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ANALISIS DE LA INTERACCION DE Trichoderma spp. E Hibiscus sabdariffa

Martinez-Villamil, Olivia, M.C.
Colegio de Postgraduados, 2022

RESUMEN

Se inocularon plantas de jamaica (Hibiscus sabdariffa) de dos variedades, criolla (Vc) y
tempranera (VT) con 6 cepas diferentes de Trichoderma spp. aisladas del suelo de un
cultivo familiar de Tepoztlan Morelos. Las plantas se mantuvieron en invernadero hasta
su floracion, se colectaron los célices para analizar los compuestos antioxidantes de tipo
polifendlico producidos durante la interaccion con Trichoderma spp., se evalud la
acumulacion de antocianinas, fenoles totales y actividad antioxidante. Los resultados
indicaron que las plantas de la variedad criolla inoculadas con la cepa M6PMrp2 de
Trichoderma produjo 8.12 g eq de ac. gélico/ 100g de peso seco (Ps), mientras que las
de la variedad tempranera tuvieron un menor efecto en la produccion de fenoles. Las
plantas de la variedad tempranera inoculadas con la cepa de Trichoderma Mlrp2
produjeron 2.82g eq de &c. galico/ 100g de peso seco. La evaluacion de antocianinas en
las plantas variedad criolla e inoculadas con Trichoderma (6 cepas) se obtuvieron valores
de 2.16g eq. de cianidina 3-glucocido/ 100g de peso seco mientras que la variedad
tempranera inoculada con Trichoderma produjo 0.98g eq. de cianidina 3-glucocido/ 100g
de peso seco. La variedad criolla en interaccion con Trichoderma mostré un alto

porcentaje en actividad antioxidante por DPPH comparado con la variedad tempranera.

Palabras clave: jamaica, Trichoderma, fenoles totales, antocianinas, jamaica

tempranera, jamaica criolla.



ANALYSIS OF THE INTERACTION OF Trichoderma spp. AND Hibiscus sabdariffa.

Olivia Martinez Villamil, M.C.
Colegio de Postgraduados, 2022

ABSTRACT

Roselle (Hibiscus sabdariffa) plants of two varieties, criolla (Vc) and tempranera (VT)
were inoculated with 6 different strains of Trichoderma spp. isolated from the soil of a
family farm in Tepoztlan, Morelos. The plants were kept in a greenhouse until flowering,
the calyxes were collected to analyze the antioxidant compounds of polyphenolic type
produced during the interaction with Trichoderma spp., the accumulation of anthocyanins,
total phenols and antioxidant activity were evaluated. The results indicated that the plants
of the criolla variety inoculated with the Trichoderma strain M6PMrp2 produced 8.12 g eq
of ac. gallic/ 100g of dry weight (DW), while those of the tempranera variety had a lower
effect on the production of phenols. Plants of the tempranera variety inoculated with the
Trichoderma M1rp2 strain produced 2.82g eq of ac. gallic / 100g of dry weight. The
evaluation of anthocyanins in the criolla variety plants and inoculated with Trichoderma
(6 strains) values of 2.16g eq. of cyanidin 3-glucocide/ 100g of dry weight while the
tempranera variety inoculated with Trichoderma produced 0.98g eq. of cyanidin 3-
glucocid/ 100g of dry weight. In interaction with Trichoderma, the criolla variety showed a

higher percentage in antioxidant activity compared with the tempranera variety.

Key words: roselle, Trichoderma, total phenols, anthocyanins, roselle criolla, roselle

tempranera.
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l.-INTRODUCCION

El consumo de bebidas elaboradas y otros productos a base de jamaica (Hibiscus
sabdariffa) en México se ha popularizado, aparentando ser un ingrediente originario del
pais. Sin embargo, la jamaica es originaria del continente asiatico (Ruiz-Ramirez et al.
,2014) y ha tomado relevancia en la gastronomia a nivel mundial; el céliz de la flor es el
organo de interés. Es por esto que diferentes estados de la Republica Mexicana han
desarrollado cultivos de jamaica destacando como primer productor el estado de
Guerrero con 73.6% (SADER, 2021), pero la alta demanda en relacion a la baja
produccién en México en el periodo de 2008-2018, caus6 que se importaran un total de
107, 229, 427. 12 kg proveniente de Alemania, China, Nigeria, Senegal entre otros,
destacando Senegal con 64% del total importado (SENASICA-SAGARPA, 2017), el
producto es distribuido a 16 entidades de la Republica Mexicana, el 78.4 % se queda en
la Ciudad de México, uno de los problemas fitosanitarios presente en esta mercancia es
la presencia del gorgojo khapra (Trogoderma granarium), (Rodriguez-Vazquez, 2019),
por esta razon en 2010 CONACyT solicitd que se realizaran trabajos sobre el
mejoramiento genético del cultivo para poder aumentar el rendimiento del cultivo, y
aprovechar los compuestos bioactivos para la salud humana, entre ellos se encuentran
los acidos fendlicos y antocianinas, estos ultimos son de gran relevancia por ser
responsables de la coloracion de los célices. En la comercializacion del producto, uno de
los factores limitantes es la humedad, el porcentaje minimo de humedad preferible es del
10 al 12 %, sin embargo; en la etapa de almacén los calices sirven como sustrato para
gue se desarrollen hongos, se ha reportado que a 14.7% de humedad hay presencia del
crecimiento de hongos del género: Alternaria, Aspergillus, Nodulisporium, Chaetomium,
Thielavia (Ruiz- Ramirez et al., 2015), Corynespora cassicola causando el manchado del
céliz (Hernandez et al., 2020), Fusarium oxysporum y Phoma sp. (Trujillo-Tapia et al.,
2015). El dafio que producen los hongos fitopatdgenos se refleja en la estética y calidad
del producto comercial asi como la disminucién en la produccion, este dafio se puede
contrarrestar por el uso de hongos del género Trichoderma debido a su actividad
antagonista, ya que promueven el crecimiento de las plantas y activan el sistema de
defensa de las mismas, el papel de Trichoderma como agente de control biolégico que

se ha venido estudiando hace varios afios, pero se destaca mas su papel como

1



antagonista contra hongos de importancia fitosanitaria, en donde se ha demostrado que
gracias a la produccion de quitinasas y glucanasas puede llegar a inhibir el crecimiento
de Fusarium oxysporum que es el agente biologico responsable de la enfermedad
conocida como pata prieta en jamaica (Osorio-Hernandez, 2014), el presente trabajo se
evaluo la produccion de antocianinas y fenoles totales, asi como la actividad antioxidante
en dos variedades de jamaica, producidas por la interaccion entre Trichoderma e

Hibiscus sabdariffa.



ll. OBJETIVOS E HIPOTESIS
Objetivos

e Evaluar algunos compuestos antioxidantes en dos variedades de Hibiscus

sabdariffa en interaccion con Trichoderma spp.

e Identificar la composicion de estos compuestos antioxidantes en Hibiscus
sabdaiffa por HPLC.

Hipotesis

La interaccion de Trichoderma spp. con Hibiscus sabdariffa favorece la

acumulacion de compuestos bioactivos en el caliz de jamaica.



lll.- REVISION DE LITERATURA.
3.1. Produccion de jamaica en el mundo.

El cultivo de Hibiscus sabdariffa (jamaica) proveniente de india y malasia, reconocido a
nivel mundial por sus atractivos subproductos ha despertado interés, de tal forma que
China se destaca como primer productor con 27 200 toneladas (t), India con 17 550 t,
Sudan 8 920t, Uganda 8 230t, Indonesia 6 100t, Malasia 5 420t y México 5 030t ocupando
en séptimo lugar en produccion. (FAO, 2010) Fig. 1.

Figura 1. Produccion mundial de jamaica (Modificado, FAO, 2010)

La alta demanda en el consumo de jamaica en relacion a la baja produccién en México
en el periodo de 2008-2018, ha caus6 que se importaran un total de 107, 229, 427. 12
kg proveniente de Alemania, China, Nigeria, Senegal entre otros, destacando Senegal
con 64% del total importado, el producto es distribuido a 16 entidades de la Republica
Mexicana, el 78.4 % se queda en la Ciudad de México, aunque uno de los problemas
fitosanitarios presente en esta mercancia es la presencia de gorgojo khapra (Trogoderma
granarium), (Rodriguez-Vazquez, 2019). Al parecer la importacion se ha encargado de
abastecer la necesidad de consumo de este producto, pero debido a la persistencia de

gorgojo esto da oportunidad para que México pueda producir y generar el recurso.



3.2 Produccion de jamaica en México.

En México se siembran 19 mil hectareas con un rendimiento de 370 kg ha ! reportado
por el Servicio de Informacién Agroalimentaria y Pesquera (SIAP, 2018), siendo Guerrero
el primer productor con 73.6% (SADER, 2021), Michoacan en el segundo lugar con 526
hectareas (SADER, 2019), Oaxaca, Puebla y Nayarit, cada vez hay mas estados que se

dedican a la produccion de jamaica (Fig. 2).

Figura 2.- Calices de jamaica

3.3 Rentabilidad del cultivo de jamaica

Su importancia social radica en que el cultivo lo atienden productores de escasos
recursos que realizan la cosecha de manera manual, o que propicia empleo, pero origina

incrementos en los costos de produccion (Serrano, 2008).

La alta demanda en el consumo de jamaica ha hecho que esta brinde una fuente de
empleo como es el caso del estado de Oaxaca, en donde durante la época de inverno
genera un ingreso para las familias, la cosecha de calices debe ser manual debido a la
presentacion del producto (Fig. 3), los céalices enteros son mas llamativos, ademas que
el uso de maquinaria aumentaria el costo, para medir la rentabilidad del cultivo se toma
en cuenta la inversion de recursos utilizados para la produccién como lo es el consumo

de agua, fertilizantes, plaguicidas, mano de obra y adquisicion de semillas.



Figura 3.- Colecta de calices de flor de jamaica de manera artesanal y separacion de

capsulas para el resguardo de semillas en cultivo familiar.

Caamal-Cauich et al. (2020) realizaron un estudio del costo de produccion de jamaica en
el municipio de Santo Domingo de Morelos, Oaxaca, en donde como indicadores de
rentabilidad se aplicé como concepto la inversién total que fue de $20, 063.68 pesos por
hectarea por un total de 60.48kg producidos por hectarea, a esto se le restaron los costos
de produccion que fueron de $16, 651.22 pesos, lo que deja una ganancia de $3, 412.46
pesos. Cabe resaltar que los ingresos dependen de la variedad cultivada.

3.4. Variedades de jamaica registradas en México

A nivel internacional se cuenta con 200 variedades registradas, mientras que en México
algunas variedades son la variedad criolla, Alma blanca, Coneja o tempranera,
Tecoanapa, Estrella costefa, Patriota, Mulata (SADER,2018), entre otras. Los nombres
gue reciben pueden variar y dependen de las caracteristicas del caliz que producen, asi

como del lugar en donde se cosecha.
3.5.- Caracteristicas del cultivo de jamaica.

Se establece principalmente en zonas tropicales y subtropicales, se cultiva generalmente
en suelos marginales de baja fertilidad y con poca retencién de humedad.



La jamaica es una planta tipo arbustivo con una altura de uno hasta de tres metros, las
hojas son lobuladas con margen cerrado o liso (Fig. 4), el céliz es caracteristico por ser
rojo y carnoso, se han encontrado variedades con caracteristicas tardias y precoces, el
ciclo vegetativo (nUmero de dias contado a partir de la emergencia hasta la cosecha de
calices) mayor a 198 dias para las variedades muy tardias: Una variedad precoz es capaz
de disminuir el tiempo de cosecha, menor a 136 dias (SAGARPA, 2014).

3.6.- Ciclo biologico

El periodo en el que el cultivo se desarrolla es corto cuando se habla de una variedad
precoz como es el caso de la variedad Coneja (tempranera), sin embargo, se debe
considerar la temperatura, la jamaica ha tenido éxito en su produccién en lugares con
temperaturas altas (Fig. 4), en temperaturas bajas el periodo se alarga ademas de

favorecer a microorganimos como es el caso de algunos hongos.
3.7.- Taxonomia de la planta de jamaica
Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida

Subclase: Dilleniidae

Orden: Malvales

Familia: Malvanceae

: M~ b

. ] Figura 4.- Flor y caliz de jamaica
Subfamilia: Malvoideae

Geénero: Hibiscus Especie: H. sabdariffa.
3.8.- Usos de la jamaica.

La jamaica se usa como ingrediente en diferentes platillos destacando su cualidad
gastrondmica; como son salsas, mermeladas, concentrados y bebidas, por su alto

contenido en fibra se usa en la industria textil, sus extractos son utilizados como

7



colorantes naturales para tefir telas. En cuanto al campo de la medicina es util para
reducir sintomas de ansiedad, disminuye la presion arterial, purifica los rifiones, alivia
colicos menstruales, disminuye el insomnio, baja los niveles de colesterol, previene la
aparicion de hemorroides, y es considerado como un potente antioxidante (Duarte,
2016). Cada variedad de jamaica brinda los beneficios gracias a la concentracion de

compuestos bioactivos y esto dependera del lugar en el que se cultive y de la variedad.
3.9.- Propiedades quimicas de la jamaica.

En los célices de Hibiscus se han identificado una apreciable cantidad de compuestos
bioactivos (Sayago-Ayerdi, 2010). Estos compuestos son componentes minoritarios de
los alimentos, considerados no nutrientes, son parcialmente biodisponibles en el
organismo y que han demostrado tener diversos efectos positivos en la salud del
consumidor. Los polifenoles y carotenoides ejercen su principal accion biologica a través
de mecanismos antioxidante y secuestro de radicales libres, mientras que el principal
efecto de los fitoesteroles se produce a través de la inhibicidén de la absorcion intestinal
de colesterol (Saura-Calixto,2005). En Hibiscus sabdariffa se han identificado

fitoesteroles tales como el B-sitoesterol, y ergoesterol (Ali-Bradeldin, 2005).
3.9.1.- Actividad biolégica de caliz de jamaica

La extraccion de compuestos bioactivos se ha realizado en diferentes partes de la planta
como es el caso de la semilla, en donde se ha encontrado actividad antioxidante, usando
como disolvente agua o metanol, en la hoja se ha estudiado la actividad anticancerigena
en las variedades Rosaliz y Teconoapa, esta actividad se ha relacionado principalmente
con el compuesto llamado acido protocatecuico (Ariza-Flores, 2017), el tallo también ha
mostrado actividad antioxidante, anti-obesidad e hipertension (Delia-Prieto, 2013). Sin
embargo, la parte de mayor relevancia es el rojo céliz, debido a que su coloracién se
debe a la concentracion de antocianinas, las cuales es posible extraerlas con extractos
acuosos, metanol, hexano, etanol, acetato de etilo y acetona, mientras que en variedades
gue poseen calices con coloracién clara predomina la presencia de vitamina C (Babalola
et al., 2001).



3.10.- Metabolitos secundarios de las plantas.

Las plantas han desarrollado mecanismos de supervivencia que les han dado éxito
evolutivo, desde la produccion de colores llamativos que les permiten la atraccion de
polinizadores que garantizan la dispersion de polen, que es béasico para la reproduccion,
o moléculas repelentes a insectos, entre los mas conocidos se encuentran los
flavonoides, taninos, lignanos, saponinas, alcaloides, polifenoles, entre otros (Avalos-
Garcia, 2009).

3.11.- Generalidades de los metabolitos secundarios (compuestos fendélicos)

Derivados del metabolismo secundario de las plantas, que originalmente se caracterizan
en la naturaleza como moléculas de defensa y supervivencia al ataque de herbivoros
(Azorin y Gémez, 2008), dan sabores astringentes que los herbivoros prefieren evitar. El
ser humano ha encontrado ventaja de ellos al grado de aprovecharlos dentro del area de

la medicina.
3.11.1.- Antocianinas

Son los principales responsables de la coloracion caracteristica de los célices, tienen un
rango de absorcién amplio al final del azul del espectro visible por lo cual su rango de
absorcién es observado de los 500- 535nm (Abdel-Aal et al., 2006). En célices mas
oscuros son aquellos en los que se encuentran mayor cantidad de antocianinas, dos de
las cuales que se han caracterizado son delfinidina-3-sambubidsido y cianidina-3-
glucosido (Cisneros-Zevallos, 2007; Fig. 5), los cuales se han reportado entre 5 a 7 veces

mas comparados con célices con coloraciones claras (Salinas-Moreno et al., 2012).



Figura 5.- Estructura quimica de cianidina 3- glucosido.
3.11.2- Antioxidantes y Actividad antioxidante.

Los antioxidantes contenidos principalmente en frutos rojos, su funcion es retardar o

prevenir la oxidacion de las moléculas,

Usualmente se utiliza la técnica 2,2- Difenil- I- Picrilhidrazilo (DPPH) que se encarga de
determinar la actividad antioxidante. Consiste en que este radical libre es susceptible a
reaccionar con compuestos antioxidantes, a través de un proceso caracterizado por la
cesion de un atomo de hidrogeno proporcionado por el agente antioxidante, la reacciéon
sigue midiendo la disminucion de la absorbancia en funcion del tiempo. (Brand-Williams
et al. 1995)

[DPPH *] + [ AOH]—/ [DPPH -H] + [ AO *]
Se describe con la ecuacioén

) = K aps [DPPH ]

3.11.3. Determinacion de compuestos fendlicos totales

Se utiliza el método de Folin- Ciocalteu por Georgé, Brat, Alter & Amiot (2005). como
medida del contenido en compuestos fendlicos totales en productos vegetales. Se basa
en que los compuestos fendlicos reaccionan con el reactivo de Folin-Ciocalteu, a pH

basico, dando lugar a una coloracibn azul susceptible de ser determinada
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espectrofotométricamente a 765 nm (Fig. 6). Este reactivo contiene una mezcla de
wolframato sodico y molibdato sodico en acido fosforico y reacciona con los compuestos
fendlicos presentes en la muestra. El acido fosfomolibdotingstico (formado por las dos
sales en el medio acido), de color amarillo, al ser reducido por los grupos fendlicos da
lugar a un complejo de color azul intenso, cuya intensidad es la que medimos para

evaluar el contenido en polifenoles.

OF OH
.,_L_ o, Reactivo de Folin
' B+
[ ” | (W™, Mo™) color
“, S amarillo

.
pe ﬂ. \ Reactivo de Folin
|r 3 "# ﬁlJ / reducido (W™,

P S Mo®*) color azul

Figura 6.- Mecanismo de accién del reactivo de Folin-Ciocalteu.
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3.11.4. Compuestos fendlicos presentes en extractos de jamaica

Cuadro 1.- Compuestos bioactivos presentes en jamaica. (modificado Borras-Linares et
al., 2015).

Flavonas Luteolina

Flavonoles Kaempferol, Quercetina, Miricetina,

(+) — Catequina, (-)- Epigallocatechin

Antocianinas Cianidina, Delfinidina, Hibiscina

Acidos fendlicos Acido protocatéquico, Acido
clorogénico, Acido hibiscico

Acidos organicos Acido citrico, Acido hidroxicitrico

3.12.- Problemas fitosanitarios que enfrenta el cultivo de jamaica

Dentro del sitio de cultivo se encuentra una serie de entomofauna de acompafiamiento
que puede ser desde insectos benéficos para el cultivo o los llamadas insectos plagas,
debido a que su presencia representa dafio general y como consecuencia la
disminucién de producto. Entre los insectos plaga podemos encontrar ordenes como
coleoptera, orthoptera, homoptera, hymenoptera, lepidoptera y diptera, especies como
Atta mexicana, Sphenarium purpurascens, Melanoplus spp, Aphis gussypii,

Maconellicocus hirsutus (Pérez-Torres, 2009) (Fig. 7).

Figura 7.- Insectos plaga que causan perdidas en el cultivo de Hibiscus sabdariffa.
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Los costos de la produccion de jamaica se elevan debido a que la cosecha es de manera
artesanal (Caamal Cauich, 2020). Requiere de mano de obra para poder obtener calices
enteros, en la cosecha se deben retirar las capsulas de semilla, el proceso de secado es
al aire libre, por un lado no se requiere un equipo especial para la deshidratacion de los
célices, el minimo porcentaje de humedad preferible es del 10 al 12 %, sin embargo, este
paradmetro no siempre se respeta, el problema surge al momento de la comercializacion,
en la etapa de almacén los célices sirven como sustrato para que se desarrollen hongos,
se reportado que a 14.74 % de humedad hay crecimiento de hongos del género:
Alternaria, Aspergillus, Nodulisporium, Chaetomium, Thielavia (Ruiz- Ramirez et al.
2015), Corynespora cassicola causando el manchado del tejido foliar y del caliz (P.
Hernandez et al. 2020), Fusarium oxysporum y Phoma sp. (Trujillo-Tapia et al. 2015),

Figuras 8y 9

Figura 8.- Manchado en el haz de las hojas de coloracién rojo durante diferentes etapas
fenologicas de la planta, estos sintomas estan asociados al genero Phoma sp. (Trujillo-
Tapia et al., 2015).
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Figura 9.- Sintomas de manchado de caliz, en variedades Criolla, Colima 5, Cotzalzin y

Alma blanca. (Truijillo- Tapia et al., 2015).
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3.13.- Productos quimicos utilizados en el cultivo de jamaica.

Para la fertilizacion del suelo se utiliza principalmente nitrogeno, fosforo y potasio que
son los nutrientes requeridos por la planta en periodo vegetativo. En caso de presentar
enfermedades relacionados a hongos, se recomienda drenar el suelo y aplicar fungicida
de manera preventiva, cal o ceniza (ADEES, 2012).

Aparentemente el uso de fungicidas resuelve el problema, entre ellos se encuentran los
siguientes productos de nombre comercial: Mancozep, clorotalonil, benomilo+oxicloruro
de cobre que disminuyen el problema de manchado de caliz de un 50 a 60% (Ortega-
Acosta et al. 2019), con el tiempo el uso de productos quimicos tanto fungicidas como
plaguicidas generan resistencia en algunos organismos, que no solo afectan al
organismo blanco sino que se infiltran en el suelo, que es considerado un nicho porque
ahi no solo se encuentran patdégenos sino también hongos benéficos para el suelo y las

plantas como es el caso de los hongos del género Trichoderma.
3.14.- El género Trichoderma

Son un grupo de hongos filamentosos que pertenecen al Reino Mycetae (fungi), division
Eumycota, subdivision Ascomicotina, clase Euascomicetes, orden Hypocreales, familia

Hypocraceae, género Trichoderma e Hypocrea (Druzhinina y Kubiceck, 2005).

Las especies mas estudiadas han sido T. atroviride (telemorfo Hypocrea atroviridis) y T.
virens (anteriormente Gliocladium virens) y el sapréfito T. reesei (teleomorfo Hypocrea
jecorina). Los proyectos de secuenciacion del genoma se han dirigido también a las
especies T. harzianum, T. asperellum, T. longibrachiatum y T. citrinoviride (Contreras-
Cornejo et al. 2016)

La mayoria de las especies de Trichoderma se desarrollan rapidamente sobre sustratos
muy diversos y emiten grandes cantidades de conidias (Kirk et al, 2001). Los conidioforos
son muy ramificados asemejandose a arbustos con forma piramidal, estan tabicados y
sus ceélulas contienen mas de un nudcleo (Fig. 10). En determinadas condiciones
nutricionales o frente a la desecacion, se producen unas estructuras de resistencia

denominadas clamidosporas. Estas se forman sobre el micelio, son globosas, con pared
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rugosay mas gruesa que la de los conidios, y tienen gran importancia en la supervivencia
del hongo (Lewis y Papavisas, 1984).

La temperatura Optima para su crecimiento radial en agar y produccion de micelio esta
entre 20 y 28°C. El contenido minimo de humedad para su crecimiento vegetativo es del
92% y para su esporulacion es de 93 al 95%. Tiene cierta respuesta a la luz,
especialmente luz azul y violeta. La luz promueve la formacién de esporas, el crecimiento
de micelio y la coloracion del mismo. Las colonias de T. atroviride crecen y maduran
rapidamente a los 5 dias de incubacion en medio de cultivo agar dextrosa papa (PDA) a
28 °C. Las especies de este género prefieren un pH &cido de 4.5 a 5.

Figura 10.- Estructuras microscopicas de Trichoderma
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3.15 Trichoderma como simbionte

En el medio terrestre las plantas se encuentran en interaccion de diferentes organismos
y microorganismos, entre ellos diferentes especies de Trichoderma, la simbiosis de
plantas con hongos tienen ciertos beneficios, como lo son la promocion de crecimiento
vegetal, el encendido de mecanismos de defensa, son considerados enddfitos, se
encargan de colonizar la raiz mediante el mecanismo de aflojamiento de la pared celular
mediante la ruptura de puentes de hidrogeno por unas enzimas llamadas expansinas
(Sampedro y Cosgrove, 2005), estas principalmente son encontradas en plantas pero

Trichoderma es capaz de producirlas.
3.16 Trichoderma como promotor de crecimiento vegetal

Trichoderma es capaz de promover el crecimiento vegetal dando una mayor cantidad de
biomasa, reportando mayor produccién de biomasa, tanto para el vastago de la planta
como para la raiz (Fig. 11), se da una produccién mayor de biomasa esto visto en
diferentes especies de solanaceas como es el caso de jitomate, especies de chile, entre
otros (Sanchez-Cruz, 2021), al tener un area superior en la raiz esta es capaz de
absorber mayor cantidad de micro y macro nutrientes (Brotman et al., 2010), asi como
Trichoderma es capaz de producir &cidos organicos (Fig.11), que modifican el pH del

suelo mejorando la biodisponibilidad de fosforo, entre otros.
3.17 Encendido de mecanismo defensa vegetal

Dentro de los mecanismos que utiliza Trichoderma, también se ha descrito la induccién
de mecanismo de defensa de las plantas, le confiere resistencia a estrés biético, como

lo es ataque por herbivoria, estrés abidtico, principalmente sequia, estrés por calor.
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Figura 11.- Mecanismos utilizados por Trichoderma para la promocién de crecimiento

vegetal.

Por los efectos de defensa que le confiere a la planta, esto ha hecho que diferentes
especies de Trichoderma se utilicen como antagonistas en la confrontacién de hongos
fitopatdogenos. Osorio-Hernandez en el 2014 utilizo cuatro especies de Trichoderma para
confrontar a Fusarium oxysporum y Phytoptora parasitica en donde encontr6 que en
jamaica, Trichoderma longibrachiatum es capaz de disminuir la enfermedad de la pata

prieta en jamaica.

Existen trabajos en donde se reportan la capacidad de Trichoderma de interaccionar con
Hibiscus sabdariffa, tomando como variables la produccion de biomasa y el efecto de la
confrontacién con hongos fitopatdbgenos, sin embargo, no existen reportes de la
produccién y acumulacién de compuestos bioactivos en la interaccion entre la jamaica y
Trichoderma, es por lo que nos dimos a la tarea de evaluar antocianinas, fenoles, asi

como la actividad antioxidante en dos variedades de jamaica.
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IV. MATERIAL Y METODOS
4.1. Muestreo de suelo

Se delimité un area de 300 m? de suelo en un sitio productor de Hibiscus sabdariffa
(jamaica) en la localidad de “Coauloyo” en el municipio de Tepoztlan, Morelos (Fig. 12),
con coordenadas de 18°55'11.8" N y 99°04'36.3" W. Se tomaron 6 muestras de suelo al
azar a una profundidad de 20 cm, las muestras fueron almacenadas a temperatura

ambiente hasta su procesamiento en el laboratorio.

Figura 12.- Localizacion y colecta de suelo en el municipio de Tepoztlan, Morelos.
4.2. Aislamiento de Trichoderma

Se realizaron diluciones decimales seriadas, se pesaron 10 g de suelo seco y se
diluyeron en 90 mL de agua destilada estéril (1:10 p/v) para la solucibn madre. A partir
de ésta, se realizaron tres diluciones seriadas; 1x 10-3. Se utilizaron cajas Petri con medio
de cultivo papa dextrosa agar (PDA; 39 g/1L.) pH 5.6. Se realizaron tres repeticiones por
dilucién por muestra de suelo (Ferrera-Cerrato, 2019). Las cajas Petri fueron mantenidas
en una incubadora a 25 + 1 °C por 6 dias, las cuales se revisaron diariamente. De las
cajas con presencia de Trichoderma se tomaron colonias de micelio con coloraciones
especificas, caracteristicas morfolégicas y de crecimiento tipico de Trichoderma, las
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colonias de micelio se resembraron nuevamente en cajas Petri con tres repeticiones y

fueron colocadas en las mismas condiciones de incubadora.

De cada caja con crecimiento micelial de estas cepas, se obtuvo con la ayuda de un
microscopio estereoscépico, una sola espora germinada que fue re-sembrada en una
caja Petri nueva con medio PDA, con el objetivo de generar aislados monospdricos que

garanticen la pureza genética y reduzcan el riesgo de contaminacion de las cepas.
4.3. Inoculo de Trichoderma.

Se utiliz6 una camara de Neubauer para contabilizar el nimero de esporas y determinar

la concentracion, se elaboré 600 mL de cada inoculo con una concentracion final de106.
4.4. Aseptizacidon de semillas de jamaica.

En este trabajo se utilizé semillas de una variedad criolla de ciclo tardio (190 dias)
cultivada en la region de Tepoztlan, Morelos la cual denominamos (Vc) y una variedad
precoz del36- 160 dias (SAGARPA, 2014), llamada coneja, a la cual referiremos como

variedad tempranera (VT).

Las semillas de jamaica fueron embebidas en etanol al 70 % durante un minuto, se
desecho el alcohol y las semillas se embebieron en una solucion de hipoclorito de sodio
al 5 % por diez minutos, finalmente se realizaron 4 lavados sucesivos con agua destilada

estéril.
4. 5. Germinacion de semillas de Hibiscus sabdariffa.

En un semillero para 200 semillas se colocoé tierra de monte estéril (se esterilizd con
ayuda de la autoclave) y las semillas se sembraron hasta un cm de profundidad, el riego
con agua se aplicé cada tercer dia y se mantuvieron cercano a capacidad de campo.
Este procedimiento se realizé para ambas variedades de jamaica, con el propésito de

obtener la mayor cantidad de semillas germinadas.
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4.6. Trasplante de plantulas a macetas

Al obtener plantulas de 5 cm (dos semanas después de la siembra) se trasplantaron

cuatro plantulas por maceta, el sustrato utilizado fue una combinacion de peat moss,

agrolita, tierra de monte en proporcion 1:1:1. Después del trasplante se aplicé riego con

solucién nutritiva, las plantas se mantuvieron en condiciones de invernadero.

4.7. Inoculacién de plantas de Hibiscus sabdariffa con Trichoderma spp.

Después del trasplante de las charolas a las macetas, a los 7 dias las plantas fueron

inoculadas con los tratamientos correspondientes como se muestra en el cuadro 2 a una

concentracion de 108 conidias por mL.

Cuadro 2.- Tratamientos usados para determinacién de fenoles y DPPH.

Variedad Tratamientos de inoculo con Trichoderma spp
Jamaica Control | VeM6PMrp2 | VcM1rp2 | VEM6PM | VeM1 | VeM6Eqr2 | VeMéLd
criolla sin
inoculo
(Ve)
Jamaica Control | VTM6PMrp2 | VTM1rp2 | VTM6PM | VTM1 | VTM6EQr2 | VTM6Ld
sin
tempranera |
inoculo
(VT)

El nombre de los tratamientos es de acuerdo a la cepa y a la variedad utilizada, variedad

criolla (Vc), Variedad tempranera (VT). El nombre asignado a las cepas depende de la

muestra de suelo donde se obtuvieron (ver Lista de abreviaciones), resaltando que solo

logramos encontrar Trichoderma en la muestra 6 (M6) y en la muestra 1(M1)
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4.8. Crecimiento de plantas.

Las plantas de jamaica se mantuvieron en invernadero desde su emergencia hasta la
colecta de los célices maduros, que fue el érgano de interés de esta investigacion, la
temperatura promedio del invernadero fue de 30 °C, con un fotoperiodo 12 h, del 21 de

julio hasta el 10 de noviembre.
4.9. Secado de material vegetal

Para este proceso fue necesario retirar las cdpsulas de semillas de los célices, se
colocaron en charolas dentro de la estufa de secado a una temperatura de 60 °C, durante

72 horas, hasta alcanzar el peso seco constante (Fig.13).

Figura 13.- A, calices de jamaica variedad criolla crecida en invernadero sin Trichoderma
(Vc s/Triinv), B, Variedad criolla cultivada en campo Tepoztlan (Vc campo), C, calices
de jamaica variedad criolla inoculada con Trichoderma (VcTri), D, variedad tempranera

inoculada con Trichoderma (VT Tri).
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4.10. Extraccion de fenoles totales.

Una vez seco el material vegetal se pes6 1 g de por cada tratamiento, se trituré en un
mortero con nitrégeno liquido, el macerado fue colectado en un vaso de precipitado de
125 mL y se adicionaron 40 mL de acetona al 60 %, los vasos se cubrieron con papel
aluminio para evitar su posible degradacion por la luz. Los vasos de precipitado se
colocaron en una parrilla térmica y se calentaron hasta alcanzar una temperatura
constante de 40 °C, a partir de ese momento las muestras se mantuvieron durante una
hora para una eficiente extraccion de fenoles solubles totales, terminado el tiempo se
realiz6 la primera filtracion de la muestra en un matraz kitasato conectado a una bomba
de vacio. Se realiz6 una segunda extracciéon con 20 mL de acetona al 60%, a una

temperatura de 40 °C por una hora, finalmente, se colecto el pigmento.
4.11. Determinacion de fenoles totales por método de Folin-Ciocalteu.

Para la determinacion del contenido de fenoles totales se llevo a cabo usando el reactivo
Folin-Ciocateu (F-C) (Rodriguez Arzuaga et al., 2016; Singleton y Rossi, 1965). Se
tomaron muestras de 50 uL y se colocaron, en tubos eppendorf, a estos se le adiciond
200 pL de agua destilada, 125 pL del reactivo de Folin-ciocalteu 1 N, se agitaron por 15
minutos en ausencia de luz y finalmente se adicioné 625 pL de Na2COs al 20%, las
muestras nuevamente se agitaron durante una hora en ausencia de luz. Se tomaron 200
uL de cada muestra y se colocaron en pozos de una placa de plastico y se leyeron en un
lector de placas (Termo Scientific Multiskan G0) a una absorbancia de 760nm. Se
realizaron 3 repeticiones por cada muestra. Como blanco se usé la solucién de extraccion
sin muestra biologica. Se prepar6 una curva estandar de acido galico para expresar la
concentracion de los compuestos fendlicos y se expres6 en mg equivalentes de acido
galico 100 g de PS.
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4.12. Extraccion de antioxidantes por la técnica 2,2- Difenil-1-Picril-hidrazilo
(DPPH)

Se peso 1 g de muestra vegetal (calices) de cada uno de los tratamientos y se trituraron
con nitrégeno liquido, una vez maceradas las muestras se colocaron en matraces
Erlenmeyer de 50 mL con 10 mL de metanol absoluto, envueltos en papel aluminio, las
muestras se refrigeraron durante 24 horas, al término de este tiempo las muestras se
filtraron en matraces Kitasato. La determinacion fue por el método 2,2 difenil-1-picril-
hidrazil (DPPHe+) propuesto por Brand-Williams et al. (1995). Se tomaron 100 uL del
extracto en un tubo eppendorf y se le adicioné 900 pL de solucion de DPPH (Sigma
Aldrich) 60 pL diluido en metanol. Se tomaron 200 L de cada muestra y se colocaron
en una placa de plastico y se leyeron a una longitud de onda de 517 nm en un lector de
placas (Termo Scientific Multiscan GO0). El blanco se preparé con metanol y disolucion de
DPPH. La actividad antioxidante (AA) se expres6 en porcentaje

AA = [Ablanco - Amuestra] % 100

Ablanco

4.13. Extraccion y cuantificacidén de antocianinas

La determinacién de antocianinas se realizé de acuerdo a lo descrito por Galicia-Flores
et al. (2008).Se pesaron 2 g de cdlices de jamaica de cada muestra se pulverizaron con
nitrégeno liquido en un mortero, se le adicionaron 15 mL de la solucién extractora de
metanol acidificado (En una probeta graduada se midié un volumen de 198 mL de
metanol absoluto, al cual se afiadi6 2 mL de acido trifluoroacético), los extractos se
colectaron en un matraz Erlenmeyer, este se cubrié con papel aluminio para evitar foto-
oxidacién de la muestra, las mezclas se colocaron en un agitador orbital (Lab-Line) y se
mantuvieron en agitacion constante durante 24 horas, transcurrido el tiempo se obtuvo
la primera extraccion soluble, al residuo se le realizé una segunda re-extraccion con 15
mL de solucién de metanol, acido acético y agua en una proporcion10:1:9, la muestra se
volvié a someter a agitacion por 24 horas y se colecté una segunda extraccion, cabe
mencionar que todas las muestras obtenidas fueron refrigeradas hasta el momento de
su lectura. Las muestras se leyeron a una longitud de onda de 520 nm en un lector de
placas (Termo Scientific Multiskan G0). Como blanco se usoé la solucion de extraccion
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sin muestra bioldgica. El contenido de antocianinas totales se estimo con base a una
curva estandar de pelargonidina clorada (CisH11ClOs, Sigma-Aldrich®, concentracion de
1 mg mL* en metanol) para cada sistema de disolventes. Los resultados se expresaron
en mg equivalentes de pelargonidina clorada por 100 g* de PS.

4.14. Analisis en cromatografia de liquidos de alta resolucién (HPLC)

Los extractos de antocianinas, acidos fendlicos y flavonoides se analizaron en un
cromatégrafo (Angilet Technologies® 61362A) con un detector de diodos (DAD). Previo
a la inyeccion, las muestras se depuraron en microfiltros de 0.45 um (tipo GV, Milex®,

millipore).
4.14.1 Antocianidinas

Los extractos de antocianinas se analizaron en una columna C18 de resolucién rapida
(Zorbax®, 50 mm x 4.6 mm, 1.8 um) y una fase movil integrada por dos sistemas de
solventes: (A) agua: &cido fosférico (99.5:0.05 v/v) y (B) agua: acetonitrilo: acido acético:
acido fosférico (50.0: 48.5: 1.0: 0.5 v/v/v). Se usaron cinco gradientes: 9 % de B por 0.01
min, 9 % a 36 % de B por 8.5 min, 36 % a 60 % de B por 9.0 min, 60 % a 80 % de B por
9.1 miny 80 % a 9 % de B por 1.4 min. El volumen de inyeccién y la velocidad de flujo
fueron de 5.0 puL y 0.5mL min, respectivamente, y la deteccién se efectué a 520 nm.
Las antocianinas se identificaron con dos antocianinas estandar: cianidina y petunidina
(Sigma®). La concentracion de las antocianinas identificadas se expresé en mg 100 g*
de PF.

4.14.2 Compuestos fendlicos

Para la deteccion de los compuestos fendlicos, los extractos se separaron en una
columna Cis de resolucion rapida (Hypersyl ODS®, 4.6 x 50 mm., 1.8 um) se separaron
los extractos de acidos fendlicos y flavonoides. La fase movil se preparé con (A) agua
pH 2.5 ajustado con acido trifluoroacético y (B) acetonitrilo. Se usaron tres gradientes:
15 % de B por 0.1 min, 15 % a 35 % de B por 20.0 min y 35 % de B por 25.0 min. El
volumen de inyeccion y la velocidad de flujo fueron de 20.0 uL y 1.0 mL min?t |
respectivamente, y la deteccion se llevo a cabo a 254, 280, 330 y 365 nm. Los flavonoides
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se identificaron por los tiempos de retencion y areas de los picos de doce estandares:
catequina, quercetina, miricetina, rutina, naringenina, apigenina, florizidina, floretina,
kaemferol, morina, hesperidina, Isorhamnetina. La concentracion de los flavonoides
identificados se expresé en mg 100 g de PF. La identificacién de los acidos fenolélicos
se efectué al comparar los tiempos de retencion y areas de los picos de catorce
estandares: acido protocatecuico, gélico, siringico, vainillinico, p-hidroxibenzoico, -
resorcilico, sinapico, coumarico, clorogénico, cafeico, 3,5-dihidroxibenzoico,
rosmarinicoy fellrico (Cuadro 3). La concentracion de los fenoles identificados se
expres6 en mg 100 g-1 de PS.

26



Cuadro 3.- Tiempo de retencion y longitud de onda de acidos fendlicos.

Estandar Longitud de onda Tiempo de retencion
(min)
Acido p-hidroxibenzoico 254 nm 2.56
Acido B- Resorcilico 254nm 4.26
Acido protocatecuico 254nm 2.09
Acido cafeico 254nm 3.387
Acido 3,5 di-OH-bezoico 254nm 11.271
Acido siringico 280 nm 3.00
Acido galico 280nm 1.55
Acido p-cumarico 280nm 5.289
Acido sinapico 330nm 6.038
Acido clorogénico 330nm 3.70
Acido fertlico 330nm 6.056
Acido rosmarico 330nm 9.279

4.15 Flavonoides

La extraccion de flavonoides se efectud con base en las condiciones empleadas por
Stankovié (2011). El contenido de flavonoides se cuantificd por el método de cloruro de

aluminio (AICL)descrito por Martinez-Cruz et al. (2011), Cuadro 4.
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Cuadro 4.- Tiempo de retencion y longitud de onda de flavonoides.

Estandar Longitud de onda Tiempo de retencion
(min)
Rutina 254nm 5.73
Morina 254nm 11.05
Quercetina 254nm 13.29
Catequina 280nm 2.43
Hesperidina 280nm 8.25
Floritzina 280nm 9.06
Naringenina 280nm 15.8
Florentina 280nm 16.2
Apigenina 330nm 17.1
Miricetina 365nm 9.1
Kaempferol 365nm 17.5
Isorhamnetina 365nm 18.2
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4.16 Disefo experimental

El andlisis de los resultados de fenoles y actividad antioxidante se realizé con un disefio
factorial para poder estudiar dos factores a la vez, el primer factor es la variedad de
plantas de jamaica (tempranera y criolla), mientras que el segundo factor seria la

inoculacion de las seis cepas de Trichoderma aisladas de las muestras de suelo.

Jamaica criolla

Jamaica c3
tempranera c4

Figura 14.- Experimento factorial.

Para el andlisis de las antocianinas se utilizé un disefio completamente al azar para la
determinacién de diferencia significativa a través de una Anova (Andlisis de varianza) en
conjunto con una prueba de Tukey (p< 0.05) con el paquete estadistico SAS® version
9.0 (SAS Institute Inc., USA), en este caso las variables a medir fueron concentracion de

antocianinas por tratamiento.
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V. RESULTADOS
5.1. Caracterizacion morfolégica macroscopica de Trichoderma spp.

En la Fig. 15 se evidencia el crecimiento de Trichoderma aislada de las muestras de
suelo 1 y 6 del huerto familiar de Tepoztlan, Morelos, las cuales entre ellas dos se
consideraron diferentes por sus caracteristicas morfolégicas especificas. En las cepas
M1 (B) y M6PM (A) se observé un halo con coloracion amarillenta en el revés de la caja
petri y de las que pueden indicar antibiosis, Trichoderma segrega enzimas especificas
como lo son glucanasas y quitinasas que estan asociadas a la inhibicion del crecimiento
de hongos fitopatdgenos, esto se ha observado en la confrontacién antagénica, forman
un halo de color amarillento (Osorio-Hernandez, 2015). A partir del cultivo monospérico
se observo el crecimiento de micelio después de 5 dias de incubacién y aqui se destaca

la presencia de conidias con coloracion verde.

Figura 15.- Cepas de Trichoderma aisladas de cultivo de jamaica, A M6PM, B M1, C
M1rp2, D M6Ld, E M6PMrp2, F M6EQr2.

En la cepa M6PM (A) durante los 5 dias de crecimiento se logré un crecimiento radial,
en donde se destacan conidias que muestras una coloracién verde, rapida reproduccion
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y crecimiento. La cepa M1 (B) presentd mayor cantidad de micelio, solamente la parte
del pellet sembrado fue la Unica que mostro coloracion verde. En comparacion con la
cepa M1rp2 (C) que mostré un crecimiento radial y presencia de conidias, la cepa M6Ld
(D) muestra la esporulacion mediante conidias a pesar de que el crecimiento es
abundante no se extiende por toda la caja, en cuanto a la M6PMrp2 (E) el crecimiento
se expande por toda la caja, en forma dispersa presenta conidias y parte de crecimiento
de micelio, la M6EQr2 (F) tuvo crecimiento disperso y pobre, en donde se pueden

observar partes de micelio y conidias.

5.2 Cuantificacion de fenoles y actividad antioxidante en dos variedades de

jamaica

Los resultados indicaron la presencia de fenoles solubles totales en los calices de las
variedades de jamaica criolla y tempranera. La concentracion de fenoles obtenidos fue
variable y esta en funcién del tratamiento, asi como de la variedad (Fig. 16). Es asi que
en las plantas de la variedad criolla inoculadas con la cepa de Trichoderma M6PMrp2
presentd un valor de hasta 8129.43 mg equivalentes de acido galico por 100g de peso
seco (Ps) de muestra, mientras que el control de la jamaica criolla sin inocular mostro
una concentracion de 7383.77 mg equivalentes de acido galico por 100g de Ps de
muestra, en la variedad criolla la inoculacion de las cepas M1y M1rp2 (7244.95y 7205.45
mg, respectivamente)fueron las que menor concentracion de fenoles presentaron con
respecto a las plantas control sin inocular, y el tratamiento que produjo menor
concentracion de fenoles fue con la cepa M6EQr2 con una concentracion de 6590.05 mg

equivalentes de acido galico por 100g de Ps.
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Figura 16.- Concentracion de fenoles solubles totales en dos variedades de jamaica,
variedad criolla (Vc) y variedad tempranera (VT) inoculadas con las 6 cepas de
Trichoderma. Se incluyen 2 controles de plantas sin inocular de ambas variedades. (3

repeticiones por tratamiento).

En cuanto a la variedad tempranera, como se muestra en la Figura 16, la inoculacion de
las plantas de jamaica con las diferentes cepas aisladas no favoreci6 sustancialmente la
acumulacion de fenoles totales, el valor mas alto fue en el caso de la cepa aislada de la
muestra 1 de suelo denominada M1rp2 que tiene una concentracién de 2821,97 mg
equivalentes de acido galico por 100g de peso seco, en segunda posicion el control
(plantas sin inocular) con una concentracion de 2545.82 mg equivalentes de 4cido gélico
por 100g de peso seco, el tratamiento con muy poca acumulacion fue M6PM de 156.86

mg.

En la grafica de interaccion (Fig.17) se puede destacar que los 3 factores interaccionan
(concentracion de fenoles, cepa o tratamiento y variedad), mostrando una mayor
concentracion de fenoles para la variedad criolla y la cepa preferente que resulta ser un
mejor tratamiento para esta variedad es la M6PMrp2, en el caso de la variedad

tempranera este tratamiento es el segundo con una menor concentracion de fenoles, la
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cepa (M1) resulté tener una concentracion mayor. El tratamiento M6PM en la variedad

tempranera es la que menos interacciona con respecto a los demas tratamientos.
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Figura 17.- Interaccion entre variedad de jamaica, concentracion de fenoles y cepas (tratamientos).

Cuadro 5 Interaccién entre variedades y tratamientos en la concentracion de fenoles.

P>F
Fenoles
' |  M6PMrp2 M6PM MG6Eqr2 M6LD M1 M1rp2 . i
mg Contro 6PMrp 6 6Eqr 6 rp Variedad Cepa In{/e;a:(cgg)n
. 7383.77 8129.43 7205.45 7582.64 724497 6590.05 7086.62
Criolla (Vc)
ab a ab ab ab b ab <0.05 0.0041 p<0.05
Tempranera 2545.82  994.12 156.86 1102.63 1277.02 282197 188953 P~ ' <L
(V1) cd ef f def def c cde

Las medias con letras distintas indican diferencia significativa de acuerdo con la prueba de Tukey (p< 0.05)
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En la Fig.18 se muestra que las plantas de jamaica de la variedad criolla son las que
mayor actividad antioxidante presentaron, esto fue para el caso de aquellas plantas que
fueron inoculadas con la cepa M6PMrp2 y M6EQr2. El porcentaje de actividad
antioxidante por la técnica de DPPH alcanz6 un valor de hasta un 95%, mientras que las
plantas control (plantas variedad criolla sin inocular) presentaron actividad del 75%. Para
el caso de la variedad tempranera la actividad antioxidante en las plantas control la
actividad fue baja comparada con la actividad antioxidante de la variedad criolla, y la

variedad tempranera inoculada con la cepa M6PM de Trichoderma la actividad
antioxidante fue del 32%.

Control M6PMrp2 M6PM M6Eqr2 M6LD M1rp2

120

100

8

o

6

o

4

o

2

o

o

Actividad antioxidante (%)

-20
Tratamientos

B V.tempranera MV.criolla

Figura 18.- Actividad antioxidante (%) de dos variedades de jamaica, inoculados con las

seis cepas (tratamientos son la combinacion de las variedades y las cepas) y las dos
variedades sin inocular.
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En la Figura 19 de interacciones entre variedad de jamaica, concentracion de actividad antioxidante y cepas (tratamientos)
se muestra que el tratamiento M1rp2 para ambas variedades es el que no interactla con los demas tratamientos, ademas

de que en ambas variedades la inoculacion con la cepa M1rp2 tuvo menor actividad antioxidante.

factor.cepa

80

40

mean of Antioxidante
20
|

factor variedad

Figura 19.- Interaccion entre variedad de jamaica, concentracion de actividad antioxidante y cepas (tratamientos).

Cuadro 6 Interaccion entre variedades y tratamientos en la actividad antioxidante.

Actividad P>F
antioxidante Control M6PMrp2 M6PM M6Eqr2 M6LD M1 M1lrp2 . Interaccion
o Variedad Cepa
Yo Va x ce
Criolla (Vc) 75525 95.68 a 94590 95.68 a 8243 72'7 91525
Tempranera 11.91 10.5 ¢ 34.29 4.03 be 25.96 27.41 1443 P 0.05 0.0011 0.0016
(VT) c ' b ' b b bc

Las medias con letras distintas indican diferencia significativa de acuerdo con la prueba de Tukey (p< 0.05)
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5.3. Cuantificacion de antocianinas

Los resultados obtenidos demuestran la presencia de compuestos antocianicos en las
diferentes variedades de jamaica en interaccion con Trichoderma y la concentracion de
estos compuestos parece depender del tratamiento aplicado. La cuantificacién de
antocianinas en el extracto de los célices de la variedad criolla inoculados con
Trichoderma presentaron una concentracion de antocianinas de hasta 2162.68 mg eq.
de cianidina 3-glucocido/100 g de peso seco como se muestra en la figura 20, seguidos
de las plantas de la misma variedad que no fueron inoculadas y que alcanzaron un valor
de 1295.78 mg eq. de cianidina 3-glucocido/100 g de peso seco, Esta concentracion de
antocianinas se compard con una muestra de calices cultivados en campo abierto, la
cual presentd la misma cantidad de antocianinas que la variedad criolla cultivada en el
invernadero sin inocular. Se aclara que de la variedad tempranera solo se evaluaron los
célices de las plantas inoculadas con Trichoderma las cuales tuvieron un valor de 983.
14 mg eq. de cianidina 3-glucocido/100 g de peso seco, las plantas sin inocular se
contaminaron con cenicilla (Erysiphe cichoracearum), por lo que el céliz estaba
contaminado, asi que se decidié no procesarlo para evitar cualquier interferencia en el

resultado.
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Figura 20.- Contenido de antocianinas en calices de jamaica (Hibiscus sabdarifa)
variedad criolla (Vc) y tempranera (VT) con diferentes tratamientos. Las medias con
letras distintas indican diferencia significativa de acuerdo con la prueba de Tukey (p<

0.05).

5.4.- Acidos fenolicos detectados en variedad criolla y tempranera por HPLC.

Entre los acidos fendlicos, se identifico el acido B resorcilico en las plantas de jamaica de
la variedad criolla que fueron inoculadas con las seis cepas, y la concentracion estuvo
en un intervalo de 0.112 a 0.173 mg por 1g de peso seco. Se indica que este compuesto
fendlico no fue detectado en las plantas control (sin inocular) de esta variedad (Fig. 21).
En cuanto a la variedad tempranera, las plantas que estaban inoculadas con las cepas
M6PM, M1rp2, y M6LD tampoco evidenciaron la presencia de este compuesto, mientas
que las plantas de la variedad tempranera inoculadas con la cepa M1 fueron la que mayor

concentracion de este compuesto tuvieron con 0.191mg por 1g de peso seco.

El acido clorogénico fue el compuesto con mayor concentracion respecto a los otros
compuestos fendlicos identificados, como se muestra en Figura 21. La concentracion
mas alta fue detectada en las plantas de la variedad tempranera inoculadas con la cepa
M1rp2, éste estuvo presente en todos los tratamientos excepto en las plantas de la
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variedad tempranera inoculadas con la cepa M6LD, siendo el que present6 ausencia de

todos los compuestos fenolicos detectados.
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Figura 21.- Deteccion de estandares de compuestos fendlicos en muestras de jamaica,

inoculados con seis cepas de Trichoderma.

El acido ferdlico esta presente en todos los tratamientos de la variedad criolla, incluso en
las plantas sin inocular, en cuanto a la variedad tempranera esta no se detecto en las
plantas que estan inoculadas con las cepas M6PM, M6LD, y M1rp2, las plantas con
mayor concentracion fueron las plantas de variedad tempranera sin inocular con 0.096mg

por 1g de peso seco.

El 4cido cafeico estuvo ausente en todos los tratamientos de la variedad tempranera
excepto en las plantas inoculadas con la cepa M6EQr2, y tuvo mayor concentracion en
las plantas de variedad criolla inoculadas con la cepa M6LD.

El acido p-hidroxibenzoico se encontré Unicamente en las plantas de la variedad

tempranera inoculadas con la cepa M6PM.
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5.5. Flavonoides detectados en variedad criollay tempranera por HPLC

En la Fig. 22 se muestran los flavonoides identificados en los célices de dos variedades
de jamaica en interaccion con Trichoderma spp. La apigenina fue el flavonoide con mayor
concentracion (0.646mg por 1g de peso seco) y se detect6 Unicamente en las plantas de
la variedad tempranera inoculadas con la cepa M6PMrp2. La rutina con una
concentracion de 0.462mg por 1g de muestra de peso seco y quercetina con 0.338mg,
se encontraron en ambas variedades, tanto para plantas inoculadas con las seis cepas
como para las de los controles. La floritzina fue la que tuvo una mayor concentracion en
la variedad criolla inoculada con el tratamiento M1rp2. La mircetina solo estuvo presente
en 3 tratamientos, en la variedad criolla sin inocular, y en dos tratamientos de la variedad
tempranera (M6PMrp2 y M1rp2), en el caso con mayor concentracion fue la variedad
tempranera inoculada con la cepa M1rp2 con 0.230 mg por 1g de muestra de peso seco.
La catequina Unicamente estuvo presente en las plantas de la variedad tempranera,

inoculadas con la capa M6PM.

< &

& & & PN @ @SS
ORI I S OO\ IR
¥ & © & & & < &

Q(' D) A& N

E Rutina Quercetina Floritzina Mircetina @ Apigenina HCatequina

Figura 22.- Contenido de flavonoides presentes en ambas variedades de jamaica,
inoculados con las seis cepas de Trichoderma, y plantas sin inocular para ambas

variedades (criolla y tempranera).

40



5.6.- Antocianidinas detectados en variedad criolla'y tempranera por HPLC

En el andlisis de antocianidinas por HPLC, se encontré que en ambas variedades esta
presente la cianidina y la petunidina. La concentracion de cianidina fue mayor en la
variedad de jamaica criolla inoculada con Trichoderma, con concentracion de 11.53mg
por 2g de peso seco, las plantas de la variedad tempranera tuvieron una menor
concentracion de este compuesto con 1.67mg por 2g de peso seco, en cuanto a la
petudinina también tuvo mayor concentracion en las plantas criollas inoculadas con

Trichoderma, con concentracion de 3.65 mg por 2g de peso seco (Fig.23).
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Figura 23.- Concentracion de antocianidinas presentes en variedad tempranera
inoculada con Trichoderma, plantas de la variedad criolla sin inocular crecidas en el
invernadero, jamaica criolla crecida en Tepoztlan y plantas de la variedad criolla
inoculadas con Trichoderma. Las medias con letras distintas indican diferencia

significativa de acuerdo con la prueba de Tukey (p< 0.05)
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VI. DISCUSION

La acumulacién de compuestos bioactivos en los calices de jamaica cosechados en la
etapa de madurez depende de la variedad de jamaica y del lugar en donde se cultiva, ya
gue, en el suelo se encuentran diversas cepas nativas de Trichoderma y nutrientes, los
cuales influyen en la acumulacion de compuestos antioxidantes. Se ha reportado que la
variedad de jamaica criolla de Michoacan en presencia de cobre (Cu) y zinc (Zn) aumento
notablemente la concentracion de antocianinas, hasta 185% y 173%, respectivamente
(Apaéz-Barrios et al., 2017), cabe resaltar que en la naturaleza la biodisponibilidad de
nutrientes es diferente, cuando se puede resaltar la presencia de microorganismos
benéficos, como es el caso de los hongos del género Trichoderma, que promueven el
crecimiento vegetal y activan el sistema de defensa de las plantas (Brotman et al., 2010),
las antocianinas, fenoles y actividad antioxidante estan relacionadas con el metabolismo
secundario de las plantas, en el cual algunos metabolitos son un sistema de defensa de

las plantas contra herbivoros o como promotores de crecimiento.

En esta investigacion se muestra que las plantas que tuvieron mayor concentracion de
fenoles y antocianinas, asi como mayor actividad antioxidante fueron las de la variedad
criolla en interaccibn con Trichoderma, cabe mencionar que las semillas fueron
colectadas en Tepoztlan, Morelos, localidad que cuenta con condiciones de temperatura
semejantes a las que se presentan en Texcoco en la época de verano y durante el
desarrollo del cultivo. Las plantas de la variedad tempranera mostraron un crecimiento
rapido, esto puede deberse a que esta considerada como una variedad precoz, su ciclo
vegetativo es corto siempre y cuando tenga condiciones favorables de temperatura, lo
cual no se dio, las plantas crecieron desde el mes de agosto y se cosecharon en el mes
de noviembre, aunque el experimento se habia contemplado para el periodo de

primavera- verano no se pudo realizar en esas fechas.

La concentracion mas alta de antocianinas fue de 2162.68 mg eq. de cianidina 3-
glucosido/100 g de peso seco en plantas de la variedad criolla inoculadas con
Trichoderma lo que result6 ser favorecedor, comparada con el trabajo de Salinas-Moreno
(2012). La jamaica variedad Sudan present6 una concentraciéon de 1448.mg eq. de

cianidina 3-glucosido/100 g peso seco, la variedad Colima 6 1250.7 mg y la china 746.2
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mg, lo que demuestra que Trichoderma es capaz de aumentar la concentracion de

antocianinas.

En cuanto a fenoles totales en la variedad sudan, Reyes-Lenguas (2015) reportdé una
concentracion de 1071 mg eq. de acido gélico por 100g de peso seco, mientras que en
esta investigacion la variedad criolla inoculada con Trichoderma presento un valor de
8129.43 mg eq. de acido galico por 100g de peso seco, este valor también es mas alto
comparado con la concentracion reportada para la variedad criolla de Nayarit con 6570

mg eq. de acido galico por 100g de peso seco Reyes-Lenguas (2015).

Los compuestos fenolicos detectados por HPLC de la variedad tempranera presentaron
un rango de concentracion de 0.184 — 0.199 mg para el acido {3 resorcilico, mientras que
la variedad criolla tuvo menor concentracion de este compuesto. La variedad criolla sin
inocular no present6 ac. B resorcilico, pero este si estuvo presente en las plantas en la
interaccion con Trichoderma, lo que indica que Trichoderma puede favorecer la
acumulacion de este compuesto en la variedad criolla. De los 5 estandares detectados
la variedad criolla inoculada con las 6 diferentes cepas presentaron cuatro de ellos. La
variedad tempranera inoculada con la cepa M6PM fue presentd el acido p-
hidroxibenzoico que no estuvo presente ni en la variedad criolla ni en la variedad

tempranera.

Se detectaron 6 estandares de flavonoides, la variedad tempranera inoculada con la cepa
M6PMrp2 presentd 5 de ellos, y el tratamiento M6PM fue el Unico que presentd catequina
y fue ademas el compuesto con mayor concentracion (0.473mg), lo que nos da referencia
que Trichoderma en interaccidon con jamaica variedad tempranera causa un efecto
positivo en la acumulacion de flavonoides. En la variedad criolla no inoculada la floritzina
no se detectd y en interaccion con las cepas Trichoderma la floritzina se detect6 con una

concentracion de 0.404 mg con el tratamiento M1rp2.

La deteccion de antocianidinas (cianidina y la petunidina) en la variedad criolla inoculada
con Trichoderma fue mayor con respecto a las plantas criollas sin inocular, lo que indica

la contribucion notable de Trichoderma en jamaica. La variedad tempranera mostro una
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menor concentracion de estos compuestos, lo cual también podria indicar que la variedad

criolla mostr6 mayor grado de especificidad con estas cepas de Trichoderma.

Los resultados obtenidos en esta investigacidon son potenciales para dar un valor

agregado a la jamaica que se produce en las regiones de la Republica Mexicana.
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VII. CONCLUSIONES

Las plantas de la variedad criolla en interaccion con Trichoderma tuvieron mejor éxito de
crecimiento y acumulaciéon de compuestos polifendlicos, comparado con la variedad
tempranera, que se vio afectada en su desarrollo por presentar mayor grado de
sensibilidad a plagas. Las plantas de jamaica con mayor concentracion de antocianinas,
asi como con mayor porcentaje de actividad antioxidante fueron las de la variedad criolla

inoculadas con Trichoderma.

La concentracion de fenoles con mayor acumulacion se present6 en la variedad criolla
inoculada con la cepa obtenida de la muestra 6 de suelo denominada M6PMrp2,
proveniente de Tepoztlan, Morelos, mientras que en la variedad tempranera tuvo mayor

especificidad con la cepa aislada M1rp2.
PERSPECTIVAS

e Identificacién de cepas de Trichoderma, utilizando técnicas de extraccion de ADN.

e Confrontaciones con fitopatégenos.

e Inocular las plantas en diferentes etapas fenoldgicas para determinar en qué etapa
es mejor.

e Determinar concentracion de antioxidantes mediante otras técnicas.

e Probar capacidad antimicrobiana de extractos de jamaica.

e Analizar el perfil de los fitoreguladores en diferentes etapas fenoldgicas.
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ANEXO
Reactivo de Folin-Ciocalteu

Se prepararon 5 mL de la solucion del reactivo, el cual se encontraba a 2N, la
metodologia que se uso indicaba utilizar a 1N por lo cual se utilizé 2.5 mL del reactivo y

2.5 mL de agua destilada.
Na2COs al 20% (Carbonato de Sodio)

Pesar 4.6 g de Na2Cos (--), en un vaso de precipitado se le coloca 23 mL de agua
destilada, se coloca sobre en una parrilla, la solucidon estuvo en constante agitacion
colocandole un agitador magnético para facilitar que el Na2COs se disolviera

completamente.
Reactivo de DPPH (2, 2 Difenil-1-Picril-Hidrazilo).

Se prepar6é 65mL, en la balanza analitica se pes6 1.54 mg del reactivo 2, 2 Difenil-1-
Pricril-Hidrazilo y se diluyé en 65 mL de metanol absoluto, cuando el reactivo se mezclé

por completo se le tomo la absorbancia la cual fue de 0.850 nm.
Metanol acidificado

En una probeta graduada se midié un volumen de 198 mL de metanol absoluto, al cual

se afladid 2 mL de acido trifluoroacético.
Metanol, &cido acético y agua

Para preparar 500 mL de solucion se midié 250 mL de metanol absoluto, 25 mL de acido

acetico y 225 mL de agua destilada.
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