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RESUMEN: Trichoderma asperellum Samuels, Lieckf. & Nirenberg (Tal3-17) es un habitante natural del suelo que presenta
cualidades como controlador bioldgico de patégenos fungicos. Posee mecanismos con efecto antagbnico, como son la
competencia por espacio y nutrientes, la produccion de metabolitos secundarios y enzimas liticas relacionadas con antibiosis
y micoparasitismo, respectivamente. El objetivo del estudio fue determinar, in vitro, la capacidad de biocontrol de la cepa
nativa 7. asperellum Samuels, Lieckf. & Nirenberg (Tal3-17) contra hongos patogenos aislados de Solanum lycopersicum L.
Se enfrentd a 7. asperellum contra cinco hongos fitopatogenos aislados de tomate, en placas Petri con medio PDA en cultivo
dual. Se calcularon el porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial (ICM) y el grado de micoparasitismo. Para calcular la
antibiosis, se prepar6 cultivo PDA en combinacién con filtrado liquido de 7. asperellum. Se sembr6 un disco de micelio de
cada fitopatdgeno y se determinaron ICM, inhibicion de esporulacién y germinacion de conidios. Adicionalmente, se evalud
la produccion de quitinasas y glucanasas de 7. asperellum en medio minimo. El disefio experimental fue completamente al
azar. Los tratamientos en cada experimento se compararon mediante analisis de varianza seguido de la prueba de Tukey para
p<0,05. Los datos se procesaron en el paquete estadistico InfoStat. La cepa exhibidé actividad enzimatica de quitinasas y
glucanasas desde el tercer dia posterior a la siembra e inhibi6 el crecimiento de los hongos fitopatégenos en, al menos, 55 %.
Se produjo 100 % de micoparasitismo en C. lunata (ITC22) y A. alternata (ITC24) al onceavo dia; mientras que, en el resto
de los fitopatdgenos, se tuvo al menos 92,05 %. Las pruebas de antibiosis mostraron 100 % ICM para F. equiseti (ITC32) y
100 % de inhibicion de esporulacién y germinacion de conidios en C. cassiicola (ITC23), A. alternata (1ITC24) y F. equiseti
(ITC32).

Palabras clave: actividad enzimatica, antibiosis, competencia, control bioldgico, fitopatdogenos, micoparasitismo.

ABSTRACT: Trichoderma asperellum Samuels, Lieckf. & Nirenberg (Tal3-17) is a natural habitant of the soil that presents
qualities as a biological control of fungal pathogens. It has mechanisms with antagonistic effects such as competition for
space and nutrients, production of secondary metabolites, and lytic enzymes related to antibiosis and mycoparasitism. The
objective was to evaluate the in vitro biocontrol capacity of the native strain 7. asperellum (Tal3-17) against pathogenic fungi
isolated from Solanum lycopersicum L. In dual culture in Petri dishes containing PDA, T. asperellum was confronted against
five phytopathogenic fungi isolated from tomato. The percentage of inhibition of mycelial growth (ICM) and the degree of
mycoparasitism were calculated. To calculate the antibiosis, ICM, sporulation inhibition and germination of conidia were
determined in mycelium disks of each phytopathogen grown on PDA medium with liquid filtrate of 7. asperellum added.
Additionally, chitinase and glucanase production by 7. asperellum was evaluated in minimal medium. A completely
randomized design was used. The antagonist exhibited chitinase and glucanase activities from day three after sowing and
inhibited growth of the phytopathogenic fungi at least 55 %. On the eleventh day, 100 % mycoparasitism was observed in C.
lunata (ITC22) and A. alternata (ITC24); the rest of the phytopathogens showed at least 92,05 %. Antibiosis tests showed
100 % ICM for F. equiseti (ITC24) and 100% inhibition of sporulation and germination of conidia in C. cassiicola (ITC23),
A. alternata (ITC23), and F. equiseti (ITC32).

Keywords: enzymatic activity, antibiosis, competition, biological control of phytopathogens, mycoparasitism.

INTRODUCCION su control, es comun la aplicacion de fungicidas sinté-
ticos; sin embargo, existe una creciente necesidad de
desarrollar productos alternativos para el manejo de
estas y otras enfermedades, que ofrezcan un control
facil y econémicamente viable (1, 2).

El tomate (Solanum lycopersicum L.) es de las hor-
talizas mas consumidas y de mayor area cultivada a
nivel mundial. La incidencia de enfermedades de etio-
logia fungosa es una constante para su cultivo. Para
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Entre los microorganismos del suelo con mayor es-
tudio utilizados en el control bioldégico de enfermeda-
des sobresalen las especies de Trichoderma; estas son
cosmopolitas, habitantes naturales del suelo, saprofi-
tas, que se caracterizan por su plasticidad bioldgica
y por evidenciar accion antagonista hacia hongos fito-
patogenos (3, 4). Trichoderma spp. ejerce biocontrol
sobre diferentes hongos patégenos de plantas como
Fusarium spp., Colletotrichum spp. Curvularia sp. y
Alternaria sp., entre otros (5).

En la agricultura, se utilizan especies de
Trichoderma como biofungicidas comerciales, debido
a su competencia microbiana y a la colonizaciéon que
ejercen en la rizosfera, ya que limitan el nicho ecolo-
gico de hongos fitopatdgenos (6). Ademas, estudios
en especies nativas de Trichoderma demuestran ma-
yor efectividad que los productos comerciales en el
control de fitopatogenos. Dicho efecto se atribuye a
la produccion de metabolitos y enzimas liticas relacio-
nadas con el efecto de antibiosis y micoparasitismo
(7). El objetivo de este trabajo fue evaluar in vitro la
capacidad de biocontrol de la cepa mexicana Tal3-17
de Trichoderma asperellum contra hongos patégenos
aislados de S. lycopersicum.

MATERIALES Y METODOS

El material fungico pertenece al cepario del Labo-
ratorio de Fitopatologia del Tecnologico Nacional de
M¢éxico/Campus Conkal, Yucatan, México, con ubi-
cacion geografica de 21° 4' N y 89° 31' O. Las
cepas se encontraban en conservacion en medio de
cultivo (Papa-Dextrosa-Agar mas aceite mineral) y ba-
jo condiciones de laboratorio (28+2°C, luz/oscuridad
durante 8-16 h). Se utilizaron cinco hongos fitopato-
genos Curvularia lunata (Wakker) Boedijn (ITC22),
Corynespora cassiicola Berk. & M.A. Curtis (ITC23),
Alternaria alternata (Fr.) Keissl (ITC24), Fusarium
equiseti (Corda) Sacc. (ITC32) y Fusarium oxysporum
Smith & Swingle (ITC33); aislados de diferentes orga-
nos de S. lycopersicum.

Como antagonista se utilizd la cepa mexicana
Trichoderma asperellum (Tal3-17), previamente aisla-
da de raiz y tallo de chile (Capsicum annuum L.)
cv. Criollo; la cual cuenta con estudios previos de
actividad antagdénica y promotora de crecimiento ve-
getal (informacion no publicada) y cuya secuencia
genética se encuentra en la base de datos del Na-
tional Center for Biotechnology Information (https://
www.ncbi.nlm.nih.gov/)

Competencia por espacio en cultivos duales

Para comparar la velocidad de crecimiento entre el
antagonista y los fitopatégenos, a partir de monoculti-
vos flingicos con siete dias de crecimiento, se tomaron
discos de micelio (5 mm de diametro) de las cepas
en estudio; se depositaron en puntos equidistantes en

placas Petri (90 mm de didmetro) que contenian me-
dio de cultivo PDA. Se consideraron cuatro réplicas
por hongo fitopatogeno en enfrentamiento dual y los
respectivos controles sin el antagonista; el crecimiento
micelial se registré durante 13 dias (8).

Las placas se mantuvieron a 28+2°C bajo un régi-
men de luz/oscuridad durante 8-16 horas, se tomo el
registro del crecimiento a partir del segundo dia de la
siembra (9). Para calcular la competencia, se determi-
no la inhibicidn del crecimiento micelial (ICM) con la

formula PICR = BL2E2x100

Donde:

PICR: porcentaje de inhibicion del crecimiento ra-
dial

R1: radio del patégeno testigo
R2: radio del patégeno (10).

Micoparasitismo

Para estimar el porcentaje de micoparasitismo de 7.
asperellum Tal3-17 sobre los hongos fitopatogenos,
se utilizo el procedimiento indicado en competencia
por espacio en cultivos duales. Cuando el antagonista
sobrecrecid la cepa del patégeno (onceavo dia), se
compar6 con la escala propuesta por Bell et al. (11)
de cinco clases, a las que se les asignaron valores en
porcentaje: 1=100 %; 2=92,05 %; 3=50 %; 4=7,95 %
y 5=0 %, obtenidas con el programa 2LOG v. 1.0.
(12).

Antibiosis

Para determinar la capacidad de inhibicion del cre-
cimiento micelial (ICM) de los fitopatogenos, causada
por metabolitos no volatiles producidos por el antago-
nista, se dejo crecer a T. asperellum Tal3-17 en medio
de cultivo caldo de papa mas dextrosa (PDB) durante
21 dias; posteriormente, se filtro a través de una gasa
estéril. El filtrado se colocd en tubos Falcon de 50 ml,
se centrifugd cuatro veces (20 minutos, 3000 rpm) y
se recupero el sobrenadante en un matraz de 500 ml.
Para eliminar las esporas del antagonista, el filtrado
se paso tres veces a través de un filtro millipore de
0,22 um. Este filtrado se usd en la preparacion de
medio PDA (1:1 V/V). La incorporacion del filtrado
al medio PDA se realizo antes que solidificara. En el
centro de la placa Petri se sembr6 un disco de micelio
de 5 mm de cada cepa de los fitopatogenos de siete
dias de crecimiento (13).

Cada cepa del hongo fitopatdogeno se consider6 co-
mo tratamiento con cuatro repeticiones, con sus res-
pectivos testigos sembrados en medio PDA sin adicion
del filtrado. Las placas se incubaron a una temperatura
entre 28+2°C. Se midi6 el radio de crecimiento de
los fitopatogenos cada tres dias hasta que los testigos
llenaron las placas.

El porcentaje de inhibicion del crecimiento radial se
estimoé con la formula propuesta por Samaniego (10).
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Se determind la esporulacion en los tratamientos
donde hubo crecimiento micelial del hongo fitopato-
geno. Para ello se agregaron 10 ml de agua destilada
estéril y se realizé un raspado de micelio con un porta
objetos; se filtro a través de una gasa, se tomaron
10 pl de la solucion de esporas y los conidios se con-
taron en una camara Neubauer. Se calcul6 el porcenta-
je de inhibicion de esporulacion (IE) con la férmula

%wlE = Lest=Tratyq00

Donde
IE = Inhibicién de esporulacion
Test=Numero de conidios sin filtrado
Trat= Numero de conidios con filtrado.

Para determinar la inhibicion de germinacion de los
conidios (IGC), se consideraron 100 conidios incorpo-
rados en placas Petri de 9 cm de diametro, que conte-
nian medio de cultivo PDA vy filtrado de T asperellum
Tal3-17, asi como 100 conidios en placas Petri solo
con PDA como testigo. Se contabilizé el nimero de
conidios germinados a las 48 h posteriores a la siem-
bra (13).

Actividad enzimatica

Se determind la actividad enzimadtica de quitinasas
y glucanasas de la cepa T asperellum Tal3-17, en
medio de cultivo minimo (0,24 g de MgSO,-7H,0;
0,24 g de KCI; 1,2 g de NH,NO;; 0,0024 g de
ZnS0O, 7H,0; 0,0024 g de MgCl,-7H,0; 1,08 g de
K,HPO,; 0,0024 g de FeSO, 7H,0), pH 5,6 + 2. Se
utilizaron matraces de 125 ml con 30 ml de medio y
3 ul de cloranfenicol.

Para la induccion de quitinasas se agregd 1 % de
quitina coloidal y 0,5 % de micelio seco de Fusarium
equiseti ITC32 para las glucanasas (14). Se inoculd
1 ml de una suspension de conidios de 7. asperellum
Tal3-17 a una concentracion de 1 x 10° conidios.ml!;
se incubd a 28°C, 12 horas luz/oscuridad y 60 % de
humedad relativa, en un agitador rotatorio a 110 rpm.
Se tomaron muestras del cultivo a los 3, 5 y 7 dias; se
extrajeron 10 ml en cada dia de evaluacion. Las mues-
tras se centrifugaron a 3000 rpm durante 30 minutos y
se congelaron a -20°C hasta su uso (13).

Para la actividad de quitinasas, se recuper6 1 ml
del sobrenadante de las muestras y se agregd 1 ml de
quitina coloidal (sustrato), incubandose por 1 hora a
50°C. Posteriormente, se adicioné 1 ml de NaOH al 1
% y se centrifugd a 3 000 rpm durante 10 minutos. Se
recuperé 1 ml del sobrenadante y se agregdé 1 ml de
acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) (15). Para detener la
reaccion, se mezclo en vortex y se llevd a ebullicion
durante cinco minutos y se enfrio en hielo inmediata-
mente. Por ultimo, se adicionaron 2 ml de agua desti-
lada, se mezcld y se realizd la lectura en un espectro-
fotometro (RAYLEIGH UV-2601) a 540 nm. La curva
patron se determind con N-acetil glucosamina (NAG)
a partir de una solucion estandar de 1 mg.ml.

Para determinar la actividad de glucanasas, se toma-
ron 250 pl de laminarina a 0,5 % disuelta en buffer
de acetato de sodio (0,05 M; pH 5) y se agregaron
250 pl de la muestra; se incubd a 40°C durante 30
minutos. Posteriormente, se detuvo la reaccion y se
agregaron 500 pl de DNS, se llevo a ebullicion du-
rante cinco minutos, se enfrid y se agregd 1 ml de
agua destilada, se agitd en vortex y se dio lectura
en el espectrofotometro a 540 nm, se compar6é con
la curva patrén a base de una solucion estandar de
1 mg.ml! de glucosa (16). Se reportaron las unidades
de actividad enzimatica de quitinasas (UQ) expresada
como micromoles de N-acetilglucosamina y, para el
caso de glucanasas (UG), expresada como pumoles de
glucosa/minuto en las condiciones dadas de cada reac-
cion, respectivamente.

Analisis de datos

La distribucion de los tratamientos se hizo en un
disefio experimental completamente al azar. Con la
informacion que se obtuvo se realizaron analisis de
varianza (ANDEVA) y, cuando hubo diferencias es-
tadisticas significativas, se hizo una comparacion de
medias con el método de Tukey (p<0,05). Los datos
en porcentaje se transformaron mediante la funcion de

arcoseno: arcseno 1—%’0 . Los analisis se hicieron en

el paquete estadistico InfoStat Ver. Libre.
RESULTADOS Y DISCUSION
Competencia y micoparasitismo

T. asperellum Tal3-17 alcanz6 la mayor superfi-
cie de crecimiento desde el dia tres de la siembra
(Fig. 1), seguido por C. lunata (ITC22), que logrd
el maximo crecimiento hasta el dia siete. Los hon-
gos F oxysporum (ITC33), C. cassiicola (ITC23), F.
equiseti (ITC32) y A. alternata (ITC24) presentaron
crecimiento lento en comparacion con el antagonista,
incluso no alcanzaron a cubrir por completo el espacio
en el que crecen. 4. alternata (ITC24) presento el
menor crecimiento con 3,24 cm de radio.

La prevalencia de las especies de Trichoderma en
distintos sustratos y ambientes muestra la capacidad
y su plasticidad bioldgica para competir por recursos
nutricionales, lo que favorece su tasa de crecimiento
en diferentes sustratos (6).

Al quinto dia de evaluacion, el mayor porcentaje de
inhibiciéon micelial fue en A. alternata (ITC24) y en
F oxysporum (ITC33) (Tabla 1). En un estudio con
dos aislados de T. asperellum contra Colletotrichum
gloeosporioides (Penz.) Penz. & Sacc., Curvularia
lunata (Wakker) Boedijn y Fusarium oxysporum
Smith & Swingle, los porcentajes de inhibicion en el
crecimiento micelial fueron de 49, 53 y 84 %, respec-

tivamente (17).
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Figura 1. Cinética de crecimiento de 7. asperellum Tal3-17y
hongos patogenos de tomate. (Ta: 7. asperellum (Tal3-17), Cl:
C. lunata (ITC22), Cc: C. cassiicola (ITC23), Al: A. alternata
(ITC24), Fe: F. equiseti (1TC32) y Fo: F. oxysporum (ITC33)). /
Growth kinetics of T. asperellum Tal3-17 and pathogenic
tomato fungi. (Ta: T. asperellum (Tal3-17), Cl: C. lunata
(ITC22), Cc: C. cassiicola (ITC23), Al: A. alternata (ITC24),
Fe: F. equiseti (ITC32), and Fo: F. oxysporum (ITC33)).

Los resultados de otros autores con estudios en
Trichoderma spp. estimaron inhibiciones entre 70 y
76 % en el crecimiento micelial de los fitopatdgenos
Rhizoctonia solani J.G. Kithn y M. phaseolina (Tas-
si) Goid (18, 19). En otro trabajo evaluaron cinco
especies de Trichoderma contra C. gloeosporioides y
observaron, con 7. asperellum y T. longibranchiatum
Rifai, inhibiciones en crecimiento micelial con valo-
res de 22,5 v 21,9 %, en su orden (20). En el mis-
mo contexto, un estudio indic6 con otra cepa de T.
asperellum efectividad antagdénica contra distintas ce-
pas de Fusarium aisladas de melon, con inhibiciones
miceliales del 54,9 al 74,1 % (21).

En condiciones adversas, el género Trichoderma es-
ta adaptado para colonizar sustratos y sobrevivir en
forma de clamidosporas, lo que le da una ventaja en
la competencia por espacio y nutrientes contra otros
microorganismos (22).

En el micoparasitismo de 7. asperellum Tal3-17,
se tuvieron diferencias estadisticas significativas
(»<0,01). En C. lunata (ITC22) y A. alternata (ITC24)
se registro 100 %; el antagonista cubrid, crecid y es-

poruld por encima de estos hongos fitopatdgenos. En
el resto de las especies fitopatogenas: C. cassiicola
(ITC23), F. equiseti (ITC32) y F. oxysporum (ITC33),
el micoparasitismo fue de 92 al 94 %; el antagonista
crecié aproximadamente tres cuartas partes del medio
de cultivo (Tabla 1).

En otro estudio, cepas de Trichoderma colonizaron
100 % de la superficie del medio con crecimiento
sobre los siguientes fitopatdgenos: F. solani (Mart.)
Sacc, F. oxysporum (Mart.) Sacc y F. verticillioides
(Sacc.) Nirenberg, 10 dias después de la inoculacion
(18). También, una cepa de 7. asperellum contra F.
oxysporum ejercid micoparasitismo, lo que sugiere la
consistencia de esta especie antagonista contra aisla-
dos de Fusarium (4).

El proceso micoparasitico de 7richoderma es com-
plejo, ya que involucra el crecimiento quimiotrofico
hacia el hongo fitopatogeno, estimulado por aminoa-
cidos y azlcares, mediado por lectinas, seguido por
la formacion de estructuras especializadas, similares
a los apresorios que contienen solutos osmoticamente
como el glicerol, lo que facilita la penetracion, la se-
crecion de enzimas hidroliticas extracelulares y, con
ello, la muerte del fitopatogeno (22).

Antibiosis

A partir del dia seis de establecido el experimento,
el filtrado libre de células de T. asperellum Tal3-17
causo inhibicidén de crecimiento en los hongos fitopa-
togenos en estudio. Solo en C. cassiicola (ITC23) no
hubo inhibiciéon de crecimiento micelial por encima
del 50 %; en el resto de los fitopatogenos, la inhibi-
cion micelial fue superior al 80 % (Tabla 2).

En las siguientes evaluaciones en C. lunata (ITC22)
y F. equiseti (ITC32) se mantuvo una inhibicion de al
menos 92 %.

Sin embargo, en A. alternata (ITC24) y F
oxysporum (ITC33), la actividad antifungica del fil-
trado disminuy6. Estos resultados sugieren que los
metabolitos secundarios en el medio de cultivo se vo-
latilizaron e hizo que se perdiera efectividad en el
transcurso del tiempo, incluso pudo estar asociado a
una baja concentracion de metabolitos en el medio de
cultivo (22). Finalmente, en C. cassiicola (ITC23) no

Tabla 1. Antagonismo in vitro de la cepa mexicana Tal3-17 de 7. asperellum sobre hongos fitopatogenos aislados

de tomate a los 11 d. / In vitro antagonism of T. asperellum Tal3-17 on phytopathogenic fungi isolated from tomato.

Especie Clave del aislado ICM (%) 5 dias Micoparasitismo 11 dias (%)
C. lunata ITC22 44,93£1,01 b 100,00+0,00 a
C. cassiicola ITC23 63,1549,85 ab 92,05+0,00 b
A. alternata ITC24 69,68+2,14 a 100.00+0,00 a
F. equiseti ITC32 55,00+3,54 ab 94,70+1,87 b
F. oxysporum ITC33 66,68+0,83 a 94,70+1,87 b
Testigos 0,00+0,00 ¢ 0,00+0,00 ¢

Los datos son medias + error estandar, letras diferentes en la misma columna indican diferencias estadisticas (Tukey, p<0,05); n =4.

Data are means + standard error, different letters in the same column indicate statistical differences (Tukey, p<0.05); n = 4.
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Tabla 2. Actividad antifungica de filtrados de 7. asperellum Tal3-17 sobre fitopatogenos aislados

de tomate./Antifugal activity of T. asperellum Tal3-17 filtrate on phytopathogens isolated from tomato.

ICM (%
Especie 6 dias C9 diglf : 12 dias IE (%) 1GC (%)
C. lunata 1ITC22 96,2+0,66 a 95,6+0,64 ab 92,9+0,61 a NE NE
C. cassiicola ITC23 47,6+£3,35 ¢ 40,7+£2,62 d 55,5¢1,58 d 100,00+0,00 a 100,00+0,00 a
A. alternata 1TC24 81,8+0,00 b 88,9+0,00 b 75,0£2,19 b 100,00+0,00 a 100,00+0,00 a
F. equiseti ITC32 100.00+0,00 a 100,00+0,00 a 100.00+0,00 a 100,00+0,00 a 100,00-+0,00 a
F. oxysporum 1TC33 94,2+1,04 a 80,3+2,31 ¢ 65,7+£2,76 ¢ NE NE
*Testigos 0,00+0,00 d 0,00+0,00 e 0,00+0,00 e 0,00+0,00 b 100,00+0,00 b
NE: no esporuld. Los datos son medias + error estandar, letras diferentes
en la misma columna indican diferencias estadisticas (Tukey, p<0,05); n =4.
NE: did not sporulate. Data are means + standard error, different letters
in the same column indicate statistical differences (Tukey, p<0.05); n = 4.
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Figura 2. Actividad de quitinasas y glucanasas de 7.
asperellum Tal3-17, UQ: unidades quitinasas, UG: unida-
des glucanasas./ Chitinase and glucanase activity of T.
asperellum Tal3-17, UQ: chitinase units, UG: glucanase units.

se observaron cambios en la inhibicion del crecimien-
to micelial (Tabla 2). El filtrado del antagonista cau-
so inhibicion total en la esporulacion y germinacion
de conidios, excepto en C. lunata (ITC22) y en F
oxysporum (ITC33). (Tabla 2)

En otro estudio con F. oxysporum se reportaron por-
centajes de inhibicion micelial superior al 40 % con
dos de 25 filtrados de cepas de Trichoderma; las ce-
pas que evaluaron fueron capaces de reducir al menos
30 % la germinacidén de conidios del patégeno (13).

La capacidad antagonista del género Trichoderma
se debe, principalmente, a la produccion de antibioti-
cos como peptaibol, trichozianinas Al y B1, con acti-
vidad inhibitoria en la germinacioén de esporas y en la
elongacion de hifas de hongos fitopatdgenos (4).

La excrecion de metabolitos difusibles en el entor-
no, por parte de Trichoderma spp., ocurre desde perio-
dos muy tempranos de la interaccion. Estos metaboli-
tos secundarios son producto de un proceso celular es-
trictamente regulado, donde influyen las condiciones
ambientales y la expresion de genes, controlado por
interacciones con otros microorganismos, sefializacion
de pH y complejos de proteinas (6).

togeno; mientras que, la produccion de quitinasas en
medio enriquecido con quitina, alcanzé un maximo
después de siete dias de crecimiento y disminuy6 a
partir de entonces (23). La mayor produccion de quiti-
nasas por Trichoderma spp. en medio basal enriqueci-
do con quitina se reportd al tercer y séptimo dia de
evaluacion del cultivo (24). La mejor produccion de
glucanasas se reportd en el dia uno y tres en medio
basal enriquecido con gelatina (25).

La produccion de estas enzimas para el dia siete
podria estar asociado con el inicio del micoparasitismo
que ejercid 7. asperellum Tal3-17 con los fitopatdge-
nos cuando se confrontaron. Se encontr6 que, apro-
ximadamente en el dia siete de la confrontacion, el
antagonista y el fitopatdgeno entran en contacto y co-
mienza la actividad de micoparasitismo; para facilitar
la penetracion del antagonista las enzimas extracelula-
res, principalmente quitinasas, glucanasas y proteasas,
juegan un papel importante en la hidrélisis de paredes
celulares del fitopatogeno (5, 26).

El tiempo en el que se alcanza la maxima actividad
enzimatica depende del medio empleado y del aisla-
miento estudiado. Las enzimas liticas producidas por
Trichoderma spp. son las responsables de la inhibicion
in vitro, y pueden contribuir al control de fitopatoge-
nos cuando se aplican estos inoculantes microbianos

en invernadero y campo (15).
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CONCLUSIONES

T. asperellum Tal3-17 tuvo capacidad de biocontrol
al inhibir el crecimiento micelial en, al menos, 60 %
en tres de los cinco fitopatdgenos evaluados; en todos
presentd micoparasitismo.

El filtrado libre de células de T. asperellum Tal3-17
inhibi6 la esporulacion y la germinacion de conidios
en tres de los cinco hongos fitopatogenos aislados de
tomate.

A partir del tercer dia después de la siembra T.
asperellum Tal3-17, mostr6 actividad enzimatica in-
dependiente del inductor utilizado.
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