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RESUMEN

En las regiones citricolas de México, la antracnosis causada por Colletotrichum
acutatum es una enfermedad endémica que cada afio ocasiona pérdidas severas en
la produccién de limén Persa (Citrus X latifolia). El uso de Trichoderma asperellum
como agente de control biolégico representa una alternativa viable a los pesticidas
sintéticos para el manejo de este patégeno, debido a sus diversos mecanismos de
accién y a la ausencia de los efectos negativos asociados con los fungicidas quimicos.
El objetivo de este estudio fue evaluar in vitro el efecto antagonista de cepas de
Trichoderma asperellum aisladas de regiones semiaridas sobre el desarrollo de C.
acutatum, agente causal de la antracnosis en limén Persa en Veracruz, México. Los
aislamientos de Trichoderma asperellum se obtuvieron a partir de suelos de regiones
semidridas de Coahuila y Durango, mientras que el patégeno fue aislado de tejido
vegetal infectado de limén Ppersa. Se establecieron cinco tratamientos, incluido un
testigo absoluto, cada uno con cuatro repeticiones. Las variables evaluadas
incluyeron la colonizacién de Trichoderma asperellum sobre el patégeno, asi como la
produccién de metabolitos volatiles y no volatiles. Los resultados indican que las
dos cepas aisladas de Durango, identificadas como Trichoderma asperellum,
presentaron la mayor capacidad de colonizacién sobre C. acutatum a lo largo del
tiempo. Asimismo, estas cepas mostraron el mayor efecto inhibitorio sobre el
crecimiento micelial del patégeno mediante la accién de metabolitos no volatiles.
En contraste, los metabolitos volatiles no mostraron diferencias estadisticamente
significativas entre tratamientos, lo que sugiere una baja o nula participacién de
estos compuestos en la inhibicién del patégeno bajo las condiciones evaluadas.
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ABSTRACT

In citrus-growing regions of Mexico, anthracnose caused by Colletotrichum acutatum
is an endemic disease that each year causes severe losses in Persian lime (Citrus X
latifolia) production. The use of Trichoderma asperellum as a biological control
agent represents a viable alternative to synthetic pesticides for the management of
this pathogen, due to its diverse mechanisms of action and the absence of the
negative effects associated with chemical fungicides. The objective of this study
was to evaluate in vitro the antagonistic effect of Trichoderma asperellum strains
isolated from semi-arid regions on the development of C. acutatum, the causal agent
of anthracnose in Persian lime in Veracruz, Mexico. Trichoderma asperellum isolates
were obtained from soils of semi-arid regions in Coahuila and Durango, while the
pathogen was isolated from infected Persian lime plant tissue. Five treatments were
established, including an absolute control, each with four replications. The
evaluated variables included Trichoderma asperellum colonization over the
pathogen, as well as the production of volatile and non-volatile metabolites. The
results indicate that the two strains isolated from Durango, identified as
Trichoderma asperellum, exhibited the greatest colonization capacity over C.
acutatum over time. Likewise, these strains showed the highest inhibitory effect on
the mycelial growth of the pathogen through the action of non-volatile
metabolites. In contrast, volatile metabolites did not show statistically significant
differences among treatments, suggesting a low or null involvement of these
compounds in pathogen inhibition under the evaluated conditions.

Key words: Antagonism, beneficial microorganism, pathogen, citrus, biological
control.

1. INTRODUCCION

El limén (Citrus limon (L.) Burm. £.) ocupa el segundo lugar en importancia entre los citricos cultivados en México, tanto
por su consumo en fresco (7.2 kg per capita) como por su relevancia industrial. En 2024, la produccién nacional alcanzé las
3.3 millones de toneladas, de las cuales aproximadamente el 50% correspondieron a limén Persa (Citrus X latifolia Tanaka
ex Q. Jiménez), uno de los cultivares més apreciados por su rendimiento, contenido de jugo y aceptabilidad en mercados
de exportacion (FAOSTAT, 2024).

Este cultivo es altamente susceptible a diversas enfermedades, entre las cuales destacan la gomosis, el Huanglongbing, el
Virus de la Tristeza de los Citricos (CTV) y la antracnosis. Esta ultima, causada por Colletotrichum acutatum sensu lato, es

responsable de pérdidas econémicas significativas, superando en algunos casos el 80 % del rendimiento comercializable

(Borges & Soares, 2016).

Los sintomas de la enfermedad se manifiestan principalmente como necrosis floral y aborto de frutos, afectando de manera
directa los niveles de produccién en la cosecha (Wang et al., 2021). Dado que el limén Persa representa uno de los principales
cultivares de exportacién en México y América Latina, este impacto fitopatolégico constituye una amenaza seria para la

competitividad agricola (Evans et al., 2014; Mogollén et al., 2021).
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El manejo convencional de la antracnosis se basa predominantemente en la aplicacién recurrente de fungicidas quimicos
(Gongalves et al., 2021; Camiletti et al., 2024). Sin embargo, en los dltimos afios, las restricciones impuestas por agencias
regulatorias debido a los riesgos potenciales para la salud humana y el ambiente, asi como la aparicién de cepas resistentes,
han reducido la eficacia y viabilidad del uso sostenido de estos productos (Forcelini & Peres, 2018; Dowling et al., 2020).
Esta situacién ha incentivado la busqueda de alternativas sustentables, entre las cuales destacan las estrategias de control
biolégico, el empleo de metabolitos naturales y tecnologias basadas en microbiomas benéficos (Igbal et al., 2023; Oliveira
et al., 2016; Mufioz, 2021). En este contexto, diversos estudios han documentado el potencial de Trichoderma asperellum
como agente de biocontrol eficaz contra fitopatégenos. Este hongo filamentoso, reconocido por su plasticidad ecolébgica,
capacidad de colonizacién endofitica y amplia gama de mecanismos de accién como el micoparasitismo, la competencia
por nutrientes y espacio, la produccion de enzimas liticas y de metabolitos antifiingicos no solo contribuye al control de
enfermedades, sino que también promueve el crecimiento vegetal (Osorio-Herndandez, 2018; Cortés-Hernandez., 2023; De
Silva et al., 2019). Sus interacciones simbiéticas con los tejidos vegetales le permiten inducir resistencia sistémica y generar
compuestos bioactivos que actian directamente sobre el patégeno, disminuyendo la necesidad de productos quimicos
sintéticos (Mukherjee et al., 2013; Contreras-Cornejo et al., 2016; Khan et al., 2020). En el presente estudio, se evalué el
efecto de cepas nativas de Trichoderma asperellum en el control de la antracnosis asociada a Colletotrichum acutatum en el

cultivo de limén Persa en el estado de Veracruz, México.

2. MATERIALES Y METODOS

El experimento se llevé a cabo en el laboratorio de Cultivo in vitro en la Universidad Auténoma Agraria Antonio Narro.

2.1 Material vegetal

El material vegetal utilizado fueron plantas de limén Persa (Citrus X latifolia) sin semilla, susceptibles al ataque del hongo
Colletotrichum acutatum SGO.

2.2 Patogeno fangico
2.2.1 Colecta de muestras, aislamiento e identificacién de C. acutatum

Para el aislamiento del patégeno, se recolectaron flores y frutos jévenes que presentaban sintomas tipicos de antracnosis.

Para el aislamiento de los hongos, los fragmentos de tejido fueron desinfectados con hipoclorito de sodio al 2% durante 2
min. Los fragmentos de tejido vegetal fueron depositados en medio Agar Dextrosa y Papa (Bioxon, PDA, 39 g L-! de agua),
incubados a 28 °C durante siete dias (Oliveira et al., 2005).

2.2.2  Aislamiento y caracterizacién de cepas de Trichoderma asperellum

Las cepas antagonistas de Trichoderma asperellum se aislaron a partir de muestras de suelo sin tejido radicular colectadas
en una regién semidarida del sur del municipio de Saltillo, Coahuila, México. Se aplicé la técnica de dilucién seriada hasta
107°. Las colonias con morfologia caracteristica de Trichoderma asperellum fueron seleccionadas y purificadas mediante

resiembras sucesivas hasta obtener cultivos axénicos.

Las cepas aisladas se enfrentaron preliminarmente a Colletotrichum acutatum mediante cultivos duales en medio Papa
Dextrosa Agar (PDA). Las cepas seleccionadas se codificaron como CCH-5S-2024 (Cepa de Trichoderma asperellum aislada
de suelo de zona semidrida en Saltillo, Coahuila, suelo seco donde se encontraba establecido un cultivo de chile) y CCH-
SH-2024 (Cepa de Trichoderma asperellum aislada de suelo de zona semidrida en Saltilo, Coahuila, cultivo de chile con suelo
himedo). Adicionalmente, se incluyeron dos cepas de Trichoderma asperellum: CD-AR-2024+ (Cepa de Trichoderma
asperellum aislada de zona semiarida en el Estado de Durango, México) y CD-AR-2024A° (Cepa de Trichoderma asperellum
aislada de suelo de zona semidrida de Durango, México), proporcionadas por el Instituto Nacional de Investigaciones
Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP), Campo Experimental Valle del Guadiana, en el estado de Durango, México,
regién semiarida templada.



2.3 Bioensayos in vitro

Los bioensayos se establecieron bajo un diseiito completamente al azar. Cada tratamiento conté con cuatro repeticiones,
considerando cada caja de Petri como una unidad experimental. Se evaluaron cinco tratamientos en total: cuatro cepas de
Trichoderma asperellum (dos aisladas de Saltillo, Coahuila, y dos provenientes de Durango), ademas de un testigo absoluto

sin la presencia del antagonista.

2.3.1 Evaluacion de los mecanismos de accion de Trichoderma asperellum
Micoparasitismo (cultivo dual)

La capacidad antagonista de las cepas de Trichoderma asperellum se evalué mediante la técnica de cultivo dual descrita por
Cherif y Benhamou (1990). Las cajas se incubaron a 25 = 1 °C'y se evalué la colonizacién del antagonista sobre el patégeno.
El crecimiento micelial radial de C. acutatum se midié con un vernier digital a partir del punto de contacto entre ambos

microorganismos.

Metabolitos no volatiles

El efecto inhibitorio de metabolitos no volatiles producidos por Trichoderma asperellum se evalué siguiendo la metodologia
propuesta por Dennis y Webster (1971) (Técnica de celofan para difusién de metabolitos en PDA). El crecimiento del

patégeno se evalué cada 24 horas.

Metabolitos volatiles

Para evaluar la inhibicién del patégeno por metabolitos volatiles producidos por Trichoderma asperellum, se empleé la
metodologia descrita por Dennis y Webster (1971) (Técnica de placa doble). El crecimiento micelial del patégeno se evalué

cada 24 h durante el periodo de incubacién.

2.4 Andlisis estadistico

Los datos obtenidos se sometieron a pruebas de normalidad y homogeneidad de varianzas. Posteriormente, se realizaron
analisis de varianza (ANOVA) y pruebas de comparacién miltiple de medias mediante la prueba de Tukey (p < 0.05).
Asimismo, se analizaron los valores del drea bajo la curva del progreso del patégeno para comparar el efecto de los

tratamientos.

3. RESULTADOS

3.1 Colonizacion y competencia espacial de Trichoderma asperellum sobre Colletotrichum acutatum

La colonizacién de Trichoderma asperellum sobre Colletotrichum acutatum mostré diferencias entre cepas durante el periodo
de evaluacién (Tabla 1). A partir del dia 4 se observaron diferencias en la velocidad de avance del antagonista sobre el

patogeno.

La cepa CD-AR-2024A°, aislada de una regién arida de Durango, present6 la mayor colonizacién y alcanzé 42.38 mm al

dia 8 (Tabla 1), seguida por CCH-SH-2024 con 31.17 mm, CCH-SS-2024 con 29.17 mm y CD-AR-2024+ con 27.03 mm.

Tabla 1. Colonizacién de diferentes cepas de Trichoderma asperellum sobre Colletotrichum acutatum SGO aislado de flores de

limé6n Persa.

Colonizacién (mm)

Tratamiento

Dial Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6 Dia 7 Dia 8
CD-AR-2024+ 16.97 a* 18.36 a 19.8 a 21.49 a 23.67 ab* 24.33 a 25.19b 27.03 b
CCH-SS-2024 12.44 abe 16.44 ab 19.55 a 23.54 a 23.74 ab 24.21 a 25.62 b 29.17 ab




CCH-SH-2024 9.94 be 10.31 b 11.90 a 14.88 a 18.32 b 28.03 a 36.01 ab 31.17 ab
CD-AR-2024A° 7.40 ¢ 11.25b 18.48 a 25.63 a 29.67 ab 32.50 a 38.88 a 42.38 a
p-value 0.001 0.004 0.171 0.082 0.018 0.047 0.011 0.001

*Letras iguales indican que no hay diferencia estadistica entre tratamientos (P=0.05).

Tabla 2. Area bajo la curva de la colonizacién de diferentes cepas de Trichoderma asperellum sobre Colletotrichum acutatum

aislado de tejido de flores de limén Persa.

Area Bajo la Curva

Tratamientos Valores
CD-AR-2024A° 181.2850 a*
CD-AR-2024+ 154.7800 a
CCH-SS-2024 153.9050 a
CCH-SH-2024 139.9983 a
p-value 0.0648

*Letras iguales indican que no hay diferencia estadistica entre tratamientos (P=0.05).

El analisis del area bajo la curva de colonizacién no mostré diferencias estadisticas significativas entre tratamientos (p >

0.05), aunque la cepa CD-AR-2024A° registré el valor numérico mas alto (Tabla 2).

3.2 Actividad antagénica por antibiosis
3.2.1 Inhibicion de crecimiento de Colletotrichum por metabolitos no volatiles

La evaluacién del efecto de los metabolitos no volatiles mostré diferencias significativas entre tratamientos durante todo
el periodo de evaluacién (Tabla 3). Las cepas CD-AR-2024+ y CD-AR-2024A° presentaron el mayor efecto inhibitorio

sobre el crecimiento de C. acutatum, con valores menores en comparacién con el testigo y con las cepas aisladas de Saltillo.

Tabla 3. Crecimiento de Colletotrichum acutatum por metabolitos no volatiles de Trichoderma asperellum.

Medias de crecimiento (mm)

Tratamiento

Dia 1 Dia 2 Dia 3
TGO 717 a 16.63 a 25.62 a*
CCH-SS-2024 5.77 ab 13.76 a 23.27 a
CCH-SH-2024 4.99 ab 13.09 ab 22.41 a
CD-AR-2024+ 3.72 be 8.7 be 13.62 b
CD-AR-2024A° 1.37 ¢ 7.62 ¢ 13.65b
p-value 0.00000999 0.000224 0.000000444

*Letras iguales indican que no hay diferencia estadistica entre tratamientos (P=0.05). Solo se evaluaron 3 dias debido a

contaminacién con esporas de Trichoderma en el medio de cultivo.

Tabla 4. Area bajo la curva del crecimiento de Colletotrichum acutatum bajo tratamientos a base de metabolitos no volatiles

de diferentes cepas de Trichoderma asperellum.

Area Bajo la Curva
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Tratamientos Valores
TGO 12052.300 a*
CCH-S5-2024 10320.375 a
CCH-SH-2024 9777.133 a
CD-AR-2024+ 6341.267 b
CD-AR-2024A° 5520.017 b
p-value 0.00000212

*Letras iguales indican que no hay hay diferencia estadistica entre tratamientos (P=0.05).

El analisis del area bajo la curva mostré diferencias estadisticas entre tratamientos y confirmé menor crecimiento
acumulado de C. acutatum con los metabolitos no volatiles producidos por las cepas aisladas del Estado de Durango (Tabla
4).

3.2.2 Inhibiciéon de crecimiento radial de Colletotrichum por metabolitos volatiles

Los metabolitos volatiles producidos por Trichoderma asperellum no mostraron efecto inhibitorio significativo sobre C.

acutatum durante el periodo de evaluacién (Tabla 5). El crecimiento del patégeno en presencia de estos compuestos fue

comparable al del testigo.

Tabla 5. Crecimiento micelial de C. acutatum bajo tratamientos a base de metabolitos volatiles de cepas de Trichoderma

asperellum de zonas aridas y semiaridas.

Crecimiento micelial de C. acutatum

Tratamiento

Dia 1 Dia 2 Dia 3
CD-AR-2024A° 25.07 a 26.20 a 32.92 a*
TGO 14.37 a 24.69 a 27.03 a
CCH-SH-2024 14.33 a 20.35 a 31.76 a
CD-AR-2024+ 9.63 a 22.06 a 33.36 a
CCH-SS-2024 8.35a 13.85a 27.87 a
p-value 0.179 0.633 0.481

*Letras iguales indican que no hay diferencia estadistica entre tratamientos (P=0.05).

El anilisis del drea bajo la curva correspondiente a este ensayo no mostré diferencias estadisticas entre tratamientos (Tabla
6).
Tabla 6. Area bajo la curva del crecimiento de diferentes cepas de Trichoderma asperellum sobre Colletotrichum acutatum

aislado de tejido de flores de limén Persa.

Area Bajo la Curva

Tratamientos Valores
CD-AR-2024A° 20177.56 b*
TGO 16594.43 a
CD-AR-2024+ 15997.88 b
CCH-SH-2024 15864.32 a
CCH-55-2024 11688.09 a
p-value 0.464

*Letras iguales indican que no hay diferencia estadistica entre tratamientos (P=0.05).
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4. DISCUSION

Los resultados muestran que el antagonismo de las cepas evaluadas dependié del mecanismo analizado y del origen del
aislamiento. Las cepas CD-AR-2024+ y CD-AR-2024A°, procedentes del Estado de Durango, mantuvieron un desempeiio
consistente frente a C. acutatum en colonizacién y en inhibicién por metabolitos no volatiles. Este patrén coincide con
reportes previos que sefialan que la eficacia de Trichoderma asperellum contra Colletotrichum es dependiente de la cepa y de
la combinacién de mecanismos expresados por cada aislamiento, aun dentro de una misma especie (Infante Martinez y
Martinez Coca, 2020; Mena-Bahena et al., 2024; Yao et al., 2023).

La mayor velocidad de colonizacién observada en CD-AR-2024A° sugiere una ventaja en competencia por espacio y
recursos durante las etapas tempranas de interaccion. En Trichoderma asperellum, esta respuesta suele relacionarse con
reconocimiento del hospedero, crecimiento dirigido, micoparasitismo y secrecién de enzimas hidroliticas implicadas en la
degradacion de la pared celular del fitopatégeno (Cherif y Benhamou, 1990; Abbas et al., 2022). No obstante, la falta de
diferencias en el area bajo la curva indica que, al integrar toda la dindmica temporal, todas las cepas lograron colonizar al
patégeno en grado comparable. Por tanto, la principal diferencia entre aislamientos no parece radicar en la capacidad final
de ocupacién, sino en la rapidez con la que inician y sostienen la colonizacién, aspecto relevante en patosistemas florales
donde el periodo de infeccién es corto y esta fuertemente influido por las condiciones ambientales (Gongalves et al., 2021).
El efecto mas claro del estudio se registré en el ensayo de metabolitos no volitiles. La reduccién del crecimiento micelial y
los menores valores del drea bajo la curva con las cepas aisladas del Estado de Durango indican que la antibiosis soluble
fue un componente central del antagonismo. Este resultado concuerda con la capacidad de Trichoderma asperellum para
sintetizar peptaiboles, poliquétidos, terpenos y otros metabolitos bioactives con actividad antifingica, ademas de
proteinas y péptidos extracelulares que alteran la integridad de la membrana y pared del patégeno (Mukherjee et al., 2013;
Khan et al., 2020; Vinale y Sivasithamparam, 2020; Baccelli et al., 2022). La respuesta diferencial entre CD-AR-2024+ y
CD-AR-2024A° indica que los aislamientos no expresan un tnico patrén funcional: una cepa puede destacar por
colonizacién temprana y otra por produccién de compuestos difusibles, lo que abre la posibilidad de seleccionar

aislamientos complementarios o de combinarlos en formulaciones futuras.

En contraste, los metabolitos volatiles no redujeron de manera consistente el crecimiento de C. acutatum. Esto difiere de
lo informado por Chéavez-Avilés et al. (2024), quienes documentaron compuestos orgéanicos volatiles de T'. asperellum con
actividad antifangica contra C. acutatum, y de Rubio et al. (2023), quienes describieron la participacién de VOCs de T.
harzianum en la inhibicién de hongos fitopatégenos; de manera similar, en un agroecosistema semiarido de Brasil, Barbosa
et al. (2024) comprobaron que los volatiles de aislamientos de T. asperellum afectaron el crecimiento micelial y la
esporulacion de Aspergillus welwitschiae, aunque la respuesta varié entre aislamientos, esto dltimo puede explicar las
discrepancias con nuestros resultados, es decir, las diferencias entre cepas, ademds el medio de cultivo, el tiempo de
incubacién, la concentracién real de VOCs acumulados y la sensibilidad propia del aislado del patégeno. En consecuencia,
en esta interaccién de microorganismos la produccién de compuestos volatiles no debe considerarse un criterio primario de

seleccién, al menos bajo las condiciones in vitro empleadas.

En conjunto, los datos respaldan el potencial de CD-AR-2024+ y CD-AR-2024A° como candidatos para el manejo
biolégico de la antracnosis en limén Persa; sin embargo, la extrapolacién a campo debe hacerse con cautela. La actividad
observada in vitro necesita validarse sobre flores y frutos, donde intervienen la humedad, la temperatura, la microbiota
asociada y la persistencia del antagonista. También es necesario confirmar la identidad taxonémica a nivel molecular,
cuantificar la produccién de esporas y evaluar compatibilidad con otras practicas de manejo integrado. Estudios previos
en otros cultivos muestran que el desempeiio de Trichoderma asperellum puede mejorar cuando se incorpora dentro de
esquemas integrados de control biolégico o de compatibilidad con fungicidas de bajo impacto (Ezziyyani et al., 2004;
Peléez-Alvarez et al., 2016; Muiioz Guerrero, 2021).
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CONCLUSIONES

Las cepas de Trichoderma asperellum aisladas de suelos aridos del estado de Durango, particularmente CD-AR-2024+ vy
CD-AR-2024A°, mostraron el mayor potencial antagonista in vitro contra C. acutatum, en comparacién con las cepas
aisladas de suelos semidridos de Saltillo, Coahuila.

La cepa CD-AR-2024A° present6 la mayor capacidad de colonizacién y sobrecrecimiento del patégeno, evidenciando un
antagonismo efectivo principalmente mediante competencia por espacio y recursos, uno de los mecanismos clave del
control biolégico ejercido por Trichoderma asperellum.

En términos de inhibicién directa del crecimiento micelial, la cepa CD-AR-2024+ fue la mas eficiente, alcanzando los
mayores porcentajes de inhibicién y el valor mas alto del area bajo la curva de inhibicién, lo que confirma su alta capacidad
para restringir el desarrollo del patégeno durante el periodo de evaluacién.

Los metabolitos no volatiles producidos por las cepas de Trichoderma asperellum aisladas de Durango ejercieron un efecto
inhibitorio significativo y sostenido sobre C. acutatum, siendo éste el mecanismo de antibiosis mas relevante identificado
en el presente estudio.

Por el contrario, los metabolitos volatiles no mostraron un efecto inhibitorio significativo sobre el crecimiento acumulado
del patégeno, de acuerdo con el analisis de varianza aplicado al area bajo la curva, lo que indica que este mecanismo no
desempefi6 un papel determinante en el antagonismo observado bajo las condiciones experimentales evaluadas.
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