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RESUMEN

Cepas de Cladosporium aisladas de frutos de Theobroma cacao eidentificadas como C. cladosporioides
se confrontaron contra Trichoderma harzianum VSL291 por medio de experimentos de confrontacién.
El indice de Biocontrol (IBC) de T. harzianum VSL291 sobre C. cladosporioides observado a los siete
dias fue de 76,29%. Las mayores actividades proteoliticas detectadas en la cepa antagonista con paredes
celulares de C. cladosporioides, Colletotrichum gloeosporioides y Corynespora cassicola se asociaron
con un aumento de las actividades de las enzimas f-1,3 glucanasas, quitinasas, lipasas, proteasas y
xilanasas. Estos resultados sugieren que las enzimas proteoliticas de acuerdo a su grado de induccion
podrian participar en el efecto antagonista de T. harzianum VSL291 contra los hongos confrontados.
Por otra parte, los valores mas altos del IBC sugieren que las cepas de Trichoderma podrian tener la
capacidad para antagonizar de manera mas eficiente contra los patogenos fungicos de este cultivo.
Finalmente, se desarrolld un modelo cinético no estructurado bajo un sistema de ecuaciones
diferenciales acopladas en funcion del tiempo basado en el mecanismo del micoparasitismo. Este
modelo predice las concentraciones de las actividades enzimaticas de Trichoderma (p-1,3 glucanasas,
quitinasas, lipasas, proteasas, xilanasas) con las paredes celulares de C. cladosporioides. Los parametros
cinéticos se ajustaron a los datos experimentales y se validaron por un coeficiente de correlacion.

Palabras clave: micoparasitismo simulado, Theobroma cacao, caracterizacion molecular, pardmetros
cinéticos.

ABSTRACT

Cladosporium strains isolated from Theobroma cacao pods identified as C. cladosporioides
were confronted against Trichoderma harzianum VSL291 strain by confrontation experiments.
Biocontrol index (IBC) of T. harzianum VSL 291 on C. cladosporioides observed at seven days was
76.29%. The highest proteolytic activities detected in the antagonistic strain with C. cladosporioides,
Colletotrichum gloeosporioides and Corynespora cassicola cell walls were associated with increased
enzymatic activities of §-1,3 glucanases, chitinases, lipases and proteases. These results suggest that
proteolytic enzymes according to their degree of induction could participate in the antagonistic
effect of T. harzianum VSL291 against the fungi tested. Moreover, the highest IBC values obtained
suggest that the Trichoderma strains could be capable of antagonizing more efficiently against fungal
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pathogens of these crops. Finally, a kinetic model based on unstructured mycoparasitism mechanism
was developed; this model was designed under a system of coupled differential equations with time.
This model can predict the concentrations of the enzyme activities of Trichoderma (p-1, 3 glucanases,
chitinases, lipases, proteases, xylanases) in the cell walls of C. cladosporioides. Kinetic parameters
were fitted to the experimental data and validated by a correlation coefficient.

Key words: simulated mycoparasitism, Theobroma cacao, molecular characterization, kinetic

parameters.

INTRODUCCION

El cacao (Theobroma cacao L.) es un cultivo
de gran valor comercial a nivel mundial, cuyo
fruto se procesa para ser utilizado en diversos
productos. Sin embargo, el gran volumen de
residuos que generalmente permanecen disper-
sos en la plantacion y la acumulacion de hume-
dad favorecen el crecimiento y la propagacion
de hongos fitopatégenos. Las enfermedades de
mayor impacto en el cultivo son la “moniliasis”
causada por Moniliophthora roreri (Cuervo-Parra
et al., 2011b), la “escoba de bruja” causada por
Moniliophthora perniciosa (Kilarul et al., 2007) y la
“mancha negra” causada por varias especies del
género Phytophthora (Djocgoue et al., 2006). No
obstante, otras enfermedades no especificas del
cultivo del cacao como “la rofia” o “podredum-
bre de Cladosporium” causada por varias especies
del género Cladosporium, pueden ocasionar pérdi-
das econémicas cuando no son controladas (Rias-
cos et al., 2011). La podredumbre de Cladosporium
puede infestar y matar plantulas y ramas, retrasar
la produccion y floracion, y afectar la calidad de
los frutos, y aunque el hongo no causa deterioro
de la pulpa del grano, la apariencia y aceptacion
de los frutos en el mercado se ve reducido (Goes,
1998). De las 772 especies que comprende este gé-
nero, Cladosporium herbarum'y C. cladosporioides se
encuentran entre las especies mas predominantes
de los ambientes internos y externos, prevalecien-
do en materia organica en descomposicién, por
lo cual, comUinmente se encuentran como conta-
minantes de alimentos (Schubert et al., 2007). En
los ultimos afos, el género Cladosporium ha sido
estudiado morfoldgica y molecularmente (Braun
et al., 2008; Bensch et al., 2010).

Por otro lado, la capacidad antagonista de T7i-
choderma es muy variable, el micoparasitismo que
presenta es un proceso complejo que incluye una
serie de eventos sucesivos. Cuando el antagonista
hace contacto fisico con el fitopatdgeno, sus hifas
se enrollan alrededor de éste o se le adhieren por
medio de estructuras especializadas (Manocha y
Sahai, 1993; Cuervo-Parra et al., 2011a). La inte-
raccion que presenta Trichoderma con su huésped
es especifica y esta controlada por lectinas, pre-
sentes en su pared celular. Las observaciones al
microscopio electronico muestran que Trichoder-

ma produce y secreta enzimas micoliticas respon-
sables de la degradacion parcial de la pared ce-
lular de su huésped (Cuervo-Parra et al., 2011a).

Varios autores sugieren que el micoparasitis-
mo es el mecanismo principal de accion de Tri-
choderma por medio del cual penetra a las células
del patégeno causandole dafio extensivo, como la
degradacion de la pared celular, la retraccion de
la membrana plasmatica y la desorganizacion del
citoplasma. También actiia sobre la replicacion
celular al inhibir la germinacion de esporas y la
elongacion del tubo germinativo (Harman et al.,
1981; Agamez et al., 2009).

Las especies de T. polysporum, T. viride y T.
harzianum han mostrado un eficiente biocontrol
contra diferentes aislados de Cladosporium herba-
rum (Barbosa et al., 2001). La confrontacion direc-
ta entre T. harzianum contra Cladosporium sp. fue
estudiada por Mokhtar y Dehimat (2012), quienes
reportaron una inhibicion del 57% al cuarto dia, y
por la accién de los compuestos volatiles produ-
cidos por T. harzianum a los 6 dias. Por otra parte,
Ahmad et al. (2012) reportaron la inhibicién del
crecimiento de Cladosporium spherospermun en
un 72,2% en un periodo de 10 dias.

En México la mayor parte de los trabajos se ha
centrado en el estudio de los patégenos que cau-
san enfermedades en el cultivo de cacao; es decir,
Moniliophthora roreri y Phytophthora spp. (Phi-
llips-Mora et al., 2006). En particular en la region
Chontalpa, ubicada en el centro-oeste del estado
de Tabasco, México, los hongos son los mas agre-
sivos con el cultivo. Desafortunadamente, existen
pocos estudios enfocados en la identificacién mo-
lecular de otras especies de hongos fitopatogenos
que afectan las plantaciones. Por otro lado, des-
de el punto de vista biotecnoldgico, los sistemas
de micoparasitismo son de gran importancia en
los procesos ambientales. Sin embargo, la deter-
minacién de los parametros cinéticos utilizando
un modelo estructurado es un proceso complejo,
debido a la interaccién y mediciéon de las con-
centraciones de metabolitos intermediarios, bio-
masa, ADN y enzimas involucradas (Villadsen
et al.,, 2011). Por esta razén, los parametros ci-
néticos mas comunmente utilizados se estiman
a través de un modelo cinético no estructurado
(Lopez-Pérez et al., 2013).

Por lo tanto, existe la necesidad de un cono-
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cimiento satisfactorio que describa el comporta-
miento de la cinética del micoparasitismo basado
en un modelo dindmico. Por lo cual, los objetivos
de este estudio fueron (i) caracterizar molecular-
mente las cepas de hongos aislados de frutos de
cacao, (ii) probar la actividad antagonista in vi-
tro de Trichoderma harzianum VSL291 frente a los
patdgenos aislados de las plantas de cacao, y (iii)
proponer un modelo cinético no estructurado ba-
sado en los datos experimentales del comporta-
miento del micoparasitismo.

MATERIALES Y METODOS

Aislamiento de las cepas de hongos

Cada fragmento de fruto con sintomas de
enfermedad se colocé en una camara himeda,
posteriormente se incub6 a 25°C durante 3 dias
en ausencia de luz. Las cepas fungicas fueron ais-
ladas de fragmentos de tejido enfermo, donde se
observo crecimiento de micelio. Posteriormente,
se tomo una parte del micelio crecido en cada uno
de los tejidos enfermos con la ayuda de una aguja
de diseccién y fueron resembrados en cajas Petri
nuevas. Los cultivos puros se obtuvieron en me-
dio PDA (Agar Papa Dextrosa) durante 5 dias a
temperatura ambiente. Las cepas se conservaron
en una suspension de esporas, en una solucién
de glicerol al 40% (v/v) y se almacenaron a una
temperatura de -74°C. Las cepas se identificaron
como HT-ITV36, HT-ITV86, HT-ITV87, HT-ITV88
y HT-ITV89.

Caracterizacion molecular

La extraccion de ADN de las cepas se realizd
siguiendo la metodologia propuesta por Kurza-
tkowski et al. (1996). Las secuencias de ADN, que
contenian la regién ITS 1/5,8s/ITS 1I, se amplifica-
ron por PCR utilizando los primers ITS1 e ITS4
(Foster et al., 1993; Kendall y Rygiewicz, 2005).
Las amplificaciones por PCR se realizaron en un
volumen total de reaccion de 50 uL, que contenia:
10 uL de buffer, 5x Colorless, 200 uM dNTPSs,
0,2 uM de cada primer, 2,5 unidades de Taq ADN
polimerasa, y 10-50 ng de ADN templado. Las re-
acciones de PCR se colocaron en un termociclador
(TECHNE, modelo 3Prime, Bibby Scientific, Sta-
ffordshire, United Kingdom) bajo los siguientes
parametros: 5 min de desnaturalizacion inicial a
95°C, seguido de 30 ciclos de 1 min de desnaturali-
zacion a 95°C, 1 min de hibridacion de los primers
a 57°C, 1 min de extension a 72°C y un periodo
final de extension de 12 min a 72°C. Los productos
resultantes se purificaron con el kit Geneclean® II
(Bio101 Inc., California, EE.UU.) de acuerdo con
el protocolo del fabricante. Las muestras de ADN
fueron enviadas al Instituto de Biotecnologia,
Cuernavaca, Mor., México, para su secuenciacion.

Analisis de las secuencias

Las secuencias de ADN obtenidas de las ce-
pas amplificadas fueron ensambladas utilizan-
do el programa Chromas 1,45 (School of Health
Science, Griffith University, Gold Coast Cam-
pus, Southport, Queensland, Australia) y se ali-
nearon con el programa ClustalX (Larkin et al.,
2007). Las secuencias seleccionadas se sometieron
a una busqueda local con el programa BLASTN
(Altschul et al., 1997) contra secuencias dispo-
nibles en el GenBank. El analisis filogenético de
las secuencias alineadas se realizé por medio del
andlisis Neighbour-Joining y estuvo soportado
por el método Bootstrap con 1000 repeticiones.
El arbol filogenético sin raiz generado fue ensam-
blado con la ayuda del programa PhyloDraw 0,8
(PhyloDraw, 1999).

Experimento de confrontaciéon de Trichoderma
vs C. cladosporioides

Para el experimento de confrontacion se uti-
liz6 como antagonista la cepa de T. harzianum
VSL291 contra las cepas de C. cladosporioides, de
acuerdo a la técnica propuesta por Szekeres et al.
(2006). Discos de 5 mm de diametro de micelio
de T. harzianum y de C. cladosporioides incubados
durante 3 dias se sembraron en medio PDA en
puntos equidistantes. Las cajas se incubaron a
25°C durante 7 dias en ausencia de luz. Cuando
se observo la actividad antagonista se tomaron
las imagenes digitales a la misma distancia (18
cm) con una camara (Sony Cyber-shot DSC-P72).
El porcentaje de inhibicion se calculd utilizando
el Indice de Biocontrol (IBC) de acuerdo con la
férmula descrita por Szekeres et al. (2006):

IBC = [A/B] x 100,

donde A es el area de la colonia de T. harzianum
y B es el 4rea total ocupada por las colonias de T.
harzianum y la cepa del hongo patdgeno. El area
del IBC se calculd con el software Image] (http://
rsbweb.nih.gov/).

Micoparasitismo simulado T. harzianum -
hongos fitopatiogenos

Para determinar el micoparasitismo simulado
de T. harzianum sobre los hongos fitopatogenos
se utilizo paredes celulares de C. cladosporioides,
Colletotrichum  gloeosporioides 'y  Corynespora
cassicoln como Unica fuente de carbono. En
matraces de 250 mL se colocd 50 mL de medio
minimo (conteniendo: MgSO,-7H,O, 0,24 g; KCI,
024 g NH,NO, 12 g ZnSO,7H,0, 0,0024 g;
MgCl,7H,0, 0,0024; K,HPO,, 1,08 g; FeSO,-7H,O,
0,0024 g, pH 5,5; para 1200 mL) y 10 g L* de pared
celular del micelio molido de C. cladosporioides,
C. gloeosporioides y C. cassicola. Cada matraz



Romero-Cortes, T. et al. Micoparasitismo por Trichoderma contra Cladosporium aislado de cacao 35

se sembrd con una azada de micelio de la cepa
VSL291 de T. harzianum y se ferment6 durante 3
dias. Se tom6 muestra cada 24 h y se determiné
la actividad enzimatica para -1, 3-glucanasa
(Nobe et al., 2003), xilanasa (Rawashdeh et al.,
2005), quitinasa (Monreal y Reese, 1969), lipasa
(Nawani et al., 1998) y proteasa (Kunitz, 1946).
La cuantificacion de aztcares reductores se
realizé por el método descrito por Miller (1959).
Cada experimento se realiz6 por triplicado. Para
evaluar si existio diferencias entre cada uno de los
tratamientos (actividades enzimaticas), el analisis
estadistico delos datos se hizo mediante un disefio
completamente aleatorio con tres repeticiones,
usando un andlisis de varianza (ANOVA) con el
software Statistix9. La comparacion de medias se
realizé con la prueba de Tukey HSD All-Parwise a
una diferencia significativa de P <0,05.

RESULTADOS Y DISCUSION

Aislamiento de cepas

De un total de ciento veintiocho cepas de hon-
gos aisladas de frutos de cacao con sintomas de
moniliasis se identificaron cinco cepas como C.
cladosporioides en base a sus caracteristicas morfo-
logicas (datos no mostrados). Los especimenes del
género Cladosporium, ya han sido reportados por
varios autores como patdgenos de plantas como
el cartamo (Carthamus tinctorius; Quintana-Obre-
gon et al., 2011), tabaco (Nicotiana tabacum; Wang
et al., 2014), remolacha azucarera (Beta vulgaris L.
subsp. vulgaris var. altissima D6ll; Robeson y Jalal,
1992), maiz (Zea mays; Orole y Adejumo, 2009),
trigo (Triticum spp.; Jacyno et al., 1993) y cacao
(Theobroma cacao; Amegbedzi, 2013). Esos hongos
son los responsables de causar algunas enferme-
dades como las manchas foliares (Al-Sadi et al.,
2014) y la enfermedad de la rofia. Esta ultima
provoca la muerte de semillas y ramas, la pérdida
de flores y disminuye la calidad del fruto (Goes,
1998) causando asi pérdidas econdmicas en las
plantaciones de cacao.

La enfermedad causada por estos hongos se
diferencia de acuerdo a la planta que infectan y
del tipo de sintomas. Por ejemplo, en los cereales,
el hongo Cladosporium es responsable de causar
la enfermedad llamada el punto negro de los ce-
reales; en el género Cucurbita la rofia de las cucur-
bitaceas; en la papaya (Carica papaya) la rofia de
la papaya; y en el tomate (Solanum lycopersicunt)
causa manchas marrones en las hojas (Kryczynski
y Weber, 2011).

Caracterizacion molecular

Las cepas HT-ITV86 y HT-ITV88 mostraron
una homologia de 99% con la cepa Cc_101 de C.
cladosporioides (JX867558) en base a la region ITS

1/5,8s/ITS 1I. La secuencia de C. cladosporioides
(KJ596320) aislada en la India, mostré una homo-
logia de 99% con la cepa HT-ITV87. La secuencia
de la cepa HT-ITV89 reveld su homologia maxi-
ma (99%) con la cepa NRRL 66016 de C. cladospo-
rioides (KM030316), aislada en Estados Unidos de
Norteamérica de plantas de maiz. Por ultimo, la
secuencia de la cepa HT-ITV36 revelé su homo-
logia maxima (99%) con la cepa NRRL 52418 de
C. cladosporioides (GQ221853), aislada de semillas
de sorgo (Sorghum vulgare) en los Estados Unidos
de Norteamérica. Los resultados obtenidos con
el programa BLASTN confirman que las cepas
HT-ITV36, HT-ITV86, HT-ITV87, HT-ITV88 y
HT-ITV89 depositadas en las bases de datos del
GenBank del National Center for Biotechnology
Information (NCBI) con los ntimeros de acce-
so KF040480, KP963942, KP963943, KP963944 y
KP9633945, corresponden a C. cladosporioides.

Analisis filogenético

Se realizé un analisis multiple de secuencias
de las cepas de C. cladosporioides obteniéndose la
secuencia completa de la region ITS 1/5,8s/ITS 1I,
junto con los extremos de las subunidades de los
genes 18S y 28S. Las secuencias examinadas para
la region ITS 1/5,8s/ITS 11, para las cepas de C.
cladosporioides y otras secuencias de Cladosporium
relacionadas del GenBank tuvieron una longitud
de entre 830 a 1511 pb y la longitud de la region
consenso para el alineamiento de todas las se-
cuencias fue de 1518 pb.

Para el analisis de la subunidad 5.85 se ob-
servaron variaciones muy limitadas al cambio de
unas pocas bases en las secuencias de C. clados-
porioides aisladas del cacao, lo cual indicé que es
una region muy conservada entre las secuencias
de Cladosporium estudiadas. Por otro lado, en las
subunidades 18S y 28S, se observo una gran va-
riabilidad, limitada a mutaciones puntuales, in-
serciones o delesiones, predominantemente entre
las secuencias de los aislamientos de C. cladospo-
rioides.

Dentro de las regiones ITS se observd va-
riacién en término de delesiones, inserciones y
substituciones de bases, especialmente en la re-
gion ITS II, aunque muchas regiones conservadas
estuvieron presentes en las regiones ITS I e ITS
II. En general, la longitud de las secuencias para
las regiones ITS I e ITS II, estuvo altamente con-
servada en todas las secuencias de las especies de
Cladosporium, con variaciones limitadas al cambio
de unas pocas bases.

El analisis filogenético de las secuencias de
las cepas de C. cladosporioides aisladas del cacao y
otras 15 secuencias de Cladosporium relacionadas
procedentes del GenBank, gener6é un arbol por
el método Neighbour Joining. El analisis filoge-
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nético de las 5 secuencias representativas de C.
cladosporioides aisladas de frutos de cacao y otras
secuencias de especies relacionadas de las bases
de datos del GenBank formaron tres grupos ma-
yores (I, I y III) soportados por valores estadis-
ticos bootstrap altos de entre 700 a 1000 (Fig. 1).

En el grupo I se agruparon dos subgrupos
(C1 y C2). El subgrupo C1 incluy6 los aislados
KP963942, KP963944 y JX867558, de los cuales
las dos primeras corresponden a secuencias de C.
cladosporioides aisladas de frutos de cacao, proce-
dentes de México y la tercera de la India. El va-
lor estadistico bootstrap alto que se obtuvo entre
el alineamiento de la cepa HT-ITV88 (GenBank
KP963944) y la secuencia de la cepa Cc_101 de C.
cladosporioides (JX867558) confirmd la identifica-
cion de la cepa HT-ITV88. Por otro lado, aunque
el valor estadistico bootstrap que se obtuvo para
la cepa HT-ITV86 no fue muy alto (248) su alinea-
miento entre secuencias de C. cladosporioides den-
tro del subgrupo C1 muestra la probabilidad de
pertenecer a esta especie.

Por su parte, en el subgrupo C2 se incluy¢ los
aislados KP963943 y K]J596320, correspondientes
a secuencias de C. cladosporioides de México y la

1000

523 &

Cladosporium cladosporioides KP963942 (México)
Cladosporium cladosporioides KP963944 (México) C1
Cladosporium cladosporioides TX867558 (India)
Clad ium cladosporioides KP963943 (México)
Cladosporium cladosporioides KJ596320 (India)
Cladosporium cladosporioides KP963945 (México)

India, respectivamente. En este subgrupo la cepa
HT-ITV87 se alined junto a la secuencia de la cepa
TSP1 de C. cladosporioides y se respaldé por un
valor estadistico de soporte bootstrap de 523. Por
otro lado, el grupo II se dividié en dos subgrupos
(C3y C4).

El subgrupo C3 incluy¢ los aislados KP963945,
KMO030316, FR837924 y GQ221852, todos de C. cla-
dosporioides (2 Estados Unidos de Norteamérica, 1
México, 1 Republica Checa). En este subgrupo la
cepa HT-ITV89 se alined con la cepa NRRL 66016
de C. cladosporioides, con un valor de soporte de
bootstrap de 1000. El subgrupo C4 incluy¢ los ais-
lados EF679372, EF679390, EF679382 y EF679371,
correspondientes a secuencias de C. macrocarpum,
C. subtillissimum, C. ossifragi y C. macrocarpum (1
Turquia, 1 Estados Unidos de Norteamérica, 1
Noruega y 1 Rumania), cuyos alineamientos estu-
vieron soportados por valores estadisticos boots-
trap altos. Por ultimo, el grupo III se dividi6 en
tres subgrupos (C5, C6 y C7).

El subgrupo C5 incluy6 los aislados KF040480,
GQ221853 y HQ130717, con dos secuencias de C.
cladosporioides y una secuencia de Cladosporium
sp. procedentes de México, Estados Unidos de
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Clad ; )
sporium

813

sporioides KM030316 (Estados Unidos de Norteamérica)
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Fig. 1. Arbol filogenético generado por el método Neighbour Joining derivado de los datos de las
secuencias de los hongos para la region ITS 1/5,8s/ITS II del ARN ribosomal. Los ntimeros
adyacentes a los puntos de ramificacion son los valores bootstrap para 1000 repeticiones.

Fig. 1. Phylogenetic tree generated by the Neighbour Joining method derived from the sequence
data for fungal ITS 1/5.8s/ITS II region of the RNAr. Numbers adjacent to branch points are

bootstrap values from 1000 interactions.
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América y Africa, respectivamente. En este sub-
grupo la secuencia de la cepa HT-ITV36 se aline6
con la secuencia de la cepa NRRL 52418 de C.
cladosporioides, soportado por un valor estadisti-
co bootstrap de 1000. Dicho resultado estadistico
confirma que ésta cepa pertenece a la especie C.
cladosporioides. El subgrupo C6 incluyd los ais-
lados AY251070, AY251075 y GQ458030 de los
cuales la mayoria son secuencias de cepas de C.
cladosporioides procedentes de Paises Bajos y Ca-
nada, soportados por valores estadisticos altos.
Por tltimo, el subgrupo C7 incluy6 solo el aislado
AY251074 procedente de Paises Bajos.

Experimento de confrontacion

El experimento de confrontaciéon mostrd una
zona de inhibicién progresiva producida por T.
harzianum VSL291 en contra de C. cladosporioides
(datos no mostrados), que se incremento a través
del tiempo, acompanada por el ataque del micelio
del hongo patégeno (Tabla 1). T. harzianum mos-
tro un efecto marcado de hiperparasitismo, que
fue observado por el crecimiento sobre la colonia
del fitopatégeno y por la competencia por espacio
y nutrientes (Ezziyyani et al., 2004).

La aplicacién de cepas de T. harzianum en fru-
tas de uvas y manzanas ha sido reportada redu-
ciendo parcialmente la enfermedad causada por
el hongo Botrytis cinerea y las protegié por mas
de dos meses, e igualmente mostrd efecto sobre
Penicillium expansum (Latorre et al., 1997). Asi
mismo, se observo que T. harzianum'y T. pseudoko-
ningi controlaron el desarrollo de Monilinia laxa
en ciruela de hueso y B. cinerea en manzanas (Ve-
lazquez-del Valle et al., 2008).

Simulaciéon de micopararasitismo
T. harzianum secret6 en el medio de cultivo
algunas enzimas como la (-1,3-glucanasas (0.58

mU mg?), quitinasas (0.08 mU mg™"), xilanasas
(0.31 mU mg™"), proteasas (0.21 mU mg™) y lipasas
(0.15 mU mg?), en presencia de paredes celula-
res de las cepas HT-ITV36, HT-ITV86, HT-ITVS?,
HT-ITV88 y HT-ITV89 de C. cladosporioides, y de
las cepas HT-ITV41 y HT-ITV32 de C. gloeospo-
rioides y C. cassicola, respectivamente. La activi-
dad micoparasitica de Trichoderma dependié de
la secrecion de una mezcla compleja de enzimas
hidroliticas capaces de degradar las paredes ce-
lulares de los hongos patdgenos (Suarez et al.,
2005). En muchos miembros del género Trichoder-
ma se ha demostrado su accion antagdnica contra
patégenos de plantas y la produccion de enzimas
liticas (Haggag et al., 2006).

Para la produccion de quitinasas se observo
que a las 12 y 24 h se produjo la actividad enzi-
matica mayor (0,078 mU mg"+ 0,01 y 0,054 mU
mg'+ 0,02 de proteina, respectivamente) y para
C. gloeosporioides y C. cassicola (0,084 mU mg™' +
0,01 y 0,024 mU mg* + 0,015). De la Cruz et al.
(1992) obtuvieron valores de actividad especifi-
ca de entre 670 y 800 mU mg™" de proteina para
la actividad quitinasa con la cepa CECT 2413 de
T. harzianum, crecida con paredes celulares de
B. cinerea, Gibberella fujikuroi, Rhizoctonia solani,
Phytophthtora citrophthora y T. harzianum, que son
mas altos a los valores obtenidos en este traba-
jo. Kucuk y Kivanc (2008) produjeron quitinasas
en medios de cultivo liquidos que contenian pa-
redes celulares de Gibberella zeae y Aspergillus us-
tus como unica fuente de carbono con cepas de
T. harzianum y reportaron valores similares a los
encontrados en este trabajo.

La produccion maxima de xilanasas por T.
harzianum VSL291 se observé a las 12 h (0,3 mU
mg™’ de proteina + 0,003) y se mantuvo constan-
te a una concentracion de 0,25 hasta las 96 horas
y para C. gloeosporioides y C. cassicola (0,083 mU

Tabla 1. indice de Biocontrol (IBC) de la cepa VSL 291 contra C. cladosporioides
Table 1. Biocontrol index (IBC) of VSL 291 strain against C. cladosporioides

Tiempo de incubacion (h) Area’T cm?z DE Area®T + P cm?+ DE IBC< (%)
0 0 0 0
24 10,98 + 0,58 20,78 + 0,50 52,83
48 16,34 +1,13 27,84 +1,18 58,69
72 18,23 £2,21 29,23 £2,20 62,37
96 19,68 +1,29 31,18 +0,73 63,12
120 23,34 + 0,63 35,29 + 1,09 66,14
144 30,12 +0,78 42,31 +0,33 71,18
168 43,03 +1,21 56,22 + 0,07 76,29

a Area T: drea total de la colonia de Trichoderma.

® Area T + P: 4rea total ocupada por las colonias de Trichoderma y el hongo patdgeno.

IBC del crecimiento del hongo patdgeno.
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mg? + 0,01y 0,133 mU mg™ + 0,05). Stricker et al.
(2006), encontraron que la cepa QM9414 de Hypo-
crea jecorina produjo la actividad maxima de xi-
lanasa (0,206 + 0,015 U mg™ de proteina) a las 48
h utilizando xilano como fuente de carbono. Sin
embargo, Seiboth et al. (2003) evaluaron la pro-
duccion de xilanasa con H. jecorina utilizando seis
sustratos diferentes, encontrando que la mejor
actividad especifica (0,33 + 0,05 U mg™) se obtuvo
cuando H. jecorina creci6 en el medio conteniendo
xilitol como sustrato. Uijiie et al. (1991) reporta-
ron una actividad especifica de xilanasa de 24,4 U
mg™” de proteina para la enzima cruda producida
por Trichoderma viride. Otros autores evaluaron
las actividades especificas de xilanasa produci-
das por cepas nativas y recombinantes (ATX2-12,
ATX2-16 y TU-6) de Trichoderma reesei en medio
suplementado con glucosa y xilano, y reportan
que las actividades especificas de xilanasa a partir
de xilano por las cepas ATX2-12, ATX2- 16 y TU-6
fueron 30, 27 y 24 U mg" de proteina, respecti-
vamente (Kurzatkowski et al., 1996). Rezende et
al. (2002) reportaron una actividad especifica de
xilanasa de 13 U mg™ de proteina. Los resultados
obtenidos en los trabajos anteriores son superio-
res a los mostrados en este estudio, ya que en esos
trabajos se utilizaron fuentes de carbono especifi-
cas para la produccion de xilanasas.

Para el caso de las proteasas, la actividad
maxima se detect6 a las 24 h (0,220 mU Tirosina

mg™! proteina + 0,003) observandose una pérdida
de 0,150 mU =+ 0,009 a las 48 h y para C. gloeospo-
rioides y C. cassicola (0,068 mU mg™ + 0,01 y 0,06
mU mg?! + 0,015, respectivamente). La secrecion
proteolitica de T. harzianum T39 mostré efecto di-
recto sobre B. cinérea reduciendo la germinacién
y el desarrollo de la enfermedad (Elad y Kapat,
1999). La actividad maxima para lipasas se detec-
té entre las 12 h y 24 h de incubacién (0,154 mU
p-nitrofenol mg™ proteina + 0,08 y 0,09 mU p-ni-
trofenol mg™" proteina + 0,09, respectivamente) y
para C. gloeosporioides y C. cassicola (0,0754 mU
mg’ + 0,01y 0,094 mU mg" + 0,015). Chet (1987)
encontré lipasas en el medio de cultivo donde
crecié T. harzianum en presencia de micelio de S.
rolfsii. Kashmiri et al. (2006) encontraron que la
actividad maxima especifica de lipasa producida
por T. viride durante la fermentacion fue de 328 U
mg™' de proteina a las 48 h, similar a la actividad
de lipasa maxima observada en éste estudio uti-
lizando las paredes celulares de C. cladosporioides
pero con valores mas bajos de actividad enzima-
tica. Las enzimas producidas por T. harzianum
degradaron las paredes celulares de C. cladospo-
rioides a partir de las 50 h (Fig. 2).

Modelado en bioprocesos

Los modelos no estructurados describen algu-
nos componentes, tales como sustratos principa-
les, microorganismos, productos de interés, que
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Fig. 2. Comportamiento dinamico de los datos experimentales (simbolos) y la predicciéon del modelo
(linea) para T. harzianum y C. cladosporioides.
Fig. 2. Dynamic behavior of the experimental data (symbols) and the prediction model (line) for T.

harzianum and C. cladosporioides.



Romero-Cortes, T. et al. Micoparasitismo por Trichoderma contra Cladosporium aislado de cacao 39

permiten limitar el nimero de variables y para-
metros del sistema (Dochain, 2003). En la fermen-
tacion por lotes, la dindmica del sistema puede
ser descrito por el siguiente modelo:

E)_ k(a0 g
dt

donde

xeR, es el vector de concentraciones; K e R

es la matriz de coeficientes estequiométricos (m

<n); T EERZ es el vector de términos cinéticos;

teR, es el tiempo; y

7(x(t))= u(t)x(t) )

doénde ,u(t) es la tasa de crecimiento especifico
que es una funcion de diferentes concentraciones
de acuerdo al sistema en estudio.

Tales velocidades de reaccion varian con el
tiempo y por lo general se ven influidas por mu-
chos factores fisico-quimicos y bioldgicos am-
bientales como el sustrato, los microorganismos y
las concentraciones de productos, asi como el pH,
la temperatura, la concentracion de oxigeno di-
suelto o varios inhibidores del crecimiento micro-
biano. Los cuales, para este trabajo representan
las concentraciones de las actividades enzimati-
cas de lipasas, glucanasas, proteasas, quitinasas,
y xilanasas, de T. harzianum con paredes celulares
de C. cladosporioides.

Modelo cinético propuesto

El modelo cinético propuesto representa el
mecanismo de control bioldgico mediante la velo-
cidad de crecimiento de los hongos y la secrecién
de enzimas. El modelo se baso en el balance de
materia via cinéticas no estructuradas represen-

S: concentracion de
Trichoderma harzianum

.
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tadas por ecuaciones diferenciales en funcion del
tiempo (modelo dinamico). Para la solucién del
modelo se disefié una red de programacion grafi-
ca (Model Maker®) representando el mecanismo
de reaccion del micoparasitismo en funcion de las
enzimas involucradas. Para la solucién numérica
se utilizé el método de Runge-Kutta. Con la reso-
lucién de las ecuaciones (4) a la (10), se obtuvie-
ron 34 parametros que permitieron caracterizar el
comportamiento del micoparasitismo simulado.
Los parametros se ajustaron a los datos experi-
mentales y se validaron mediante el calculo de un
indice de desempeno global (ecuacion 3) lo cual
indicé un ajuste satisfactorio (Fig. 3 y Fig. 4).

2 ®

IM(t,)- M

M=

A= 1-

™M

i

dénde A(t, ) es el valor numérico simulado vari-
able a tiempo t; M(t, el valor observado de la
misma variable en el tiempo t; M* es el valor me-
dio de la variable observada, y N es el nimero
de datos. A varia entre (-, 1) en dénde un valor
positivo de A representa un simulacion aceptable
mientras que A > 0,5 representa un buena simu-
lacion.

Modelo dinamico
Balance de T. harzianum (S):

a

dS _ thuas| , S| 4 X )
d Y k, k. +X

X: concentracion de
Cladosporium cladosporioides

El esquema representa tambien las concentraciones de proteinas secretadas en funcion del tiempo donde: B: Xilanasas, P:
Proteasas, G: Glucanasas, Q: Quitinasas, L: Lipasas.

Fig. 3. Red de programacion grafica para el micoparasitismo.
Fig. 3. Graphical network programming for mycoparasitism.
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Fig. 4. Comportamiento dinamico de los datos experimentales (simbolos) y la prediccion del modelo
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Fig. 4. Dynamic behavior of the experimental data (symbols) and the prediction model (line) for

xylanases, proteases, -1, 3 glucanases, chitinases and lipases.

Balance de C. cladosporioides (X):

L

B

x_ sV x e [[ e |
de e\ Uk ) Tk x| g +Ql |0+ P

donde:

u,.= 0,0156 Velocidad maxima de crecimiento
[cm*h']; k, = 0,25 término de inhibicién para el
modelo Lu‘ong [cm?]; k =15 Constante de afinidad
de T. harzianum [cm?]; a= 1,6 Término exponencial
para el modelo Luong [adimensional]; Y = 0,8
Rendimiento [adimensional]; ¢= 2,3 constante de
modelo de Bulton para quitinasas sobre C. clados-
porioides [mU mg']; ¢,= 3,9 constante de modelo
de Bulton para proteasas sobre C. cladosporioides
[mU mg']; ¢,= 0,01 constante de modelo de Bul-
ton para lipasas sobre C. cladosporioides [mU mg™];
¢,=0,01 constante de modelo de Bulton para -1, 3
glucanasas sobre C. cladosporioides [mU mg™]

Balance de xilanasas (B):

B
%: Ay *(1_ ]fJ ~ky* X *B+ *exp(*/lz*X*t)_il *exp(—ﬂ3*X*t) % g

B

¢)3+L
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donde:

A, = 0,015 velocidad especifica de producto de
xilanasas [mU mg"' h™" cm?]; k. = 13 término de
inhibicién para el modelo Luong para xilanasas
[mU mg']; p = 3,12 Término exponencial para el
modelo Luong [adimensional]; k,= 0,01 constan-
te de decaimiento referida a C. cladosporioides [h™
cm?]. También fue reportada por Cunniffe y Gilli-
gan (2011) conun valor de 1 a5, A,=3,3 constante
referida al metabolismo de xilanasas [mU mg* h™!
can?]; A, = 1,36 constante exponencial de la activi-
dad de xilanasa (activas) [adimensional]; A,=2,0
constante exponencial de la actividad de xilanasa
(inactivas) [adimensional],

Balance de proteasas (P):

X
P P gy
ci’t: pp*(]_k J -kd*X*P+p1*exp( Py X*t) * g
P
donde:

p,= 0,024 velocidad especifica de producto de
proteasas [mU mg* h' cm?]; k=16 término de
inhibicién para el modelo Luong para proteasas
[mU mg']; X = 1,6 Término exponencial para el
modelo Luong [adimensional]; p,= 0,2 constante
referida al metabolismo de proteasas [mU mg™ h™!
cm?]; p,= 1,5 constante exponencial de la activi-
dad de proteasas [adimensional].

Balance de quitinasas (Q):

)
Q: KQ* ]_Q —kd*X*Q+K1*exp(_K2*X*t) * g
dt kQ
donde:

K = 0,0056 velocidad especifica de producto de
quitinasas [mU mg™ h™ cm?]; KQ =15 término de
inhibicién para el modelo Luong para quitinasas
[mU mg']; 0 = 1,6 Término exponencial para el
modelo Luong [adimensional]; x,= 1,2 constante
referida al metabolismo de quitinasas [mU mg™"
h™ em?]; ,= 3,5 constante exponencial de la acti-
vidad de quitinasas [adimensional].

Balance (-1, 3 glucanasas (G):

dG _
dt

G

&
VG*(I_IC(;J -kd*X*G+V1*exp(_V2*X*t) * S

@)

®)

©)

41
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dénde:

V.= 0,048 velocidad especifica de producto de
glucanasas [mU mg* h'' em?]; k.= 15 término de
inhibicién para el modelo Luong para glucanasas
[mU mg']; € = 1,6 Término exponencial para el
modelo Luong [adimensional]; V,=1,25 constante
referida la metabolismo de glucanasas [mU mg™
h™' ecm?]; V,=1,4 constante exponencial de la acti-
vidad de glucanasas [adimensional].

Balance de lipasas (L):

n
dL L -
—=|o.*|I- —kd*X*L+al*exp( 02" X%) | g (10)
dt .
donde: como una herramienta para la estimacion de

0, = 0,001 velocidad especifica de producto de
lipasas [mU mg"' h' cm?]; k, = 15 término de
inhibicién para el modelo Luong para lipasas
[mU mg']; € =1,6 Término exponencial para el
modelo Luong [adimensional]; ¢,= 0,63 constan-
te referida al metabolismo de lipasas [mU mg* h™!
can?]; 0,= 1,4 constante exponencial de la activi-
dad de lipasas [adimensional].

Cabe mencionar que muchas de estas constan-
tes estan en rango con algunos experimentos rela-
cionados con el micoparasitismo (Beg et al., 2001;
Cai et al., 2004; Lu et al., 2008; Knob y Carmona,
2010). En la literatura solo se tienen reportes de
cinéticas referidas a los hongos antagonistas y/o
patogenos sin incluir el efecto de las proteinas en
el modelado cinético (Beg et al., 2001; Cunniffe y
Gilligan, 2011).

CONCLUSIONES

Las técnicas de caracterizacion molecular
permitieron identificar a las secuencias de las
cepas HT-ITV36, HT-ITV86, HT-ITV87, HT-ITV88
y HT-ITV89 como especies de C. cladosporioides
sensu lato. Por otro lado, la actividad enzimatica
de T. harzianum VSL291 contra C. cladosporioides,
C. gloeosporioides y C. cassicola se relaciond con
el aumento de las actividades enzimaticas.
Ademas, los valores del IBC obtenidos para
la cepa de T. harzianum VSL291, sugieren que
las cepas de Trichoderma aisladas de T. cacao
tiene la capacidad para antagonizar de manera
mas eficiente a los patdégenos fingicos de este
cultivo. Finalmente, el modelo cinético propuesto
predijo las concentraciones de las enzimas
[-1,3 glucanasas, quitinasas, lipasas, proteasas,
xilanasas producidas por Trichoderma en paredes
celulares de C. cladosporioides, C. gloeosporioides y
C. cassicola. Ademas, este modelo puede utilizarse

actividades enzimaticas con un enfoque de
instrumentacién virtual.
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