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ANTAGONISMO ENZIMATICO DE Trichoderma spp. SOBRE
Fusarium oxysporum Y Phytophthora parasitica EN Hibiscus sabdariffa L.

Javier Hernandez-Morales®, Teolincacihuatl Romero-Rosales?, Alejandro C. Michel-Aceves®,
Mateo Vargas-Hernandez*, Abraham Monteon-Ojeda’ y José L. Valenzuela-Lagarda®

RESUMEN

México es el séptimo productor de jamaica (Hibiscus sabdariffa), y el estado de Guerrero concentra mas del 70 % de la
produccion nacional. El cultivo presenta limitantes fitosanitarias importantes, destacando la “pata prieta” asociada a un complejo
de patégenos (Fusarium oxysporum y Phytophthora parasitica), con pérdidas de hasta 100 % en areas sin manejo fitosanitario.
Debido a la naturaleza del consumo del producto final, es necesaria la implementacion de estrategias ecolégicas de manejo de la
enfermedad. El objetivo del estudio fue cuantificar la actividad de quitinasas y glucanasas de aislados Trichoderma spp., y evaluar
su efecto inhibitorio in vitro sobre F. oxysporum y P. parasitica. Se evaluaron las cepas Tal0, Tall, Ta6y Ta9 de T. asperellum y
Til4 de T. inhamatum provenientes de suelos cultivados con jamaica y alta incidencia de los patdgenos. Los niveles de quitinasas
y glucanasas en todos los aislados de Trichoderma spp. fueron significativos (P<0,05); la cepa Ta9 mostré la mayor actividad
especifica de quitinasas, y la cepa Til4 la mayor de glucanasas. Todos los filtrados provenientes de los diferentes aislados de
Trichoderma spp. generaron una inhibicién sustancial del crecimiento micelial de F. oxysporum y P. parasitica. De manera
consistente, la cepa Ta9 alcanzé porcentajes de inhibicion mayores al 90 % en ambos ensayos. Se detectd correlacion significativa
entre la actividad enzimatica y la inhibicion del crecimiento de los aislados de Trichoderma spp. sobre los agentes patdgenos.
Palabras clave adicionales: Antibiosis, actividad enzimatica, Trichoderma asperellum, Trichoderma inhamatum

ABSTRACT

Enzymatic antagonism of Trichoderma spp., on Phytophthora parasitica and Fusarium oxysporum
in Hibiscus sabdariffa L.

Mexico is the seventh largest producer of jamaica (Hibiscus sabdariffa), and Guerrero State agglomerates more than 70 % of the
national production. The crop presents important phytosanitary limitations, highlights the "black leg" associated with a complex
of pathogens (Fusarium oxysporum and Phytophthora parasitica). Losses up to 100 % are reported in areas without phytosanitary
management. Due to the nature of the consumption of the final product, it is necessary to implement ecological strategies to
manage the disease. The objective of the study was to quantify the chitinases and glucanases activity of Trichoderma spp. isolates,
and to evaluate their inhibitory effect in vitro on F. oxysporum and P. parasitica. Strains Tal0, Tall, Ta6 and Ta9 of T.
asperellum and Ti14 of T. inhamatum from soils cultivated with jamaica and high incidence of the pathogens were evaluated. The
levels of chitinases and glucanases produced in all Trichoderma spp. were significant (P<0,05), and it was found that Ta9 had the
highest specific chitinase activity, and Til4 the highest for glucanase. All the filtrates from the different isolates of Trichoderma
spp. generated a substantial inhibition of mycelial growth of F. oxysporum and P. parasitica. Consistently, the strain Ta9
produced inhibition percentages greater than 90 % in both tests. A significant correlation was detected between the enzymatic
activity and the inhibition of the growth of the Trichoderma spp. isolates on pathogens.

Additional keywords: Antibiosis, enzymatic activity, Trichoderma asperellum, Trichoderma inhamatum

INTRODUCCION originaria de India y zonas aledafias al continente
o o _ asiatico (Morton, 1987). México es el séptimo
La jamaica (Hibiscus sabdariffa L.) es productor del cultivo con un 6 % de la produccion
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mundial (98 mil Mgafio®) (FAOSTAT, 2019),
concentrando la mayor produccion en los estados
de Guerrero, Puebla, Nayarit, Michoacan y
Oaxaca (SIAP, 2020). En Guerrero, se cultivan
alrededor de 14 mil ha de jamaica, la entidad
representa al principal productor a nivel nacional
con mas del 75 % de la produccidn, cuyo destino
es mayormente el mercado nacional. En este
mismo estado, la region de “Tecoanapa-Ayutla”
representa la zona productora méas importante de
México; alli, el cultivo representa una actividad
econdémica importante por ser una fuente primaria
de empleo.

El cultivo de jamaica presenta problemas
fitosanitarios  importantes que limitan la
produccion 'y generan pérdidas econdmicas
sustanciales; entre éstos, destaca la “pata prieta”,
enfermedad ocasionada por un complejo asociado
a Fusarium oxysporum, Phytophthora parasitica,
Corynespora cassicola y Coniella diplodiella.
Dicho padecimiento representa la principal
limitante fitosanitaria del cultivo en las principales
regiones productoras del mundo (Larrogue et al.,
2013; Meléndez et al., 2016; Ortega et al., 2015).
Los sintomas tipicos de la enfermedad son la
necrosis basal, marchitez generalizada, clorosis en
hojas, manchado, pudricion de caliz y muerte de la
planta (Mohiddin et al., 2010; Veena y Reddy,
2014). La enfermedad puede ocasionar pérdidas
del 50 al 100 % si no se realizan actividades de
manejo adecuadas (Alarcon y Legaria, 2013;
Bobadilla et al., 2016; Michel et al., 2009). El
principal dafio se presenta en floracidn,
ocasionando pérdidas directas en la produccion de
calices de calidad (Ortega, 2015).

Convencionalmente, el método de control para
el manejo de la enfermedad en la region es el
tratamiento quimico mediante aplicaciones
subsecuentes de fungicidas con actividad
sistémica; dicho método ha demostrado ser
eficiente; sin embargo, se han reportado efectos
negativos en el impacto ambiental, desarrollo de
resistencia en fitopatdgenos y debido a la
naturaleza del consumo del producto (consumo en
fresco o infusién de céalices), existen riesgos a la
salud humana (Kroon et al., 2012; Osorio et al.,
2016). Sobre la base anterior, es necesario generar
alternativas eficaces e inocuas de manejo. El
control biolégico de la enfermedad mediante el
uso de antagonistas naturales es una alternativa
viable, inocua y ecolégica mediante el incremento

artificial y masivo de poblaciones del agente de
control, favoreciendo la invasion y ocupacion de
nichos ecoldgicos, limitando el desarrollo de las
poblaciones de fitopatdgenos (Harman, 2011). El
género Trichoderma spp. estd ampliamente
distribuido en multiples regiones del mundo,
cuenta con mas de 200 especies, muchas de ellas
utilizadas como agentes de control biol6gico
(Michel et al.,, 2009); Se ha reportado el
biocontrol, con el uso de especies de Trichoderma
spp., en wuna amplia variedad de agentes
fitopatogenos foliares y del suelo entre los que
destacan Rhizoctonia solani, Colletotrichum spp.,
Sclerotinia sclerotiorum, Sclerotium rolfsii, F.
oxysporum, P. parasitica, Pythium ultimum,
Verticillium spp. y Thelaviopsis spp. (Bhale et al.,
2013; Hoyos et al., 2008; Michel et al., 2009).
Trichoderma  asperellum y  Trichoderma
inhamatum son especies que destacan por su
amplio espectro de control (Gonzélez et al., 2012;
Guigon et al., 2014; Jeyaseelan et al., 2012) no
obstante, sus efectos sobre P. parasitica y F.
0Xysporum no se conocen con precision.

Durante el proceso de micoparasitismo,
Trichoderma spp. sintetiza enzimas como
proteasas, quitinasas y glucanasas que hidrolizan
las paredes celulares de otros hongos y oomicetos
inhibiendo la germinacién de sus esporas,
elongacidn del tubo germinativo y, por lo tanto, la
infeccion a la planta (Gonzélez et al., 2012;
Marcello et al., 2010; Romero et al., 2016). Las
glucanasas y otras enzimas obtenidas de
Trichoderma han sido efectivas en disminuir la
severidad de enfermedades fungosas (Pittner et al.,
2019). Tomando en cuenta lo antes sefialado, el
objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto
inhibitorio in vitro de quitinasas y glucanasas
obtenidas de multiples aislados de Trichoderma
spp. sobre el crecimiento de F. oxysporum y P.
parasitica obtenidos de plantas de jamaica con
sintomas de “pata negra” asociada a los patogenos
antes mencionados.

MATERIALES Y METODOS

Cepas en estudio. Se utilizaron cuatro cepas de
Trichoderma asperellum (Ta6, Ta9, Tal0 y Tall)
y una cepa de Trichoderma inhamatum (Til4).
Estas fueron aisladas de suelo cultivado con
jamaica en los municipios de Tecoanapa y Ayutla,
principales productores del estado de Guerrero
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(sur de México) localizados entre las coordenadas
16°58’ N - 99°16” Wy 16°57” N - 99°05* W, ambos
con un clima subhimedo célido con temperatura y
precipitacion promedio anual de 28,5 °C y 1510
mm y 29,3 °C y 1,670 mm, respectivamente
(SMN, 2018); dichas cepas fueron caracterizadas
e identificadas molecularmente por Linda
Esparza (CP, México. Datos no publicados). Los
agentes fitopatdgenos, F. oxysporum vy P.
parasitica, fueron obtenidos a partir de plantas
con sintomas de “pata negra” provenientes de
zonas productoras de los municipios de
Tecoanapa y Ayutla, Guerrero y caracterizados
utilizando  particularidades  morfoldgicas vy
tipologias culturales con la ayuda de las claves de
Barnett y Hunter (2006), Booth (1971) y Gallegly
y Hong (2008).

Induccién enzimatica en medio liquido. Las
cepas de T. asperellum y T. inhamatum, se sub-
cultivaron en cajas Petri de 9 cm con medio de
cultivo PDA (23 g-L™) a pH 56 * 0,2 y se
incubaron a temperatura ambiente (25 £ 1 °C)
durante 5 dias en condiciones de 8:16 horas (luz:
oscuridad), pasado este tiempo, se tomd micelio
para el desarrollo del ensayo como lo sugiere
Adams (2004). Este procedimiento se realiz6 en el
Laboratorio de Biotecnologia del Colegio
Superior Agropecuario del Estado de Guerrero
(CSAEGRO). Para la produccién de las quitinasas
y glucanasas, se utiliz6 un medio de cultivo
liquido de acuerdo con la metodologia propuesta
por Ramada et al. (2010). En matraces Erlenmeyer
de 250 mL se colocaron 50 mL de medio de
cultivo [10 g de KNOg3; 5 g de KH,POy; 2,5 g de
MgSQ,4-7H,0; 2 mg de FeCls; 150 mL de jugo
V8; 10 g de polivinilpirrolidona (Sigma, St. Louis,
MO) y 100 mL de agua desionizada] adicionado
con 1 % (p:v) de quitina en hojuelas para inducir
la produccién de quitinasas y con 0,1 % (p:v) de
laminarina para la induccién de las glucanasas. El
pH del medio se ajustd a 6,0 con agua destilada y
se esteriliz6 a 121 °C durante 20 min.
Posteriormente, se inoculé6 con 1 mL de una
suspensién de conidios a una concentracién de
1x10° conidios-mL™ de cada cepa, para luego
incubar a 25 °C durante 12:12 horas (luz:
oscuridad) y 40 % de humedad relativa en un
agitador rotatorio a 180 rpm durante 5 dias para
quitinasas y 8 dias para glucanasas (Mohiddin et
al., 2010). Transcurrido el periodo de incubacion,
el medio de cultivo se separ6 de la biomasa con

papel filtro Whatman N° 1 y centrifug6 a 10.000
rpm durante 30 min. Las particulas residuales que
aun permanecieron en el sobrenadante se
separaron por filtracién a través de fibra de vidrio
(Ramot et al., 2000). Inmediatamente a lo anterior,
la mitad del filtrado se utiliz6 para pruebas de
inhibicion in vitro y la otra para determinar la
concentracién de quitinasas y glucanasas.

Ensayo de quitinasas. La produccion de
quitinasas se cuantifico con la metodologia
propuesta por Bara et al. (2003). Se utilizaron
tubos con filtrado de las diferentes cepas de T.
asperellum (Ta6, Ta9, Tal0 y Tall) y T.
inhamatum (Til14) (cuatro tubos por cepa); a cada
uno se le agregd 1 mL del filtrado respectivo y 3,8
mg de quitina purificada en polvo (Sigma) en
1 mL de amortiguador Mcllvaine de citratos pH 5;
después, los tubos se incubaron durante 24 h a 37
°C en bafio termostatico (bafio Maria). Pasadas 24
h, se tomé una alicuota de 0,5 mL de cada tubo.
Posteriormente, a cada tubo se le agregd 0,1 mL
de solucion 0,8 M de tetraborato de potasio, se
sumergieron en agua a 100 °C durante 3 min y se
incubaron durante 20 min a 36-38 °C. Pasado ese
tiempo, se dejaron enfriar y a cada tubo se agregd
3 mL de p-diametilaminobenzaldehido (DMAB;
Sigma). Los tubos se homogenizaron en un vortex
durante 1 min y se midié la absorbancia de cada
tubo a 500 nm en un espectrofotdbmetro (Lasso
Spec 111, Lasso Biotech LTDA) contra un reactivo
con correccion de blanco (Adams, 2004). La
actividad enzimatica total (AT) y especifica (AE)
de quitinasas se determiné por la cantidad de N-
acetilglucosamina liberada, segin Harman et al.
(1993). El contenido de proteinas de la solucion
enzimatica se determino con el reactivo de Folin
Fenol de acuerdo con Lowry et al. (1951). Este
procedimiento se llevé a cabo en el Laboratorio de
Fitopatologia de la Facultad de Ciencias
Agropecuarias y Ambientales de la Universidad
Auténoma de Guerrero, México.

Ensayo de glucanasas. La produccion de
glucanasas se determind segun Gonzalez et al.
(2010). Se emplearon tubos con filtrado de las
diferentes cepas de T. asperellum (Ta6, Ta9, Tal0
y Tall) y T. inhamatum (Til4) (cuatro tubos por
cepa); a cada uno se le agregd6 1 mL de una
solucién de 10 mg-mL™ de laminarina en solucion
0,1 M de amortiguador de citratos pH 5. Los tubos
se incubaron por 4 h a 40 °C en bafio termostatico
(Bara et al., 2003) después, se les agregé 1 mL del
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filtrado. Posteriormente, se adicionaron 2 mL de
reactivo de cobre (CR) descrito por Osorio (2016)
e inmediatamente se detuvo la actividad
enzimatica por inmersion en agua a 100 °C
durante 10 min. Posterior a esto, se agregaron 2
mL de reactivo de arsenomolibdato y se aforé a 25
mL con agua destilada. La solucion se
homogenizé en un vortex durante 1 min para
después medir la absorbancia a 500 nm en un
espectrofotometro (Spectronic 21D, Milton Roy),
con correccion de blanco para la cuantificacion de
la actividad enzimatica de glucanasas. El reactivo
de arsenomolibdato se preparé con 25 g de
NH;Mo0,0,4-4H,0 en 450 mL de agua, 21 mL de
acido sulfarico concentrado y 3 g de arseniato
disodico en 25 mL de agua (Harman et al., 1993)
y se conservé a 37 °C por 2 dias antes de utilizarse
(Mohiddin et al., 2010). Las lecturas de
absorbancia se utilizaron para establecer la
actividad de glucanasas por extrapolacion de
grafica estandar. La actividad de glucanasas se
determind por la cuantificacion de glucosa libre de
laminarina, utilizando el reactivo glucosa-oxidasa
(Sigma). La actividad de glucanasas se expresa en
funcion de la cantidad de proteina en el extracto
enzimatico, por lo que el contenido de proteinas se
determind con el reactivo de Folin Fenol de
acuerdo con Lowry et al. (1951) y corroborado
con el método de Bradford (1976).

Ensayo de antibiosis. Los filtrados obtenidos de
los medios de cultivo con las enzimas (quitinasas
0 glucanasas) provenientes de las cepas de T.
asperellum y T. inhamatum se purificaron con un
filtro millipore de 0,22 pm, se utilizaron 10 mL de
cada filtrado y se mezclé en proporcion 1:1 (v:v)
en cajas Petri con medio PDA (5,9 %). Cada caja
se inocul6 con un disco de 5 mm de didmetro de
medio de cultivo PDA (3,9 %) con micelio de
colonias de 10 dias en crecimiento activo de F.
oxysporum y P. parasitica. Se incubaron a 25 °C
durante 12:12 horas (luz:oscuridad) y 40 % de
humedad relativa por ocho dias. Se utilizaron
como testigo cajas Petri con micelio de F.
oxysporum y P. parasitica, respectivamente, mas
agua destilada estéril en lugar del filtrado de
enzimas (Michel et al., 2005). Se registrd el
didmetro de las colonias cada dos dias hasta ocho
dias después de la inoculacion, tiempo en el
cual el testigo llené la superficie de la caja
Petri. Los datos del efecto inhibitorio se
expresaron en porcentaje de inhibicion del

crecimiento micelial.

Disefio experimental y anélisis estadistico. Se
establecio un disefio experimental completamente
al azar con cuatro repeticiones y cinco
tratamientos (cepas de Trichoderma) tanto para
glucanasas como para quitinasas. Se determind la
actividad de estas enzimas y el porcentaje de
inhibicion del crecimiento micelial obtenido
mediante el ensayo de antibiosis. Los porcentajes
fueron ajustados mediante una transformacion
angular (arco seno). Se corroboré la normalidad
de los datos obtenidos a través de la prueba de
Shapiro-Wilk, y la homogeneidad de varianzas
con la prueba de Bartlett. Luego, con el fin de
detectar diferencias en la actividad de cada enzima
de acuerdo a la cepa de procedencia, asi como su
efectividad contra F. oxysporum y P. parasitica,
se realiz6 un andlisis de varianza (ANOVA) y
comparacion maltiple de los resultados por la
prueba de Tukey. Adicionalmente, se ejecutd un
analisis de regresion con el fin de detectar el
efecto de la actividad de cada enzima sobre el
porcentaje de inhibicion del crecimiento de los
patégenos. En todos los analisis se utilizo el
paquete estadistico SAS 12.0 (Cary, NC).

RESULTADOS

Ensayo de quitinasas. Los niveles de actividad de
quitinasas en todos los tratamientos (cepas de
Trichoderma spp.) fueron significativos (P<0,05),
pudo observarse que el aislado Ta9 de T.
asperellum mostré la mayor actividad especifica,
por su parte, el aislado Tal0 de la misma especie
evidencid los valores mas bajos de dicha variable
(Cuadro 1). Es de destacar que el comportamiento
de la actividad total de esta enzima fue inversa,
Tal0 mostrd el valor mas alto y Ta9 valores
significativamente menores. Resultados similares
fueron reportados por El-Katatny et al. (2001), con
actividad enzimatica de quitinasas muy
heterogénea, aln entre cepas de la misma especie.
Esto ha sido documentado anteriormente en
multiples estudios; por ejemplo, Gonzales et al.
(2010) realizaron un andlisis de la actividad
enzimatica especifica de quitinasas de 10 cepas de
Trichoderma spp., sus resultados permitieron
aglomerar dichos aislados en cinco grupos muy
heterogéneos; del mismo modo, Gonzales et al.
(2012) utilizaron nueve cepas del biocontrolador y
las conjuntaron segun el nivel de actividad de
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quitinasas en cinco grupos diferentes. Similar a
nuestros resultados, Michel et al. (2005), al
evaluar la actividad especifica de quitinasas en
aislados del hongo, encontraron variaciones de 0,33
a 2,29 umol-h™-pg™ entre aislados. (Cuadro 1). Lo

anterior demuestra la capacidad de Trichoderma
spp. para sintetizar enzimas como glucanasas y
quitinasas asociadas a la inhibicién del desarrollo
de fitopatdgenos y la variabilidad entre aislados de
la misma especie (Infante et al., 2009).

Cuadro 1. Actividad total y especifica de quitinasas en cepas de Trichoderma spp.

Cepa Especie Actividad total* Actividad especifica**
Ta9 T. asperellum 0,06 a 4,80 a

Tab T. asperellum 0,03b 3,60 b

Til4 T. inhamatum 0,03 bc 3,31 bc

Tall T. asperellum 0,03¢c 2,32 ¢

Tal0 T. asperellum 0,19d 0,89d

*mol de N-Acetyl-D-glucosamina-h™; **pmol de N-Acetyl-D-glucosamina-h™-pg™* de proteina.

Medias con la misma letra por columnas no son estadisticamente diferentes (Tukey, P<0,05)

Ensayo de glucanasas. La actividad de glucanasas
en todos los tratamientos (cepas de Trichoderma
spp.) fue significativa (P<0,05) en comparacion
con el testigo y pudieron observarse diferencias
entre éstas (Cuadro 2); el aislado Til4 proveniente
de T. inhamatum obtuvo los niveles de actividad
méas altos (70,51 umol-h™-ug™), mientras que el
aislado Tall obtuvo los valores minimos (22,31
pmol-h™-pg™), aunque la actividad de glucanasas
fue significativamente similar en Tal0 y Til4, en
general aquellas provenientes de T. asperellum
obtuvieron niveles de actividad significativamente
menores. Estos resultados son similares a los de
Gonzales et al. (2012), quienes al evaluar la
actividad enzimatica de nueve cepas de
Trichoderma spp. las aglomeraron en cuatro
grupos segun los niveles de actividad enzimaética.
Los niveles de actividad de glucanasas encontrados
en el presente estudio (Cuadro 2) fueron mas
elevados que aquellas reportadas por Michel et al.
(2005), con concentraciones de actividad de
glucanasas méximas de 2,29 pmol-h™-pg™; sin

embargo, inferiores a las sefialadas por Marcello et
al. (2010) con 4,4 umol-h*-ug™. Lo anterior
sugiere una alta variabilidad en la actividad de
estas enzimas aun entre cepas de la misma
especie. Similar a nuestros resultados, multiples
investigaciones han demostrado la produccion de
enzimas intracelulares antibiéticas y liticas como
glucanasas en cepas de Trichoderma spp. que
participan en la actividad antagonista del
biocontrolador (Kicik and Kivang, 2005; Marcello
et al., 2010). Varios autores sefialan que la
presencia masiva de poblaciones de Trichoderma
spp. en areas de produccidn agricola, esta asociada
a la disminucion de dafios provocados por
fitopatdgenos como Sclerotium rolfsii, Fusarium
spp., Phytophthora spp., Rhizoctonia solani y
Pythium spp., debido entre varios aspectos a una
alta actividad enzimética de quitinasas y glucanasas
con caracteristicas quitinolitica y glucanolitica
sobre paredes celulares; ademas, actdan inhibiendo
la germinacion de esporas de dichos fitopatdgenos
(Harman, 2000; El-Katatny et al., 2001).

Cuadro 2. Actividad total y especifica de glucanasas en cepas de Trichoderma spp.

Actividad total

Actividad especifica

Cepa Especie (umol glucosa-h™) (umol glucosa-h™-pg™ proteina)
Til4 T. inhamatum 2,62 a 70,51 a
Tal0 T. asperellum 2,35ab 65,35 ab
Ta9 T. asperellum 2,24 b 54,44 b
Tab T. asperellum 1,78 c 36,72 ¢
Tall T. asperellum 1,54d 22,31d

Medias que no comparten una misma letra por columnas son estadisticamente diferentes entre si (Tukey, P<0,05)
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Ensayo de antibiosis. Los resultados obtenidos
permitieron observar que todos los filtrados
provenientes de los diferentes aislados de
Trichoderma spp. generaron una inhibicion
sustancial del crecimiento micelial de F.
oxysporum y P. parasitica en comparacion
con el testigo. Se observaron diferencias
significativas (P<0,05) entre cepas para ambas
enzimas. En el caso de quitinasas, los valores de
inhibicion de F. oxysporum oscilaron entre
33,6 a 97,35 %, siendo el aislado Ta9 que
manifestd los mejores resultados; la inhibicion
de P. parasitica fue mas intensa y oscild
entre 48,02 y 98,22 %, en este caso el aislado
Ta9 también resulté ser el mas efectivo (Cuadro
3). Por su parte, aunque en el bioensayo de
glucanasas todos los filtrados de los diferentes
aislados de Trichoderma spp. presentaron

inhibiciones significativas en comparacion con
el testigo, hubo variacion entre aislados con
respecto al biocontrol de los fitopatdgenos
utilizados; en el caso de F. oxysporum, los
porcentajes de inhibicion oscilaron entre 47,6
y 98 %, siendo el aislado Til4 el mejor,
seguido del Tal0 y Ta9 con 95,7 y 93,5 %
respectivamente; en contraste, para el caso de P.
parasitica los porcentajes de inhibicion estuvieron
entre 71,6 y 92,9 %, donde Ta9 y Tall fueron los
mas efectivos, y Til4 junto con Tal0 mostraron
los menores porcentajes de control (Cuadro 4). Lo
anterior sugiere diferencias en la actividad
enzimatica entre aislados y su especificidad segin
el patégeno objetivo que presentan caracteristicas
estructurales de paredes celulares particulares
(quitina para el caso de F. oxysporum y glucanos
en el caso de P. parasitica).

Cuadro 3. Efecto de las quitinasas de Trichoderma spp. sobre el porcentaje de inhibicién de Fusarium

oxysporum y Phytophthora parasitica

Inhibicion de F. oxysporum

Inhibicion de P. parasitica

Cepa Especie %) (%)

Ta9 T. asperellum 97,35a 98,22 a
Ta6 T. asperellum 57,17 b 74,37b
Til4 T. inhamatum 48,87 c 68,02 c
Tall T. asperellum 44,62 d 56,30 d
Tall T. asperellum 33,60 ¢ 48,02 e

Medias que no comparten una misma letra por columnas son estadisticamente diferentes entre si (Tukey, P<0,05)

Cuadro 4. Efecto de las glucanasas de Trichoderma spp. sobre el porcentaje de inhibicion de Fusarium

oxysporum y Phytophthora parasitica

Cepa Especie

Inhibicién de F. oxysporum

Inhibicién de P. parasitica

(%) (%)
Til4 T. inhamatum 98,03 a 75,75 ¢
Tal0 T. asperellum 95,75 ab 73,92 cd
Ta9 T. asperellum 93,55b 97,62 a
Tab T. asperellum 76,05 c 71,65d
Tall T. asperellum 47,62 d 92,92 b

Medias que no comparten una misma letra por columnas son estadisticamente diferentes entre si (Tukey, P<0,05)

Los hallazgos anteriores son similares a los
encontrados por Aceves et al. (2004) quienes
observaron antibiosis de Trichoderma spp. sobre
aislados de F. oxysporum y F. subglutinans con
inhibicién del crecimiento del micelio en un rango
de 1,0 a 47,6 %, ademas encontraron que los
asilados de T. longibrachiatum (TI-14 y TI-16), T.
harzianum (Thzcf-12 y Thz-8) y T. koningii (Tkcf-
1) produjeron mayor cantidad de 6-pentil-a-pirona

en los cultivos

liguidos y mayor efecto in

vitro con valores de inhibicion de 36,6-47,6 y
32,0-42,6 % para F. oxysporum y F. subglutinans,
respectivamente. Parcialmente concordante con lo
encontrado en el presente estudio, Martinez et al.
(2008) evaluaron y seleccionaron 59 aislados de
Trichoderma spp. con potencial para su
formulacién como biofungicidas en el control de
Rhizoctonia sp. en arroz reportaron que el 90 % de
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los aislados se ubicaron en grado 1y 2 de la escala
de Bell et al. (1982), lo que indica una excepcional
capacidad inhibitoria; también, sefialaron que
multiples aislados presentaron una eficacia de
control en condiciones semicontroladas de campo
superior al 80 %.

En otro estudio, Reyes et al. (2008) evaluaron la
actividad antagonica in vitro de trece aislados de
Trichoderma spp. sobre Rhizoctonia sp. y
encontraron que todos los aislados presentaron un
alto porcentaje de inhibicion del crecimiento del
patdgeno; adicionalmente a esto, se evalud la
eficacia técnica sobre el patdgeno y los resultados
mostraron alta capacidad antagdnica, con diferentes
tipos de interaccion hifal (lisis, vacuolizacion,
enrollamiento y penetracion) y alrededor del 50 %
de efectividad técnica en tres aislados del agente
controlador.

Cabe mencionar que de manera consistente el
aislado Ta9 de Trichoderma asperellum produjo
porcentajes de inhibicibn mayores al 90 % en
ambos ensayos para los dos patégenos analizados,
por lo que podria ser una opcién potencial para la
formulacion de un producto de control bioldgico de
enfermedades en el cultivo de jamaica para las
regiones productoras de Guerrero, México. Los
mecanismos del antagonismo de Trichoderma
spp. son variados e incluye la competencia por
sustrato, espacio y nutrientes, el micoparasitismo
como una simbiosis antagdnica entre organismos,
la producciéon de compuestos inhibidores, la
inactivacion de enzimas del agente pat6geno,
induccion de resistencia (SIR), la produccién de
enzimas liticas y otros metabolitos secundarios
con actividad micotdxica y antagonica (antibiosis)
(Gajera et al., 2013; Abo et al., 2014; Contreras et
al., 2016). Esta actividad antifingica involucra la
produccién de proteasas, celulasas, quitinasas y
glucanasas que afectan la integridad de las
membranas fungosas y la degradacion de la pared
celular de los hongos (Hoyos et al., 2008; Negrete,
2012; Guigon et al., 2014).

En el caso de Oomycetes, cuya pared celular
contiene B-1,3-glucano y celulosa, se sugiere la [3-
1,3-glucanasa como la enzima principal en la lisis
de la pared celular durante la accion
micoparasitica (Michel et al., 2005). Similar a lo
reportado en la presente investigaciéon, multiples
cepas de Trichoderma spp. tienen potencial como
agentes de control bioloégico afectando el

desarrollo de un amplio espectro de fitopatogenos

foliares y del suelo como R. solani,
Colletotrichum  spp., S. sclerotiorum, F.
oxysporum, P. parasitica, P. ultimum vy

Verticillium spp. (Oros y Naéar, 2017; Sunpapao et
al., 2018; Baiyee et al., 2019). De acuerdo con
nuestros resultados, Trichoderma asperellum y
Trichoderma inhamatum son especies con un
amplio espectro de control y con la habilidad de
sintetizar enzimas hidroliticas (quitinasas y
glucanasas) involucradas en la inhibicién de
dichos patégenos (Gonzalez et al., 2012; Guigén
et al., 2014; Jeyaseelan et al., 2012).

Es importante complementar esta investigacion
en fase de campo; sin embargo, basados en los
resultados reportados, se recomienda el uso del
aislado Ta9 de Trichoderma asperellum para su
formulacion en productos de control bioldgico que
se incorporen en un sistema de manejo integrado y
ecoldgico fitosanitario en el cultivo de jamaica (H.
sabdariffa) en Guerrero.

Andlisis de regresion. Mediante el analisis de
regresion lineal (Figura 1) pudo observarse una
estrecha relacion entre la concentracion de
glucanasas, quitinasas Yy el porcentaje de
inhibicién de los agentes patogénicos. La relacion
entre la concentracién de la actividad especifica
de quitinasas y los porcentajes de inhibicion
presentaron un comportamiento exponencial
(Figura 1A,B); por otra parte, en el caso de las
glucanasas se presentd un comportamiento de tipo
logistico (Figura 1C,D). Cabe mencionar que la
regresion entre las glucanasas y el porcentaje de
inhibiciobn de P. parasitica solamente fue
significativa para el caso de actividad total de la
enzima.

Estos resultados son comparativos a los
reportados por Quecine et al. (2008) quienes
encontraron una correlacion positiva (r = 0,65-
0,79) entre la produccion quitinolitica de
Streptomyces spp. procedente de citricos vy
antagonismo frente a Colletotrichum sublineolum,
Guignardia citricarpa, R. solani y F. oxysporum.
Anélogo a lo reportado en el presente estudio,
Kiglik y Kivang (2005) estudiaron las
interacciones in vitro entre cepas de Trichoderma
harzianum y algunos fitopatégenos del suelo
(Gaeumannomyces  graminis  var.  Tritici,
Fusarium culmorum y F. moniliforme), reportaron
que todas las cepas de T. harzianum probadas
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produjeron alta actividad enzimatica de [-1,3
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Figura 1. Analisis de regresion entre la actividad enzimética y el porcentaje de inhibicion del patégeno.
A. Actividad especifica de quitinasas e inhibicion de F. oxysporum; B. Actividad especifica de
quitinasas e inhibicion de P. parasitica; C. Actividad especifica de glucanasas e inhibicion de
F. oxysporum; D. Actividad total de glucanasas e inhibicion de P. parasitica

CONCLUSIONES

Todas las cepas analizadas (Til4 Tal0O, Tall,
Ta6 y Ta9) fueron capaces de producir enzimas
liticas (glucanasas y quitinasas), mostrando
valores heterogéneos, aln entre cepas de la misma
especie. El aislado Ta9 de Trichoderma
asperellum produjo la mayor actividad de
quitinasas, mientras que el aislado Til4 de
Trichoderma inhamatum super6 a las demas en la
actividad de glucanasas. Todos los filtrados de las
cepas de Trichoderma spp. presentaron
porcentajes de inhibicion significativos. Se detectd
una relacién directa y significativa entre la
actividad enzimatica y la inhibicién del
crecimiento de los filtrados de Trichoderma spp.
sobre los agentes patdgenos. El aislado Ta9

presentd de forma consistente los mejores
resultados por lo que se recomienda para su
formulacion en productos de control biolégico y
su incorporacion en sistemas de manejo integrado
del cultivo de jamaica en Guerrero, México. Este
estudio sirve como base para el desarrollo de
tecnologias de control bioldgico de enfermedades
mediante el aislamiento y evaluacion de cepas
nativas de agentes de biocontrol en otras regiones
productoras y para multiples cultivos.
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