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Resumen

Alternaria porri causa la enfermedad mancha parpura en cebolla y los hongos benéficos del género
Trichoderma pueden ser usados para su biocontrol, pero es limitado el conocimiento de los
mecanismos de la respuesta de defensa en la interaccion de plantas de cebolla con Trichodermay
A. porri. En este estudio se evallo la actividad de las enzimas de defensa: glucanasas, quitinasas,
catalasas y peroxidasa en plantas de cebolla en la interaccidn con el aislado To de Trichoderma
asperellumy A. porri. El aislado To de T. asperellum se seleccion6 porque destacé por su actividad
antagdnica contra A. porri en comparacion con la de otros aislados de T. asperellum (TC1y TC2)
y de T. harzianum y T. atroviridae. Con el método de cultivo dual y papel celofan,el aislado To
inhibid el crecimiento micelial de A. porri en 56 y 53%, respectivamente y mostré actividad
micoparasitica. La actividad de las enzimas dependi6 de la interaccion de las plantas de cebolla
con el aislado To de T. asperellumy A. porri. La actividad de glucanasas y quitinasas aumento con
el aislado de T. asperellum y se reprimié con A. porri. La actividad de catalasas se indujo con A.
porri y la actividad de peroxidasas aumenté con ambos microorganismos. En conclusion, los
mecanismos de defensa de plantas de cebolla son regulados por la interaccion con T. asperellum y
A. porri y ambos microorganismos; aspecto a considerar en el biocontrol de patdgenos de cebolla
con el aislado To de T. asperellum.
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Introduccion

Las plantas durante su ciclo de vida interactian constantemente con microorganismos benéficos y
patdégenos. De acuerdo con sus estilos de vida, los patdgenos de las plantas se clasifican en
biotroficos y necrotroficos. Los biotréficos obtienen los nutrientes necesarios para su desarrollo de
células vivas de la planta hospedera; ejemplos de este tipo de patégenos son los hongos
Phytophthora parasitica y Erysiphe spp. (Glazebrook, 2005).

Mientras que los patdgenos necrotréficos dafian el tejido vegetal para utilizarlo como una fuente
de nutrientes causando necrosis de los tejidos, algunos ejemplos son los hongos Alternaria
brassicicola, Botrytis cinerea, Fusarium oxysporum y Sclerotinia sclerotiorum (Glazebrook, 2005;
Birkenbihl y Somssich, 2011). La necrosis vegetal es causada por un aumento de las especies
reactivas de oxigeno (ERO) que produce la planta en respuesta a la infeccion por un patégeno
necrotréfico. En el tejido vegetal, la capacidad antioxidante aumenta para tolerar la infeccion. Por
el contrario, en las interacciones con biotréficos, con microorganismos mutualistas y endofiticos,
las ERO son moléculas sefial para inducir una respuesta sistémica en las plantas.

De esta forma, los microrganismos patdgenos y benéficos modifican la red de sefiales de la defensa
de las plantas a través de cambios en los niveles de las fitohormonas: acido salicilico, acido
jaménico y etileno (Glazebrook, 2005; Barna et al., 2012; Vos et al., 2015). Los mecanismos de
defensa que se inducen en las plantas involucran el reforzamiento de la pared celular, donde
participan las enzimas peroxidasas y polifenol-oxidasas; la degradacion de la pared celular del
patdgeno por las enzimas glucanasas y quitinasas; y de las enzimas antioxidantes para contrarrestar
los niveles de las ERO, como son las catalasas, las superoxido dismutasas y las peroxidasas
(Sepulveda-Jiménez et al., 2005; Kumar et al., 2018; Jain y Khurana, 2018).

Entre los microorganismos benéficos, los hongos del género Trichoderma establecen una relacion
de simbiosis con las raices de las plantas, lo que conlleva a promover su crecimiento y desarrollo
e inducir una respuesta de defensa en las plantas contra el ataque de patégenos e inclusive insectos
plaga (Mendoza-Mendoza et al., 2018; Guzman-Guzméan-Guzmén et al., 2019). Trichoderma
presenta actividad antagonica directa contra patdgenos a través de mecanismos como la
competencia por espacio y nutrientes, el mico-parasitismo y la antibiosis (Harman 2006; Guzman-
Guzman et al., 2019).

Por estos efectos benéficos, Trichoderma es un agente de control bioldgico de fitopatdgenos y los
productos a base de este hongo son usados para mejorar la productividad de los cultivos, la calidad
nutricional y la resistencia de las plantas al estrés bidtico y abiotico y su uso puede ser una estrategia
viable y sostenible para reducir el uso de fertilizantes en cultivos horticolas (Ortega-Garcia et al.,
2015; Fiorentino et al., 2018; Sesan et al., 2020).

Dentro de las hortalizas, la cebolla se destaca por su mayor volumen de mercado a nivel mundial
(FAOSTAT, 2020) y Alternaria porri es uno hongo patogeno foliar que ocasiona la enfermedad
‘mancha purpura de la cebolla’ que afecta hojas, tallos y bulbos. Los sintomas comienzan en las
hojas con lesiones de una forma eliptica y de color entre amarillo y café, pero conforme el hongo
se desarrolla, las lesiones se tornan a un color rojizo-purpura.
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Cuando la infeccion es fuerte, la planta pierde el follaje y en el bulbo se ocasiona una putrefaccion
semiacuosa, provocando las pérdidas en el cultivo. Para el control de A. porri se usan fungicidas
no sistémicos como el mancozeb y el propineb, y sistémicos como el propiconazol y hexaconazol
(Priya et al., 2015), pero el patdgeno genera resistencia (Chethana et al., 2012; Rodriguez, 2014).
Una alternativa de control biolégico de A. porri es el uso Trichoderma y se conoce que T.
harzianum muestra capacidad antagdnica contra A. porri en ensayos in vitro (Imtiaj y Lee, 2008) y
que la aplicacién foliar de T. harzianum antes y después de la inoculacién con A. porri reduce la
incidencia y la severidad de la mancha puarpura en las plantas de cebolla cultivadas en campo
(Prakasam y Sharma, 2012) y en invernadero (Abo-Elyousr et al., 2014).

Sin embargo, los estudios que muestren la actividad de las enzimas implicadas en la defensa de las
plantas de cebolla en su interaccidn con A. porri y con T. asperellum son escasos. Bayoumi et al.
(2019) reportan que el tratamiento de las plantas de cebolla con una combinacion de T. viride y
azufre reduce la incidencia de la enfermedad mancha purpura; y se relaciona con un aumento de la
actividad de catalasas y peroxidasas.

Previamente, en nuestro grupo de trabajo, se reportd que el aislado To de T. asperellum obtenido
de un cultivo de cebolla promueve el crecimiento de los bulbos de dos variedades de cebolla, con
la ventaja de reducir hasta en 50% el uso de fertilizantes (Ortega-Garcia et al., 2015). El aislado
To de T. asperellum también es un agente potencial para el control biolégico de Stemphylium
vesicarium que causa el tizén foliar en los cultivos de cebolla del estado de Morelos (Zapata-
Sarmiento et al., 2019).

En base a estos resultados, en la presente investigacion se evalud la actividad de las enzimas
glucanasas, quitinasas, catalasas y peroxidasas en la interaccién de las plantas de cebolla con el
aislado To de T. asperellum y A. porri. La actividad antagénica del aislado To de T. asperellum
contra A. porri se compar6 con otros dos aislados de T. asperellum obtenidos de cultivos de cebolla
y de T. harzianum y T. atroviridae provenientes de arboles de macadamia.

Materiales y métodos
Origen de los aislados de los hongos

El aislado To de Trichoderma asperellum de raices de cebolla se obtuvo por Ortega-Garcia et al.
(2015). Mientras que, en este trabajo, se obtuvieron y se identificaron los aislados TC1y TC2 de
T. asperellum de las raices de plantas de cebolla cultivada en el municipio de Ayala, estado de
Morelos, México. En el mismo lugar se obtuvo e identificé el aislado de Alternaria porri de hojas
infectadas de plantas de cebolla. Asimismo, los aislados de T. harzianum y T. atroviridae se
obtuvieron e identificaron de raices de arboles de Macadamia sp. cultivados en el municipio de
Tlalnepantla, estado de Morelos, México.

Actividad antagonica de los aislados de Trichoderma spp. contra Alternaria porri
Método de cultivo dual: en cajas Petri con medio de cultivo de papa, dextrosay agar (PDA, Bioxon)

se coloco en un extremo un disco (5 mm de diametro) de medio de cultivo con micelio de cada
aislado de Trichoderma y en el extremo opuesto de la caja Petri, se coloco otro disco del mismo
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tamarfio, pero del patégeno A. porri. El control fue cajas Petri inoculadas con solo el disco de medio
de cultivo con micelio del patdgeno que se coloco en la misma posicion que en el tratamiento de
cultivo dual con Trichoderma. Las cajas Petri se incubaron a 28 £2 °C con un fotoperiodo de 12 h
luz/12 h oscuridad. Para cada aislado de Trichoderma en cultivo dual con A. porri y el control se
realizaron seis repeticiones.

Método con papel celofan: en cajas Petri con medio de cultivo Czapek Dox adicionado con
Marmite se colocé un disco de papel celofan encima del medio de cultivo y a continuacion, en el
centro de la caja se colocé un disco (0.5 mm de didmetro) con medio de cultivo y micelio de cada
aislado de Trichoderma. Las cajas se incubaron a 28 +2 °C con un fotoperiodo de 12 h luz/12 h
oscuridad por tres dias. El papel celofan se retird y se colocé un disco (0.5 mm de didmetro) con
medio de cultivo y micelio de A. porri en el centro de la caja.

El control fue cajas Petri con medio de cultivo inoculado sé6lo con el disco (0.5 mm de didmetro)
con medio de cultivo y micelio de A. porri. Los cultivos se incubaron a 28 £2 °C con un fotoperiodo
de 12 h luz/12 h oscuridad hasta que en el control se observo que el micelio de A. porri cubri6 en
su totalidad el medio de cultivo de la caja Petri. Para cada aislado de Trichoderma en confrontacion
con A. porri y el control se realizaron cinco repeticiones.

Los datos de crecimiento micelial del patdgeno que se obtuvieron en los tratamientos de cultivo
dual y de papel celofan se usaron para calcular el porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial
de acuerdo con El-Katatny et al. (2001). El porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial del
patdégeno se define como la diferencia entre el crecimiento del patdgeno en presencia de
Trichoderma y el crecimiento del patégeno sin Trichoderma multiplicado por 100. Los datos se
analizaron mediante el andlisis de la varianza (Anova) y la comparacién de las medias se realizo
mediante la prueba de Tukey y el programa Rstudio (versién 1.2.1335) con el paquete Agricolae.

Ensayo de micoparasitismo: dentro de una caja Petri se colocé una varilla de vidrio en forma de
‘V’ y sobre ella un portaobjetos con dos discos de PDA, uno de los discos de PDA se inoculd con
micelio de A. porri y el otro disco con micelio del aislado To de T. asperellum y ambos discos se
cubrieron con un cubreobjetos estéril. Las cajas se incubaron a 28 +2 °C con un fotoperiodo de 12
h luz/12 h oscuridad.

Cuando se observo contacto entre el micelio de los dos hongos, se realiz6 la preparacion de los
frotis (Quiroz-Sarmiento et al., 2008), se observaron con un microscopio Optico y se les tomd
fotografias a 20X y 40X de aumento.

Inoculacion de plantas de cebolla con Trichoderma asperellum

Las semillas de cebolla de la variedad Crystal White se adquirio con el distribuidor ‘Rancho los
Molinos’, ubicado en Tepoztlan, estado de Morelos, México. Como sustrato para la germinacién
de las semillas se utilizo una mezcla de Peet Most y Metromix (Professional Growing Mix,
Sunshine, Proveedores Horticolas de Mexico) en una proporcién 1:3 (p:p) esterilizado en una
autoclave a 15 Ib cm por 30 min y almacenado a 4 °C hasta su uso. El sustrato se vertio en charolas
de germinacion de 96 cavidades, en cada cavidad se colocé una semillay las charolas se incubaron
en un invernadero a 29 +3 °C, con riego cada tercer dia.

688



Rev. Mex. Cienc. Agric. vol. 12 nim.4 16 de mayo - 29 de junio, 2021

A los 20 dias, las plantulas se trasplantaron en macetas de plastico de 1 L con el mismo sustrato y
se mantuvieron bajo las mismas condiciones de invernadero. Una suspension de 1.7 x 107 esporas
ml? del aislado To de T. asperellum se usé como inoculo y las plantas se inocularon en tres
momentos: al momento de la siembra, en el trasplante y al tercer mes después de la siembra. Para
la inoculacion durante la siembra se colocd 1 ml de la suspension de esporas sobre las semillas y
sobre el sustrato alrededor de ellas; en el trasplante, las plantulas se colocaron dentro de la
suspension de esporas por 15 min'y 1 ml de la suspension de esporas se coloco en el sustrato que
rodeo las raices; y en la tercera inoculacion, 1 ml de la suspension de esporas se colocé alrededor
de la raiz. El control fue plantas sin inocular, pero a las semillas y plantas se les aplicé agua
destilada estéril. Las plantas se mantuvieron hasta completar tres meses de edad y se usaron para
la infeccion con A. porri.

Inoculacion de plantas de cebolla con Alternaria porri

La inoculacién se realizo en las hojas, en donde se colocaron tres discos de medio de cultivo con
micelio (5 mm de diametro) de A. porri, enseguida se cubrieron con gasa quirdrgica humedecida
en agua destilada estéril. Las plantas se mantuvieron por 72 h en un invernadero con riego por
microaspersion a una humedad relativa de 90%, a 29 £4 °C con luz natural.

Después, las plantas se mantuvieron con una humedad relativa al 50% por 24 h. Después de cuatro
dias de la inoculacion con A. porri, las plantas de cebolla se trasladaron al laboratorio donde se
cortaron las hojas con unas tijeras, se pesaron y se conservaron a -4 °C hasta su uso para la
determinacion de la actividad enzimatica. Los tratamientos fueron hojas de plantas: a) sin inocular
(control); b) inoculadas con T. asperellum al momento de la siembra, en el trasplante y al tercer
mes después de la siembra; c) inoculadas con A. porri; y d) inoculadas con T. asperellum y con A.
porri, para cada tratamiento se usaron seis hojas.

Evaluacion de la actividad enzimatica

Determinacion de la actividad de glucanasas y quitinasas: el tejido de las hojas se macerd con
nitrogeno liquido hasta lograr un polvo fino y se mezcl6 con 1 ml de acetato de sodio 50 mM a pH
5. La mezcla se centrifugd a 13 000 rpm a 4 °C durante 30 min., el sobrenadante se separd y se uso
como el extracto enzimatico. El contenido de proteina del extracto se evalud por el método de
Bradford (1976) y la actividad de glucanasas y quitinasas se determin6 por el método descrito por
El-Katatny et al. (2001). Para el ensayo de la actividad de glucanasas, la mezcla de ensayo contenia
200 ul de extracto enzimatico y 500 ul de laminarina (Sigma-Aldrich) al 5% disuelta en agua
destilada estéril; la mezcla se incub6 a 37 °C, por 30 min a 300 rpm. Para la actividad de quitinasas,
la mezcla de ensayo (1 ml) se prepar6 con 500 ul del extracto enzimatico y 500 ul de quitina
coloidal (1%); la mezcla se incubd a 37 °C durante 7 h a 300 rpm.

El producto de la actividad de glucanasas y quitinasas son azucares reductores como la glucosa y
la N-acetil glucosamina respectivamente, que se determinaron por una reaccion colorimétrica con
el acido dinitrosalicilico (DNS) de acuerdo con Adney y Baker (2008). Asimismo, para calcular la
actividad de las enzimas se construy6 una curva patron con glucosa para las glucanasas y con N-
acetil glucosamina para las quitinasas. La actividad de glucanasas se expresé en nmol de glucosa
min™ mg de proteina y la actividad de quitinasas en nmol de N-acetil glucosamina min** mg* de
proteina.
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Determinacion de la actividad de catalasas: la actividad de catalasas se evalud de acuerdo con la
metodologia de Beers y Sizer (1952). Las hojas se maceraron con nitrégeno liquido y se
homogeneiz6 con 2 ml de buffer de fosfatos de sodio 100 mM a pH 7, adicionado con &cido
etilendiaminotetraacético 1 mM, fluoruro de fenilmetilsulfonilo 1 mM vy diclorodifenil
tricloroetano 1 mM. El extracto se mezcld con 5 mg de polivinilpolipirrolidona: carbén activado
1:1 (p:p), se centrifugd a 13 000 rpm a 4 °C, por 30 min y el sobrenadante se recuperd y se usé
como extracto enzimatico. La actividad de catalasa se midié por el decremento de la absorbancia
a 240 nm del H20> usado como sustrato.

La actividad de catalasas se calcul6 considerando el coeficiente de extincion del H.O2 (0.04 mM
cm?) y se expresé en umoles H,0, mint mg™? proteina. Determinacion de la actividad de
peroxidasas: la actividad se evalu6 con la metodologia de Stasolla 'y Yeung (2007). La mezcla de
ensayo contenia 100 ul del extracto de proteina y 800 ul de buffer de acetato de sodio 50 mM (pH
5.2), H202 (0.3%) y guayacol 1 M.

La oxidacion del guayacol en presencia de H.O2 se midio a una absorbancia de 470 nm en un
espectrofotometro. La actividad de la enzima se expres6 como pmoles de tetraguayacol min*
mg™ de proteina. Los pmoles de tetraguayacol se calcularon considerando el coeficiente de
extincion del tetraguayacol (26.6 mM cm™).

Los datos de la actividad de quitinasas, glucanasas y catalasas se analizaron mediante el analisis de
la varianza (Anova) y la comparacion de las medias se realizé mediante la prueba de Tukey. Los
datos de la actividad de peroxidasas se analizaron mediante la prueba de Kruskal Wallis y la prueba
de Dunn (p< 0.05) debido a que los datos no presentaron una distribucion normal ni homogeneidad
de varianzas. Los analisis estadisticos se realizaron con el programa de Rstudio (version 1.2.1335)
con el paguete Agricolae.

Resultados y discusion
Actividad antagonica de los aislados de Trichoderma spp. contra Alternaria porri

Por el método de cultivo dual, se encontré diferencia significativa en la inhibicién del crecimiento
de A. porri que presentan los tres aislados de T. asperellum (TC1, TC2 y To) y el aislado de T.
harzianum en comparacion con T. atroviridae. Los tres aislados de T. asperellum y de T.
harzuianum inhibieron més de 40% el crecimiento micelial de A. porri. Mientras que, el aislado de
T. atroviridae inhibi6 en 20% el crecimiento micelial del patdégeno. El aislado To de T. asperellum
destaco por su mayor capacidad para inhibir el crecimiento del patdgeno (56%) (Figura 1).

En forma similar, diversos estudios muestran que Trichoderma tiene actividad antagonica contra
A. porri y que hay diferencia entre especies e inclusive entre la misma especie de Trichoderma.
Prakasam y Sharma (2012) muestran que los aislados de T. viride y T. harzianum obtenidos de
cultivos de plantas inhiben el crecimiento radial de A. porri de 18.9 a 55.7% y de 19.7 a 61.5%,
respectivamente.

La actividad antag6nica de Trichoderma se debe a diversos mecanismos, como es su alta capacidad
de competencia por nutrientes en comparacion a la que presentan otros hongos, a la produccién de
compuestos llamados sideroforos que atrapan el hierro y detienen el crecimiento de otros hongos
y por su capacidad de generar ATP para su crecimiento a partir de diferentes fuentes de carbono
(Gajera et al., 2013; Contreras-Cornejo et al., 2016).
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Figura 1. Inhibicién del crecimiento micelial de Alternaria porri con diferentes aislados de
Trichoderma por el método de cultivo dual. Los valores corresponden a la media y desviacion
estandar (n= 6). Letras diferentes indican diferencias significativas entre los tratamientos de
acuerdo con Tukey’s HSD test (p< 0.05).

Inhibicidn del crecimiento micelial (6)

Por el método con papel celofan se encontrd que hay diferencias significativas en la actividad
antagonica de los aislados, pero el aislado To de T. asperellum destacé nuevamente porque inhibid
el crecimiento micelial de A. porri en 53%, mientras que los otros aislados de Trichoderma
inhibieron menos de 26% el crecimiento del hongo fitopatégeno (Figura 2). La variabilidad de la
capacidad antagonica de los aislados de Trichoderma que se observo en nuestro estudio puede
deberse a que producen diferentes compuestos antimicrobianos que inhiben el crecimiento micelial
de A. porri.

Los compuestos con actividad antibidtica pueden ser alquil pironas, isonitrilos, policetidos,
peptaiboles, dicetopiperazinas, sesquiterpenos y esteroides (Contreras-Cornejo et al., 2016; Gajera
et al., 2013; Harman, 2006). Ademas de la especie, la produccion de estos compuestos depende de
la temperatura, el pH y el sustrato en el que se encuentre el hongo (Benitez et al., 2004).
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Figura 2. Inhibicion del crecimiento micelial de Alternaria porri con diferentes aislados de
Trichoderma por el método de papel celofan. Los valores corresponden a la media y
desviacion estandar (n= 5). Letras diferentes indican diferencias significativas entre los
tratamientos de acuerdo con Tukey’s HSD test (p< 0.05).
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En el proceso de micoparasitismo de T. asperellum se observaron cuatro eventos: el contacto, la
invasion, la penetracion y la destruccion del micelio de A. porri (Figura 3). Trichoderma tiene
potencial para atacar y destruir por micoparasitismo a hongos patégenos de importancia agricola
como Alternaria alternata, Botrytis cinerea, Rhizoctonia solani, Sclerotinia sclerotium, Phytium y
Fusarium spp. (Harman et al., 2004; Druzhinina et al., 2011).

Figura 3. Proceso de micoparasitismo del aislado To de Trichoderma asperellum sobre Alternaria
porri. a) Contacto; b) invasion; ¢) penetracion; y d) destruccion.

Los eventos que se observaron en el micoparasitismo de T. asperellum sobre A. porri se han
descrito en otras interacciones de Trichoderma con hongos patdgenos y se conoce que es un
proceso complejo que involucra la sintesis y reconocimiento de moléculas, la formacién de
estructuras infectivas y la produccion de enzimas y metabolitos antibioticos que dan como
resultado la muerte del patégeno (Contreras-Cornejo et al., 2016; Guzman-Guzman et al., 2019).

En los primeros momentos de la interaccion hay un crecimiento quimiotréfico de las hifas de
Trichoderma hacia el patégeno, donde pueden participar sefiales como las oligoquitinas (Zeilinger
y Omann, 2007), cuando las hifas de Trichoderma y del patgeno tienen contacto forman
estructuras tipo gancho para unirse al patégeno; en la penetracion y la destruccion del micelio del
patdégeno, Trichoderma produce glucanasas y quitinasas para degradar la pared celular del
patogeno (Almeida et al., 2007). Por su actividad antagénica, el aislado de T. asperellum To se
selecciond para estudiar la interaccién de T. asperellum y de A. porri con las plantas de cebolla.

Actividad enzimética en plantas de cebolla tratadas con T. asperellum y A. porri

En las plantas inoculadas con T. asperellum se encontraron diferencias significativas en la actividad
de las quitinasas y glucanasas en relacion con las plantas control. Estas plantas presentaron la
mayor actividad de quitinasas y glucanasas seguidas de las plantas no tratadas (control). Mientras
que en las plantas infectadas con A. porri y las plantas inoculadas con T. asperellum e infectadas
con A. porri se encontrd una disminucidn significativa de la actividad de quitinasas y glucanasas
con respecto al control (Figura 4).
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Figura 4) Actividad de: a) quitinasas; y b) glucanasas en hojas de cebolla inoculadas con el aislado To
de Trichoderma asperellum, Alternaria porri y con los dos hongos. Los controles son plantas
sin inocular. Los valores corresponden a la media y desviacion estandar (n= 4). Letras diferentes
indican diferencias significativas entre los tratamientos con Tukey’s HSD test (p< 0.05).

Estos resultados indican que la inoculacion previa de T. asperellum en las plantas de cebolla induce
la actividad de las enzimas de defensa glucanasas y quitinasas para la degradacion de la pared
celular de hongos patégenos. En forma similar, en otros estudios se reporta que una de las
respuestas de defensa en las plantas que se induce por la inoculacion de Trichoderma, es la
actividad de las enzimas glucanasa y quitinasas (Yedidia et al., 2000; Harman et al., 2004).

Asimismo, se demostrd que el aislado TC74 de T. asperellum obtenido de cultivos de Capsicum
annuum (chile) cuando se inocula en plantas de tres variedades de cebolla induce un aumento de
la actividad basal de glucanasas, quitinasas y peroxidasas en todos los 6rganos y esta actividad, se
relacion6 con una reduccion de la severidad de la enfermedad causada por Sclerotium rolfsii
(Guzman-Valle et al., 2014). Sin embargo, la infeccion con A. porri contrarresta el efecto de
Trichoderma en la induccion de la actividad de las enzimas glucanasas y quitinasas, ademas de
causar una reduccion de la actividad basal de las dos enzimas que se encontro en las plantas control,
lo cual sugiere que A. porri cuenta con mecanismos para inhibir la respuesta de defensa basal y la
inducida por T. asperellum en las plantas de cebolla.
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Los hongos necrotroficos del mismo género como A. brassicicola y A. alternata producen toxinas
especificas que causan la muerte celular del hospedero e inhiben la respuesta de defensa de las
plantas (Tsuge et al., 2011; Cho, 2015; Pandey et al., 2016). A. porri también produce toxinas y se
ha caracterizado la estructura quimica, por ejemplo, la entoxina, el silvaticol y el porritoxinol
(Suemitsu et al., 1993; 1988), las toxinas inhiben la elongacion de raices de plantulas y la
porritoxina de acido sulfonico presenta una estructura quimica que se correlaciona con su actividad
fito-tdxica (Horiuchi et al., 2003). Sin embargo, no hay estudios de la participacion de las toxinas
en la patogénesis de A. porri ni en la inhibicion de la respuesta de defensa de las plantas; por lo
que podria ser un tema de estudios futuros.

La actividad de catalasas mostro diferencias significativas en los distintos tratamientos (Cuadro 1).
Las plantas inoculadas con A. porri presentaron la actividad de catalasas mas alta, seguida de las
plantas control, las inoculadas con T. asperellum y las inoculadas con T. asperellum y con A. porri.

Cuadro 1. Actividad de catalasas y peroxidasas en hojas de cebolla inoculadas con el aislado To de
Trichoderma asperellum, Alternaria porri 'y con los dos microorganismos.

Actividad de catalasas (umol de  Actividad de peroxidasas (nmol de

Tratamiento H,0, min™t mg™ de proteina)  tetraguayacol min™ mg™* de proteina)

T. asperellum 2.14+0.8¢c 9.93(7.5,12.6)b
A. porri 6.05+0.5a 17.76 (14.8, 20.9) ab
T. asperellum + A. porri 0.87 +0.2d 35.76 (34.1,38.1) a
Control 494 +0.2b 7.12(5.5,8.6) b

Estos resultados indican que la infeccién con A. porri induce la actividad de catalasas en las hojas
de cebolla; el aumento de la actividad de estas enzimas podria ser un evento ventajoso para A.
porri, ya que podria evitar la propia muerte del patdgeno. Al respecto, se reporta que los hongos
necrotroficos del mismo género como son A. alternata, A. brassicae y A. citri producen toxinas
especificas (Pandey et al., 2016) que inducen en la planta la peroxidacion de lipidos, la
acumulacion de especies reactivas de oxigeno y la muerte celular.

Sin embargo, el patdgeno para evitar su propia muerte por las ERO, coordina las sefiales para
desintoxicar el ambiente oxidante que se genera entre ellos, mediante la activacién de enzimas
antioxidantes como son las catalasas y el superoxido dismutasas (Chung, 2012).

La actividad de peroxidasas mostro diferencias significativas en los diferentes tratamientos. En las
plantas inoculadas con T. asperellum y con A. porri se encontrd la actividad de esta enzimamas
alta, seguida de las plantas inoculadas con A. porri, las plantas inoculadas con T. asperellum vy el
control (Cuadro 1). Los resultados indican que la presencia de ambos microorganismos en las
plantas de cebolla induce la actividad de peroxidasas. Estas enzimas estan implicadas en los
procesos de reforzamiento de la pared celular de las plantas (Jain y Khurana, 2018).

La colonizacién de las raices por Trichoderma induce cambios en el proteoma de las plantas y la
expresion de las peroxidasas es regulada como parte de los mecanismos de defensa de las plantas
(Shoresh y Harman, 2008). Este incremento de la actividad de las peroxidasas por Trichoderma se
relaciona con un aumento de la resistencia de las plantas a fitopatogenos (Patel y Saraf, 2017).
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En plantas de cebolla se encontro que el mayor aumento de la actividad de peroxidasas en bulbos
y raices ocurrié cuando las plantas se inocularon con el aislado de T. asperellum TC74 vy el
patdgeno Sclerotium rolfsii y se relaciond con una reduccion de la severidad de la enfermedad. En
la variedad de cebolla no pigmentada hay un mayor aumento de la actividad de peroxidasas que el
que se detecta en las variedades de cebollas pigmentadas (Guzman-Valle et al., 2014).

Conclusiones

El aislado To de T. asperellum mostr6 la mayor actividad antagdnica contra A. porri en
comparacion a otros aislados de la misma especie y del mismo cultivo de cebolla 'y de los aislados
de T. harzianum y T. atroviridae. En las plantas de cebolla, se inducen diferentes mecanismos de
respuesta de defensa que dependen de su interaccion con el aislado To de T. asperellum y A. porri
0 ambos microorganismos. La inoculacion con el aislado To de T. asperellum aumenta la actividad
de glucanasas y quitinasas; pero la inoculacion con A. porri reprimié la actividad de ambas
enzimas. La inoculacion con A. porri induce la actividad de catalasas, pero la inoculacién con T.
asperellum y con A. porri aumenta la actividad de peroxidasas. Basados en estos resultados,
algunos de los aspectos importantes a considerar en un futuro para la aplicacién del aislado To de
T. asperellum como un agente de control biolégico de patdgenos de cebolla, podria ser la variedad
de cebolla, la nutricion y el tipo de patdgeno (biotrofico o necrotrofico).
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