lycopersicum durante estrés por choque térmico a 45 °C (Tripathi et al., 2021).  

Estudios recientes indican que T. longibrachiatum eleva la acumulación de prolina, proteínas 

y azúcares solubles en plántulas de Pinus massoniana bajo sequía (Yu et al., 2023); la 

inoculación dual con T. afroharzianum y T. simmonsii incrementa el potencial fotosintético 

y el contenido de clorofila en plantas de Zea mays y Helianthus annuus durante estrés por 

sequía (Csótó et al., 2024); T. harzianum mejora la ganancia de biomasa, promueve la 

actividad de SOD, APX y estimula la producción de metabolitos secundarios en plantas de 

Zea mays en estrés combinado por sequía y salinidad (Eftekhari et al., 2025). 

Se ha reportado, que el uso de T. harzianum y T. asperellum favorecen la mitigación de daño 

por frío en plantas de S. lycopersicum al mantener los procesos de crecimiento, y disminuir 

la fuga de electrolitos (Cornejo-Ríos et al., 2021; Ghorbanpour et al., 2018). En el caso de T. 

harzianum se redujo la peroxidación lipídica y se incrementó en el contenido de prolina en 

plantas de S. lycopersicum estresadas con 8°C por 6 días  (Ghorbanpour et al., 2018), 

mientras que T. asperellum  conservó el índice de crecimiento, el área foliar y biomasa en 

plantas de S. lycopersicum en comparación con planta no estresadas, y disminuyó 

significativamente la fuga de electrolitos, prueba que se relaciona con la integridad de la 

membrana celular bajo este tipo de estrés (Cornejo-Ríos et al., 2021). 

La eficacia de la asociación entre microorganismos simbiontes y plantas está ligada a la 

permanencia de éstos en el suelo. El movimiento del agua en el suelo puede disminuir la 

concentración inicial de los microorganismos aplicados, principalmente por efecto de 

lixiviación. En consecuencia, las formulaciones biológicas requieren de elementos 

adherentes que aseguren la permanencia del organismo simbionte. En este sentido la 

formulación desarrollada por Herrera-Téllez et al. (2019) retiene a T. asperellum al menos 

40 días, al incluirse una fuente mineral inerte y altamente adherible (caolín). 
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4. JUSTIFICACIÓN 

Diversas regiones del hemisferio norte, incluida la República Mexicana, son propensas a 

experimentar descensos drásticos de temperatura por el desplazamiento de masas de aire frío 

proveniente del polo. En los últimos años, la prevalencia e intensidad de los frentes fríos, 

heladas, nevadas y precipitaciones han ido en aumento por el cambio climático (CONAGUA, 

2024; Mitchell et al., 2012; Wills et al., 2019).   

El estrés por frío que experimentan las plantas es un factor limitante para la producción 

masiva de los cultivos. Para revertir este problema, algunos productores optan por el uso de 

sistemas de calefacción  en invernaderos durante la época invernal; sin embargo, además del 

consumo energético elevado (32,228.76 kWh) en invernaderos ubicados en la zona centro 

del país que encarece productos que se ofrecen al mercado (Aguilar-Rodriguez et al., 2020; 

Flores-Velázquez et al., 2022), la inversión y mantenimiento de los sistemas de calefacción 

representa un acceso limitado de esta tecnología para un gran número de productores. 

Una alternativa para aminorar los daños provocados por el frío en las plantas es el uso de 

bioinoculantes promotores del crecimiento vegetal (Bhupenchandra et al., 2022; Kumari 

et al., 2023; Mandal et al., 2023), el cual resulta más viable por su costo y por su bajo impacto 

ambiental.  

A pesar de que los bioinoculantes en el campo agrícola tiene más de un siglo de antigüedad, 

aún permanecen sin ser cabalmente dilucidados los mecanismos de acción de los 

microrganismos durante la interacción con las plantas. Por ello, el presente trabajo tiene como 

objetivo dilucidar algunos de los mecanismos fisiológicos y bioquímicos que desencadena T. 

asperellum sobre las plantas de jitomate y que resulta en un fenotipo de incremento de 

tolerancia ante el estrés por frío. Los resultados podrán brindar el fundamento científico para 

sustentar prácticas dirigidas al desarrollo de una agricultura sustentable en un entorno 

ambiental cada vez más oscilante.  
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5. OBJETIVOS 

5.1.General  

Evaluar las respuestas fenotípicas, fisiológicas y bioquímicas involucradas en la tolerancia al 

frío inducido por T. asperellum en plantas de jitomate. 

5.2.Específicos 

1. Evaluar el efecto del estrés por frío sobre el crecimiento radial del hongo T. 

asperellum in vitro; así como evaluar su viabilidad en el sustrato, mediante la 

cuantificación de unidades formadoras de colonias (UFC).   

2. Evaluar el efecto de T. asperellum en la respuesta fenotípica y sobrevivencia de 

plantas de jitomate expuestas a estrés por frío, en relación con plantas no inoculadas. 

3. Evaluar el efecto de T. asperellum en el estrés oxidativo de plantas de jitomate 

expuestas a estrés por frío, mediante la cuantificación de ROS y actividad enzimática 

antioxidante. 

4. Determinar los niveles endógenos de compuestos osmoprotectores en plantas de 

jitomate inoculadas con T. asperellum bajo la condición estresante, a través de la 

cuantificación de azúcares totales y prolina. 

5. Evaluar el efecto de T. asperellum en los estomas, mediante la densidad e índice 

estomático, así como sobre la morfometría de los estomas de las hojas de estudio.  

 

  



20 

 

6. HIPÓTESIS 

La inoculación con T. asperellum promueve la tolerancia ante el estrés por frío en plantas de 

jitomate (Solanum lycopersicum), al inducir respuestas fenotípicas, fisiológicas y 

bioquímicas que favorecen la sobrevivencia, mediante la eficiencia de los sistemas 

antioxidantes, mitigación del estrés oxidativo y la acumulación de metabolitos 

osmoprotectores como la prolina y los azúcares totales, manteniéndose la viabilidad del 

hongo asegurando una interacción simbiótica funcional y duradera en condición de estrés. 
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7. METODOLOGÍA  

7.1. Material biológico 

7.1.1. Obtención de plántulas de jitomate 

La siembra de semillas de jitomate variedad Vita, se realizó en almácigo compuesto de una 

mezcla de peat moss (Sunshine, Canada) y vermiculita (Termolita A.A.P.I de C.V., México) 

en una relación de 7:3 (v/v) e hidratado a capacidad de campo. Las plantas recién germinadas 

se mantuvieron a temperatura ambiente (≈30 °C/≈20 °C día/ noche), el fotoperiodo fue de 16 

h de luz natural y 8 h de obscuridad, las plantas fueron regadas a diario con agua de grifo 

(Herrera-Téllez et al., 2019). 

7.1.2. Obtención del inóculo de T. asperellum 

La cepa de Trichoderma asperellum se obtuvo del Centro de Biotecnología Genómica (IPN), 

México, el hongo creció en medio de cultivo Papa Dextrosa Agar (PDA, Sigma-Aldrich, 

USA) en cajas Petri. Una vez cubierto el PDA con crecimiento micelar, se utilizaron las cajas 

para la obtención de una suspensión de conidios de T. asperellum. Posteriormente, se preparó 

un sustrato semisólido compuesto de avena para ser inoculado con la suspensión fúngica a 

una concentración de 105 conidios/mL y se incubó a temperatura ambiente hasta la invasión 

total del sustrato con el hongo (Herrera-Téllez et al., 2019). 

7.1.3. Inoculación y trasplante de las plantas de jitomate 

Tres semanas después de la emergencia de las plántulas de jitomate, éstas se trasplantaron en 

macetas plásticas y se agruparon en dos grupos: uno que contenía plantas que no fueron 

inoculadas con T. asperellum y el otro que contenía plantas inoculadas. Las plantas se 

mantuvieron en invernaderos separados y se regaron con la solución nutritiva a base de: P2O5, 

K2O, N, K2O, MgO, S y Ca (Herrera-Téllez et al., 2019). 

7.1.4. Aplicación del estrés por frío en plantas de jitomate inoculadas con T. 

asperellum 

Tres semanas después del trasplante, las plantas de jitomate se dividieron aleatoriamente en 

dos subgrupos de plantas: uno cuyas plantas continuaron su crecimiento a temperatura 

ambiental y el otro en el que las plantas fueron sometidas a 4 °C. El estrés térmico se mantuvo 

durante 12 días para la evaluación de diferentes parámetros (Cornejo-Ríos et al., 2021). 

7.2. Efecto del estrés por frío en el crecimiento del hongo T. asperellum 

Para evaluar si el crecimiento de T. asperellum en condiciones de frío se veía afectado, se 

evaluó su sobrevivencia bajo dos estrategias experimentales; in vitro e in situ. Para el primer 

caso, se inoculó el hongo (disco de 0.5 cm de PDA con crecimiento micelial del hongo) y se 

incubó a 30 °C por 24 h. Posteriormente, las cajas se separaron en dos grupos: el primero 
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continuó en incubadora y el segundo grupo se colocó a 4 °C. El crecimiento radial se midió 

a las 24, 48 y 72 h para cada condición térmica. Finalmente, las cajas que fueron sometidas 

a estrés por frío se llevaron a incubadora y se conservaron durante 7 días a 30 °C para evaluar 

su recuperación, tomando como criterio su crecimiento radial.  

Para el estudio in situ, se pesó 1 g de una muestra compuesta a partir de sustrato rizosférico 

de 3 plantas de jitomate inoculadas con T. asperellum, expuestas o no a 4 °C por 0, 3, 6, 9 y 

20 días. Las muestras independientes se mezclaron con solución salina isotónica (Cloruro de 

sodio 0.9 %, PiSA, México) en una relación 1:100 y se llevaron a un agitador orbital durante 

15 minutos. Posteriormente se realizó una serie de diluciones que fueron inoculadas en PDA 

con rosa de bengala (50 mg/L, HYCEL., México), ácido láctico (1 mL/100 mL) y 

cloranfenicol (10 µg/ mL, AMRESCO) (Beuchat, 1992; Soutton 2011). El cálculo de las 

UFCs se realizó a los tres días de incubación mediante la fórmula 1 y se expresó como UFC/g 

de sustrato: 

Fórmula 1 
𝑈𝐹𝐶

𝑔
𝑑𝑒 𝑠𝑢𝑠𝑡𝑟𝑎𝑡𝑜 = (𝑁𝐶 ×

1

𝐹𝐷
×

1

𝑉
)/(𝑃 × 𝐹𝐻) 

Dónde:  

NC=Número de colonias en placa 

FD= Factor de dilución  

V=Volumen inoculado expresado en mL 

P=Peso de la muestra húmeda expresado en gramos 

FH=Factor de corrección de humedad (1− (%humedad/100) 

7.3. Evaluación del fenotipo de plantas inoculadas con T. asperellum 

sometidas a estrés por frío  

Con el objetivo de evaluar la tolerancia al frío en plantas de jitomate se calculó el índice de 

severidad del daño y porcentaje de sobrevivencia en plantas de jitomate con y sin T. 

asperellum expuestas 12 días a bajas temperaturas y retornadas a invernadero para su 

recuperación. Para el índice de severidad se elaboró una escala arbitraria, con los niveles del 

0-4, donde 0, 1, 2, 3 y 4 representan 0, 25, 50, 75 y 100% de daño, respectivamente. El cálculo 

de severidad se realizó siguiendo la fórmula 2: 

Fórmula 2 

Í𝑛𝑑𝑖𝑐𝑒 𝑑𝑒 𝑠𝑒𝑣𝑒𝑟𝑖𝑑𝑎𝑑 =
(𝑁ú𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑑𝑒 𝑝𝑙𝑎𝑛𝑡𝑎𝑠 𝑒𝑛 𝑒𝑙 𝑛𝑖𝑣𝑒𝑙)

𝑇𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑝𝑙𝑎𝑛𝑡𝑎𝑠 𝑒𝑣𝑎𝑙𝑢𝑎𝑑𝑎𝑠
× 100 

Para el porcentaje de sobrevivencia (fórmula 3), las plantas se consideraron vivas cuando 

éstas presentaban tallo firme, hojas y ápices verdes y turgentes, y muertas cuando las hojas y 

ápices se encontraban en punto de marchitez permanente y necrosadas acompañado o no de 

colapso del tallo (Dat et al., 1998).   
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Fórmula 3 

% 𝑑𝑒 𝑠𝑜𝑏𝑟𝑒𝑣𝑖𝑣𝑒𝑛𝑐𝑖𝑎 =
𝑁ú𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑑𝑒 𝑝𝑙𝑎𝑛𝑡𝑎𝑠 𝑣𝑖𝑣𝑎𝑠

𝑁ú𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑑𝑒 𝑝𝑙𝑎𝑛𝑡𝑎𝑠 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙𝑒𝑠
× 100 

7.4. Evaluación de parámetros bioquímicos en plantas de jitomate 

expuestas a estrés por frío 

7.4.1. Detección histoquímica de H2O2 como indicador de estrés oxidativo  

Se realizó la detección de H2O2 por tinción con 3-3´-diamino bencidina (DAB), bajo la 

premisa de que el DAB forma un precipitado color marrón al reaccionar con la molécula del 

H2O2, de manera que la intensidad de la pigmentación se relaciona con el contenido de H2O2 

en las células. Para ello, se escindieron hojas de plantas de jitomate inoculadas y no 

inoculadas con T. asperellum crecidas tanto en condiciones de invernadero como de aquellas 

sometidas a estrés por frío y se expusieron en una solución DAB (1 mg/mL pH 3.8) durante 

2 h. Posteriormente, las hojas fueron decoloradas en etanol (96%) e hidratadas en glicerol, 

agua destilada y ácido acético (70:20:10). Las muestras fueron montadas en portaobjetos para 

su registro fotográfico (Thordal-Christensen et al., 1997). 

7.4.2. Cuantificación de actividad enzimática de la catalasa 

7.4.2.1.Obtención de extractos proteicos de plantas de jitomate 

Los extractos proteicos crudos se obtuvieron a partir de tejido foliar de los diferentes 

tratamientos a través de su homogenización en un buffer de fosfato (0.1 M pH: 7.4) 

suplementado con 2% de polivinil pilipirrolidona PVPP y 1 mM de EDTA. El extracto se 

centrifugó a 4 °C a 12000 rpm por 20 min y se almacenó a −75 °C hasta su uso. El contenido 

de proteínas de los extractos se realizó mediante el método espectrofotométrico de Bradford 

a 595 nm, usando Albumina de suero bovino (BSA) como estándar. El contenido de proteína 

fue expresado en microgramos de proteína por microlitros de extracto (g/mL) 

7.4.2.2.Cuantificación de la actividad de catalasa 

La actividad de la enzima catalasa se determinó en los extractos proteicos obtenidos 

anteriormente. Para la prueba se usó un rango de 25-50 L del extracto enzimático en buffer 

de fosfatos (50 mM, pH: 7) para dar un volumen final de 2 mL. La reacción comenzó con la 

adición de 1 mL H2O2 (30 mM) y se midió su absorbancia a 240 nm (PG Instruments; T60 

UV- Visible spectrophotometer) en un rango de tres minutos. La actividad se calculó 

siguiendo la fórmula 4 y se expresó como unidades CAT/ mg de proteína (Aebi, 1984).  

Fórmula 4 

𝐴𝑐𝑡𝑖𝑣𝑖𝑑𝑎𝑑 𝐶𝐴𝑇 =
(𝐴𝑡0 − 𝐴𝑡3)

𝑡 (3 𝑚𝑖𝑛)
×

𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒𝑛 𝑑𝑒𝑙 𝑏𝑢𝑓𝑓𝑒𝑟 𝑑𝑒 𝑒𝑥𝑡𝑟𝑎𝑐𝑐𝑖ó𝑛 

(𝐶𝑜𝑒𝑓𝑖𝑐𝑖𝑒𝑛𝑡𝑒 𝑑𝑒 𝑒𝑥𝑡𝑖𝑛𝑐𝑖ó𝑛 𝑚𝑜𝑙𝑎𝑟)  (𝑉 𝑒𝑥𝑡𝑟𝑎𝑐𝑡𝑜 )(𝑚𝑔 𝑑𝑒 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒í𝑛𝑎)
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7.4.3. Detección de compuestos osmoprotectores 

7.4.3.1.Determinación de prolina 

Se tomaron 100 mg de peso fresco de cada planta en los diferentes tratamientos y se 

homogenizó con ácido sulfosalicílico al 3%, el homogenizado se centrifugó a temperatura 

ambiente durante 5 min a 6000 rpm (Prism Mini Centrifuge. Labnet), rescatando el 

sobrenadante. Este último fue mezclado con ácido sulfosalicílico (3%), ácido acético glacial 

y ninhidrina e incubado a 96 °C, durante 60 min en un Heat block (AccuBlock TM, Digital 

Dry Bath, Labnet). Terminada la reacción se añadió tolueno para la separación de fases, se 

recuperó el cromóforo y se midió su absorbancia a 520 nm. La concentración de prolina se 

calculó siguiendo la fórmula 5 y expresó como g prolina/g de peso fresco. 

Fórmula 5 

𝑃𝑟𝑜𝑙𝑖𝑛𝑎
𝑚𝑔

𝑚𝑙
=

𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒𝑛 𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑟𝑒𝑎𝑐𝑐𝑖ó𝑛 

𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒𝑛 𝑑𝑒𝑙 𝑒𝑥𝑡𝑟𝑎𝑐𝑡𝑜
×

𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒𝑛 𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝑠𝑜𝑙𝑢𝑐𝑖ó𝑛 𝑑𝑒 𝑒𝑥𝑡𝑟𝑎𝑐𝑐𝑖ó𝑛 

𝑃𝑒𝑠𝑜 𝑓𝑟𝑒𝑠𝑐𝑜 
 

 

7.4.3.2.Determinación de azúcares totales  

0.1 g de tejido vegetal fue mezclado con etanol al 80% e incubado a 30 °C durante 30 min. 

La mezcla se centrifugó a 6000 rpm durante 10 minutos, recuperando el sobrenadante. El 

pellet fue resuspendido nuevamente con etanol y se llevó a incubación y centrifugación en 

los tiempos antes señalados. El sobrenadante recuperado se mezcló con el anterior. Al 1 mL 

sobrenadante, previamente diluido, se le adicionaron 4 mL de antrona y se mantuvo en hielo 

durante 5 minutos y posteriormente a 96 °C por 10 min en un Heat block. Para detener la 

reacción se colocaron las muestras en un baño de hielo y posteriormente se midió su 

absorbancia a 620 nm. Se usó glucosa como solución de referencia para la curva de 

calibración, el procedimiento se desarrolló de igual manera que las muestras. La 

concentración de azúcares totales se calculó siguiendo la fórmula 6 expresándose como g 

azúcares/ g de peso fresco. 

Fórmula 6 

𝑨𝒛ú𝒄𝒂𝒓𝒆𝒔 𝒕𝒐𝒕𝒂𝒍𝒆𝒔
𝒎𝒈

𝒎𝒍
=

𝑽𝒐𝒍𝒖𝒎𝒆𝒏 𝒇𝒊𝒏𝒂𝒍 𝒅𝒆 𝒓𝒆𝒂𝒄𝒄𝒊ó𝒏 )

𝑽𝒐𝒍𝒖𝒎𝒆𝒏 𝒅𝒆𝒍 𝒆𝒙𝒕𝒓𝒂𝒄𝒕𝒐 
×

𝑽𝒐𝒍𝒖𝒎𝒆𝒏 𝒅𝒆 𝒍𝒂 𝒔𝒐𝒍𝒖𝒄𝒊ó𝒏 𝒅𝒆 𝒆𝒙𝒕𝒓𝒂𝒄𝒄𝒊ó𝒏 

𝑷𝒆𝒔𝒐 𝒇𝒓𝒆𝒔𝒄𝒐 
 

 

7.5. Evaluación de parámetros estomáticos en plantas de jitomate 

inoculadas con T. asperellum y expuestas a estrés por frío 

7.5.1. Densidad e índice estomático 

Para la evaluación de los estomas, se seleccionó la parte media de foliolos de plantas con y 

sin T. asperellum crecidas en condiciones de invernadero o a 4 °C y se les aplicó una capa 

uniforme de esmalte transparente. Tras 5 min de secado se recuperó la impronta con cinta 
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adhesiva transparente y se montó sobre un portaobjetos. Las improntas se observaron con 

microscopio óptico (40x) y se capturaron fotografías que se exportaron al software Image J. 

El área de observación consistió en 0.159 mm2 usando un micrómetro de platina como 

referencia métrica. La densidad estomática se calculó con la fórmula 7 y se expresó como 

número de estomas/mm2, mientras que para determinar el índice estomático se empleó la 

fórmula 8 y se expresó como porcentaje ( Wilkinson, 1979; Awan & Murtaza, 2016; Farber 

et al., 2016). 

Fórmula 7 

𝐷𝑒𝑛𝑠𝑖𝑑𝑎𝑑 𝑒𝑠𝑡𝑜𝑚á𝑡𝑖𝑐𝑎 =
𝑁ú𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑑𝑒 𝑒𝑠𝑡𝑜𝑚𝑎𝑠

Á𝑟𝑒𝑎 𝑑𝑒𝑙 𝑐𝑎𝑚𝑝𝑜 𝑑𝑒 𝑜𝑏𝑠𝑒𝑟𝑣𝑎𝑐𝑖ó𝑛 (𝑚𝑚2)
 

Fórmula 8 

Í𝑛𝑑𝑖𝑐𝑒 𝑒𝑠𝑡𝑜𝑚á𝑡𝑖𝑐𝑜 =
𝑁ú𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑑𝑒 𝑒𝑠𝑡𝑜𝑚𝑎𝑠

(𝑁ú𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑑𝑒 𝑒𝑠𝑡𝑜𝑚𝑎𝑠 + 𝑁ú𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑑𝑒 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑒𝑝𝑖𝑑𝑒𝑟𝑚𝑖𝑐𝑎𝑠)
× 100 

7.5.2. Morfometría de los estomas 

Para la medición de parámetros estomáticos se evaluaron 30 campos de visión por condición 

y 100 estomas aleatorios, las microfotografías se exportaron al Software Image J, como 

referencia métrica se usó un micrómetro de platina, en el estoma se midió la longitud y el 

ancho para calcular el área del estoma de acuerdo con la fórmula de un elipse. Los resultados 

se expresaron en mm2 (Savvides, et al., 2011; Hajihashemi et al., 2018).  

7.6. Análisis estadístico 

Todos los ensayos se realizaron con tres o más replicas biológicas, a partir de dos o más 

experimentos independientes, los resultados se analizaron utilizando el software estadístico 

Minitab® 18 las comparaciones de medias se realizaron utilizando la prueba Honestly 

Significant Difference (HSD) de Tukey en el mismo software, a excepción de la 

sobrevivencia de las plantas ante estrés cuyos resultados fueron comparados con  la prueba 

t-student con un nivel de significancia de p<0.05 en el Software Microsoft Excel.   
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8. RESULTADOS 

8.1. Evaluación de la viabilidad de T. asperellum ante el estrés por frío 

Para evaluar la viabilidad de T. asperellum in vitro durante el estrés por frío, se midió el 

crecimiento radial del hongo al finalizar el periodo de frío, y posteriormente al ser retornado 

a incubadora. En la Figura 1A se muestran fotografías representativas del crecimiento de T. 

asperellum en condiciones in vitro, mientras que en la Figura 1B se representa el crecimiento 

radial (mm) del hongo a las diferentes condiciones. Los resultados indican que el crecimiento 

radial T. asperellum durante el estrés a 4 °C fue inhibido significativamente respecto al 

crecimiento observado a 30 ° C. Finalmente, el hongo fue capaz de continuar su crecimiento 

al retornar a dicha temperatura.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Crecimiento in vitro de T. asperellum en medio de cultivo PDA.  

A) Cajas Petri con crecimiento fúngico de izquierda a derecha; 30 °C, 4 °C y retorno a 30 °C. La fotografía 

representativa de cuatro experimentos independientes, muestras por triplicado se capturó a las 48 h en cada 

condición representada. B) Crecimiento radial de T. asperellum expresado en milímetros. Cada columna en las 

gráficas representa el promedio con desviación estándar, 4 experimentos independientes, muestras por 

triplicado. Diferentes letras denotan diferencia significativa en prueba Tukey, p <0.05 
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En cuanto a la viabilidad de T. asperellum en el sustrato se cuantificó el número de esporas 

del hongo en sustrato rizosférico de plantas inoculadas crecidas bajo invernadero o a 4 °C. 

La Figura 2-A muestra una comparación representativa del medio de cultivo PDA adicionado 

con Rosa de Bengala como elemento contrastante para el conteo de UFCs de T. asperellum, 

los resultados de la cuantificación de las UFCs que se observan en la Figura 2-B revelaron 

que T.  asperellum sobrevivió en el sustrato durante el estrés a 4 °C y las UFCs del sustrato 

se mantuvieron en 1.7x 107 UFC/ g de sustrato en ambas condiciones térmicas y en todos los 

días evaluados. 

  

 
 

Figura 2. Cuantificación de Unidades Formadoras de Colonias en sustrato inoculado con T. asperellum.  

A) Cajas de cultivo con medio de cultivo PDA, la izquierda corresponde a sustrato proveniente de plantas en 

invernadero y a la derecha sustrato de plantas con estrés 4 °C. Fotografía representativa de cuatro experimentos 

independientes, muestras por triplicado. B) Unidades Formadoras de Colonias por gramo de sustrato inoculado 

con T. asperellum desde el día 0 al día 20 proveniente de plantas en invernadero y con estrés 4 °C. Cada punto 

en la gráfica representa el promedio con desviación estándar, 4 experimentos independientes. Diferentes letras 

denotan diferencia significativa en prueba Tukey, p <0.05 
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A) 

B) 

8.2. Efecto de la inoculación con T.  asperellum en el fenotipo y 

sobrevivencia de plantas de jitomate sometidas a estrés por frío 

Con el objetivo de evaluar la severidad del daño causado por frío en plantas de jitomate con 

y sin T. asperellum, se elaboró una escala arbitraria (Fig. 3A) y se clasificaron las plantas en 

su nivel correspondiente. 

Figura 3.  Efecto del estrés por frío en plantas de jitomate con y sin T. asperellum. 

A) Escala de severidad, B) Índice de severidad de plantas de jitomate con y sin T. asperellum en estrés (4 °C) 

tras su retorno a invernadero (1 semana después del estrés). 

  

La evaluación del fenotipo se realizó tras una semana del retorno de las plantas al 

invernadero, con una población de 41 plantas por cada condición, derivadas de 7 

experimentos independientes. En la Figura 3-B se muestran los resultados del índice de 

severidad en donde las plantas sin inocular registraron el mayor nivel severidad (48.8%), 

seguido del nivel 1 (22%) y 3 (14.6%), lo que refleja una alta susceptibilidad al estrés por 

frío. En contraste, en las plantas con T. asperellum la mayor proporción se concentró en el 

nivel 0 (73.2%), seguidos de los niveles 3 y (2.4 y 7.3% respectivamente).  

Escala diagramática de severidad ante estrés por frío (4 °C) en plantas de jitomate 

Imagen 

representativa 

 

   

 

Nivel 0 1 2 3 4 

Porcentaje de 

daño por frío 

Sin síntomas 

visibles 
25% 50% 75% 

Muerte de la 

planta 

 

5%

22%

10%

14%

49%

Sin T. asperellum

0

1

2

3

4

73%

15%

3%

2%

7%

Con T. asperellum

Nivel 



29 

 

La tasa de sobrevivencia se calculó mediante la Fórmula 3. En la Figura 4A se muestra una 

fotografía representativa de plantas de jitomate tras una semana de recuperación del estrés 

por frío, mostrando a la izquierda un grupo representativo de plantas sin T. asperellum y a la 

derecha un grupo de plantas inoculadas con T. asperellum, como puede apreciarse en la 

Figura 4B las plantas sin T. asperellum presentaron el 36.59% de sobrevivencia, mientras 

que las plantas inoculadas alcanzaron un 90.24 %, evidenciando una mayor tolerancia ante 

el estrés por frío en presencia del hongo.  

  

 

 

 

 

 

  

 

 

Figura 4. Efecto de la inoculación con T. asperellum en la sobrevivencia de plantas de jitomate ante estrés por 

frío. 

A) Comparativa fenológica de plantas de jitomate con y sin T. asperellum tras estrés con 4 °C. Fotografía 

capturada una semana después del retorno de las plantas a invernadero y B) Sobrevivencia de plantas de jitomate 

calculó tras una semana de su retorno a invernadero, 7 experimentos independientes. El asterisco (*) indica 

diferencia significativa en prueba t- student, p <0.05.   
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 Evaluación de parámetros bioquímicos en plantas de jitomate expuestas a estrés 

por frío 

8.3.1. Detección histoquímica de H2O2 como indicador de estrés oxidativo 

La producción de H2O2 en las hojas de las plantas de jitomate sometidas a los diferentes 

tratamientos fue evaluada mediante la tinción histoquímica con DAB.  En la Figura 5 se 

muestran hojas representativas de plantas de jitomate sin y con T. asperellum, a través del 

tiempo de exposición a 4 °C o en condiciones de invernadero. La tinción reveló que las 

plantas sin T. asperellum presentaron un incremento gradual e intenso de la pigmentación 

con DAB. En contraste, las hojas de plantas con T. asperellum mostraron una menor 

pigmentación durante todo el periodo evaluado, indicando una menor presencia del H2O2 en 

el tejido foliar.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Detección histoquímica de H2O2 con tinción DAB.  

Fotografía representativa de hojas de jitomate con y sin T. asperellum en invernadero y en estrés por frío con 4 

°C.  

8.3.2. Actividad de la enzima catalasa 

Para la cuantificación de la actividad enzimática de la catalasa (CAT) se partió de extracto 

proteico previamente obtenido de las plantas con y sin T. asperellum en condiciones de 

invernadero y bajo estrés por frío (4 °C), durante los días 0, 3, 6, 9 y 12 días de los diferentes 

tratamientos. En la Figura 6 se muestran los resultados de la actividad de la enzima CAT, en 

el que se puede identificar que en las plantas con y sin T. asperellum en invernadero la 

actividad de la CAT permaneció con valores mínimos al encontrarse estas plantas en 

condiciones óptimas de crecimiento. Por otro lado, las plantas sin T. asperellum que se 

encontraban en estrés por frío presentaron la mayor actividad CAT a partir del día 3 hasta el 

día 12 del estrés por frío, mientras que las plantas con T. asperellum bajo la misma condición 

Invernadero 

Sin T. asperellum 
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estresante registraron valores de actividad de la CAT semejantes a sus respectivos controles 

durante todos los días evaluados.   

 
Figura 6. Actividad de la catalasa en hojas de jitomate con y sin T. asperellum en invernadero y en estrés por 

frío con 4 °C.  

Cada columna representa el promedio con desviación estándar, 2 experimentos independientes muestras por 

triplicado. Diferentes letras denotan diferencia significativa en prueba Tukey, p <0.05. 

 

8.3.3. Determinación de prolina 

Para determinar la acumulación de prolina en las hojas de plantas de jitomate con y sin T. 

asperellum se realizó una reacción colorimétrica de los extractos proteicos con ninhidrina 

para posteriormente cuantificar en espectrofotómetro. Como se observa en la Figura 7, el 

contenido de prolina se mantuvo constante (115.9 mg/g de peso fresco) en plantas sin T. 

asperellum bajo condiciones de invernadero, mientas que durante el estrés a 4 °C el contenido 

incrementó 1.67 veces respecto a su control a partir del día 6. Respecto a las plantas 

inoculadas, el contenido de prolina incrementó tanto en condiciones de invernadero (220.81 

mg/g de peso fresco) como bajo el estrés a 4 °C (287.91 mg/g de peso fresco).  

8.3.4. Cuantificación de azúcares totales 

El contenido de azúcares totales se determinó mediante el método colorimétrico con el 

reactivo antrona y su cuantificación en espectrofotómetro (Fig. 8). El contenido de azúcares 

totales en plantas sin T. asperellum se mantuvo en una concentración promedio de 65.7 mg/g 

de peso seco en los días evaluados sin diferencias significativas entre platas en invernadero 

o retadas a 4 °C. En contraste, en las plantas con T. asperellum se identificó un incremento 

significativo de la concentración de azúcares totales alcanzando valores promedio de 83.24 
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y 89.71 mg/g de peso seco, en invernadero y a 4 °C respectivamente; es decir 1.26 veces y 

1.34 veces más respecto sus pares sin inocular.  

Figura 7. Contenido de prolina en hojas de jitomate con y sin T. asperellum en invernadero y en estrés por frío 

con 4 °C. 
Cada columna representa el promedio con desviación estándar, 2 experimentos independientes muestras por triplicado. 

Diferentes letras denotan diferencia significativa en prueba Tukey, p <0.05. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Azúcares totales en hojas de jitomate con y sin T. asperellum en invernadero y en estrés por frío con 

4 °C.  

Cada columna representa el promedio con desviación estándar, 2 experimentos independientes muestras por 

triplicado. Diferentes letras denotan diferencia significativa en prueba Tukey, p <0.05. 
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8.4. Evaluación de parámetros fisiológicos en plantas de jitomate inoculadas 

con T. asperellum expuestas a estrés por frío 

8.4.1. Densidad e índice estomático 

 

Con el propósito de evaluar el efecto del estrés por frío y la inoculación con T. asperellum 

sobre la densidad e índice estomático, así como en la morfometría de los estomas se 

realizaron improntas del envés de las hojas de plantas de jitomate con y sin T. asperellum en 

condiciones óptimas de crecimiento y durante el estrés por frío (4 °C) a partir del día 0, 3, 6 

y 9 del experimento. En la Figura 9 se visualizan microfotografías representativas de cada 

uno de los tratamientos evaluados. 

Figura 9. Microfotografías de improntas del envés de hojas de jitomate. 

A) Sin T. asperellum en invernadero, B) Sin T. asperellum a 4 °C, C) Con T. asperellum en invernadero y D) 

Con T. asperellum a 4 °C. Las microfotografías se capturaron al día 9 de cada tratamiento. Microscopio 

óptico a 40x.  Barra 0.10 mm  

 

La densidad estomática se calculó de acuerdo con la fórmula 7. En la Figura 10 se observa la 

variación de este parámetro en las hojas de jitomate en las diferentes condiciones evaluadas. 

Bajo la condición en invernadero sin T. asperellum la densidad incrementó gradualmente en 

los días evaluados manteniéndose en un rango entre 65 a 96 estomas/mm2, mientras que con 

T. asperellum en invernadero varió en un rango de 80 hasta 109 estomas/mm2. El estrés por 

frío incrementó la densidad estomática, siendo mayor este efecto en las plantas con T. 

asperellum. 

 

El índice estomático se calculó con la fórmula 8 y se expresó en porcentaje. En la Figura 11 

se puede identificar que el índice estomático de las hojas de jitomate sin T. asperellum en 

condición de invernadero permaneció en un rango promedio de 35.87% con valores 

semejantes a sus pares en estrés a 4 °C, a excepción del último día evaluado donde en este 

último grupo se identificó un incremento del 14% respecto al promedio de los días evaluados 

en invernadero. En cuanto a las plantas con T. asperellum, éstas mostraron el mayor índice 

A)                           B)                               C)                D) 
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estomático tanto en invernadero como a 4 °C, con valores promedio de 40.46%. El mayor 

incremento se observó a 4 °C (12 días).  

 

 

Figura 10. Densidad estomática de hojas de jitomate con y sin T. asperellum en invernadero y en estrés por 

frío con 4 °C.  

Cada columna representa el promedio con desviación estándar, 4 experimentos independientes con 30 

observaciones por cada condición. Diferentes letras denotan diferencia significativa en prueba Tukey, p <0.05. 

Figura 11. Índice estomático de hojas de jitomate con y sin T. asperellum en invernadero y en estrés por frío 

con 4 °C.  

Cada columna representa el promedio con deviación estándar, 4 experimentos independientes con 30 

observaciones por cada condición. Diferentes letras denotan diferencia significativa en prueba Tukey, p <0.05. 
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8.4.2. Morfometría de los estomas 

Las dimensiones físicas de los estomas son características elementales para una función 

estomática óptima, de manera que en este trabajo se consideró la evaluación de la longitud, 

ancho y área de los estomas de las plantas de jitomate en los diferentes tratamientos. En la 

Figura 11A,B,C se muestra que las plantas sin inocular tuvieron los estomas con mayores 

dimensiones (longitud, ancho y área) que con respecto al de los estomas de plantas 

inoculadas. Durante el estrés por frío, los estomas de las plantas sin T. asperellum fueron los  

de mayores dimensiones en tanto que las plantas con T. asperellum conservaron sus 

dimensiones en ambas temperaturas durante todo el periodo evaluado. 
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Figura 12. Parámetros morfométricos de estomas de hojas de jitomate con y sin T. asperellum en invernadero 

y en estrés por frío con 4 °C. 

A) Longitud, B) Ancho, C) Área de los estomas. Cada columna representa el promedio con desviación estándar, 

4 experimentos independientes con 100 observaciones por cada condición. Diferentes letras denotan diferencia 

significativa en prueba Tukey, p <0.05. 

 

9. DISCUSIÓN DE RESULTADOS 

9.1. Evaluación de viabilidad de T. asperellum ante el estrés por frío 

El descenso de las temperaturas es un fenómeno climático que no solo limita el desarrollo de 

plantas sensibles al frío, si no también sobre la actividad de la población microbiana de suelos 

(Maurya et al., 2022; Schnecker et al., 2023). En este sentido, el presente estudio incluyó la 

evaluación de la viabilidad de T. asperellum bajo condiciones de estrés por frío. La mayoría 

de las especies de Trichoderma son mesófilas, en consecuencia, el descenso de temperatura 

por debajo de los 15 °C afecta la velocidad de asimilación de nutrientes y actividad 

enzimática, especialmente en medios de crecimiento artificiales como el PDA; por ejemplo, 

la actividad enzimática de amilasas de T. gamsii se reduce (Carro-Huerga et al., 2021).  

De acuerdo a los resultados del presente trabajo, se detectó que el crecimiento in vitro del 

hongo a bajas temperaturas se comprometió; sin embargo, cuando las cajas de Petri con el 

hongo inoculado se retornaban a 30 °C, el crecimiento radial se restauraba, como previamente 

se reportó para T. gamsii (Carro-Huerga et al., 2021).  

Con respecto a la viabilidad de T. asperellum in situ (en el sustrato de crecimiento de las 

plantas inoculadas), se encontró que la cantidad de inóculo inicial no variaba en ambas 

condiciones térmicas. La sobrevivencia y reproducción de T. asperellum en el sustrato de 

plantas bajo estrés térmico podría relacionarse con la formación de clamidosporas, ya que se 

ha reportado que estas estructuras representan un mecanismo de protección frente a 

situaciones adversas (Cao et al., 2023). Por otro lado, estudios recientes han demostrado que 

la asociación de Arabidospis thaliana con T. atroviride y T. virens promueve la producción 

de biomasa de las plántulas a 12 °C, por efecto de los compuestos orgánicos volátiles 

producidos por los hongos, aun cuando las temperaturas son bajas (González-Pérez et al., 

2018).  

9.2. Efecto de la bioinoculación de plantas de jitomate con T. asperellum en la 

disminución de los daños causados por frío 

El estrés por frío afecta diversos parámetros de crecimiento en plantas sensibles al estrés, los 

cuales pueden evaluarse mediante indicadores fenotípicos, fisiológicos y bioquímicos. En 

este trabajo se evaluó la disminución del daño causado por el estrés en respuesta a la 

inoculación de plantas de jitomate con T. asperellum. Los resultados demostraron que la 
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inoculación con T. asperellum incrementó significativamente la sobrevivencia de las plantas 

de jitomate expuestas a bajas temperaturas y disminuyendo sus índices de severidad de daño. 

Estos resultados reforzaron trabajos previos de nuestro grupo de investigación,  que 

demostraron poca afectación en parámetros agronómicos y fuga de electrolitos en plantas de 

jitomate inoculadas con T. asperellum frente al estrés por frío (Cornejo-Ríos et al., 2021).  

La interacción planta-Trichoderma spp. ha sido asociada con una mejora en la absorción de 

nutrientes y el mantenimiento del estado hídrico de las plantas, este efecto es importante bajo 

condiciones de estrés por frío ya que durante este tipo de estrés se reduce la transpiración y 

se limita la traslocación de nutrientes y transporte de agua. La inoculación con Trichoderma 

spp. se caracteriza por favorecer la eficiencia del sistema radicular, reflejándose en una 

regulación más efectiva del uso del agua. Este efecto podría contribuir a la preservación de 

la funcionabilidad celular y a una mayor tolerancia ante el estrés (Contreras-Cornejo et al., 

2016; Devi et al., 2023; Mahoma et al., 2022). 

9.3. Evaluación del efecto de T. asperellum sobre parámetros bioquímicos de 

plantas de jitomate expuestas a estrés por frío 

9.3.1. Acumulación de H2O2  

Entre las respuestas tempranas asociadas con la percepción del estrés abiótico en plantas, se 

encuentra la producción de ROS. Entre ellas el H2O2 desempeña una función dual en la célula 

vegetal, ya que puede actuar como molécula señalizadora durante los procesos de respuesta 

al estrés o convertirse en una molécula promotora del estrés oxidativo (Saxena et al., 2016; 

Hasanuzzaman et al., 2020).  

El presente trabajo reveló que el estrés por frío indujo una elevada acumulación de esta ROS 

en las hojas de plantas de jitomate sin T. asperellum, mientras que las plantas inoculadas con 

T. asperellum, mostraron una mínima acumulación del H2O2, sugiriendo una regulación más 

eficiente del estado redox celular que evita su sobreacumulación. Los resultados de este 

estudio son consistentes con reportes previos, que señalan una reducción en la acumulación 

de H2O2 en plantas previamente inoculadas con especies de Trichoderma y sometidas a 

diferentes tipos de estrés. Por ejemplo, las ROS disminuyen en plantas de jitomate inoculadas 

con T. koningi (Tripathi et al., 2021) o T. asperellum y estresadas con calor o Fusarium 

oxysporum, respectivamente (Herrera-Téllez et al., 2019).  

9.3.2. Actividad de la catalasa 

El conjunto de enzimas antioxidantes presentes en las células vegetales permite neutralizar a 

las diversas ROS que se producen durante el estallido oxidativo. Entre ellas, la enzima CAT 

regula el contenido del H2O2, catalizando su descomposición en agua y oxígeno (Mhamdi 

et al., 2010; Palma et al., 2020). En el presente estudio, las plantas de jitomate sin T. 
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asperellum bajo estrés por frío mostraron un incremento en la actividad de la CAT, lo cual 

coincide con los altos niveles de ROS detectados por tinción histoquímica. No obstante, por 

el bajo porcentaje de sobrevivencia observada en las plantas sin inocular y sometidas a estrés 

térmico (36.5%), se sugiere que la actividad de la CAT no fue suficiente para contrarrestar 

el daño celular provocado por la acumulación de H2O2. Se ha reportado que, en condiciones 

estresantes, la CAT puede sufrir modificaciones post-traduccionales como la carbonilación, 

que afecta su estabilidad y estructura. Asimismo, se ha postulado que los grupos carbonilo 

pueden provenir de productos liberados tras la peroxidación lipídica celular (Lin, 2018; 

Jiménez et al., 2025)   

Por el contrario, las plantas inoculadas con Trichoderma y expuestas al estrés por frío 

presentaron una menor actividad de la CAT, pero un porcentaje de sobrevivencia 

significativamente mayor (90.2%). Este resultado sugiere que la inoculación con T. 

asperellum indujo una respuesta fisiológica, específicamente la Respuesta Sistémica 

Inducida por Trichoderma (TIRS por sus siglas en inglés: Trichoderma induced systemic 

resistance), que pudo haber evitado la explosión oxidativa frente al estrés por frío, no 

requiriéndose una actividad fuerte de la CAT (Morán-Diez et al., 2021; Mandal et al., 2023; 

Pacheco-Trejo et al., 2022).  

9.2.3. Contenido de prolina 

La regularización del balance redox en las células vegetales está fuertemente asociada de la 

acumulación de la prolina. Se ha documentado que este aminoácido cumple diferentes 

funciones relacionadas con las respuestas adaptativas al estrés abiótico, principalmente el 

mantenimiento del potencial osmótico, estabilización de proteínas y membranas, así como la 

provisión de fuente de carbono y nitrógeno aprovechable tras un episodio de estrés 

(Hosseinifard et al., 2022; Raza et al., 2023).                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                    

En el presente estudio se registró un mayor contenido de prolina en las plantas inoculadas 

con T. asperellum en comparación con las plantas no inoculadas, tanto en condiciones 

óptimas de crecimiento como en la condición estresante, indicando un efecto positivo de T. 

asperellum en la mitigación del daño causado por el estrés por frío a través del contenido de 

este aminoácido.  

Existe evidencia sobre algunas especies de Trichoderma que sintetizan prolina para 

protegerse en condiciones de estrés abiótico y durante el micoparasitismo (Hirpara & Gajera, 

2023), sin embargo, al momento no hay evidencia que indique una transferencia directa de 

prolina fúngica hacia la planta. No obstante, diversos estudios han señalado que la mayor 

acumulación de este aminoácido en las plantas inoculadas con Trichoderma puede derivar 

de una reprogramación metabólica inducida por hormonas fúngicas, incluyendo análogos de 
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AIA, GA, citocininas, ET y ABA, durante la interacción simbiótica (Alfiky et al., 2021; 

Mandal et al., 2023; dos Santos et al., 2025).  

Anteriormente se ha reportado que Trichoderma incrementa el contenido de prolina para 

mitigar el daño causado por la salinidad en plántulas de calabaza (Soliman et al., 2020); 

sequía en plantas de arroz (Yadav et al., 2025); frío en plantas de jitomate (Ghorbanpour 

et al., 2018) y plántulas de maíz (Afrouz et al., 2023). 

9.2.4. Cuantificación de azúcares totales 

Las plantas no solo utilizan los azúcares derivados de la fotosíntesis como fuente de carbono, 

sino que están estrechamente relacionados con los procesos de señalización que ajustan el 

estado energético de las células. Por lo tanto, la biosíntesis de azúcares, su concentración, 

transporte y degradación responden tanto a la demanda de los órganos: hojas, raíces y frutos, 

como a las condiciones ambientales en la que se desarrollan las plantas con el objetivo de 

ajustar su metabolismo (Lastdrager et al., 2014; Afzal et al., 2021).  

La aplicación de azúcares como la trehalosa en plantas de jitomate expuestas a 15 °C como 

temperatura limitante de crecimiento, produjo una respuesta favorable, principalmente 

reflejado en una menor acumulación de H2O2 y fuga de electrolitos (Liu et al., 2020).  

En este trabajo se registró una elevada concentración de azúcares totales en las plantas 

previamente inoculadas con el hongo T. asperellum, en comparación con las plantas sin 

inocular.  

9.3. Evaluación de parámetros fisiológicos en plantas de jitomate expuestas a 

estrés por frío 

9.3.1. Parámetros estomáticos 

Actualmente no se cuenta con referencias que relacionen la asociación de Trichoderma sobre 

la densidad e índice estomático de plantas inoculadas. En el presente trabajo, se demostró 

que las plantas sin inocular presentaron parámetros estomáticos similares a lo reportado por 

Farber et al., (2016). Por otro lado, los resultados revelaron que la sola inoculación de las 

plantas con T. asperellum modificó los parámetros estomáticos de plantas, incrementándose 

la densidad e índice estomático y disminuyendo el tamaño de los estomas, efectos que se 

vieron potenciados ante el estrés sugiriendo una alteración en el equilibrio hormonal en las 

plantas (auxinas, giberelinas, ácido abscísico, ácido salicílico, ácido indolacético y 

citoquininas) que favorecen los procesos de crecimiento y desarrollo de las plantas (Ramirez-

Valdespino et al., 2019; Illescas et al., 2021; Pacheco-Trejo et al., 2022).  

En este sentido, las hormonas vegetales como las auxinas están involucradas en los patrones 

estomáticos, específicamente en las primeras etapas de formación en la matriz celular 

epidérmica, en donde a partir de una célula madre meristemoide, a través de repetidas 
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divisiones asimétricas, se produce una célula protectora, la cual tras una única división 

simétrica formará a las células guarda emparejadas que rodearan el poro estomático. La 

ontogenia de los estomas es distintiva entre especies, sin embargo, algunos factores de 

transcripción como el bHLH (basic hélix-loop-helix) se han identificado como una transición 

compartida entre algunas plantas superiores (Xingyun & Torri, 2018; Wei et al., 2021). 

Por otro lado, se ha descubierto que tanto el ácido abscísico como el ácido indolacético 

regulan el desarrollo estomático, generalmente manteniéndolo con bajas densidades; aunque 

este efecto varía entre especies y por estímulos ambientales; cuando ambas señales son 

favorables los estomas se distribuyen de manera uniforme para maximizar el intercambio 

eficiente de gases y regular la transpiración para minimizar la pérdida de agua (Wei et al., 

2021; Pridgeon et al., 2021). Sin embargo, situaciones de estrés abiótico pueden alterar la 

distribución estomática, Rosouli et al. (2021) reportaron una mayor tolerancia a salinidad en 

plantas de Beta vulgaris, lo cual se atribuyó a una mayor apertura y cierre estomático de las 

plantas que incrementaron su densidad estomática. 
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10. CONCLUSIONES  

Los resultados demuestran que T. asperellum mantiene su viabilidad en el sustrato bajo estrés 

por frío, lo que permite su interacción funcional con las plantas de jitomate bajo esta 

condición estresante. La inoculación con T. asperellum redujo significativamente la 

severidad del daño, incrementó la sobrevivencia de las plantas y favoreció una respuesta 

fisiológica más eficiente respecto a las plantas controles. Este efecto protector se asoció con 

una menor acumulación de H2O2, lo que indica una activación de mecanismos de defensa 

ante el estrés por frío entre ellos una regulación más eficiente del sistema antioxidante y una 

mayor acumulación de compuestos osmoprotectores como prolina y azúcares totales. 

También, T. asperellum moduló las características estomáticas de las hojas, promoviendo 

una mayor funcionabilidad estomática durante el estrés por frío, mejorando posiblemente el 

intercambio de gases y el uso eficiente del agua, favoreciendo procesos como la fotosíntesis. 

En conjunto, estos hallazgos evidencian el papel de T. asperellum como agente biológico con 

alto potencial de aplicación en sistemas agrícolas expuestos a bajas temperaturas. 
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11. PERSPECTIVAS 

Los resultados de esta investigación revelan que la inoculación con T. asperellum mitiga los 

efectos negativos del estrés por frío en plantas de S. lycopersicum. Dado que se observaron 

cambios importantes en la morfología y distribución estomática en las plantas previamente 

inoculadas y que reflejaron la mayor sobrevivencia ante el estrés por frío, seria fructífero 

valorar el efecto de T. asperellum sobre los tejidos vasculares de las plantas: un estudio 

histológico de tallo y raíz permitiría determinar si el hongo promueve adaptaciones 

estructurales como el engrosamiento de paredes celulares o el incremento del número de 

vasos xilemáticos que favorezcan el transporte hídrico bajo el estrés. Asimismo, se propone 

explorar las bases moleculares de la tolerancia térmica inducida por T. asperellum a través 

de la detección de genes marcadores específicos, con el objetivo de discernir si parte de la 

protección reportada en este estudio esta mediada por rutas de respuesta a fitohormonas o por 

la expresión de proteínas de respuesta al estrés, aportando así una comprensión integral que 

complemente los hallazgos fisiológicos y bioquímicos derivados de la presente investigación. 
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