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SUMMARY
Background: Mexico is the seventh largest producer of jamaica in the world, Guerrero represents the entity with
the largest area planted and produces >60% of the country's jamaica. The crop has numerous phytosanitary
limitations, among which the chalice staining associated with a fungal complex stands out. The main damage
occurs in flowering, reporting losses of 50 to 100% in areas without adequate phytosanitary management. The use
of strains of Trichoderma spp. with antagonistic capacity, it represents a viable ecological alternative for the
ecological management of the disease. Objective: to identify native strains of Trichoderma spp. and to evaluate
its antagonistic capacity in vitro on important phytopathogenic fungi in the cultivation of hibiscus. Methodology:
the research was developed in the 2018-2019 cycle in the Microbiology Laboratory of the Faculty of Agricultural
and Environmental Sciences of University of Guerrero, Iguala, Guerrero. Systematic soil samplings were carried
out in jamaica producing areas in Tecoanapa, Guerrero. The isolates were obtained by serial decimal dilutions and
consecutive re-isolates until obtaining pure monosporic colonies. The isolates generated were identified
morphologically and molecularly. The antagonistic capacity in vitro of each Trichoderma isolate was evaluated
against purified monosporic strains of Phytophthora parasitica, Fusarium oxysporum, Corynespora cassicola and
Coniella diplodiella. A completely randomized design was established with four repetitions per interaction, an
analysis of variances and multiple comparison of means (Tukey, p <0.05) of the variables was performed:
percentage of radial growth inhibition (PICR), days until first contact between hyphae (DCH) and area of
intersection. Four isolates of Trichoderma spp. with particular morphological and growth characteristics. Results:
with the help of the keys of Barnett and Hunter (1998) and Samuels (2006), and the sequences resulting from the
molecular tests, it was possible to identify with 99% similarity to T. virens and T. longibrachiatum as Trichoderma
species dominant in soils of jamaica producing areas of Guerrero. The results indicated that all the isolates
significantly reduced the size of the colonies of the phytopathogens; the TI4 isolates consistently presented the
highest PICRs (75-95%); Phytophthora parasitica was the organism for the most part, and Coniella diplodiella
presented the greatest resistance to invasion by antagonist agents. Isolate T4 was identified as the one that most
inhibited the development of all pathogenic agents (89.25%). In dual confrontations, the hyphae of both
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microorganisms made contact at 3.25 days after sowing on average. Isolate T14 (T. longibrachiatum) was identified
as the one with the highest levels of interaction zone and based on the linear regression analysis and Pearson's
correlation coefficient, a wide relationship between the zone area of interaction and the percentage of inhibition
of the control agents. Implications: It is proposed to continue the study in the field phase, incorporating what was
obtained in an integrated pest management (IPM) system. Conclusions: these results contribute to the agronomic
management of jamaica in the region as a precedent in the search for alternatives for managing diseases with low
environmental impact, also contributing to the determination of the etiology of the disease.
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RESUMEN

Antecedentes: México es el séptimo productor de jamaica en el mundo, Guerrero representa a la entidad con la
mayor superficie sembrada y produce mas del 60 % de la jamaica del pais. El cultivo presenta numerosas limitantes
fitosanitarias, entre las que destaca el manchado de caliz asociado a un complejo de hongos. El principal dafio se
presenta en floracion reportdndose pérdidas del 50 a 100% en areas sin manejo fitosanitario adecuado. El uso de
cepas de Trichoderma spp. con capacidad antagénica, representa una alternativa ecologica viable de manejo
ecoldgico de la enfermedad. Objetivo: identificar cepas nativas de Trichoderma spp. y evaluar su capacidad
antagénica in vitro sobre hongos fitopatégenos de importancia en el cultivo de jamaica. Metodologia: la
investigacion se desarrolld en el ciclo 2018-2019 en el Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Ciencias
Agropecuarias y Ambientales de la Universidad Auténoma de Guerrero, en lIguala, Guerrero. Se realizaron
muestreos sistematicos de suelo en areas productoras de jamaica en Tecoanapa, Guerrero. Los aislados se
obtuvieron por diluciones decimales seriadas y re-aislamientos consecutivos hasta obtener colonias monospoéricas
puras. Los aislados generados se identificaron morfolégica y molecularmente. Se evalu6 la capacidad antagonica
in vitro de cada aislado de Trichoderma contra cepas monospdricas purificadas de Phytophthora parasitica,
Fusarium oxysporum, Corynespora cassicola y Coniella diplodiella. Se establecié un disefio completamente al
azar con cuatro repeticiones por interaccién, se realizé un analisis de varianzas y comparacion multiple de medias
(Tukey, p < 0.05) de las variables: porcentaje de inhibicién de crecimiento radial (PICR), dias hasta primer
contacto entre hifas (DCH) y zona de interseccion. Se obtuvieron cuatro aislados de Trichoderma spp. con
caracteristicas morfoldgicas y de crecimiento particulares. Resultados: con la ayuda de las claves de Barnett y
Hunter (1998) y Samuels (2006), y las secuencias resultantes de las pruebas moleculares se pudo identificar con
99 % de similitud a T. virens y T. longibrachiatum como las especies de Trichoderma dominantes en suelos de
zonas productoras de jamaica en Guerrero. Los resultados indicaron que todos los aislados redujeron
significativamente el tamafio de las colonias de los agentes fitopatdgenos; de manera consistente el aislamiento
TI4 present6 los PICR maés altos (75 — 95%); Phytophthora parasitica fue el organismo mayormente inhibido y
Coniella diplodiella presentd la mayor resistencia a la invasion de los agentes antagonistas. Se identificé al
asilamiento T14 como aquel que inhibié mayormente el desarrollo de todos los agentes patogénicos (89.25%). En
confrontaciones duales las hifas de ambos microorganismos hicieron contacto a los 3.25 dias después de la siembra
en promedio. Se identific a al aislamiento T14 como aquel con los niveles de zona de interaccion mas altos y en
base en el anlisis de regresion lineal y el coeficiente de correlacion de Pearson, pudo determinarse una amplia
relacion entre el area de zona de interaccion y el porcentaje de inhibicién de los agentes de control. Implicaciones:
Se plantea continuar el estudio en fase de campo incorporando lo obtenido en un sistema de manejo integrado de
plagas (MIP). Conclusiones: estos resultados contribuyen al manejo agronémico de la jamaica en la regién como
precedente en la busqueda de alternativas de manejo de enfermedades con bajo impacto ambiental, aportando
también a la determinacion de la etiologia de la enfermedad.

Palabras clave: aislado; control bioldgico; cultivo dual; enfermedad; Hibiscus sabdariffa; Trichoderma spp.

INTRODUCCION El cultivo presenta numerosas limitantes
fitosanitarias entre las que destaca el manchado de

La jamaica (Hibiscus sabdariffa L.) es originaria de
India y zonas aledafias en el continente asiatico
(Morton, 1987). México es el séptimo productor del
cultivo con un 6 % de la produccién mundial (98,000
ton/afio) (FAO, 2015). En el estado de Guerrero, se
cultivan alrededor de 14 mil ha de jamaica, la entidad
representa al principal productor a nivel nacional con
mas del 60 % de la produccion (SIAP, 2017). En la
entidad, la principal zona productora se ubica en los
municipios de Ayutlay Tecoanapa (SIAP, 2017). En
estas regiones, el cultivo de jamaica es una actividad
agricola importante por ser una fuente de empleos e
ingresos econémicos de cientos de familias.

caliz, asociado a un complejo de hongos y
oomicetos, principalmente Phytophthora parasitica,
Fusarium oxysporum, Corynespora cassicola y
Coniella diplodiella. Los sintomas tipicos de la
enfermedad son la necrosis basal, marchitez
generalizada, clorosis en hojas, manchado y
pudricion de céliz y muerte de la planta (Amrutha et
al., 2014; Mohiddin et al., 2010). En afios recientes
la enfermedad ha tomado importancia economica,
presenta una amplia distribucion y se considera el
principal problema fitosanitario del cultivo. El
principal dafio se presenta en floracién ocasionando
pérdidas significativas en la produccion de calices de
calidad (Ortega-Acosta, 2015). Se calcula que la
enfermedad puede ocasionar pérdidas del 50 a 100%
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en areas sin manejo fitosanitario adecuado (Ortega-
Acosta, 2015; Michel-Aceves et al., 2019).

En las zonas productoras de la entidad, el manejo
fitosanitario es limitado. Ademas, no se realizan
aplicaciones de fungicidas debido a la naturaleza del
producto final (consumo en fresco o infusion de
calices). En base a lo anterior, es necesario generar
alternativas inocuas de manejo de la enfermedad. El
control bioldgico de la enfermedad mediante el uso
de antagonistas naturales, es una alternativa viable
con caracteristicas ecologicas y sustentables.
Trichoderma spp., es una especie ampliamente
utilizada para el control de plagas y enfermedades
disminuyendo la dependencia al uso de medios
quimicos (Ezziyyani et al., 2004).

El género de Trichoderma spp., cuenta con mas de
200 especies ampliamente distribuidas en diversas
regiones geograficas y zonas climaticas en el mundo
(Michel-Aceves et al., 2019); la actividad antagonica
de Trichoderma spp. en hongos fitopatdgenos se
basan en la asociacién de mdaltiples mecanismos
como la competencia por nutrientes y espacio, el
micoparasitismo, antibiosis e induccion de
respuestas de defensa (De Aguiar et al., 2014;
Gilchrist-Ramelli, 2015; Vargas-Hoyos, 2015).
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
germinacion de esporas, elongacion del tubo
germinativo y, por lo tanto, la invasion a la planta
(Marcello et al., 2010; Romero-Cortes et al., 2016).
Ademas del conocido mecanismo de antagonismo
con otros microorganismos, Trichoderma spp, esta
asociada con la rizosfera de plantas promoviendo la
solubilizacion de fosfatos, magnesio, hierro y
manganeso; asi como la sintesis de sustancias
promotoras del crecimiento (Garcia-Espejo et al.,
2016; Sharma et al., 2017; Torres-De la Cruz et al.,
2015). En base a lo anterior, en la presente
investigacion se planted el objetivo de identificar y
caracterizar morfoldgica y molecularmente cepas
nativas de Trichoderma spp. y evaluar su capacidad
antagénica in vitro sobre hongos fitopatégenos de
importancia en el cultivo de jamaica como una
alternativa de manejo fitosanitario inocua,
sustentable y redituable.

MATERIALES Y METODOS
Sitio experimental

La investigacion se desarrollé durante el ciclo 2018-
2019 en el Laboratorio de Microbiologia de la
Facultad de Ciencias Agropecuarias y Ambientales
de la Universidad Auténoma de Guerrero, en Iguala,
Guerrero.
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Muestreo

Se realizaron muestreos sistematicos de suelo en
areas productoras de jamaica (H. sabdariffa) de la
localidad de Villa Hermosa municipio de
Tecoanapa, Guerrero. Se utilizd un muestreo en
cinco de oros, se tomaron muestras de suelo a 20 cm
de profundidad, eliminando los primeros 4 cm. Se
obtuvo una muestra compuesta de 4 Kkg, se
homogeneizd y se tomé 1 kg. La muestra se
almacend, etiqueté y mantuvo a 10 °C hasta su
procesamiento en laboratorio.

Aislamiento de Trichoderma spp.

Los aislamientos se realizaron en base a la
metodologia propuesta por Sandoval y Stefanova
(2000). Se realizaron diluciones decimales seriadas
para esto, se pesd 1 g de suelo por muestra y se
diluyé en 9 mL (1:10 p/v) de agua destilada estéril
para preparar una solucién madre. A partir de esta,
se realizaron tres diluciones decimales seriadas
sucesivas hasta 1X10-3, Se tomaron 0.1 mL de dichas
diluciones para realizar la siembra en cajas Petri con
medio de cultivo PDA (23 g L) apH 5.6 +0.2. Se
utilizaron tres repeticiones por disolucién por
muestra de suelo. Las cajas Petri fueron mantenidas
por 10 dias a 25 + 1°C en donde se realizaron
observaciones diarias. En condiciones de asepsia, se
tomaron porciones superficiales de las colonias con
mayor crecimiento y presencia de micelio con
caracteristicas morfolégicas y de crecimiento tipicas
de Trichoderma spp. (crecimiento con areas verdes
y formacién de anillos concéntricos). A partir de
estas, se prepard una suspension de 1X10 esporas
por mL y se realiz6 una re-siembra en medio agua
agar (25 g L1). Del crecimiento micelial de estas
cepas, se obtuvo de cada caja y con la ayuda de un
microscopio estereoscopico, una sola espora
germinada que fue re-sembrada en una nueva caja
Petri con medio PDA con el objetivo de generar
aislados monospdricos que garanticen la pureza
genética y reduzcan el riesgo de contaminacién. La
caracterizacion de los especimenes obtenidos se
realiz6 en base a las claves de Barnett y Hunter
(1998) y Samuels (2006), con la ayuda de un
microscopio  compuesto,  se identificaron
caracteristicas tipicas del género, como el desarrollo
de conidioforos hialinos muy ramificados, no
verticilados, con fialides individuales o en grupos,
con fialeconidios hialinos unicelulares, ovoides
formados en pequefios racimos terminales. Las
colonias puras fueron conservadas en tubos de
ensayo con aceite mineral para su uso posterior.

Caracterizacion molecular

Los aislados purificados se sembraron nuevamente
en cajas Petri con medio PDA que se mantuvieron
por siete dias a 25 =+ 1 °C. La extraccion de DNA
para la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) y
secuenciacion de productos se realiz6 de acuerdo
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con la metodologia propuesta por Rojas-Martinez et
al. (2016). La PCR se realiz6 usando los iniciadores
universales (ITS), ITS 5 (5-GGA AGT AAA AGT
CGT AAC AAG G-3") e ITS 4 (5-TCC TCC GCT
TAT TGA TAT GC-3’). Las PCR’s se llevaron a
cabo en un termociclador C-1000 (Bio-Rad,
EE.UU.), las condiciones de amplificacion fueron:
desnaturalizacién inicial a 95 °C por 3 min, 35 ciclos
de 95 °C por 305,55 °C por 30 sy 72 °C por 1 min,
por ultimo, la extensién final a 72°C por 10 min. Las
secuencias obtenidas se analizaron con el software
BioEdit y mediante la herramienta Blast del National
Center Biotechnology Information (NCBI) se
determiné su identidad comparando con secuencias
reportadas.

Evaluacion del antagonismo in vitro por técnica
de cultivo dual

Se utilizaron cepas monospéricas purificadas de
Phytophthora parasitica, Fusarium oxysporum,
Corynespora cassicola identificadas y obtenidas en
el Instituto de Fitopatologia del Colegio de
Postgraduados, México con nimeros de depdsito en
el GenBank: KM519189, KM519188 y KM207768
respectivamente  (Ortega-Acosta, 2015); y de
Coniella diplodiella de la Facultad de Ciencias
Agropecuarias de la UAGro con ID Bankit:
2169900. Las pruebas de cultivo dual se realizaron
en base a la propuesta de Morton y Stroube (1955);
se obtuvieron colonias puras del oomyceto y hongos
fitopatdgenos antes mencionados, desarrollados en
cajas Petri de 8 cm de didmetro con medio de cultivo
PDA (25 g L) en condiciones de luz: oscuridad de
8:16 horas a 25°C. Una vez obtenidas las colonias
puras, se colocd un disco (fragmento de micelio 0.5
mm de didmetro) de un agente fitopatdgeno a 2 cm
de la periferia de la caja Petri (8 cm de diametro) con
medio de cultivo; inmediato a lo anterior, se
colocaron en dichas cajas Petri, fragmentos similares
con micelio de cada uno de los antagonistas (Tv1,
Tv2, TI3, Tl4) segln su interaccion respectivamente
(Tabla 1) con el objetivo de observar el
enfrentamiento en colonias desarrolladas (pruebas
de enfrentamiento dual) entre los cuatro agentes
patogénicos y cuatro cepas de Trichoderma spp.
caracterizadas como: Tv1, Tv2, TI3, Tl4; lo anterior,
generd 16 interacciones diferentes (Tabla 1). Los
cultivos se mantuvieron en condiciones de luz:
oscuridad de 8:16 horas a 25°C durante 10 dias. Para
el caso de los testigos (solo crecimiento de agentes
fitopatdgenos), se incubaron colonias de cada uno de
los agentes patogénicos respectivamente en cajas
Petri con medio de cultivo PDA por diez dias en
condiciones de luz: oscuridad de 8:16 horas a 25°C,
cada 12 horas se registrd el crecimiento (invasion) de
la colonia con la finalidad de realizar las
comparaciones y analisis respectivos.

Alos 10 dias después de la siembra (dds) de las cepas
de Trichoderma spp. se evalud la capacidad
antagonica de los aislados mediante la obtencion del
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porcentaje de inhibicion del crecimiento radial
(PICR). Este porcentaje se calculd aplicando la
féormula de Meza et al. (2008):

picr == R2 100
= *
R1

Donde R1 es el radio de colonias de hongos
fitopatdgenos creciendo libre de antagonistas y R2 es
el radio de colonias de hongos fitopatogenos
creciendo en enfrentamiento con cepas antagonistas.

Tabla 1. Interacciones entre organismos
fitopatdgenos y aislados de cepas de Trichoderma
spp. nativas de zonas productoras de jamaica
(Hibiscus sabdariffa L.) en Guerrero, México.
Interacciones en pruebas de
enfrentamiento dual

Interaccion  Aislados de Fitopatdgeno
Trichoderma

spp.
1 Tvl Phytophthora
parasitica
2 Fusarium
oxysporum
3 Corynespora
cassicola
4 Coniella
diplodiella
5 Tv2 Phytophthora
parasitica
6 Fusarium
oxysporum
7 Corynespora
cassicola
8 Coniella
diplodiella
9 TI3 Phytophthora
parasitica
10 Fusarium
oxysporum
11 Corynespora
cassicola
12 Coniella
diplodiella
13 Tl4 Phytophthora
parasitica
14 Fusarium
oxysporum
15 Corynespora
cassicola
16 Coniella
diplodiella

Ademas, mediante lecturas cada 12 h a partir de la
siembra, se obtuvo el nimero de dias al primer
contacto entre hifas (DCH); se determiné el area de
la zona de interseccidn (cm) entre colonias mediante
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mediciones diarias del diametro de interseccién entre
colonias con la ayuda de un vernier digital.

Disefio experimental

Se establecio un disefio completamente al azar, se
utilizaron cuatro repeticiones por interaccion
incluyendo al testigo sin confrontacion. Se realizé un
analisis de varianzas (ANOVA) y comparacién
multiple de medias de las variables: PICR, DCH y
zona de interseccién utilizando la prueba estadistica
Tukey (p < 0.05) con la ayuda del software
estadistico SAS system 12.0.

RESULTADOS Y DISCUSION
Caracterizacion morfoldgica y molecular

Se obtuvieron cuatro aislados (Tv1l, Tv2, TI3y Tl4),
quienes presentaron caracteristicas morfoldgicas y
culturales tipoldgicas del género Trichoderma
(Barnett y Hunter,1998; Samuels,2006), y se
identificaron como T. virens para los aislados Tvly
Tv2 y T. longibrachiatum para los aislados TI3 y
Tl4. Similar a lo anterior, la amplificacion del DNA
ribosomal con cebadores especificos ITS 4 y 5 del
DNA obtenido de los aislados de Trichoderma spp.,
produjeron secuencias de la regién 5.8S del RNA
ribosomal de aproximadamente 525 pb, las
secuencias resultantes se enviaron al NCBI GenBank
para su secuenciacion; se analizaron con la
herramienta BLASTn del NACBI y se encontré 99
% de similitud con T. virens para los aislados Tv1l
(ID de acceso: MK628996) y Tv2 (ID de acceso:
MN197600); y similitud del 99 % con T.
longibrachiatum para los aislados T13 (1D de acceso:
MN202266) y T4 (MN197598). Estos resultados
fueron similares a los obtenidos por Sanchez-Garcia
et al. (2017) quienes, obtuvieron muestras
provenientes de suelo de zonas productoras de frijol
en Celaya, Guanajuato; realizaron aislamientos
sistematicos de donde obtuvieron siete diferentes
aislados de Trichoderma spp. y que, mediante
técnicas moleculares, identificaron dentro de dos
especies, T. harzianum y T. asperellum.

Capacidad antagonica

Se obtuvieron los porcentajes de inhibicién de
crecimiento radial (PICR) de las colonias de los
aislados de Trichoderma spp. (Tabla 2), los
resultados indicaron que todos los aislados redujeron
significativamente el tamafio de las colonias de los
agentes fitopatogenos, inhibiendo e invadiendo su
area de crecimiento y desarrollo; de manera
consistente el aislamiento T4 present6 los PICR méas
altos (75 — 95%); Phytophthora parasitica fue el
organismo mayormente inhibido por todos los
aislados, por otro lado, Coniella diplodiella present6
la mayor resistencia a la invasion de los agentes
antagonistas (Tabla 2).
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Tabla 2. Analisis de comparacion de medias de
los porcentajes de inhibicion de crecimiento
radial (PICR), dias hasta primer contacto entre
hifas (DCH) y zona de interseccion de multiples
interacciones entre agentes fitopatégenos y
aislados de  Trichoderma spp. nativos
provenientes de zonas productoras de jamaica
(Hibiscus sabdariffa L.) en Guerrero, México.

Interaccion PICR Zona de
de aislados y %)3 DCH interseccion
fitopatégenos (%) (cm)
TI4*vs P.p.2 95 a* 4 48a
TvlvsP.p. 92b 3 46D
Tv2 vs P.p. 85¢ 3 3.8¢
TI3 vs P.p. 85¢c 3 3.3d
Tl4 vs F.o. 75 e 5 38a
TvlvsF.o. 75e 5 36b
Tv2 vs F.o. 72 f 5 3.2¢c
TI3vs F.o. 659 3 29d
Tl4 vs C.c. 95 a 4 4.7 a
TvlvsC.c. 85¢ 3 39b
Tv2 vs C.c. 82d 3 35¢
TI3 vs C.c. 75¢e 3 29d
T4 vs C.d. 92b 2 46a
Tvlvs C.d. 75 e 2 35D
Tv2 vs C.d. 659 2 32¢c
TI3 vs C.d. 659 2 25d

T14: Trichoderma longibrachiatum (aislado 4), TI3:
Trichoderma longibrachiatum (aislado 3), Tvi:
Trichoderma virens (aislado 1) y Tv2: Trichoderma
virens (aislado 2).

2P.p.: Phytophthora parasitica, F.0.: Fusarium
oxysporum, C.c.: Corynespora cassicola, C.d.:
Coniella diplodiella

SPICR: porcentaje de inhibicion de crecimiento
radial; DCH: dias hasta primer contacto entre hifas
(DCH).

“Medias con letras diferentes en la misma columna
difieren estadisticamente segun la prueba de Tukey
(p <0.05).

El analisis de varianzas y la comparacion de medias
pudieron identificar diferencias significativas en
PICR de los asilamientos, y ubic6 a TI4 como aquel
que de manera constante inhibié mayormente el
desarrollo de todos los agentes patogénicos
(89.25%), seguido por Tvl, Tv2 y TI3 con 81.75,
76.00 y 72.50 % respectivamente (Tabla 3). Similar
a lo reportado en este estudio, Michel-Aceves et al.
(2013), evaluaron aislados de T. virens y T.
harzianum en pruebas in vitro contra F. oxysporum
y F. subglutinans aislados de tejido vegetal con
sintomas de escoba de bruja o proliferacion
vegetativa y floral del mango, reportando
inhibiciones de crecimiento superiores al 60 9%,
consideraron a estos aislados como agentes
potenciales de control biolégico de la enfermedad.
Del mismo modo, Espinoza-Ahumada et al. (2018),
reportaron porcentajes de inhibicion del 54.9 a 74.1
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% en aislados de Trichoderma asperellum y de 54.9
a 64.7 % en aislados de T. harzianum contra cepas
de Fusarium sp. provenientes de tejido de raiz y tallo
con sintomas de pudricion en meldn (Cucurbita
melon). Similar a nuestros resultados, Séanchez-
Garcia et al. (2017) pudieron determinar el efecto
antagonico de cepas de Trichoderma spp. en hongos
fitopatdgenos mediante pruebas in vitro, obtuvieron
siete aislados que identificaron molecularmente
dentro de dos especies T. harzianum y T. asperellum;
los aislados inhibieron més de 70 % el crecimiento
micelial de Fusarium spp. y R. solani afectando
raices en frijol. Ruocco et al. (2009) y Corréa et al.,

Romero-Rosales et al., 2021

(2007), mencionan que los contrastes en el
porcentaje de inhibicién entre aislados de la misma
especie de Trichoderma spp., se debe entre otras
caracteristicas, a una diferencia en la actividad
enzimatica (p.e. quitinasas y glucanasas) que acttan
sobre la hidrélisis de paredes celulares que limitan el
crecimiento micelial. En el mismo sentido, Badar y
Qureshi, (2012), sugieren que las diferencias en el
potencial inhibitorio de aislados de Trichoderma
spp. puede estar relacionado con diferencias en la
tasa de sintesis de metabolitos difusibles al medio de
cultivo que ejercen un efecto antagonico contra los
agentes patégenos en particular.

Figura 1. Zona de interacciones de aislados de Trichoderma spp. nativos de zonas productoras de jamaica
(Hibiscus sabdariffa L.) en Guerrero, México. 1. Trichoderma spp. vs Phytophthora parasitica, A. Tl41- P.p. B.
Tv1-P.p. C. Tv2-P.p. D. TI3-P.p. E. Testigo; 2. Trichoderma spp. vs Fusarium oxysporum, A. Tvl- F.0. B. Tv2-
F.0.C. TI3- F.o. D. Tl4- F.0. E. Testigo; 3. Trichoderma spp. vs Corynespora cassicola, A. Tvl- C.c. B. Tv2- C.c.
C. TI3- C.c. D. Tl4- C.c. E. Testigo; 4. Trichoderma spp. vs Coniella diplodiella; A. Tvl- C.d. B. Tv2- C.d. C.

TI3- C.d. D. Tl4- C.d. E. Testigo.
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Tabla 3. Andlisis de comparacion de medias del
promedio de los porcentajes de inhibicion de
crecimiento radial (PICR) por cuatro aislados de
Trichoderma spp. nativos provenientes de zonas
productoras de jamaica (Hibiscus sabdariffa L.)
en Guerrero, México.

Aislados PICR (%)*
TI4! 89.25 a?
Tvl 81.75ab
Tv2 76.00 bc
TI3 72.50 d

1T14: Trichoderma longibrachiatum (aislado 4), TI3:
Trichoderma longibrachiatum (aislado 3), Tv1:
Trichoderma virens (aislado 1) y Tv2: Trichoderma
virens (aislado 2).

2Medias con letras diferentes en la misma columna
difieren estadisticamente segun la prueba de Tukey
(p <0.05).

Contacto entre hifas

En general, los testigos (cajas con crecimiento
Unicamente del fitopatdgeno), cubrieron la superficie
de la caja Petri en ocho dias. En confrontaciones
duales las hifas de ambos microorganismos hicieron
contacto en promedio a los 3.25 dias después de la
siembra. Los aislados de P. parasitica, F.
oxysporum, C. cassicola y Coniella diplodiella,
detuvieron su crecimiento al momento del contacto
con el agente antagonico. Similar a lo reportado en
este estudio, Martinez-Coca et al. (2018),
mencionaron que cepas de T. virens presentaron un
crecimiento acelerado en comparacion con los
aislados del patégeno, cubriendo completamente la
colonia del patégeno a los 4 dias después de la
siembra (dds), lo que las ubicé en la clase 1 de la
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escala de Bell et al. (1982); ademas, las cepas de T.
virens, esporularon sobre la colonia del patégeno
afectando su textura y desarrollo, frenando el
crecimiento de los aislados de Fusarium oxysporum.
Similar a esto, Pérez-Torres et al. (2017)
encontraron que aislados de T. harzianum
presentaron un porcentaje de inhibicion de
crecimiento radial (PICR) del 93.1% a los 4 dds,
después de 5 dds el PICR aumenté a 100%. Asi
también, Rios-Velazco et al. (2016) observaron el
contacto entre hifas al sexto dia de la siembra de T.
asperellum en pruebas duales con F. oxysporum, B.
cinerea, P. crustosum y A. Alternata.

Zona de interseccion

En la Figura 1, se muestra el crecimiento en la
confrontacion dual de las especies de Trichoderma
spp, contra los fitopatdgenos P. parasitica, y C.
cassicola, F. oxysporum y Coniella diplodiella en
donde se aprecian diferencias morfoldgicas
evidentes. En la zona de interseccién, pudieron
observarse variaciones de distancia de 2.5 a 4.8 cm,
el analisis estadistico permitié identificar al
aislamiento TI4 como aquel que de manera
consistente presentdé los niveles de zona de
interaccibn mas altos para todos los agentes
fitopat6genos; por otra parte, la cepa TI3 obtuvo los
valores de zona de interaccion mas bajos, esto
evidencia  caracteristicas de  patogenicidad,
competencia y desarrollo diferentes aun entre la
misma especie (Tabla 2). Los cuatro aislados
mostraron una coloracion amarilla en el medio de
cultivo PDA, esto esta relacionado con una mayor
produccion de metabolitos volatiles y no volétiles
con caracteristicas antimicrobiales que se sintetizan

o

oo
.
o

o
.
.o

Zona de interaccion (cm)

Figura 2. Andlisis de regresion lineal simple, coeficiente de correlacion de Pearson (r) y coeficiente de
determinacién (R?) del porcentaje de inhibicion y la zona de interaccion entre agentes fitopatogenos y aislados de
Trichoderma spp. nativos provenientes de zonas productoras de jamaica (Hibiscus sabdariffa L.) en Guerrero,

México.
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al momento del contacto y esta asociado a niveles de
antagonismo (Gonzalez et al., 2012; Hernandez et
al., 2016, Martinez et al., 2018). Similar a lo
reportado en este estudio, Hernandez (2016),
mencionan que la zona de interaccion de 31 cepas de
Trichoderma spp. sobre R. solani y fluctu6 de 6 a
2.97 cm. En base al analisis de regresién lineal y el
coeficiente de correlaciéon de Pearson (Figura 2),
pudo determinarse una amplia relacion entre el area
de zona de interaccién con el porcentaje de
inhibicion de los agentes de control; lo que indica
que este factor (zona de interaccion) es un elemento
asociado a la agresividad y habilidad competitiva de
un aislamiento antagonico. La reduccién en la tasa
de crecimiento del patégeno en cultivos duales es un
indicador de la capacidad antagdénica de
Trichoderma spp. y puede visualizarse en un
aumento en la zona de interseccién y reduccion del
diametro de las colonias patogénicas (Guigén-Lo6pez
et al.,, 2010). Es importante complementar la
investigacion en fase de campo, sin embargo,
basados en los resultados reportados, se recomienda
el uso de la cepa TI4 para su formulacion de
productos de control biol6gico que se incorporen en
un sistema de manejo integrado y ecoldgico
fitosanitario en el cultivo de jamaica (H. Sabdariffa)
en Guerrero.

CONCLUSIONES

Se identificaron cuatro aislados de Trichoderma spp.
con caracteristicas morfoldgicas y de crecimiento
particulares (TI4, Tvl, Tv2 y TI3) las cuales se
caracterizaron molecularmente dentro de dos
especies: T.virensy T. longibrachiatum. La cepa Tl4
mostrd las mejores caracteristicas inhibitorias, sin
embargo, todos los aislados presentaron en promedio
porcentajes de inhibicion de crecimiento radial
superiores al 70%. Se plantea utilizar a T4 como
cepa base para la formulacién de productos de
control biolégico que se incluyan dentro de una
estrategia ecoldgica de manejo integrado de plagas
en el cultivo de jamaica para la region productora del
estado de Guerrero, México y como antecedente para
su implementacidn en otras regiones.
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