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La distribucion, reproduccion e incidencia de los hongos fitopatdgenos se
manifiesta por las pérdidas econémicas de mas del 30% de las cosechas en
el mundo, ya sea directa o indirectamente sobre semilla, plantulas, cultivos
plenamente desarrollados y en poscosecha, lo que conlleva a buscar
alternativas para su control, empleando aplicaciones indiscriminadas de
fungicidas, debido a que el empleo de practicas culturales se ha visto

restringidos por cuestiones econémicas y ecolégicas. Esto ha dado pie a que
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se busquen alternativas que permitan reducir los dafios causados por este
tipo de microorganismos del suelo, bajo una agricultura sustentable y
redituable a través de hongos biocontroladores del genero Trichoderma. Este
trabajo se realiz6 en La Comarca Lagunera en el estado de Coahuila y
Durango, México durante 2005-2007, evaluéndose in vitro a través de la
técnica de cultivos duales, en semilla y en invernadero 28 cepas nativas del
hongo Trichoderma, logrando obtener algunas cepas potenciales
biocontroladoras de hongos como Rhizoctonia solani, Fusarium oxysporum f.
sp. lycopersici, Verticillium dahliae Y Phymatotrichopsis omnivora.
Sobresaliendo las cepas nativas de Trichoderma BA10, BA11 y TB21.
Algunas de las cepas nativas de Trichoderma se caracterizaron a través de la
técnica de PCR-RAPD, empleando cinco primer universales OPA1-
CAGGCCCTTC, OPA2-TGCCGAGCTG, OPA3-AGTCAGCCAC, OPA4-
AATCGGGCTG y el OPAS— CGGTAACGCC; las cuales se asociaron en

cinco grupos.
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ABSTRACT

BIOLOGICAL CONTROL OF SOILBORNE PLANT-PATHOGENIC FUNGI
WITH Trichoderma SPP AT THE COMARCA LAGUNERA

keywords: biocontrol, R. solani, F. oxysporum, V. dahliae, P. omnivora.

Because of the distribution, reproduction and incidence of diseases caused by
fungal pathogens, economic losses of more than 30% occur on crops over the
world. Fungal diseases may affect seeds, seedlings, plants fully developed
and postharvest products. The control of diseases by means of cultural
practices is now being restricted for economic and ecological issues, and
indiscriminate application of chemical is the only alternative for control.
Presently there is a different, profitable and sustainable possibility to reduce
the damage caused by fungal pathogens, particularly soilborn microorganisms
by the use of biocontrol with Trichoderma, a soil inhabiting fungus. This study
was performed at La Comarca Lagunera (Coahuila and Durango states,
Mexico) through 2005-2007. Native strains of Trichoderma were evaluated in
vitro by the technique of dual confrontation against well known soilborne plant
pathogens. Strains BA10, BA11 and TB21 showed promising biocontrol action
against Rhizoctonia solani, Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici, Verticillium
dahliae and Phymatotrichopsis omnivora. Molecular characterization made by
PCR-RAPD with five primers: OPA1-CAGGCCCTTC, OPA2-TGCCGAGCTG,
OPA3-AGTCAGCCAC, OPA4-AATCGGGCTG, OPA9- CGGTAACGCC:

where characterized and associated the strains in five groups.
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1. INTRODUCCION

La importancia de los hongos en la naturaleza dificiimente puede ser
sobrevalorada, esencialmente porque se conocen mas de 100,000 especies, de
las cuales la mayoria son saproéfitos; no obstante, alrededor de 50 especies
producen enfermedades al hombre y aproximadamente 8 000 atacan
directamente a las plantas, teniendo la capacidad de infectar a una o varias
especies silvestres o cultivadas (Agrios, 1996). La distribucion, reproduccion e
incidencia de los hongos fitopatogenos se manifiesta por las peérdidas
economicas de mas del 30% de las cosechas en el mundo, ya sea directa o
indirectamente sobre semilla, plantulas, cultivos plenamente desarrollados y en
poscosecha (FAQ, 2003).

En La Comarca Lagunera y en otras areas del mundo, los principales
fitopatdgenos del suelo son: Rhizoctonia solani Kuhn, Phymatotrichopsis
omnivora (Duggar) Hennebert, Verticillium dahliae Kileb., Macrophomina
phaseolina (Tassi) Goidanich y Fusarium spp. En otras areas del pais y del
mundo son importantes: Thielaviopsis basicola (Berk y Broome) Ferraris (sin.
Chalara elegans Nag Raj y Kendrick), Sclerotinia sclerotiorum (Lib) De Bary.,
Sclerotium rolfsii Sacc., Pythium spp y Phytophthora spp. En general la
importancia de estos hongos se debe a factores como: a) Distribucion: se
encuentran en muchas areas agricolas del mundo; b) Supervivencia;
permanecen en el suelo por muchos afios, pues dependiendo del patégeno

pueden sobrevivir mediante estructuras de resistencia como esclerocios,
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clamidosporas, oosporas, o bien como micelio en reposo, saprofitos y parasitos
de arvenses y ruderales; c) Rango de hospedantes amplio: la mayoria puede
afectar a muchas plantas cultivadas como hortalizas y cereales, d) Limitan los
sistemas agricolas debido al rango de hospedantes y a la supervivencia; por lo
que las posibilidades de utilizacién del suelo y de rotacion de cultivos son
escasas (Gudmestad, 1999); e) Enfermedades que causan: son responsables
del complejo de enfermedades de la semilla y la plantula (pudricién de semilla y
ahogamiento pre y postemergente), pudriciones de la raiz, de la corona, de la
base del tallo y del fruto; asi como tizones foliares de ramas, tallos y frutos; f)
Numero de especies que agrupan: los géneros Fusarium, Phytophthora y
Pythium cuentan con numerosas especies de modo que frecuentemente
pueden encontrarse, particularmente en Pythium, dos o mas especies en una
misma planta; g) Variabilidad genética: en algunos de estos fitopatégenos la
recombinacion genética da origen con cierta facilidad a formas especiales y
razas fisiologicas; h) Produccion de enzimas y toxinas: algunos patégenos
producen enzimas que degradan la lamela media de las células y eso explica
en parte, el rango amplio de hospedantes; afortunadamente pocos, producen
toxinas que afectan al hombre y los animales (Chérif y Benhamou, 1990).

En la agricultura moderna, algunas practicas como el monocultivo, la
compactacion de areas de cultivo, el uso de plantas genéticamente similares, el
uso de cultivares susceptibles a patégenos y el uso de fertilizantes y fungicidas
a concentraciones que incrementan la susceptibilidad de las plantas a
enfermedades ha incrementado el potencial destructivo de estos

microorganismos. Asi, el control de enfermedades depende en gran medida del
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uso de agroquimicos, lo cual constituye una preocupacién primordial de la
sociedad acerca de su impacto en el ambiente, particularmente en los
productos agricolas y en los consumidores. De ahi la importancia de avanzar en
el manejo de hongos fitopatégenos a través del uso del control biolégico, para
hacer de esta alternativa una medida efectiva, confiable, consistente y
economica (Hermosa et al., 2004).

Una de las areas de impacto dentro del control bioldgico, lo constituye el
uso de hongos fitopatogenos del suelo, ya que por su naturaleza, el control de
estos microorganismos mediante métodos tradicionales es extremadamente
dificil. La dificultad para su control radica en los siguientes factores: distribucion
vertical variable (desde superficial hasta una profundidad de mas de 0.30 m),
distribucion horizontal irregular, formacion de estructuras de resistencia, rango
amplio de hospedantes y la imposibilidad de hacer llegar al patogeno la
cantidad necesaria de fungicida en el momento apropiado (Cardona et al.,
2003).

Una posibilidad en el control biolégico es el empleo del hongo
deuteromiceto Trichoderma spp, habitante del suelo que en la naturaleza
parasita a otros hongos fitopatégenos del suelo y de la parte aérea de la planta
(Rodriguez et al., 1997). Los mecanismos de biocontrol que se conocen para
Trichoderma son: micoparasitismo, competencia por nutrimentos en el exudado
de las semillas y antibiosis (Lifshits ef al, 1985; Harman et al, 1981),
aparentemente el micoparasitismo es el principal mecanismo de accién de
Trichoderma (Harman ef al., 1981; Bisette, 1991). Este hongo envuelve con sus

hifas a los hongos que parasita y penetra sus células causandoles un dafio
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extensivo como: alteracion y degradacion de la pared celular, retraccién de la
membrana celular y desorganizacion del citoplasma (Boosélis y Mankau, 1965;
Lorito et al., 1996; Kubiceck, et al., 2001; Benitez et al., 2004). Ademas, tiene
efecto sobre la reproduccion al inhibir la germinacién de esporas y el desarrollo
del tubo germinativo (Lorito et al., 1993). Por todo lo anterior, se considera que
Trichoderma es ideal para el control de fitopatégenos del suelo en la Comarca

Lagunera, razén por la cual se plante6 este estudio.

1.1. OBJETIVOS
o Aislar y caracterizar especies nativas de Trichoderma spp. En suelos de
La Comarca Lagunera
e Determinar en el laboratorio el antagonismo de Trichoderma spp, sobre
P. omnivora, Fusarium oxisporum, V. dahliae y R. solani.
e Evaluar en invernadero el efecto de Trichoderma spp, sobre R. solani, F.

oxysporum, V. dahliae y P. omnivora.

1.2. METAS
1. Lograr aislar del suelo de La Comarca Lagunera cepas nativas de
Trichoderma spp.
2. Obtener cepas capaces de ejercer una disminucién de dafios a P.

omnivora, V. dahliae, F. oxysporum y R. solani en el laboratorio.



3. Contar con una coleccidn de cepas de Trichoderma.
4. Obtener al menos un aislado de Trichoderma capaz de disminuir los
dafos causados por los principales fitopatégenos del suelo en La

Comarca Lagunera.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1. El control biolégico

El control biolégico de patogenos del suelo a través de la adicion de
microorganismos antagonistas, es un medio no contaminante, con potencial
para el control de enfermedades de plantas (Elad et al., 1980).

Baker y Cook (1983), definen el control biolégico como “la reduccién de
la densidad del inoculo o de las actividades de un patégeno que produce una
enfermedad, por uno o mas organismos, en forma natural o través de la
manipulacion del medio ambiente, hospedante o antagonista, o por la
introduccion de una poblacién de uno o mas antagonistas”. Arcia (1995),
sefala que esta definicion refleja que el Manejo Integrado de Poblaciones, es
mas que una accion especifica dirigida a un solo patégeno, como podria ser el
uso de agroguimicos.

El elevado interés en el control biolégico de patégenos de plantas, es
respuesta en parte, al crecimiento de la preocupacion publica sobre los
plaguicidas de origen sintético, sin embargo, igualmente hay una gran
necesidad del control biolégico de patégenos que actualmente no se han
controlado o se han controlado parcialmente (Cook, 1993; Ezziyyani et al.,
2007).

Cozzi y Gazoni (1995), indican que aunque se conocen las
interrelaciones de organismos biocontroladores con diferentes hospedantes y

patégenos, su aplicacién como biofungicidas es reciente y alin no esta
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completamente implementada, debido entre otros factores a que se requiere la
seleccion de un aislamiento “intrinsicamente antagénico” asi como de su
produccion y formulacion en grandes cantidades y a bajo costo que garantice su
supervivencia en el suelo o en la semilla. Pineda y Tortolero (1995), sefialan
que las inconsistencias encontradas en el control biologico de patégenos con
antagonistas potenciales, se deben a que el control es un proceso a largo plazo
que se tiene que implementar con el manejo habitual del cultivo. Sin embargo,
debido a varios factores ambientales, la mayoria de los hongos antagonistas no
muestran efectos consistentes de biocontrol, por lo tanto es necesario reducir la
variabilidad y garantizar su persistencia en el campo para convertir a los hongos
biocontroladores en una alternativa atractiva al uso de plaguicidas agricolas
(Harman, 2000).

Para introducir antagonistas al medio, las consideraciones de importancia
son: a) La viabilidad, formulacion y concentracion del antagonista; b) Las clases
de coadyuvantes usados; c) La eficacia y el tiempo de aplicacion; d) Las
condiciones de microclima durante y después de la aplicacion y e) El costo del

producto (Suton y Peng, 1993; Ezziyyani et al., 2004).

2.2. Biocontrol por medio de Trichoderma spp.

El biocontrol actualmente ocupa un lugar importante dentro de las
practicas de manejo de enfermedades de las plantas causadas por los
fitopatogenos del suelo, principalmente de los géneros Rhizoctonia, Sclerotium,
Pythium, Phytophthora y Fusarium entre otros. Las especies de Trichoderma

poseen posibilidades como hiperparasitos competitivos, los cuales producen




8

metabolitos que inhiben el desarrollo de los hongos, fungicidas y enzimas
hidroliticas a los que se les atribuyen los cambios estructurales ocasionados a
nivel celular en el hospedante, tales como vacuolacion, granulacion,
desintegracion del citoplasma y lisis celular (Lifshits et al., 1985; Acevedo y
Arcia, 1988; Berg et al., 2005).

Harman y Shoresh (2007), mencionan que Trichoderma spp tiene
diversas ventajas como agente de control biolégico, pues posee un rapido
crecimiento y desarrollo, ademas produce una gran cantidad de enzimas,
inductibles ante la presencia de hongos fitopatdégenos. Puede desarrollarse en
una amplia gama de sustratos, lo cual facilita su produccion masiva para uso en
la agricultura. Tiene tolerancia a condiciones ambientales y al habitat donde los
_hongos causan las enfermedades; puede sobrevivir en medios con contenidos
significativos de plaguicidas y otros quimicos. Ademas, por su gran variabilidad
se convierte en un reservorio de posibilidades de control bioldgico bajo
diferentes sistemas de produccion y cultivos (Avendario ef al., 2006).

En Cuba a partir de 1990, se efectuaron diversos estudios dirigidos al
biocontrol de hongos fitopatogenos del suelo en tabaco, hortalizas y otros
cultivos con aislamientos de Trichoderma que fueron seleccionados "in vitro"
por su elevada capacidad hiperparasitica y posteriormente utilizados en forma
de formulaciones comerciales para combatir Phytophthora nicotianae, P.
capsici, R. solani y otros fitopatégenos en condiciones de campo, sin embargo
la consistencia de las cepas en el suelo fue inestable, por lo que surgi6 la

obtencion y utilizacion de cepas nativas (Akkpra, 2005; Adams, 1990).




2.3. Descripcion del hongo
2.3.1. Habitat

Trichoderma es un deuteromiceto anaerdbico facultativo que se
encuentra naturalmente en suelos agricolas en todo el mundo. Se presenta de
forma natural en diferente habitat, especialmente en aquellos que contienen
materia organica en descomposicién, asi mismo, en residuos de cultivos
especialmente en aquellos que son atacados por otros hongos. Su desarrollo se
ve favorecido por la presencia de altas densidades de raices, las cuales
coloniza rapidamente, algunas cepas son componentes importantes de la

rizosfera (McAllister et al., 1994, Harman, 2001; Harman, 2006).

2.3.2. Clasificaciéon (Kendrick y Carmichael. 1973).

Anamorfo: Teleomarfo:
Reino: Hongos Reino: Hongos
Division: Eumycota Division: Eumycota
Subdivision: Deuteromycotina Subdivision: Ascomycotina
Clase: Deuteromicetes Clase: Pyrenomycetes
Orden: Moniliales Familia: Hypocreacea
Familia: Moniliaceae Género: Hypocrea
Género: Trichoderma

2.3.3. Fase anamofica

El género Trichoderma esta en el ambiente y especialmente en el suelo.
Se ha utilizado en aplicaciones comerciales para la produccién de enzimas y
para la regulacion de los fitopatégenos que enferman las plantas. Se encuentra
en suelos ricos en materia organica y por su relacién con ella se clasifican en el
grupo hongos hipogeos, lignolicolas y depredadores. Es aerdbico y pueden

encontrarse en suelos con pH neutro a acido. El género agrupa 33 especies,
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siendo las principales: Trichoderma harzianum, T. viride, T. koningii, T.
hamatum y T.atroviride. El hongo se identifica por las ramificaciones de micelio
que le dan la apariencia de una mota de color verde que produce esporas o
conidias y clamidosporas; estas Gltimas son estructuras de sobrevivencia que
toleran condiciones ambientales adversas y pueden perdurar a través del
tiempo (Papavizas, 1985; Esposito y Da-Silva, 1998; Harman, 2001).

Los aislados del hongo en medio artificial, toman un color verde brillante
debido a los conglomerados de conidias que se forman en las puntas de las
hifas; sin embargo, también pueden ser de color blanco o amarillo (Hermosa et
al., 2000).

Existen cepas de rapido desarrollo, que cubren el medio de cultivo
contenido en cajas petri de 90 mm en 4 dias. Las colonias de Trichoderma al
principio son blancas y algodonosas; cuando se desarrollan bajo condiciones de
luz alterna, aparecen unas bandas, alternando una banda delgada e incolora
con otra banda ancha de un color verde oscuro alternada con una banda clara o
blanguecina (Harman, 2006).

Cuando se desarrolla bajo condiciones de luz continua, las colonias son
de color verde oscuro (Windham ef al., 1986). Las clamidosporas son de cinco
a diez veces mas grandes que las conidias, por sus grandes reservas de lipidos
(Cohen et al., 1983); son terminales de forma cilindrica a globosa (Windham et
al., 1986); por su naturaleza, representan la forma de propagacién mas efectiva

(Bautista y Acevedo, 1993).
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2.3.4. Fase teleomoérfica

Su fase perfecta (estado teleomoérfo) lo ubica en la Clase Ascomycetes,
Serie Pyrenomycetes, Orden Hipocreales, Género Hypocrea. Tiene como
sinénimos el género Tolypocladium; no se conoce mucho de ésta fase, aunque
en Puerto Rico y Estados Unidos, en estudios de laboratorio se ha identificado
la fase sexual de Trichoderma, la cual corresponde a Hyprocrea perenoidea. El
telomérfo conocido de Trichoderma, como ya se mencioné es Hypocrea y
muchas de las especies de Hypocrea producen el anamérfo tipico Trichoderma

en cultivo (Bissett, 1991).

2.3.5. Requerimientos de temperatura

La temperatura de crecimiento optima es de 25°C, si bien el rango de
crecimiento oscila entre 15 y 35°C. Por debajo o encima de esta temperatura,
Trichoderma sp. se caracteriza por producir formas de resistencia. En un
estudio de caracterizacion fisiologica se concluyé que la temperatura 6ptimas
para el crecimiento de Trichoderma fue de 25 a 30°C (Cardona y Rodriguez,
2006). Se ha sefalado que la temperatura éptima para T. harzianum es de
20°C; pero tolera hasta 38 °C, para T. koningii la temperatura maxima varia de
32 a 35°C; para T. hamatum de 30 a 35°C; para T. viridi y T. Polysporun, entre
28y 31°C y crece mucho mejor que las otras especies a 7°C. Las especies que
toleran temperaturas mas altas son T. pseudokoningii y T. saturnisporum, de 40

a 41°C (Danielson y Davey, 1973; Knudsen y Bin, 1990; Harman et al., 2004).
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2.3.6. Requerimientos nutricionales

Morfolégicamente Trichoderma es un hongo que posee estructuras del
tipo de conidias hialinas uniceluladas, ovoide en conidiéforo hialino largo no
verticilado, nace en centros pequefios. Tiene la capacidad de producir
clamidosporas en sustratos naturales, estructuras de vital importancia para la
sobrevivencia del género en el suelo bajo condiciones adversas. Es saprofito
del suelo y de la madera y el crecimiento en el suelo es muy rapido.

La alta presencia de humedad y el riego mejora las condiciones de vida
de muchos microorganismos entre ellos Trichoderma, pasando de un estado
latente a uno activo y desarrollandose éptimamente en un 60 % de capacidad
del suelo con retencion de humedad. A porcentajes mayores de saturacién se
disminuye la colonizacion y sobrevivencia por la baja disponibilidad de oxigeno.
El desarrollo es favorecido por condiciones de pH &cido donde su poblacién se
incrementa por una mayor formacion de conidiéforos, por la germinacion de
conidias y por menor competencia con microorganismos como actinomicetos y
bacterias que se encuentran limitados por la acidez. En suelos con temperatura
que oscilan entre los 10 ° y 15° ¢ y baja disponibilidad de nutrientes esenciales
no crece y se afecta la actividad benéfica. Trichoderma es un hongo que
consume otros hongos, materia organica y nutrimentos de los exudados
radicales. Las especies de Trichoderma son muy versatiles en la utilizacion de
sustratos como fuente de carbono y nitrégeno, lo cual les permite colonizar un
medio rapidamente, evitando la proliferacion de otros microorganismos en el
mismo habitat (Hjeljord y Tronsmo, 1998). Ademas, poseen la capacidad de

aprovechar eficientemente los nutrimentos limitantes que pueda haber en el
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entorno al poseer transportadores de alta afinidad (Delgado-Jarana et al.
2003). El hierro en estado soluble, cuya concentracién en el suelo se encuentra
por debajo de 10 a 8 M a pH neutro, es uno de los factores que establecen una
dura competencia (Handelsman y Stabb, 1996; Chet e Inbar, 1994).

Las especies de Trichoderma se desarrollan mejor en medios donde esté
presente la L-alanina, acido L-aspartico, L-glutamético y casamino, asi como
fuentes de nitrégeno comparada con materia organica. El desarrollo sobre NH,*
fue consistentemente superior al desarrollo sobre NO5*: algunos aislamientos
de 7. hamatum y T. koningii fueron incapaces de usar NOs*. Las mejores
fuentes de carb6n son la dextrosa, fructosa, manosa, galactosa, xylosa, ribosa y
celobiosa; la capacidad de usar la sucrosa, melitosa y rafinosa fue relacionada
a unidades taxonémicas. Todos los aislamientos probados descomponen
rapidamente la celulosa (Danielson y Davey, 1973; Harman, 20086).

Knudsen y Bin (1990), determinaron que el crecimiento micelial es
independiente de la cantidad de alimento y directamente proporcional a su
densidad.

El contenido en nitrdgeno en suelo es un factor limitante, siendo la dosis
adecuada para su desarrollo 100 mg de N por kg. de suelo, pudiendo sobrevivir
en concentraciones menores. La forma en que se asimila el nitrégeno es en
forma organica, aunque también tolera la forma mineral como es la amoniacal,
no tolerando la presencia de nitrégeno nitrico. El contenido en fosforo varia
segun la especie, el promedio es de 2 mg P por kg. de suelo. Este
microorganismo tiene la capacidad de asimilar nitrégeno mineral en forma de

fosfato, si bien también puede mineralizarlo de formas organicas, facilitando la
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absorcién por parte de la planta. El contenido en micro nutrientes y
oligoelementos son necesarios para el crecimiento de Trichoderma sp. y no
necesita de aportes adicionales pues estos se encuentran suficientemente
representados en el suelo. La cantidad de nutrimentos influye en el grosor del

micelio, pero no en el crecimiento (Harman, 2000).

2.4. Caracteristicas ecolégicas de Trichoderma

Las caracteristicas ecologicas de los hongos pertenecientes a este
género los hacen especialmente adecuados para su aplicacién como agentes
de control biolégico de enfermedades producidas por hongos. Las especies de
Trichoderma son ubicuas, se hallan ampliamente distribuidas tanto
geograficamente como en distintos tipos de suelo, siendo predominantes en
habitats donde abundan restos vegetales y madera en descomposicion. Son
hongos saprofitos, con la excepcion de algunas especies que ademas son
micoparasitas. Poseen una gran capacidad de colonizacién de distintos
ambientes debido a que crecen muy rapidamente, tienen pocos requerimientos
nutricionales y sobreviven en condiciones muy adversas (Papavizas, 1985).

Una de las caracteristicas mas interesantes de las cepas de Trichoderma
es que tienen una capacidad metabdlica muy diversa. Las especies de este
género son capaces de transformar una amplia variedad de materia organica
mediante la produccion de gran cantidad de enzimas extracelulares que
degradan distintos tipos de polimeros, entre ellos polisacaridos como la

celulosa, la quitina, la laminarina, la pectina, el almidén y el xilano. Esto lo
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convierte, en un microorganismo de gran interés biotecnolégico (Espoésito y da
Silva, 1998).

Rara vez se ha asociado a Trichoderma con enfermedades de plantas, al
contrario, se considera un organismo benéfico para las mismas. La promocion
del crecimiento vegetal por parte de Trichoderma es un fenémeno que se ha
observado en varios tipos de cultivos (Lindsey y Baker, 1967; Harman et al.,
1993). Este fendmeno se manifiesta como una potenciacién de la germinacion
de las semillas, una floracion mas abundante y temprana e incremento de altura
y peso de las plantas (Chet y Baker, 1981). En experimentos de invernadero se
ha llegado a observar un incremento de la producciéon hasta de un 300%. Sin
embargo, los mecanismos mediante los cuales se produce este efecto
permanecen aun sin identificar. Uno de ellos podria ser la capacidad de
Trichoderma para solubilizar metales, como el zinc, el manganeso, el hierro o el
cobre, convirtiéndolos asi en nutrimentos asimilables por las plantas (Harman y
Shoresh, 2007). Otro efecto indirecto podria ser la eliminacién de la rizosfera de
patégenos de menor incidencia, como es el caso de Pythium, sin los cuales las
plantas alcanzarian su maximo potencial de desarrollo (Harman et al., 2004).
Aun asi, en experimentos de laboratorio en los que sélo estan presentes
Trichoderma y la planta a ensayar, también se produce el estimulo del
crecimiento. Existen evidencias de que hay factores difusibles, ain no
identificados, que intervienen en el desencadenamiento de la respuesta de la
planta, dado que experimentos en los que los dos organismos, planta y hongo,
se separan mediante una membrana de celofan dan resultados similares

(Windham et al., 1986). Una hipétesis mas reciente propone que Trichoderma
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es capaz de limitar e incluso revertir el efecto del dafio en la raiz causado por R.

solani (Bjorkman ef al., 1998).

2.5. Mecanismos de control biolégico de Trichoderma

El mejoramiento de los agentes de control bioldgico, pasa por el
conocimiento de sus mecanismos de accion. Trichoderma es el antagonista en
el que mas se ha estudiado este fendbmeno. Los mecanismos generales de
control bioldgico que Trichoderma emplea pueden dividirse segun su efecto en
directo o indirecto. Los de efecto directo incluyen la inactivacion de las enzimas
del patogeno, la competencia por el espacio y los nutrimentos, la secrecion de
metabolitos secundarios con efecto antibiético y el ataque directo al
fitopatdgenos o micoparasitismo. Ademas, indirectamente, Trichoderma es
capaz de proteger a la planta del patdgeno mediante la induccién de sus

sistemas de defensa (Whipps y Lumsden, 1991).

2.5.1. Estimulacién de los mecanismos de defensa de las plantas
(resistencia inducida)

La resistencia inducida, que puede ser localizada o sistémica, se traduce
en una respuesta mayor y mas rapida de los mecanismos de defensa de la
planta ante el ataque de un patégeno. Esta respuesta incluye la secrecién de
enzimas como proteasas, peroxidasas, glucanasas y quitinasas y finalmente, la
lignificacion de las paredes celulares que rodean el lugar de infeccion para

limitar la dispersion del patogeno (Harman, 2008).
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Se ha observado que muchas cepas de Trichoderma son capaces de
inducir resistencia sistémica en las plantas, ya que aplicadas en la rizosfera
producen proteccion contra patégenos del suelo o foliares (Harman, 2006). Esta
resistencia viene acomparada en muchos casos de un incremento de actividad
de peroxidasa y quitinasa en zonas distantes de la raiz y de la sintesis en
moléculas de la planta que intervienen en este tipo de respuesta, como es el
acido salicilico (McLean ef al., 2005).

Las moléculas implicadas en el desarrollo de la resistencia sistémica,
parecen ser las enzimas hidroliticas que secreta Trichoderma. La produccién de
Xilanasas y celulasas por Trichoderma se ha relacionado en muchos casos con
la sintesis de etileno en las plantas, otra de las hormonas implicada en la
respuesta sistémica (Wan ef al., 2002). La accion de estas enzimas sobre la
pared vegetal (celulosa, pectina, xilanos) o la pared celular de los hongos
circundantes (quitina, glucanos, proteinas) puede dar lugar a la liberacién de
moléculas que sirven como inductores del sistema de defensa vegetal. Sin
embargo, se ha comprobado que las enzimas hidroliticas pueden servir como
inductores, directos, independientemente de su actividad (Duffy ef al., 2003).

Uno de los ejemplos mas estudiados ha sido el de la xilanasa de 22 de T.
viride, que es capaz de inducir en la planta la apertura de canales idnicos, la
biosintesis de proteinas relacionadas con la patogénesis (PR), la biosintesis de
etileno y la glicosilacion, asi como acilacién grasa de fitoesteroles. Parece que
esta capacidad tampoco depende de la actividad de la enzima sino que esta
mediada por receptores de la membrana plasmatica de la planta que

interaccionan directamente con la proteina. Es interesante sefialar que las
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cepas de T. harzianum mejor adaptadas a la rizosfera tienen potenciadas sus
actividades celuloliticas y algunas tienen una gran capacidad para digerir xilano

y otros carbohidratos complejos (Ahmad y Baker, 1988).

2.5.2. Inactivacion de los sistemas de ataque del patégeno

Uno de los mecanismos de antagonismo que Trichoderma ejerce contra
algunos hongos fitopatégenos es el de anular el modo de accién de éstos. T
harzianum T39, por ejemplo, excreta una proteasa que degrada las enzimas
que B. cinerea utilizada para atacar la pared celular de las plantas. Una cepa de
T. viride excreta una a-glucosidasa que degrada una fitotoxina asociada con el

cancer que R. solani produce en el arroz (Shanmugan et al., 2001).

2.6. Competencia por los nutrimentos y el espacio

Las especies de Trichoderma son muy versatiles en la utilizacién de
sustratos como fuente de carbono y nitrégeno, lo cual les permite colonizar un
medio rapidamente, evitando la proliferacion de otros microorganismos en el
mismo habitat (Hjeljord y Tronsmo, 1998). Ademas, poseen la capacidad de
aprovechar eficientemente los nutrimentos limitantes que pueda haber en el
entorno al poseer transportadores de alta afinidad (Delgado-Jarana et al.,
2003). EI hierro en estado soluble, cuya concentracién en el suelo se encuentra
por debajo de 10 a 8 M a pH neutro, es uno de los factores que establecen una
dura competencia (Handelsman y Stabb, 1996). La produccién de sideréforos
de alta afinidad parece ser el principal mecanismo de inhibicién del desarrollo

de Fusarium oxysporum por la cepa T-35 de T. harzianum (Chet e Inbar, 1994).
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En otros casos, el rapido desarrollo y colonizacion de Trichoderma de las
zonas adecuadas para la infeccion, como areas de necrosis, heridas o partes
concretas de la planta, impiden fisicamente el acceso y establecimiento del
patogeno en su hospedante. Por ejemplo, el recubrimiento de los capuchones
florales de la vid por Trichoderma protege contra la infeccion posterior de la uva
por B. cinerea (Harman ef al., 1993). También se ha observado la colonizacion
de heridas recientes en raices de pepino por T. harzianum (Thrane et al., 1997)
y se sabe que este mecanismo impide la infeccion de las raices de eucalipto por
Armillaria luteobubalina (Nelson et al., 1995).

Otra ventaja que tiene Trichoderma al establecerse en el suelo es que es
muy resistente al efecto fungistatico resultante de los metabolitos liberados por
otros microorganismos, siendo capaz de desarrollarse en condiciones de
competencia extrema. Muchas cepas son asimismo resistentes a muchos
herbicidas y fungicidas y se recuperan con facilidad después del contacto con
dosis subletales de estos toxicos (Hjeljord y Tronsmo, 1998).

Hongos como R. solani, F. oxysporum, V. dahliae, P. omnivora, Pythium,
M. phaseolina etc, los cuales ocasionan fallas tanto en las siembras como en
los transplantes de hortalizas y en cultivos establecidos como algodonero y
alfalfares principalmente y en huertas de nogal; conlleva a pérdidas economicas
considerables que van de un 10 a un 30% del valor total de la cosecha (Harman
y Shoresh, 2007).

Aun cuando existen productos comerciales con cepas de Trichoderma
estos presentan dificultades con su persistencia en el suelo. Por esta razon se

considera importante la obtencion de aislamientos nativos, mejor adaptados a
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las condiciones edafoclimaticas de la zona especifica donde seran aplicados
(Gonzalez et al., 1999).

De acuerdo a la informacién generada a través de los afios sobre el
modo en que Trichoderma pude actuar dentro del control biolégico de R. solani,
se encuentra resultados descritos por do Reis et al, (2007), de colonizacién y
produccion de enzimas hidroliticas que secretan las especies de Trichoderma
para proteccion de semilla y plantulas.

Una hipotesis mas reciente propone que Trichoderma es capaz de limitar
e incluso revertir el efecto del dafo en la raiz causado por R. solani (Bjérkman

et al., 1998),

2.7. Antibiosis

Algunas especies de Trichoderma producen antibiéticos; los principales
han sido descritos a través de los aios, la produccion de estos metabolitos,
como se consideraba, era un mecanismo primario de biocontrol. La literatura
esta repleta de documentos que hablan de la seleccion de cepas para
biocontrol de acuerdo a experimentos basados en pruebas in vifro de cultivos
duales de Trichoderma contra otro patogenos (Harman y Shoresh, 2007).

Aungue el micoparasitismo es el fendmeno que mas atencién ha
recibido, muchas investigaciones han revelado que Trichoderma produce
metabolitos secundarios difusibles y de bajo peso molecular con actividad
antifingica o antibacteriana. Estos compuestos se producen en presencia de
otros hongos y algunos de ellos han sido recuperados de la rizosfera (Lumsden

et al., 1992).
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Los metabolitos con actividad antifingica excretados por Trichoderma
constituyen un grupo de compuestos volatiles y no volatiles muy diverso en
cuanto a estructura y funcién. Normalmente una misma cepa de Trichoderma
produce a la vez distintos compuestos antibiéticos, lo cual reduce el riesgo de
aparicion de hongos resistentes. La importancia de la antibiosis en el
antagonismo es especifica de cada interacciéon. Asi, mientras que para la
supresion de Pythium por Trichoderma es imprescindible la produccién de
gliotoxina (Howell y Stipanovic, 1995), en el caso de R. solani la presencia de
este compuesto no es importante. De la misma manera, varios de estos
compuestos han sido relacionados con la capacidad antagonista de
Trichoderma, pero ninguno se ha definido como Gnico responsable de la misma.
Probablemente, la antibiosis sea un mecanismo mas de los que componen el
complejo sistema de antagonismo (Ridout et al., 1986; Wilhite ef al., 1994).

do Reis et al (2007) mencionan que las especies de Trichoderma
producen enzimas hidroliticas que son capaces de degradar la pared celular de
los patdgenos actuando de distinta manera entre fitopatégenos de diferentes
especies; a su vez Innocenti et a/ (2003), mencionan que las especies de
Trichoderma pueden operar de distinta manera dentro del micoparasitismo;
debido a que este se da al colonizar el micelio a través de las hifas y en otras
ocasiones empleando apresiorios o ahustorios que penetran en las hifas de los
hospederos.

Howell (2003) encontré que existen factores naturales que afectan la
produccion de enzimas y la condicién o predisposicion de ataque en que actia

Trichoderma cuando parasita a sus hospederos. Existen factores biéticos y
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abiéticos que influyen directa e indirectamente en el biocontrol de Trichoderma
sobre hongos como V. dalihae, F. oxysporum y otros fitopatégenos del suelo
dentro de los cuales podemos mencionar: el desarrollo o ciclo biolégico en el
que se encuentra el patégeno, el cultivo establecido, etapa fisiologica de la
planta, calidad del suelo, la humedad, pH del suelo, la temperatura y nutricion
mineral, practicas culturales y fitosanitarias asi como la ubicacién geografica
(Garbeva et al., 2004; Sessitsch et al., 2004; Gomes et al., 2003; Graner et al.,
2003; Heuer et al., 2002, Krechel et al., 2002 y Reiter et al., 2002).

El descubrimiento de algunas cepas agresivas de Trichoderma spp
utilizadas como agentes de biocontrol que son capaces de producir ya sea
antibidticos o enzimas extracelulares, o de ambos, ha proporcionado
informacion crucial en la comprension de los mecanismos relacionados con el
parasitismo (Harman et al., 2004). Una cepa de Gliocladium virens, similar al
hongo Trichoderma spp., que inhibié el crecimiento de Pythium ultimum,
produce el antibiético, glioviridin, en cultivo (Howell, 2003). Un gran numero de
antibidticos (por ejemplo, péptidos, ciclico polipéptidos) son producidos por
especies de Trichoderma, algunos de los cuales se han caracterizado; Lifshitz
et al. (1985), demostraron que la produccion de antibidticos localizados por
Trichoderma fue probablemente el Unico mecanismo de acciéon lo
suficientemente rapido para prevenir la infeccion de semillas en chincharo
causada por Pythium spp. La especie de T. harzianum, se ha considerado
como un buen antagonista por la produccion de algunos antibiéticos (Chet y

Baker, 1981).
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2.8. Micoparasitismo

El micoparasitismo es la capacidad de Trichoderma spp., u otros hongos,
a parasitar directamente sobre otros patdgenos filamentosos, como otros
hongos u oomycetes. Esta respuesta fue observada por Weindling hace mas de
70 anos y ha sido un érea de interés desde entonces. El micoparasitismo
consiste en un ataque directo de un hongo a otro, y conlleva a la destruccion de
alguna de las estructuras del hospedante (micelio, esporas, esclerocios), con el
consiguiente aprovechamiento de sus componentes como fuente de
nutrimentos (Harman y Shoresh, 2007).

Dentro de los hongos micoparasitos suceden dos tipos de
comportamiento: el parasitismo necrotrofico, en el que el parasito mata a las
células del hospedante antes o inmediatamente después de la invasién para la
utilizacion de los nutrimentos liberados y el parasitismo biotréfico, en el que el
parasito obtiene los compuestos que le servirdn de nutrimentos a partir de las
células vivas. Los del primer tipo son muy agresivos y suelen tener un amplio
espectro de hospederos; los segundos, sin embargo tienen un espectro mas
restringido y un mecanismo de accion mas especifico que consiste en la
emision de estructuras especializadas para la absorcion de nutrimentos. El
género Trichoderma incluye varias especies micoparasitas, especialmente T.
harzianumy T. viride, que pertenecen a la primera clase (Harman, 2006).

El micoparasitismo de hongos fitopatégenos por otros hongos ha sido
reportado con frecuencia en estudios in vitro. Se ha reportado que Trichoderma
hamatum produce hifas que cuando entra en contacto con los hospederos lo

hace a través de ahustorios y estructuras que facilitan la penetracion. Del
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mismo modo, 7. harzianum enrolla en espiral la hifas de Rhizoctonia solani
causandole severo dafo incluyendo colonizacion alrededor del patogeno,
penetracion y disolucion subsiguiente del citoplasma del hospedero (Howell,
2003).

El proceso de micoparasitismo ejercido por Trichoderma se produce en
varias etapas sucesivas. Comienza por el crecimiento quimiotréfico de
Trichoderma hacia el hospedante estimulado por moléculas procedentes del
mismo, de naturaleza desconocida. Las unicas que se han detectado hasta
ahora parecen ser aminoacidos y azucares, por lo que no es factible esperar
que la induccién sea especifica del hospedante (Chet et al., 1981). Cuando
Trichoderma entra en contacto con el hospedante debe producirse un
reconocimiento de éste que desencadena las etapas siguientes. Parece que el
proceso de reconocimiento estd mediado por interacciones entre las lectinas y
los carbohidratos presentes en las paredes tanto de Trichoderma como de los
hongos a los que se enfrenta (Duffy et al., 2003). Una prueba de ello es que
cuando se incuba R. solani con fucosa o galactosa, azlucares que bloguean
determinadas glicoproteinas, el efecto de T. harzianum resulta inhibido (Elad et
al., 1984). Ademas se han identificado ofras lectinas de Sclerofium rolfsii
capaces de unirse solo a las cepas de Trichoderma que parasitan a este hongo
(Chet, 1990). Una de estas lectinas ha sido purificada y unida covalentemente a
una fibra de nylon, provocando el enrollamiento de Trichoderma a su alrededor
(Inbar y Chet, 1992, 1994).

Tras el reconocimiento se produce un enrollamiento de Trichoderma

alrededor de las hifas del hospedante formando estructuras con forma de garfio
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o parecidas a apresorios (Elad et al, 1984, Inbar et al, 1994). Por dltimo
Trichoderma secreta enzimas hidroliticas, fundamentalmente quitinasas,
glucanasas y proteasas, que degradan la pared celular del hospedante (Elad et
al., 1980; Benhamou y Chet, 1993), con la consiguiente asimilacion de los
componentes de la pared y del contenido celular del mismo (Elad ef al., 1984).

Elad et al. (1980), mediante la técnica de cultivos duales (patégeno .
antagonista) de Trichoderma harzianum o T. hamatum con Rhizoctonia solani o
Scierotium rolfsii, encontraron micoparasitismo, indicando ademas el
crecimiento del antagonista directamente hacia el patégeno. 7. hamatum y T. |
pseudokoningii inhibieron el crecimiento de Phytophthora spp., aparentemente '
por antagonismo directo con menor inhibicion por antibiosis contra P. cacforum
en manzano.

do Reis et al, (2007) reportaron que el primer contacto fisico aparente
entre la T. harzianum y R. solani, se produjo dentro de 2-3 dias después de la
inoculacion, seguido de inhibicion del crecimiento. Resultados similares se han
encontrado para T. harzianum contra Crinipellis Perniciosa (De Marco et al.,
2000), Sclerotium rolfsii (El-Katany et al., 2001) y Rhizoctonia cerealis (Innocenti
et al., 2003).

En Informes reportados acerca del parasitismo por Trichoderma spp., se
ha encontrado que, en las interacciones de Aspergillus flavus-Trichoderma spp.
y Fusarium moniliforme-Trichoderma spp., la competencia puede desempenar
un rol importante en las interacciones de hongos y puede ocurrir como un '
" fenédmeno independiente 6 en combinacion con otros mecanismos (do Reis ef

al., 2007). f
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Son numerosos los estudios sobre la produccién de antibiéticos por
microorganismos y el rol que estos juegan en el biocontrol de patdgenos de las
plantas como bacterias y hongos (Raaijmakers et al., 2002; Whipps, 2001).
Para muchos de estos antibiéticos se ha determinado la actividad y estructura
quimica, pero sorpresivamente el modo de accién se desconoce.
Estudios minuciosos han demostrado la variacion en la sensibilidad o
susceptibilidad de hongos patogénicos por el antagonista proporcionando
herramientas Utiles para una comprensién mas clara sobre el control biol6gico
empleando antagonistas que sean capaces de producir antibioticos (Duffy et

al., 2003).

2.9. Importancia de los hongos fitopatégenos evaluados en este estudio
Los patogenos como R. solani, F. oxysporum, V. dahliae y P. omnivora
son los fitopatogenos mas importantes de la Comarca Lagunera y que se
encuentra ampliamente distribuidos en los suelos, los cuales representan un
problema severo para cultivos como el algodonero, forrajeros y para algunas
hortalizas; radicando alli la importancia de encontrar cepas nativas efectivas de
Trichoderma capaces de ejercer una accion antagénica y micoparasitica que
disminuyan el dafo causado por estos patdégenos. De acuerdo a
investigaciones realizadas por Berg ef al, (2005) recolectaron especies de
Trichoderma durante dos afnos, las cuales se probaron en campo durante un
periodo de 3 afnos consecutivos; obtuvieron datos donde la mayoria de las

cepas bioicontroladoras ejercieron una alta actividad antagonica con Verticillium
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dahliae en la rizosfera, en plantas de fresa, uva y papa. Sin embargo no
encontraron diferencias significativas entre las cepas empleadas.

Berg ef al, (2005) encontraron mas de 4,320 aislados capaces de
suprimir a V. dahliae en ensayos de cultivos duales In vitro. El antagonismo fue
observado de dos formas: Ia primera por la deteccion de limpieza en las zonas
donde crecia el micelio de V. dahliae y la segunda por hiperparasitismo
resultando la destruccion y disolucién del micelio y los microesclerocios de
Verticillium. Resultados que concuerdan con los datos obtenidos en este
estudio donde el micelio de V. dahliae fue reducido del porcentaje original de
crecimiento que presentaba, hasta en un 50% de para algunas de las cepas de
Trichoderma que se evaluaron.

En investigaciones realizadas por Berg ef al., (2000) menciona que cada
especie de plantas es colonizada por organismos autéctonos como bacterias y
hongos, pero también es posible utilizar organismos potenciales antagonistas
los cuales pueden introducirse con los organismos autoctonos y asi ejercer un
mejor control biolégico en hongos como Verticillium dahliae. Trichoderma es
uno de los organismos que ejercen antagonismo de forma natural interfiriendo
con el desarrollo del patégeno, sobrevivencia y en ataque a las plantas (Berg et
al., 2005).

Existen otros estudios sobre el control de V. dahliae los cuales involucran
una diversidad genedtica de especies de Trichoderma que ejercen una
inhibicidén del fitopatégeno al secretar enzimas que protegen la rizosfera de las
- plantas y que predisponen a estas a activar mecanismos de defensa en contra

. de microorganismos dafinos (Tjamos et al., 2004).
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Whipps (2001) evaluaron aislados de distintos suelos y microambientes
resultando los mejores ser los nativos de la regién donde se aislo al patégeno
mostrando niveles de disgregacion del micelio.

Reportes por Samaniego-Gaxiola y Chew-Medinaveitia (2007), indican
que la en La Laguna, Phymatotrichopsis y Rhizoctonia son hongos del suelo
que atacan los cultivos de nogal y de alfalfa, respectivamente; aunque en el
experimento realizado no fueron asilados en alfalfa, el primero es desfavorecido
por el incremento de residuos de cosechas de cultivos agricolas, mientras que
el segundo tiene un comportamiento opuesto. Aun cuando Trichoderma no es
tipico de ecosistemas desérticos; no obstante, en la zona desértica de Arizona,
EUA su presencia fue asociada con suelos cultivados con vid Vitis vinifera L. a
la cual se le aplicaron fertilizantes acidos durante 10 anos (Olsen et al., 1988).
Los hongos tipicos de el desierto Israeli, tiene menos de 250 mm de
precipitacion anual, son alrededor de 50 géneros que se caracterizan por
micelios notoriamente oscuros (ricos en melaninas) y esporas de varias células
(Grishkan et al., 2006). En un trabajo previo efectuado en La Laguna se
registran generos de hongos del suelo que coinciden en un 80% con los
encontrados en suelos desérticos de Israel incluyendo especies de Trichoderma

(Samaniego ef al., 1988).

2. 10. Control de patégenos
La busqueda de agentes de manejo para un efectivo biocontrol sobre las
enfermedades de las plantas ha sido intensificada en los recientes afios con el

unico objeto ecolégicamente hablando de reducir la dependencia de las
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aplicaciones de productos quimicos (Harman 2000). Los mecanismos
generales de control biologico que Trichoderma emplea pueden dividirse segun
su efecto en directo o indirecto. Los de efecto directo incluyen la inactivacién de
las enzimas del patdgeno, la competencia por el espacio y los nutrimentos, la
secrecion de metabolitos secundarios con efecto antibiético y el ataque directo
al fitopatdgenos o micoparasitismo. Ademas, indirectamente, Trichoderma es
capaz de proteger a la planta del patdgeno mediante la induccion de sus
sistemas de defensa (Whipps y Lumsden, 2001). Trichoderma participa en la
biotransformacion de celulosa (polimeros de glucosa de alto peso molecular),
en la transformacién de hemicelulosa (polisacarido que por hidrélisis libera
hexosa y pentosa), en la mineralizacion del Nitrégeno (reacciones hidroliticas) y
de algunas proteinas presentes, en la degradacion y en la descomposicion de la
lignina y el humus. Estos procesos biolégicos favorecen el crecimiento de la
planta, le ofrecen un mayor vigor germinativo a las semillas, un mejor desarrollo
de la raiz y una mejor expresion fenotipica (Harman y Shoresh, 2007).

El principal beneficio de Trichoderma para la agricultura es el
Antagonismo con microorganismos patogenos de las plantas por su capacidad
para producir secreciones enzimaticos toxicas extracelulares que causan
desintegracion y muerte en hongos fitopatégenos que habitan el suelo
(micoparasitismo), en la degradacion de paredes celulares de las hifas de
hongos patogénicos(depredacion), en la produccion de quimicos volétiles y
antibidticos antifungales que inhiben hongos basidiomicetos, en la colonizacién
directa del hongo por penetracion hifal, en la competencia por oxigeno,

nutrientes y espacio en el suelo y por su gran adaptabilidad y rapido




30

crecimiento. Trichoderma es capaz de limitar e incluso revertir el efecto del

dafo en la raiz causado por R. solani (Bjérkman ef al., 1998).

Cuadro 1. Algunos fitopatégenos controlados por Trichoderma spp.
Hongos
Enfermedad Cultivo
fitopatégenos
Armilflaria spp Pudricion de la raiz Frutales

Amplio rango de cultivos: papa,
tomate, frijol, fresa, mora, flores,

B is Cii a i ] .
diryiis cmers Moho gris tomate de arbol y causa pudriciones

en poscosecha.
Amplio tango de cultivos: arveja, papa,

Colfetotrichum ; tomate, frijol, fresa, mora, flores,

gloeosporioides Antracnosis tomate de arbol y causa pudriciones
en poscosecha.

Cylindrocladium 5. . .

scoparium Pudricion de la raiz Pino

F. moniliforme Pudricién de la mazorca Maiz

Amplio rango de cultivos: papa,
F. oxysporum Marchitez vascular tomate, frijol, tomatillo, banana, arveja,
maiz, clavel etc.

Amplio rango de cultivos: maiz, frijol,

M. phaseolina Pudricién carbonosa del tallo melon, ajonjoli.
P. infestans Tizoén tardio Papa, tomate y berenjena.
Phyfophthora spp Pudricion Tabaco, flores, frutales, etc.

Complejo de enfermedades de
Pythium spp la semilla y Ila plantula,
pudricion de la raiz.

Amplio rango de cultivos: zanahoria,
tomate, chile, trigo etc.

Complejo de enfermedades de
la semilla y la plantula, Amplio rango de cultivos: zanahoria,
pudricion de la raiz, de la tomate, chile, algodén, lechuga,

R. So/an! corona, de la base del tallo, repollo, café, papa, arveja, cebolla,
pudricion en la semilla, ajo, pimiento, etc.
plantula, raiz y tallo.
Amplio rango de cultivos: habichuela,
, . . tomate, chile, lechuga, repollo ,café,
S. sclerotiorum Pudricion radical papa, arveja, cebolla, ajo. pimiento.
etc.
Rosellinia spp Pudricién de raiz Frutales: Aguacate y manzano.
Verticillium spp. Marchitez vascular Papa, algodon, tomate, chile.

(Chet, 1993; Chet e Inbar, 1994; Herrera y Carsolio, 1998; Stefanova et al., 1999).
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Muestreo del suelo para aislamiento de Trichoderma spp.

Se tomaron muestras de suelo en huertas de nogal en los municipios de
San Pedro de las Colonias, Franciscos |. Madero, Torre6n y Matamoros, Coah.
Gomez Palacio y Lerdo Durango. Se muestrearon cultivos de Tomate, Chile.
Sandia, Melon, Alfalfa, maiz, Sorgo, Algodén y nogal; la finalidad de este
muestreo fue la obtencion y asilamiento de cepas nativas de Trichoderma spp,
en suelo a una profundidad de 0-30 cm, donde se retiré la capa superficial del
suelo y se recolecto 1.0 kg de suelo para cada muestra, tomandose de diez a
quince muestras de suelo por huerta; cada muestra se tomé de un arbol de
nogal en particular, procediendo a etiquetar y otorgarles una clave para su
control e identificacion. Este muestreo se planteo de acuerdo a investigaciones
realizadas por Harman ef al. (2000) y Rivera-Cruz et al. (2002), ellos aislaron
especies de Trichoderma en suelos cultivados con pasto, maices, nogal y
tomate; indicando que la profundidad de localizacion de este hongo

biocontrolador se localiza entre los 0.05 y 0.30 m de profundidad.

3.2. Tratamiento de las muestras de suelo

El suelo recolectado se trasladé al laboratorio de Parasitologia agricola
de la UAAAN-UL, el cual se seco a temperatura ambiente a la sombra por 72
horas, posteriormente se molié con un rodillo procediendo a tamizar cada una

de las muestras obtenidas, las cuales fueron 180 muestras en total. A estas se
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les realizo un andlisis fisico-quimico, el cual incluyo pH, conductividad eléctrica,
materia organica, textura del suelo, asi como andlisis de macro y
micronutrientes, los cuales se determinaron a 120 de las muestras
recolectadas, debido a que en algunas muestras del mismo suelo no se pudo

aislar a Trichoderma y se redujo el nimero de ellas para analizarlas.

3.3. Aislamiento de Trichoderma spp

De cada una de las muestras se tomaron 10 submuestras de 50 mg, las
cuales se sembraron directamente en medio de cultivo conteniendo: dextrosa
5g, peptona 1g, Extracto de levadura 29, NH4NOs 1g, KoHPO, 19, MgS047H.,0
0.5g, propranato de sodio 1g y 20 g de Agar; al cual se le agregaron 50 mg de
estreptomicina/l de agua para el control de bacterias (Samaniego, 2002:
Brunner et al., 2005). Las colonias de hongos que se desarrollaron en medio de
cultivo para aislamiento de Trichoderma se transfirieron a cajas petri
conteniendo medio de cultivo Papa-Dextrosa-Agar (PDA) para su purificacion,
se realizaron siembras de punta de hifa y de cultivos monospéricos a partir de
diluciones en agua desionizada estéril, de las cuales se realizaron siembras de
conidias en medio PDA (Santander et al, 2003). Los aislados puros se
transfirieron a tubos de ensaye conteniendo PDA y almacenandose en el
refrigerador para su conservacion hasta realizar extraccion de ADN y ser
Caracterizados a través de la técnica de RAPD-PCR utilizando primers
especificos para especies de Trichoderma (Welsh y McClelland, 1990; Williams

et al., 1990; Ulacio et al., 2002).
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3.4. Observacion morfolégica e identificacion de los aislados
Para la observacion de los aislados se realizd el crecimiento de colonias
contenidas en el medio de cultivo PDA, en condiciones ambientales de 25° C y
luz difusa, luego se hicieron observaciones microscopicas del crecimiento y
desarrollo de los conidios y clamidosporas durante un periodo de siete a diez
dias; las estructuras encontradas se identificaron mediante caracteristicas
morfologicas y posteriormente se realizé6 una confirmacion molecular de los
aislados utilizando técnicas de Reaccidbn en cadena de la polymerasa y
Amplificacién al azar del ADN polimorfico (PCR-RAPD) (Fujimori y Okuda,
1993; Zimand et al., 1994; Arisan-Atac ef al., 1995; Turoczi et al., 1996, Gomez

et al., 1997; Goes et al., 2002).

3.5. Extraccion de ADN

Los aislados obtenidos se desarrollaron en cajas petri conteniendo PDA
durante cinco dias a una temperatura de 25° C en ausencia de luz. Se tomaron
200 mg de tejido del hongo, macerando en nitrogeno liquido, se agregaron
400ul de buffer de lisis (Tris HCl 100 mM pH8, EDTA 50 mM pH8, NaCl 50mM,
SDS 2%, B Mercaptoetanol .02%), reposando en hielo durante 10 minutos y en
agitacion durante 10 segundos; se agregaron 400 pl de cloroformo alcohol
isoamilico 24:1 y empleando el vortex durante cinco segundos; se centrifugb a
12,000 rpm durante 30 min; se extrajo la fase acuosa cristalina con una
micropipeta y se depositd en nuevos tubos ependorff, colocando en hielo
durante diez min; a éstos se les agregé el mismo volumen que se extrajo, se

precipitaron con isopropanol y centrifugando a 12,000 rpm durante 15 min, se
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decanto el sobrenadante y se depositaron los tubos en hielo; se agregd 1 ml de
alcohol al 70% para lavar la pastilla, centrifugando a 12,000 durante diez min,
decantando el sobrenadante y secando la pastilla a temperatura ambiente
durante 15 min; la pastilla se suspendié en 50 pl de agua desionizada estéril;
posteriormente se limpié el ADN con RNasa 2 por reaccion e incubando a
37°C durante media hora; se le aplicd Proteina K, se agrego fenol cloroformo
isoamilico 24:24:2; los tubos fueron centrifugados a 14,000 rem durante 10 min,
para extraer nuevamente la fase acuosa, precipitando con Etanol absoluto con
dos veces el volumen extraido para centrifugar a 14,000 rpm durante 10 min
decantando el sobrenadante y lavando nuevamente la pastilla dos veces con
alcohol al 70%, centrifugando durante cinco min a 14,000 rem y secando la
pastila a temperatura ambiente y suspendiéndola en 30 pul de agua
desionizada. Se corrié un gel de agarosa al 1% conteniendo 3 Ml bromuro de
etidio en una camara de electroforesis durante 50 minutos a 60 voltios
visualizandose en el foto documentador UVP (marca: Biolmagin systems,
modelo: 7500) para comprobar la calidad del ADN extraido (Sivaramakrishnan

et al.,, 2002; Hermosa et al., 2004).

3.6. Caracterizacion de las cepas de Trichoderma

La caracterizacion de las cepas de Trichoderma, se realiz6 por medio de
los protocolos establecidos para la amplificacion de PCR-RAPD (Cobb y
Clarkson, 1994); se emplearon 100 ng de ADN, 0.5 U de Taq polymerasa
(Bioselec) y 10 mM. dNTPs, 25 mM MgCI2 10 mM buffer y 10 mM primers para

un volumen 25 ul por reaccién en tubos ependorff (Mastercycler). Las
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amplificaciones se realizaron en un termociclador Minicycler R.J. Research. La
temperatura de desnaturalizacién empleada fue de 95° C por cinco min, 94° C
por un min, temperatura de alineamiento 37° C un min, a 72° C por dos min
durante 35 ciclos, la extension dos min, a72° Cya4° C por 30 min en un solo
ciclo hasta extraer los productos del termociclador. La amplificacion de los
productos se observé en un gel de agarosa al 2% tefiido con 3 ul de bromuro de
etidio y fotografiado con un fotodocumentador UVP (marca: Biolmagin systems,
modelo: 7500) Para las amplificaciones de RAPD, se secuenciaron cinco
primers universales (Bioselec) OPA1-CAGGCCCTTC, OPA2-TGCCGAGCTG,
OPA3-AGTCAGCCAC, OPA4-AATCGGGCTG, OPA9- CGGTAACGCC (Latha

et al., 2002).

3.7. Evaluacion de Trichoderma spp in vitro

Las pruebas de antagonismo de Trichoderma sobre los fitopatégenos del
suelo se realizaron in vitro en cajas petri con papa-dextrosa-agar (PDA),
empleando la técnica de cultivos duales colocando en el centro de un
hemisferio de la caja un disco de PDA de 1.0 cm de didmetro conteniendo
Trichoderma de 72 horas de desarrollo y en el hemisferio opuesto, se hizo lo
mismo con cada uno de los cuatro fitopatégenos que se evaluaron. Se
emplearon 28 cepas de Trichoderma para cada patégeno utilizado: se uso un
testigo que consisti6 en el crecimiento del patégeno sobre PDA Gnicamente, las
cajas petri se incubaron a una temperatura de 25 °C. Se evalué el crecimiento
de Trichoderma por separado sobre cada uno de los siguientes patégenos R.

solani, F. oxysporum f. sp. lycopersici, V. dahliae y P. omnivora. La toma de
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datos fue realizada cada 24 hrs donde se registré el crecimiento de cada
colonia (diametro en %) tanto del biocontrolador como del patégeno y sus
caracteristicas morfologicas. La confrontacion se realizé durante un periodo de
nueve dias, sin embargo al cuarto dia fue inmovilizado el patégeno por la accion
de la cepa de Trichoderma (Fernandez-Larrea, 2001; Harman, 2001). Para
determinar el porcentaje de antagonismo se empled la formula de Avedano et
al. (2006):

%Antagonismo = [(Crecimiento del antagonista- crecimiento del patdgeno)/
crecimiento del testigo del patégeno] * 100

Se uso un disefio completamente al azar con tres repeticiones, los datos

registrados en porcentaje de antagonismo se transformaron con la formula de

Arc. Senv& para su analisis en el software Estadistico SAS version 8.0 (SAS,
1990). De acuerdo a los datos obtenidos y a la significancia se realizd una
comparacion de medias entre los fratamientos con la diferencia minima

significativa (DMS).

3.8. Preparacion del in6éculo de Trichoderma

Para los tratamientos con Trichoderma se realizaron aislamientos a
partir de una hifa para obtener cepas puras y cultivos monosporicos;
posteriormente se tomaron muestras del micelio y realizaron diluciones en agua
destilada estéril hasta obtener una suspension de 10° conidias por ml de agua,
de éstas se realizaron conteos de conidios (inéculo) en una cdmara Neubauer,

segun Santander et al. (2003). Para la inoculacion de la semilla, ésta se
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sumergi6 durante 60 minutos en la suspension preparada, la cual se depositd
en tubos de ensaye con rosca y conteniendo 10 ml del indculo de acuerdo a
McLean et al. (2005). Esta semilla fue depositada en el medio de germinacion
en bandejas.

El indculo de Trichoderma empleado en el experimento para la evaluacién en
plantulas de tomate contenia la misma concentracion de la solucion de 10°

conidias por ml de agua de cada una de las cepas de Trichoderma empleadas

en el experimento.

3.9. Aislamientos de los fitopatégenos

Los fitopatégenos R. solani y F. oxysporum se aislaron de hospedantes
de tomate y papa, en tallos y hojas conteniendo los sintomas de la enfermedad,
en raices de nogal se aislé P. omnivora y de tallos necréticos de algodonero a
V. dahliae. Se tomaron plantas con sintomas de la enfermedad de las cuales se
recolectaron trozos de tejido, hojas v tallos que se colocaron asépticamente en
camara humeda para promover el crecimiento del patégeno y poder aislarlo en
medio de cultivo PDA, los cuales se incubaron a temperatura de 25°C para

posteriormente guardarlos en el refrigerador hasta su uso (Hernandez, 1987:;

Agrios, 1996).

3. 10. Preparacion del in6culo de los patégenos empleados
Se crecié micelio de R. solani F. oxysporum f. sp. lycopersici, V.
dahliae y P. omnivora en cajas petri conteniendo PDA y sobre éste papel

celofan estéril; a los 5 dias se rasp6 el micelio y se deposité en un matraz con
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agua destilada estéril; se tom6 una alicuota y se midié la concentracion del
indculo bajo cama de Neubauer, obteniéndose una concentracion de 8X10°
conidias por ml (Santander et al, 2003) ajustandose a la concentracion de
Trichoderma.
3.11. Evaluacién del antagonismo de Trichoderma sobre semilla
establecida en bandejas

Se emplet semilla de tomate (Lycopersicom esculentum Mill) variedad
Rio Grande tipo saladette para la evaluacion del antagonismo de Trichoderma
sobre los mismos patégenos empleados en la confrontacion in vitro; se utilizd
peat moss estéril como medio de soporte. La siembra se realizo el dia 26 de
junio de 2007 en bandejas de 200 cavidades. La aplicacion del patégeno
consistio en depositar 10 ml del in6éculo por cavidad en las bandejas. Cada
bandeja correspondio a la evaluacién de un patégeno en particular y en cada
una de ellas se evaluaron los tratamientos de 28 cepas de Trichoderma, con
sus repeticiones utilizando un disefio completamente al azar. Adicional a la
inoculaciéon inicial de la semilla las cepas de Trichoderma se aplicaron
nuevamente a los 10, 20 y 30 dias después de la sembra, directamente sobre el
sustrato de cada cavidad.

Como testigos se utilizaron un tratamiento con un fungicida comercial
(PCNB) asi como un tratamiento de aplicacion del patogeno pero sin la
inoculacién de Trichoderma. Como testigo absoluto se uso la aplicacion de
agua destilada (Figura, 1). Para la evaluacién de los tratamientos sobre semilla,

se realiz6 un andlisis no paramétrico empleando la prueba de Kruskal-Wallis,
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donde se obtiene la X2 para determinar si hay o no significancia en los

tratamientos (Varese et al., 2003).

e = i X = '3
|

a) Cepa de b) Patdgeno €} PCNB d) Agusg
THehodoree destilada

Tratamientos
ath b+c b+d

et CACATRCIE -
o bandejas

a+h b+d

08s s G056 4000 cooe Siembra directa
Semilla

$ i‘l Evaluacidn
a\f \ f A L s

Figura 1. Tratamientos empleados en la evaluacién del antagonismo de Trichoderma en

las distintas pruebas.

3. 12, Evaluacion de las cepas de Trichoderma sobre tomate sembrado en
macetas

En este experimento se realizé una siembra directa de cuatro semillas
de tomate variedad Rio grande por contenedor de poliestireno de 0.50 kg de
capacidad conteniendo como sustrato arena de rio desinfestada con una
solucién de hipoclorito de sodio comercial del 25 % y lavada con agua estéril.

Se efectuaron tres inoculaciones de 10 ml cada una llevandose a cabo al mismo
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tiempo la aplicacion del patégeno. La primera inoculacion se realizé al momento
de emerger la plantula (21 de julio de 2007), la segunda diez dias después de la
emergencia y a los 20 dias después de la emergencia, la duracion del
experimento fue de 40 dias. Los tratamientos empleados fueron los mismos ya
descritos para la evaluaciéon en bandejas, a excepcion de que las semillas no
fueron inoculadas con Trichoderma antes de la siembra (Figura 1).

Las variables evaluadas fueron, el numero de semillas que no
germinaron, numero de plantulas con muerte preemergente, numero de
plantulas con muerte postemergente y nimero de plantulas viables. En estas
ultimas se determino la longitud del vastago y de la raiz. Para la evaluacion de
los tratamientos sobre las primeras variables se realizd un analisis no
paramétrico empleando la prueba de Kruskal-Wallis, donde se obtuvo la Xi®
determinando si hubo o no diferencias significativas entre los tratamientos
(Varese et al.,, 2003). Posteriormente para la evaluacion de las variables en
plantas viables se usé un disefio completamente al azar con arreglo factorial
con tres repeticiones realizandose una comparacion de medias utilizando la
prueba de Fisher de diferencia minima significativa (DMS) en el programa
estadistico SAS, (1990).

3.13. Evaluacion de las cepas de Trichoderma sobre tomate trasplantado
en macetas

Se trasplantaron 2 plantulas de tomate variedad Rio grande con edad de
28 dias después de la siembra en bolsas de polietileno negro de 5 kg de
capacidad, conteniendo como sustrato arena de rio desinfestada con una

solucion de hipoclorito de sodio comercial del 25 % y lavada con agua estéril.
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- Se efectuaron tres inoculaciones una directa sumergiendo el cepelldon en la
solucion de Trichoderma al momento del trasplante y dos al suelo con un
intervalo de diez dias entre cada inoculacion. Los tratamientos fueron los
descritos anteriormente.
Las variables evaluadas fueron el nimero de plantulas muertas y vivas;
en esta Ultima se evalué a longitud del vastago y de la raiz, empleandose el

mismo criterio de evaluacion que en el experimento anterior.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Muestreo del suelo para aislamiento de Trichoderma spp

De las 180 muestras de suelo, provenientes del muestreo de suelo en
los distintos cultivos, no se pudo aislar a Trichoderma cuando se procedio a
sembrar el suelo en el medio, debido a que en los cultivos de tomate, chile,
sandia, melon, alfalfa, maiz, algodén y sorgo no se encontraron cepas nativas
del biocontrolador; sin embargo en la mayoria de las muestras de suelo
obtenidas en las huertas de nogal, se encontraron especies del hongo
biocontrolador, obteniéndose 257 aislados.

El analisis de suelo se realizé para determinar la textura, conductividad
eléctrica, potencial hidrogeno, materia organica, micro y macro nutrientes, los
cuales incluyeron N, P, K, S, Cu, determinando que en la mayoria de los suelos
con pH de 5.5 a 7.5 y textura arcillosa, se pudo aislar con mayor facilidad a
Trichoderma resultados que concuerdan con las investigaciones realizadas por
Berg et al. (2005), y en los suelos con pH arriba de 8.0 con una consistencia
franco-arcillosa se lograron aislar pocas cepas del hongo, llegando a la
conclusion que éste hongo biocontrolador se desarrolla mejor en suelos acidos,
resultados concluyentes en otras investigaciones realizadas (Castle et al., 1998;
Harman, 2001; Samaniego ef al., 2000; Ulacio et al., 2002).

En el Cuadro 2 se muestran los sitios muestreados en La comarca
Lagunera donde no se aislaron cepas nativas de Trichoderma, que pertenecen
a cultivos anuales principalmente, incluyendo algunos cultivos perennes como

alfalfa, sin embargo es importante mencionar que Trichoderma no es un hongo
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nativo de la Region por lo que se pudo haber introducido a través de material
vegetativo, principalmente en plantas de nogales debido a que no se encuentra
en todas las areas de cultivo, sin embargo en la mayoria de las huertas que se
muestrearon se pudo aislar. Se piensa que es un hongo introducido y que este
proceso, ha llevado un largo periodo de adaptacidn a las condiciones

extremosas de temperatura y sequia que presenta la Comarca Lagunera.

Cuadro 2. Suelos muestreados en La comarca Lagunera de Coahuila donde no se
encontraron especies de Trichoderma. UAAAN-UL. Torreon, Coah., 2005-
2006.

No. De
Municipio Sitio Cultivo Muestra
San Pedro, Coah. Bolivar Algoddn 31
Frontera Tomate 115
La Antena Algodadn 99
La Estrella Algodon 19
San Miguel 1 Tomate 32
San Miguel 2 Sandia 100
Matamoros Coah. Autopista Matamoros-Saitilio Melon 35
Matamoros 1 Alfaifa 36
Matamoros 2 Sorgo 67
Matamoros 3 Maiz 18
Matamoros 4 Meldn 102

Las especies de Trichoderma encontradas en la Comarca Lagunera son
cepas que se lograron adaptar a las condiciones ambientales desfavorables asi
como a los requerimientos nutricionales que presentaba el hongo, hechos que
concuerdan con investigaciones realizadas por Harman (2006) y Villegas
(2005), donde menciona que Trichoderma es uno de los Deuteromicetes de
mayor adaptabilidad bajo condiciones adversas de estrés, sequia, pH alcalino y

tienen la capacidad para producir secreciones enzimaticos toxicas
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extracelulares causando desintegracion y muerte en hongos fitopatogenos; a su
vez producen quimicos volatiles y antibiéticos antifungales que inhiben hongos

basidiomicetos.

4.2. Aislamiento de Trichoderma spp

Se obtuvieron 180 muestras de suelo, de los cuales a 120 suelos
muestreados, se les realizé un analisis fisico-quimico de suelo incluyendo
macro y micro nutrimentos; determinando que en la mayoria de los suelos con
pH de 5.5 a 7.5 y textura arcillosa, se aislo con mayor facilidad a Trichoderma,
resultados que concuerdan con las investigaciones realizadas por Berg ef al.
(2005), en suelos con pH superior a 8.0 con una consistencia franco-arcillosa se
aislaron pocas cepas del hongo, concluyendo que este hongo biocontrolador se
desarrolla mejor en suelos acidos, resultados que concuerdan con los obtenidos
en otras investigaciones (Samaniego-Gaxiola et al., 2002; Ulacio et al., 2002;
Harman, 2001; Castle et al., 1998).

Trichoderma es el agente de control biolégico mas estudiado y evaluado
debido a su ubicuidad, facilidad de aislamiento y cuitivo rapido crecimiento en
muchos sustratos, encontrandose distribuido por el mundo, y se presenta
naturalmente en diferentes habitats, especialmente los que contienen una
buena cantidad de materia organica o desechos vegetales en descomposicion,
asi mismo en residuos de cultivos especialmente en aquellos que son atacados
por otros hongos. Su desarrollo se ve favorecido por la presencia de altas
densidades de raices, las cuales, son colonizadas rapidamente por estos

microorganismos controlando un amplio rango de patdégenos, debido a la accion
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como micoparasito y alta competencia por alimento y espacio, (Harman 2006;

Wells et al., 1972).

Cuadro 3. Muestreo de Suelos en huertas de nogal para aislamiento de Trichoderma
en la Comarca Lagunera de Coahuila y Durango. UAAAN-UL. Torreédn,
Coah., 2005-2006.
Fecha De  Obtencion De Cepas
Municipio Sitio Muestreo Aislado Obtenidas
San Pedro, Coah. P.P. San Isidro 14-Nov-05 + 10
San Antonio de Gurza 14-Nov-05 + 21
San Carlos 14-Nov-05 + 16
San Ignacio 13-Mar-05 - 0
P.P. Gamez 17-Mar-05 # 0
Francisco |. Madero,
Coah. P.P. Florida 16-Nov-05 + 22
P.P. El Roble 18-Nov-05 -
Jaboncillo 13-Oct-05 -
Jauja 14-Abr-05 -
Torreén, Coah. UAAAN 07-Sep-05 + 21
El Campesino 21-Mar-06 + 12
Las Villas 21-Mar-06 + 10
P.P. El Fresno 05-Abr-06 + 6
Matamoros, Coah. INIFAP 20-May-05 + 16
Matamoros 05-Jul-06 + 11
Tierra Blanca 05-Jul-06 + 30
La Partida 10-Feb-06 + 16
Hormiguero 06-Jul-05 + 28
Gomez Palacio Dgo.  El Peru 10-Feb-06 + 10
La Encantada 05-Abr-06 + 8
El Vergel 10-Feb-06 + 10
Lerdo, Dgo. Barranca 23-Abr-06 + 10
Total 257

En el siguiente cuadro se las cepas de Trichoderma evaluadas in vitro

con los fitopatégenos R. solani, F. oxysporum, V. dalihae y P. omnivora.
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Cuadro 4. Aislados de Trichoderma evaluadas en antagonismo in vitro. UAAAN-UL.
Torredén, Coah., 2005-2006.

i No. De Cepa Clave Sitio de Aislamiento
1 FL53 Pp. Florida
2 SA San Antonio de Gurza
3 UA21 UAAAN-UL
4 Sl44 San Isidro
5 RA Rancho de Ana
6 IN11 INIFAP
7 MA10 Matamoros
8 S156 San Isidro
9 NA11 Natividad
10 MA Matamoros
1 FL11 Florida
12 TB56 Tierra Blanca

& 13 MA21 Matamoros
14 UA36 UAAAN-UL

“ 15 TB82 Tierra Blanca
16 TB17 Tierra Blanca

' 17 BA32 Barraca
18 EN31 Encantada
19 FL36 Florida
20 HO15 Hormiguero
21 B10 Barraca
22 BA11 Barraca
23 EN11 Encantada
24 S132 San Isidro
25 SA45 San Antonio de Gurza
26 SA12 San Antonio de Gurza
27 TB21 Tierra Blanca

28 B12 Barraca




4.3. Observacion morfoldgica e identificacion de los aislados
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De las 22 huertas de nogal muestreadas se lograron aislar 257 cepas de

Trichoderma, las cuales se redujeron a 42 cepas de acuerdo a las

caracteristicas y observaciones morfolégicas de conidios y clamidosporas. Se

les asigné una clave para su empleo en este experimento. Las dos primeras

iniciales corresponden al sitio de aislamiento y los nGmeros siguientes al

numero de muestra y repeticion.

Cuadro 5. Claves asignadas a las cepas de Trichoderma. UAAAN-UL. Torre6n, Coah.
2005-2006.
Cepa Clave Sitio de aislamiento Cepa Clave Sitio de aislamiento
1 FL36 Florida 22 MA107  Matamoros
2 HO15 Hormiguero 23 NA11 Natividad
3 TB23 Tierra Blanca 24 H11 Hormiguero
4 Si24 San Isidro 25 EN36 Encantada
5 TB82 Tierra Blanca 26 H16 Hormiguero
6 MA10  Matamoros 27 H15 Hormiguero
7 AN11 Rancho de Ana 28 TB23 Tierra Blanca
8 S156 San Isidro 29 FL24 Florida
9 SC11 San Carlos 30 TB56 Tierra Blanca
10 IN11 INIFAP 3 UA21 UAAAN-UL
11 BA17 Barraca 32 BA17 Barraca
12 SA11 San Antonio de Gurza 33 PE11 Peru
13 §C12  San Carlos 34 B10 Barraca
14 SA45 San Antonio de Gurza 35 SA7 San Antonio de Gurza
15 MA32  Matamoros 36 SA1 San Antonio de Gurza
16 BAB1 Barraca 37 VI3 Los Vifledos
17 PA10 Partida 38 SCB5 San Carlos
18 TB82 Tierra Blanca 39 MA2 Matamoros
19 UA36 UAAAN-UL 40 H45 Hormiguero
20 FL53 Florida 41 B2 Barraca
21 Sl44 San Isidro 42 TB17 Tierra Blanca
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4.4, Extraccion de ADN
Se logro extraer ADN de las 42 cepas de Trichoderma de acuerdo al

protocolo establecido para hongos filamentosos de Cobb y Clarkson (1994).

4.5. Caracterizacion molecular de los aislados

Los resultados para RAPD-PCR, se presentan en las Figura 2, 3y 4, en
las cuales se observa que existe una gran variabilidad genética entre los
aislados de acuerdo al patron desigual de las bandas.

Dubey y Suresh (2006), en estudios recientes encontraron que el nimero
de bandas polimérficas oscilaban en un rango de 2 a 13 y el tamano de los
productos amplificados variaba de .25 a 2 kb, cuando amplificaron algunas
cepas de Trichoderma.

En la figura 2 se muestra el patron de bandeos de las primeras 19 cepas
que se mencionan en el cuadro 5, las cuales se amplificaron con 5 primers
universales. La diversidad genética mostrada en los geles de agarosa (Figura 2,
3 y 4) esta directamente relacionada con la textura del suelo, pH, contenido de
materia organica, cultivo, nutricibn mineral, area geogréfica, temperatura y
competencia de alimentos y nutrimentos por los microorganismos existentes en
el suelo (Harman, 2000 y 20086).

En estas Figura 2, 3 y 4 se observa que el tamafo de bandas es mas
pequefio que el peso de las bandas del marcador molecular, lo que sugiere que

en futuras investigaciones se emplee un marcador de 100 pares de bases.
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Figura 2. Patron de bandeo del primer gel de agarosa donde se visualizan 19 de las
cepas de Trichoderma que fueron aisladas en la Comarca Lagunera.

M

Figura 3. Patron de bandeo del segundo gel de agarosa donde se visualizan 12 de
las cepas de Trichoderma que fueron aisladas en la Comarca Lagunera.
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Figura 4. Patrén de bandeo del tercer gel de agarosa donde se visualizan 12 cepas
de Trichoderma aisladas en suelos de La Comarca Lagunera.

Dubey y Suresh (2006), emplearon 20 primers y obtuvieron 26 bandas de
cada cepa a través de la técnica de PCR-RAPD con las cuales caracterizaron
especies de Trichoderma, lo que sugiere que con un niimero mayor de primers
se pueden determinar especies de Trichoderma, de acuerdo a una comparacion
entre las bandas obtenidas de especies previamente identificadas.

En base a los bandeos obtenidos se organizo la matriz general,
generado un dendograma a través del programa estadistico The statgraphics
5.1 plus, el cual asoci6 a las 42 cepas de Trichoderma en cinco grupos.

Los datos de PCR-RAPD generados por la amplificacion de ADN
gendmico de los aislamientos de especies de Trichoderma sugieren que la
variacion encontrada es interespecifica, con excepcién de los aislados de una
de las cepas, correspondiente a Florida, municipio de Francisco |. Madero,

Coah., lo cual sugiere que es una cepa distinta a todas las aislada. Los
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resultados del dendograma ‘se pueden consultar en la Figura 5, donde las
cepas de Trichoderma se concentraron en cinco grupos; en el primero, se
ubican cinco cepas pertenecientes a suelos del municipio de San Pedro, Coah.,
dos cepas a Francisco |. Madero, cuatro cepas a Matamoros y dos cepas a
Torredn, lo cual puede ser indicativo de que existen especies de la misa cepa
en diferente localidad, posiblemente por la colindancia geografica de estas
areas y al movimiento de maquinaria agricola entre las huertas de nogal, siendo
un mecanismo de diseminacion del inéculo de Trichoderma, donde también

influye el viento y el trasplante de nogales entre sitios de la misma area

geografica.
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Figura 5. Dendograma derivado de la amplificacién al azar de los fragmentos de DNA
polimérfico en el analisis de las cepas de Trichoderma.
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Las cepas aisladas de distintos sitios se agruparon entre si debido a que
la mayoria de ellas se encuentran dentro de un area geografica donde el clima,
la temperatura y hasta el tipo de suelo; asi como su textura y pH son similares,
lo que hace suponer que existe una gran variedad genética entre las cepas
aisladas.

Turoczi et al. (1996), también observaron resultados similares al aislar e
identificar diferentes cepas de Trichoderma con potencial para ser empleadas
en biocontrol, las cuales mostraban caracteristicas genéticas diferentes entre
cepas de la misma especie.

El Primer OP1 distinguié de manera eficiente todos los aislamientos de
Trichoderma, por lo tanto, este ejemplo podria ser utilizado para diferenciar las
cinco cepas de Trichoderma que se concentraron en los distintos grupos.

La clasificacion de Trichoderma spp y la capacidad de diferenciar una
cepa de otra, son pautas importantes en el campo del control biologico;
tradicionalmente, las poblaciones se analizaban por la técnica de recuento de
unidades formadoras de colonias en un medio selectivo de Trichoderma (TSM)
segun Elad y Chet, (1983). Sin embargo, este método no distingue entre las
especies y el método de identificacion especifica para especies/cepa, por lo
tanto, se hace necesario utilizar técnicas moleculares.

Goes et al. (2002), trabajaron con RAPD en especies de Trichoderma y
obtuvieron resultados similares, donde las cepas se fueron agrupando de
acuerdo a su area geografica.

Este estudio sugiere, que las imprecisiones en la caracterizacion clasica

de Trichoderma deben ser investigadas, apoyandose en otros métodos.
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Zimand et al. (1994), observaron que los aislados de T. harzianum y T. viride
muestran distinto patron de bandeo en los RAPD, debido a que las
amplificaciones son al azar.

Gbmez et al. (1997), clasificaron las cepas de T. harzianum en un grupo
separado, siguiendo los perfiles y capacidad antagonica al igual que el analisis
de la RAPD.

El avance en la descripcion de nuevas especies basada en técnicas
moleculares ha modificando las clasificaciones taxondmicas de las especies de
plantas, animales, hongos, bacterias, virus, fitoplasmas segun Io mencionan
Harman y Shoresh (2007).

Los resultados del presente trabajo, coinciden con otros anteriores
realizados por Zimand et al, (1994), Arisan-Atac et al. (1995) y Goes et al,
(2002). La técnica de analisis RAPD, podria ser utilizada para la identificacion
de determinadas especies 0 cepas de Trichoderma. Los RAPD-ADN
geonémico, pueden ser utilizado en la estimacion de la variacidbn genética

segun Latha et af, (2002).

4.6. Evaluacion del antagonismo de Trichoderma in vitro

En este experimento se evaluaron 28 de las cepas obtenidas, a través
de la técnica de cultivos duales (Figura 6) registrando los datos de crecimiento
en diametro de la colonia tanto del biocontrolador como del patégeno
correspondiente. Se encontraron diferencias estadisticas significativas entre los
tratamientos (cepas), asi como entre los patégenos evaluados, la respuesta

mostrada por los cuatro fitopatégenos a una misma cepa de Trichoderma vario
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en cuanto al comportamiento de desarrollc y crecimiento, asi como al
porcentaje de inhibicidbn de las mismas, ya sea por competencia de espacio,
nutrientes y parasitismo al interior de la caja petri, datos que concuerdan con
investigaciones realizadas por do Reis ef al. (2007). Lo cual lleva a la
conclusiéon que el daino que produce Trichoderma a sus hospedantes, puede
variar como sucedié en el presente estudio.

Colocar
PDA

Antagonista «—— —— Patégeno

Incubara 25°C

Figura 6. Enfrentamiento dual.

En la Figura 7, se puede observar el crecimiento de cepas de
Trichoderma, las cuales alcanzaron un de invasion en la caja petri del 86.82% al
quinto dia después de depositar los discos del biocontrolador y del patégeno en
la misma caja, datos que se tomaron cuando R. solani alcanzé un maximo de
crecimiento en el cultivo dual del 11.33%, no obstante, las cepas del
antagonista continuaron creciendo e iniciaron el parasitismo en algunas de las

cepas de patdgeno, mientras tanto el testigo continuaba su crecimiento normal
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al no tener competencia dentro de la caja, alcanzando un llenado en caja del

95% al quinto dia.

Evaluacion de Cepas de Trichoderma spp
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Figura 7. Grafica comparativa del crecimiento registrado de los cuatro

patégenos en antagonismo con las cepas de Trichoderma.

4.6.1. Antagonismo de Trichoderma confrontado con R. solani

De acuerdo a los resultados obtenidos en el experimento de
antagonismo in vitro, empleando las cepas nativas de Trichoderma aisladas en
la Regioén Lagunera y confrontadas con R. solani, se encontraron diferencias
estadisticas significativas entre los tratamientos evaluados. Las cepas que se
emplearon en el experimento fueron eficientes en inhibir el crecimiento del

patégeno dentro de la caja petri hasta en un 92%.




56
Las cepas que ejercieron un mayor antagonismo e inhibicion de los
patégenos se muestran en el Cuadro 6, se presentan los resultados de las
cepas de Trichoderma que ejercieron un sobresaliente antagonismo sobre los
cuatro patégenos evaluados y que corresponden a los diferentes experimentos

realizados en esta investigacion.

Cuadro 6. Cepas de Trichoderma potenciales para ser empleadas en biocontrol de

hongos fitopatogenos del suelo.

Evaluacion R. solani F. oxysporum V. dahliae P. omnivora

Antagonismo in vitro  Sl44, FL11, SA11, NA11, Sl44, FL11, SA12, Sl44,

al momento del MA11, UA36, SA12, B12, MA11, UA38, BA11, EN11,

contacto. S156 TB21 S156 TB21

Inhibicién final in Vitro. B10, EN11, B10, BA11, BA11, HO15, B10, EN11,
HO15, BA11, HO15, SI586, B10, S132, 8156, BA11,
SI56 BA32 TB17 HO15

i Inoculacion sobre Cualquier cepa de Trichoderma es efectiva como bioantagonista de

semilla establecida en los cuatro patégenos evaluados (estadisticamente iguales)

5 bandejas.
Inoculacién en 5132, BA11, SI132,BA11, S132, BA11, B10, BA11,
siembra directa en FL53, TB17, TBS56, TB17, TB56, FL53, S132, TB21,
macetas. TB56 FL53 B10 SA45
Inoculaciéon a BA11, B10, BA11, B10, BA11, B10, TB21, SA12,
plantulas de tomate SA45, SA12, B12, TB21, EN11, EN31, BA11, B10,
en macetas. TB21 FL36 Si32 TB56

En la figura 8 se puede observar el crecimiento de R. solani en

antagonismo con las cepas de Trichoderma.
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Antagonismo de cepas nativas de Trichoderma con
Rhizoctonla solan/ in vitro
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Figura 8. Evaluacion de especies de Trichoderma con R. solani in vitro.

Resultados similares fueron publicados por Hermosa et al. (2000),
mencionando que algunas cepas fueron mas eficientes para R. solani, mientras
gue las mismas cepas no funcionaron igual en F. oxysporum.

Sandoval ef al. (1995), encontraron en cultivo dual “in vitro®, que T.
harzianum resulté ser un buen antagonista en diferentes aislamientos de R.

solani.

4.6.2. Antagonismo de Trichoderma confrontado con F. oxysporum

Los datos obtenidos en el andlisis estadistico, muestran que existe
diferencia altamente significativa entre los tratamientos. El creamiento que
Trichoderma alcanzo6 al quinto dia fue de un 88.2% en promedio mientras que el

patégeno logré un 11.86% % de crecimiento promedio dentro de caja. Estos
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resultados concuerdan con los descritos en la actividad antagdnica de
Trichoderma harzianum R. frente a determinadas especies fungosas
fitopatdbgenas de importancia agricola, que han sido estudiadas extensivamente
en diferentes partes del mundo (Aranguren et al., 1994; Naar y Kecskes, 1995).
El porcentaje mayor de antagonismo con respecto al crecimiento del patégeno
lo presentaron las cepas SA11 y B10 con un 92% (Figura 9). Las cepas
inhibieron el crecimiento del patégeno a los tres dias de haber iniciado el
experimento; los datos obtenidos concuerdan con los encontrados por Avedario

et al. (2006).

Antagonismo de cepas nativas de Trichoderma con
Fusarium oxysporum In vitro
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Figura 9. Evaluacion de especies de Trichoderma con F. oxysporum in vitro.

Los resultados encontrados por Stefanova et al. (1999), concuerdan

con la investigacion realizada en este experimento, observandose la reduccion
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de algunas colonias de F. oxysporum, ante la presencia de las cepas nativas de
Trichoderma spp. Durante el periodo de duracion del experimento se observé
que el micelio del patégeno dejo de crecer, esto supone que puede ser por
alguna sustancia de tipo enzimatica 6 mediante el mecanismo de antibiosis que
pueden ejercer algunas de las cepas de Trichoderma (Harman y Shoresh,

2007).

4.6.3. Antagonismo de Trichoderma confrontado con V. dahliae

Los resultados del analisis de varianza muestran que existen diferencias
altamente significativas entre las cepas. En la Figura 10, se observa el
crecimiento de las cepas de V. dahliae, sobresaliendo las cepas Sl44 y SI56

con 92%.

Antagonismo de Cepas Nativas de Trichoderma con Verticilliun
dahliae In vitro

100

% de Crecimiento

No. de Cepa

Figura 10. Evaluacion de especies de Trichoderma con V. dahliae in vitro.
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El promedio de crecimiento in vitro del patégeno fue del 12 %, mientras
que el promedio de crecimiento de Trichoderma fue de 87.02%. El testigo (V.
dahliae) alcanzé un promedio de crecimiento del 90% a los cinco dias de
establecido.

Las cepas mas eficientes, fueron las que se aislaron del mismo lugar
que V. dahliae, este ultimo se obtuvo de plantas enfermas de algodén en la
pequeiia propiedad de San Isidro perteneciente al municipio de San Pedro,
Coah., lugar donde se aislaron las mejores cepas antagonistas para este
patogeno en particular. Lo anterior concuerda con lo obtenido por Mwafaida et
al. (2007), donde mencionan que las cepas de Trichoderma que ejercieron
mejor antagonismo sobre un patégeno particular de la region, fueron las cepas
nativas del biocontrolador, debido a la adaptacion de factores biéticos y

abidticos similares en los que se desarrollaron ambos hongos.

4.6.4. Antagonismo de Trichoderma confrontado con P. omnivora

Las cepas que mostraron un mayor antagonismo para P. omnivora
fueron SA12, Sl44, BA11, EN11 y TB21 (Cuadro 6). El promedio de crecimiento
maximo del patégeno a los cinco dias fue de 6.4%, mientras que el testigo
mostré un crecimiento del 45% del llenado en caja en el mismo tiempo; las
cepas del antagonista registraron un crecimiento promedio del 93.6% en la
prueba de confrontacion dual. De acuerdo al analisis estadistico, la cepa que

mostré un menor grado de antagonismo fue la UA21 aislada de la UAAAN-UL
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con un 88.3%, se encontraron diferencias significativas entre las cepas. En la
figura 11 se observan los resultados de crecimiento de P. omnivora en
presencia con las cepas nativas de Trichoderma, donde el crecimiento de
ambos inicio a la par pero al segundo dia el crecimiento del patégeno se vio
afectado 'por el biocontrolador reduciendo su ritmo de crecimiento drasticamente

en un 80% en comparacion con el testigo del mismo hongo.

| ,
Antagonismo de cepas nativas de Trichoderma con
Phymatotnchops:s omnivora In vitro
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Figura 11. Evaluacién de especies de Trichoderma con P. omnivora in vitro.

En algunas huertas de nogal no se pudo aislar a P. omnivora de raices
que mostraban sintomas de la enfermedad, y gue en algunos casos mostraban
sobre el tallo cordones miceliales del patogeno, sin embargo de este mismo
suelo se logro aislar a Trichoderma, esto hace suponer que se ejercié un control
biolégico natural sobre el patogeno dentro del suelo. Posiblemente el

establecimiento de Trichoderma en huertas de nogal se ve favorecido por las
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condiciones propicias del microclima del cultivo, las practicas culturales y la
nutricion mineral que se realiza en huertos mayores a 20 afos.

En esta investigacion se aislaron algunas cepas de Trichoderma en la
propiedad de Tierra Blanca y que en estudios recientes sobre cepas aisladas
del mismo predio concuerdan con los encontrados por Samaniego-Gaxiola y
Chew-Medinaveitia (2007), mencionando que algunas son mas eficientes como
antagonistas y que no siempre pueden ser aisladas en huertas de nogal, debido

a que no son preferentes de este tipo de cultivos.

4.6.5. Resultados de inhibicién de R. solani con cepas nativas de
Trichoderma

Los datos obtenidos se transformaron para ser analizados en SAS

mediante la formula: Arc. Senﬂ-‘T , posteriormente se aplico la formula de
Avedario ef al., (2006):

Inhibiciéon %= [(Crecimiento final del biocontrolador- crecimiento final del
patégeno)/ crecimiento del testigo del patégeno] * 100

Las cepas mostraron diferencias estadisticas altamente significativas,
procediendo a realizar una comparacion de medias, las cepas mas efectivas se
pueden consultar en Cuadro 6. En las figuras 12 y 13 se observa el parasitismo
que ejercieron algunas de las cepas de Trichoderma sobre el micelio de R.

solani el cual fue reducido en un 94.6% en promedio.
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Figuras 12 Y 13. Parasitismo de Trichoderma sobre el micelio de de Rhizoctonia
solani.

En las figuras 12 Y 13, se aprecian los dos mecanismos de control
biolégico que ejercen las cepas de Trichoderma sobre R. solani, se observa que
el micelio del biocontrolador empieza a crecer sobre las hifas del patégeno.
Posteriormente a los siete dias el micelio de R. solani desaparecié totalmente,
debido a la accion de parasitismo y degradacion de las paredes celulares que

realizé la cepa de Trichoderma sobre el fitopatégeno.

4.6.6. Resultados de Inhibicién de F. oxysporum con cepas nativas
de Trichoderma

La inhibicion de las cepas del biocontrolador con respecto a F.
oxysporum resultaron con diferencias altamente significativas, sobresaliendo las
cepas de BA10 con un 97% de inhibicién seguida por BA11, HO15 y BA32 con

un 96% cada una. Sin embargo la cepa menos eficiente fue B12 con un 85%

sobre el patégeno.




64

Figura 14. Cepa de Trichoderma SI32 con F. oxysporum.

4.6.7. Resultados de Inhibicién de V. dahliae con cepas nativas de

Trichoderma

Se encontraron diferencias significativas entre las cepas de Trichoderma
que inhibieron el crecimiento de V. dahliae in vitro, la cepa mas eficiente fue
B10 con un 97%, seguida por BA11, HO15, BA32 y TB17, todas presentaron un
96% de inhibicién. Respecto a la cepa que mostré una menor inhibicién fue la
B12 con 85% (Cuadro 6).

En las Figuras 15 y 16 se observa la inhibicion que ejercio la cepa del
antagonista sobre el crecimiento de V. dahliae, el biocontrolador no limito su

crecimiento como lo hizo el patégeno, mientras tanto el micelio de este ultimo

comenzo a ser parasitado.
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Figuras 15 Y 16. Cepas de Trichodermay V. dahliae a los 5 dias de confrontacion.

Al identificar las cepas con potencial biocontrolador, estas podran ser

utilizadas en la agricultura de la Comarca Lagunera.

4.6.8. Resultados de inhibicion de P. omnivora con cepas nativas
de Trichoderma

El crecimiento de P. omnivora en medio de cultivo no es muy
recomendable, debido a que el hongo no crece ni se desarrolla como otros
hongos del suelo, por los requerimientos bidticos que necesita, por lo que en el
experimento mostré un lento crecimiento de las colonias dentro de la caja petri,
las cajas testigo, alcanzaron un maximo crecimiento del 55% de llenado de caja
a los 11 dias, mientras que los empleados en los cultivos duales mostraron
crecimientos promedios del 6.6% reduciéndose al 2.2% por efecto de inhibicion
que ejercieron las cepas de Trichoderma sobre el hongo.

Las cepas mas efectivas fueron S156, B10 y EN11 con un 99, 98.5 y 98%
de inhibicion respectivamente. Sin embargo, la cepa que no alcanzo el

promedio fue la MA10 con un 93% de inhibicion al final del experimento, no
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En la Figura 18, se observa la inhibicion ejercida por la misma
cepa sobre R. solani, F. oxysporum, V. dahliae y P. omnivora, donde el
porcentaje promedio de inhibicibn de cada uno de los patdégenos fue del
88.92%, 90%, 90% y 93% respectivamente. Los resultados son similares a los

reportados por Rey et al. (2000).

Inhibicion de Fitopatégenos del Suelo con Cepas Nativas de
Trichoderma spp
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Figura 18. Grafica comparativa de la evaluacion de los cuatro patégenos con cada
una de las cepas nativas de Trichoderma.

De acuerdo con las observaciones realizadas las cepas de Trichoderma
empleadas actuaron por medios de dos mecanismos: a) inhibicion del
crecimiento del patégeno y b) por parasitismo del micelio al momento en que las
cepas de Trichodenma entraron en contacto con el patégeno (Raaijmakers et
al., 2002; Kubicek et al., 2001; Whipps, 2001).

De acuerdo con Howell (2003), la antibiosis es otro de los mecanismos

que ejerce Trichoderma. Si bien parece predominar un mecanismo, esto no
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excluye la posibilidad de que uno o dos mecanismos pueda actuar en los
comportamientos antagoénicos (Benitez ef al., 2004).

Por su parte do Reis et al, (2007) reportaron que el primer contacto fisico
aparente entre T. harzianum y R. solani, se produjo dentro de 2-3 dias después
de la inoculacion, seguido de inhibicién del crecimiento. Resultados similares se
encantaron en este experimento y que concuerdan con otras investigaciones
(Innocenti et al., 2003; El-Katany et al., 2001, De Marco ef al., 2000).

Trichoderma tiene la capacidad de colonizar o adaptarse a varias clases
de sustratos; en condiciones controladas (in vitro) demostré adaptabilidad al
medio de cultivo utilizado y buena competencia por el espacio, dando como
resultado una adecuada accién parasitaria inhibiendo o limitando el crecimiento
de los organismos que fueron confrontados.

Ezziyyani et al. (2004), concluyd que la seleccién previa del antagonista
mediante cultivos duales es util, pero no garantiza el buen comportamiento de
ésta en invernadero. El efecto antagonista se ha visto reducido en el

experimento desde, practicamente un 100% in vitro, a entre 56 y 22% in vivo.

4.7. Evaluacion del parasitismo de Trichoderma sobre semilla establecida
en bandejas para siembra

4.7.1. Evaluacion de cepas de Trichoderma sobre R. solani

En ninguno de los dos experimentos donde fueron evaluadas las cepas
nativas de Trichoderma con R. solani no se encontraron diferencias
significativas entre los tratamientos de acuerdo a la prueba de Kruskal-Wallis,

donde la X? fue del 0.8007 para emergencia y de 0.1200 para muerte. La
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germinacién para la primer charola fue de 86.66%. El testigo present6 un 8% de
muerte postemergente datos que concuerdan con Harman y Shoresh (2007) y
Harman et al. (1981), reportan que 7. hamatum, aplicado como tratamiento a la

semilla controla la pudricion causada por “Damping off".

4.7.2. Evaluacion de cepas de Trichoderma sobre F. oxysporum

En la evaluacibn del segundo patégeno F. oxysporum, tampoco se
encontraron diferencias significativas entre los tratamientos para emergencia,
pero si se encontraron diferencias para muerte preemergente presentando una
X?> de .0088 siendo los tratamientos de PCNB+ semilla y el testigo
Semilla+Patégeno, los que presentaron un mayor porcentaje de muerte
preemergente un 66%; sin embargo, esta evaluacion arroj6 un 88.88% de
germinacion de las semillas de tomate en los dos experimentos con un
promedio del 10% de muerte postemergente de plantulas; se presentaron
diferencias altamente significativas sobre la muerte preemergente mas no en la
muerte postemergente, lo que concluye que cualquiera de las cepas de
Trichoderma pueden emplearse como fungicidas preventivos en semilla. Datos

concordantes por Chet e Inbar. (1994) y Lorito et al. (1996).

4.7.3. Evaluacion de cepas de Trichoderma sobre V. dahliae

El experimento se realizé por duplicado para obtener una mejor certeza
de los datos recolectados, sin embargo no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre las cepas, pero si con la muerte
preemergente del tratamiento de semilla con PCNB y del testigo, lo que hace

suponer que en semilla Trichoderma puede funcionar mejor que otro fungicida,
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ya que no mostré similitud en resultados con respecto a los tratamientos. Para
la germinacién de la semilla y emergencia se obtuvo un 94.6% y un 5.55% de

muerte postemergente.

4.7.4. Evaluacion de cepas de Trichoderma sobre P. omnivora

Con respecto al experimento con P. omnivora, los resultados indicaron
que no existen diferencias entre cepas y el testigo. Los porcentajes obtenidos
fueron 96.6% de emergencia y un 3.33% de muerte postemergente, datos que
concuerdan con el testigo, el cual presenté un 96% de emergencia y un 4% de
muerte postemergente durante los primeros 5 dias después de la siembra. Lo
anterior se puede deber a que P. omnivora no es un fitopatégeno que afecte a
la semilla, sin embargo se realizé el experimento para tener una seguridad total
sobre este patégeno, en determinado momento pudiese cambiar sus habitos

infectivos por la facilidad de obtener un hospedante disponible y susceptible.

4.8. Evaluacion de las cepas de Trichoderma sobre tomate sembrado en
macetas

Se evaluaron las mismas 28 cepas de nativas Trichoderma que fueron
utilizadas en el antagonismo in vitro y en semilla, con la finalidad de obtener
datos mas concluyentes sobre el antagonismo que estas ejercen en los cuatro

patégenos evaluados (Figura 6).
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4.8.1. Semilla Podrida

Los datos de semillas podridas no presentaron diferencias
estadisticamente significativas entre tratamientos; no obstante para
emergencia, muerte preemergente y postemergente asi como para plantulas
viables. Se encontraron diferencias entre tratamientos (Cuadro 8). Los
tratamientos mas efectivos incluyeron cepas de Trichoderma, ya que
presentaron un menor indice de muerte pre y post emergente en comparacion

con los tratamientos con PCNB.

4.8.2. Muerte Preemergente

En la variable de muerte preemergente, se observo una alta significancia
en el experimento para R. solani y F. oxysporum obteniéndose una probabilidad
de X2 = .0003 y de X2 = .0031 respectivamente, los mejores tratamientos
fueron los que contenian las cepas de Trichoderma y PCNB. El tratamiento de
inoculacién a la semilla con el patégeno resulto en un 50% de muerte
preemergente. Para V. dahliae y P. omnivora, no se encontraron diferencias

significativas.

4.8.3. Emergencia
Se encontraron diferencias entre los tratamientos, para R. solani, F.
oxysporum, sin embargo para V. dahliae y P. omnivora no se encontraron

diferencias respecto a emergencia.
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4.8.4. Muerte postemergente
Para R. solani, F. oxysporum y P. omnivora, se obtuvieron diferencias
significativas entre tratamientos, sin embargo no entre las cepas de

Trichoderma, para V. dahliae no se encontré significancia entre tratamientos.

4.8.5. Plantas viables

El tratamiento con Trichoderma y PCNB fue el mejor, mientras que los
tratamientos donde se utilizd Unicamente el patbgeno, presentaron un
porcentaje minimo de sobrevivencia de plantas.

De acuerdo a los datos de emergencia, muerte postemergente y
sobrevivencia de la planta, existen diferencias significativas entre todos los

tratamientos igual que para los patégenos empleados en el experimento.

4.8.6. Altura de Planta, longitud de vastago y raiz

A su vez en la evaluacién de las variables altura de planta, longitud de
vastago y raiz se encontraron diferencias altamente significativas entre los
tratamientos sobre siembra directa en macetas y en plantulas trasplantadas,

sobresaliendo las cepas BA11 y B10 (Figuras 19, 20, 21 y 22).
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4.9. Evaluacion de las cepas de Trichoderma sobre tomate trasplantado en
macetas

Existen diferencias altamente significativas entre los tratamientos
evaluados con R. solani, F. oxysporum, V. dahliae y P. omnivora, donde
sobresalen dos de las cepas nativas de Trichoderma que son potencialmente
utiles en biocontrol. En las Figuras 19, 20, 21 y 22, se observa el efecto
realizado por las cepas de Trichoderma sobre el desarrollo radical y aéreo de
las plantas en presencia del patégeno. Paez y Sanabria (2007) mencionan que
Trichoderma, puede utilizarse por si mismo en el control de R. solani, F.
oxysporum f. sp. lycopersici y F. solani, en tomate cultivado en invernadero.

En el Cuadro 9, se observa que para la variable muerte de plantulas,
existen diferencias altamente significativas entre tratamientos, sobresaliendo los

tratamientos en los que se emplearon las cepas de Trichoderma.

4.9.1. Muerte de plantulas

De acuerdo a los datos obtenidos de los analisis estadisticos existen
diferencias altamente significativas entre los tratamientos a la plantula
evaluados con R. solani, F. oxysporum, V. dahliae y P. omnivora, los mas
efectivos son los que incluyeron cepas de Trichoderma reportes similares

presentaron Lynch et al, (1991).
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4.9.2. Altura de Planta, longitud de vastago y raiz

Se encontraron diferencias altamente significativas en las tres variables
evaluadas, asi como, entre los tratamientos empleados (Figuras 17, 18, 19 y
20).

Reportes similares presentaron Asaka y Shoda (1996), al concluir que
las plantas de tomate fueron mas vigorosas y mostraron un desarrolio
abundante de raicillas, mostrando ser superiores en altura y volumen foliar y
que las cepas evaluadas mostraban diferente comportamiento en presencia de
determinado fitopatégeno.

Avedario et al. (2006), mencionan que los tratamientos mostraron un
buen crecimiento de las raices, con excepcion del tratamiento con el patégeno
solo, que present6é al momento de la floracion el cual mostraba una longitud de
10,33 cm y de la cosecha tan sé6lo 4,00 cm, resultado de la infeccion y del dafio
generalizado por la presencia del patégeno. En este experimento los dafos
causados por el patégeno en el tratamiento sin antagonista o fungicida se
expresaron en una muerte generalizada de plantulas.

Santander ef al. (2003), evaluaron el grado de efectividad de los
bioantagonistas Paenibacillus lentimorbus y Trichoderma spp. en el control de
R. solani, bajo condiciones de invernadero en suelos naturaimente infectados y
sometidos a diferentes tratamientos. Los autores encontraron que los mejores
tratamientos fueron los que incluyeron bromuro de metilo, observandose el
desarrollo de plantas mas altas y mayor volumen radical lo que indica que aun
las cepas de Trichoderma presentan un comportamiento variable sobre los

distintos patdégenos y condiciones ambientales diversas.
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Gonzalez et al, (2004) encontraron resultados parecidos al controlar a
Fusarium solani en tomate bajo invernadero, inoculando las plantulas con
Trichoderma spp y Paenibacillus lentimorbus, los resultados indicaron que
existe un estimulo del crecimiento de las raices y de la planta en general,
expresandose en un mayor peso seco cuando se aplican cepas de T.
harzianum y de P. lentimorbus 629 para controlar F. solani, por lo mismo podria
recomendarse la aplicacion de estos bioantagonistas dentro de un programa de
control integrado de F. solani ya sea aplicados por si solos 0 en combinacion
con solarizacién cuando existe una baja poblacion de este patégeno.

Por otra parte Howell (2003) menciona que existen factores naturales
que afectan la produccién de enzimas y la condicion o predisposicion de ataque
en que actta Trichoderma cuando parasita a sus hospederos. Los factores
biéticos y abidticos que influyen directa e indirectamente en el biocontrol de
Trichoderma sobre hongos como V. dalihae, F. oxysporum y otros
fitopatogenos del suelo son: el desarrollo o ciclo bioldgico en el que se
encuentra el patégeno, el cultivo establecido, etapa fisiolégica de la planta,
calidad del suelo, la humedad, pH del suelo, la temperatura y nutricion mineral,
practicas culturales y fitosanitarias asi como la ubicacién geografica (Garbeva et
al., 2004; Sessitsch et al., 2004; Gomes ef al., 2003; Graner et al., 2003; Heuer

et al., 2002; Krechel et al., 2002).
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5. CONCLUSIONES

En el grupo de cepas evaluadas de Trichoderma se detectaron cuatro
de ellas B10, BA11 y TB21 con potencial de uso extensivo como
agente bioantagonico.

Para R. sofani y V. dahliae las pruebas de antagonismo in vitro
indicaron que el mejor desemperio correspondi6 a Sl44, FL11, MA11,
UA36, SI56.

En la evaluacion de F. oxysporum, y P. omnivora in vitro, se concluy6
que las cepas que ejercieron un mayor antagonismo sobre el
crecimiento de los patégenos fueron: SA12, TB21 y Sl44.

Las mejores cepas que inhibieron el micelio de los cuatro patégenos
in vitro fueron B10, BA11, HO15 y SI56.

Para los experimentos en siembra directa, las mejores cepas que
actuaron protegiendo la emergencia y la viabilidad de las plantas asi
como estimulando el desarrollo de las mismas son: BA11, B10, y
SI32.

En plantas trasplantadas en macetas se obtuvieron los mejores

resultados de control en los cuatro patégenos con TB21, BA11 y B10.
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R. solani  antagonismo 20:05 Friday, January 2, 1998 1
The ANOVA Procedure
Class Level Information
Class Levels Values
trat 28 1234567 8910 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28
Number of observations 84
R. solani 20:05 Friday, January 2, 1998 2
The ANOVA Procedure

Dependent Variable: antagonismo

Sum of

Source DF Squares Mean Square F Value Pr > F
Model 27 2.80333690 0.10382729 0.86 0.6607
Error 56 6.77193333 0.12092738
Corrected Total 83 9.57527024

R-Square CoefT Var Root MSE ant Mean

&

0.292768 6.837865 0.347746 5.085595
Source DF Anova SS Mean Square F Value Pr > F
trat 27 2.80333680 0.10382729 0.86 0.6607

solani 20:05 Friday, January 2, 1998

NOTE: This test controls the Type I comparisonwise error rate, not the experimentwise error rate.

Alpha 0.05
Error Degrees of Freedom 56
Error Mean Square 0.120927
Critical value of t 2.00324

Least Significant Difference 0.5688

Means with the same letter are not significantly different,

t Grouping Mean N trat
'
A 5.3300 3 4
A

* A 5.8233 3 11
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F. oxysporum 20:05 Friday, January 2, 1998 5
The ANOVA Procedure

Class Level Information

Class Levels Values
trat 20 1234567891011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29
ant 19 4.82 5.02 5.21 5.28 5.32 5.85 5.39 5.43 5.46 5.5 5.53 5.57 5.6 5.64 5.67 5.71 5.74

5.77 5.84

Number of observations 87
F. oxysporum 20:05 Friday, January 2, 1998 6
The ANOVA Procedure

Dependent Variable: antagonismo

Sum of

Source DF Squares Mean Square F Value Pr > F
Model 28 2.29833333 0.08208333 9.24 <.0001
Error 58 0.51540000 0.00888621
Corrected Total 86 2.81373333

R-Square Coeff Var Root MSE ant Mean

0.816827 1.714979 0.094267 5.496667
Source DF Anova SS Mean Square F Value Pr > F
trat 28 2.29833333 0.08208333 9.24 <.0001

The ANOVA Procedure
1 Tests (LSD) for antagonismo

NOTE: This test controls the Type I comparisonwise error rate, not the experimentwise error rate.

Alpha 0.05
Error Degrees of Freedom 58
Error Mean Square 0.008886
Critical Value of t 2.00172
Least Significant Difference 0.1541

Means with the same letter are not significantly different.
1 Grouping Mean N trat

A 5.74000 3 29
A
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V. dahliae 20:05 Friday, January 2, 1998 9
The ANOVA Procedure
Class Level Information
Class Levels Values

trat 28 128345678910 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28

Number of observations 84
V. dahliae 20:05 Friday, January 2, 1998 10

The ANOVA Procedure

Dependent Variable: antagonismo

Sum of
Source DF Squares Mean Square F Value Pr > F
Model 27 3.04503214 0.11277897 0.99 0.4983
Error 56 6.38866667 0.11408333
Corrected Total 83 9.43369881
. R-Square Coeff Var Root MSE ant Mean
0.322782 6.460081 0.337762 5.228452
Source DF Anova SS Mean Square F Value Pr > F
trat 27 3.04503214 0.11277897 0.99 0.4883

t Tests (LSD) for antagonismo

NOTE: This test controls the Type I comparisonwise error rate, not the experimentwise error rate.

Alpha 0.05
Error Degrees of Freedom 56
Error Mean Square 0.114083
Critical Value of t 2.00324

Least Significant Difference 0.5525

Means with the same letter are not significantly different.

t Grouping Mean N trat
A 5.4767 3 4
A

A 5.4667 3 11
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P. omnivoira 20:05 Friday, January 2, 1998 13
The ANOVA Procedure

Class Level Information

Class Levels Values
trat 29 1234567 891011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29
ant 14 5.74 7.52 7.66 7.76 7.81 7.85 7.9 7.95 7.99 8.04 8.08 8.13 8.18 8.22

Number of observations 87
P. omnivore 20:05 Friday, January 2, 1898 14
The ANOVA Procedure

Dependent Variable: antagonismo

Sum of
Source DF Squares Mean Square F Value Pr > F
Model 28 15.48864828 0.55316601 38.96 <.0001
Error 58 0.82353333 0.01419885
Corrected Total 86 16.31218161
R-Square Coeff Var Root MSE ant Mean
’ 0.949514 1.506981 0.119159 7.907126
Source DF Anova SS Mean Square F Value Pr > F
trat 28 15.48864828 0.55316601 38.96 <.0001

t Tests (LSD) for antagonismo

NOTE: This test controls the Type I comparisonwise error rate, not the experimentwise error rate.

Alpha 0.05
Error Degrees of Freedom 58
Error Mean Square 0.014199
Critical Value of t 2.00172

Least Significant Difference 0.1948
Means with the same letter are not significantly different.
: t Grouping Mean N trat

A 8.14667 3 26
= A
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INHIBICION DE patdgenos con cepas de Trichoderma
12:45 Monday, May 7, 2007

Procedimiento ANOVA

Informacion de nivel de clase

Clase Niveles Valores
Patégeno 4 12314
cepa 28 1234567891011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28
rep 3 123
Nimero de observaciones leidas 336
Namero de observaciones usadas 336
INHIBICION DE Patdégenos con cepas de Trichoderma 94

12:45 Monday, May 7, 2007
Procedimiento ANOVA

Variable dependiente: resp

. Suma de Cuadrado de
Fuente DF cuadrados 1a media F-Valor Pr > F
3 Modelo 111 1803.144609 16.244546 1.85 <.0001
Error 224 1971.631067 8.801924
Total correcto 335 3774.775676
R-cuadrado Coef Var Raiz MSE resp Media
0.477683 3.690526 2.966804 80.38873

Cuadrado de

Fuente DF Anova SS la media F-valor Pr > F
Patégeno 3 438.3856128 146.1285376 16.60 <.0001
cepa 27 836.1293676 30.9677544 3.52 <.,0001
patogeno*cepa 81 528.6296289 6.5262817 0.74 0.9407

Procedimiento ANOVA
t Tests (LSD} para resp
NOTA: Este test controla el indice de error comparisonwise de tipo I, no el indice de error

3 experimentwise.

Alfa 0.05




Error de grados de libertad
Error de cuadrado medio

Valor critico de t

Diferencia menos significativa

224

8.801924

1.97061
0.9021

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

t Agrupamiento

A

o

Nimero de

Media observaciones

82.1427

80.6499

79.5440

79.2223

84

84

84

84

patdgeno

4

1

INHIBICION DE Fitopatégenos del suelo con cepas de Trichoderma

NOTA: Este test controla el indice de error comparisonwise de tipo I, no el indice de error

Alfa

Procedimiento ANOVA

t Tests (LSD) para resp

experimentwise.

Error de grados de libertad
Error de cuadrado medio

Valor critico de t

Diferencia menos significativa

0.05
224

8.801924

1.97061
2.3868

96

101

12:45 Monday, May 7, 2007

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.
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83.014

B2.418

B82.418

82.418

82.418

82.256

B82.192

Nimero de
Media observaciones

12

i2

12

12

12

12

12

cepa

20

17

10

16

12
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B A c 81.564 12 24
* B A c
B D A Cc 81.361 12 4
’ B D A c
- E B D A c 81.047 12 25
E B D A c
E B D A c 80.856 12 8
E B D A Cc
E B D A C 80.776 12 13
E B D (]
E B D F Cc 80.588 12 26
E B D F c _
E B D F o3 80.443 12 14
E B D F C
E B D F C 80.413 12 18
E B D F c
E B D F C G 80.328 12 11
E B D F C G
E B D F Cc G 80.305 12 3
E D F c G
E H D F [ G 79.778 12 5
E H D F Cc G
E H D F I C G 79.425 12 1
E H D F I [} G
E H D F I C G 79.327 12 6
E H D F I C G
E H D F I C G 79.301 12 15
E H D F I Cc G
E H D F I C G 79.201 12 19
E H D F I G
E H D F I G 79.008 12 27
E H F I G
E H F I G 78.699 12 23
H F I G
H F I G 78.278 12 9
H I G
H I G 78.003 12 7
H I
H I 77.894 12 2
I
I 77.188 12 28
Procedimiento ANOVA
------------- resp-=--c-oouo..
Nivel de Nivel de Nimero de Desviacidn
patégeno cepa observaciones Media estandar
1 1 3 78.9833333 0.9064399
1 2 3 76.6866667 4.5001583
1 3 3 79.8533333 3.4929691
1 4 3 80.7333333 1.9687644
1 5 3 78.8533333 3.7462559
1 6 3 78.7166667 3.0331557
1 7 3 69.5766667 10.6463390
1 8 3 75.7233333 10.6463390
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76.7333333
81.8700000
79.5066667
81.8700000
79.5966667
79.1366667
76.8400000
81.8700000
81.8700000
79.5966667
77 .9666667
84.2566667
82.6666667
81.2233333
76.9833333
B81.5466667
80.7333333
80.7333333
79.4666667
74.6300000
78.1033333
76.0733333
79.8533333
80.7333333
78.8533333
77.9666667
80.2733333
81.8700000
76.7333333
81.8700000
79.5066667
81.8700000
79.5966667
79.1366667
79.1366667
81.8700000
81.8700000
79.5966667
77.6233333
81.8700000
81.5466667
81.8700000
76.9833333
80.7333333
80.2733333
79.5966667
77.1933333
74.6300000
79.3766667
77.5800000
80.9333333
81.7200000
80.0433333
79.2600000
B1.3066667
82 .7300000
78.1566667
82.7300000

1.9235731
0.0000000
0.9064399
0.0000000
1.9687644
2.4656507
5.1541925
0.0000000
0.0000000
1.9687644
4.1719340
4.9974627
1.3798671
0.5600298
8.4639549
0.5600298
1.9687644
1.9687644
4.1626954
4.2435245
2.12754186
5.5492912
3.4929691
1.9687644
3.7462559
4.1719340
2.7655078
0.0000000
1.9235731
0.0000000
0.9064399
0.0000000
1.9687644
2.4656507
2.4656507
0.0000000
0.0000000
1.9687644
4.7209356
0.0000000
0.5600298
0.0000000
8.4639549
1.9687644
2.7655078
1.9687644
2.1939310
4.2435245
1.8957936
4.9250076
3.1119180
1.7493713
3.3355259
3.7096226
2.4652856
0.0000000
1.7152356
0.0000000
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80.6266667
82.7300000
80.7100000
80.2966667
80.2966667
82.7300000
82.7300000
80.7100000
78.9566667
82.7300000
82.1200000
82.7300000
78.3966667
81.7200000
81.3066667
80.7100000
78.5700000
76.2900000
81.2366667
81.2366667
80.5800000
82.2566667
81.3633333
81.3633333
80.8533333
83.1000000
81.4800000
83.2000000
81.6700000
83.2000000
83.2000000
83.2000000
80.98300000
83.2000000
83.2000000
81.7466667
82.2566667
83.2000000
82.4333333
83.2000000
82.4333333
82.2566667
81.8733333
81.3133333
80.8033333
83.2000000

0.8025169
0.0000000
1.7493713
2.1966414
2.1966414
0.0000000
0.0000000
1.7493713
4.1946911
0.0000000
1.0565510
0.0000000
7.5055535
1.7493713
2.4652856
1.7493713
1.9572174
3.7585503
0.7505553
0.7505553
2.5215670
1.6339013
2.0076437
2.0076437
1.4145082
2.1517435
1.5044268
0.0000000
0.0000000
0.0000000
0.0000000
0.0000000
2.0482431

0.0000000
0.0000000
1.4165569
1.6339013
0.0000000
1.3279056
0.0000000
1.3279056
1.6339013
2.2978541

1.6339013
0.7505553
0.0000000
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Evaluacién de semilla sembrada en bandejas de 200 cavidades

(charolas)

RHIZOCTONIA CHAROLAS  18:33 Friday, January 4, 2008 1
DIAS A EMERGENCIA

The NPAR1WAY Procedure

Wilcoxon Scores (Rank Sums) for Variable dias a emergencia
Classified by Variable cepa

Sum of Expected Std Dev Mean

cepa N Scores Under HO Under HO Score
1 3 115.50 141.0 40.723321 38.500000

2 3 150.00 141.0 40.723321 50.000000

3 3 150.00 141.0 40.723321 50.000000

4 3 105.50 141.0 40.723321 35.166667

5 3 115.50 141.0 40.723321 38.500000

6 3 115.50 141.0 40.723321 38.500000

7 3 104.50 141.0 40.723321 34.833333

8 3 221.00 141.0 40.723321 73.666667

9 3 185.50 141.0 40.723321 61.833333

10 3 185.50 141.0 40.723321 61.833333
11 3 151.00 141.0 40.723321 50.333333
12 3 150.00 141.0 40.723321 50.000000
13 3 186.50 141.0 40.723321 62.166667
14 3 105.50 141.0 40.723321 35.166667
15 3 81.00 141.0 40.723321 27.000000
16 3 70.00 141.0 40.723321 23.333333
17 3 150.00 141.0 40.723321 50.000000
18 3 140.00 141.0 40.723321 46.666667
19 3 140.00 141.0 40.723321 46 .666667
20 3 150.00 141.0 40.723321 50.000000
21 3 185.50 141.0 40.723321 61.8333343
22 3 115.50 141.0 40.723321 38.500000
23 3 70.00 141.0 40.723321 23.333333
24 3 151.00 141.0 40.723321 50.333333
25 3 185.50 141.0 40.723321 61.833333
26 3 140.00 141.0 40.723321 46.666667
27 3 150.00 141.0 40.723321 50.000000
28 3 115.50 141.0 40.723321 38.500000
29 3 150.00 141.0 40.723321 50.000000
30 3 185.50 141.0 40.723321 61.833333
31 3 150.00 141.0 40.723321 50.000000

Average scores were used for ties.

|
“ Kruskal-Wallis Test

chi-Square 23.3467
DF 30
| Pr > Chi-Square 0.8007




RHIZOCTONIA CHAROLAS 18:33 Friday, January 4, 2008
DIAS A EMERGENCIA
MUERTE

The NPARIWAY Procedure

Wilcoxon Scores (Rank Sums) for Variable muerte
Classified by Variable cepa

Sum of Expected Std Dev Mean

cepa N Scores Under HO Under HO Score
1 3 112.50 141.0 32.118158 37.50

2 3 112.50 141.0 32.118158 37.50

3 3 112.50 141.0 32.118158 37.50

4 3 159.00 141.0 32.118158 53.00

5 3 205.50 141.0 32.118158 68.50

6 3 112.50 141.0 32.118158 37.50

7 3 205.50 141.0 32.118158 68.50

8 3 112.50 141.0 32.118158 37.50

9 3 112.50 141.0 32.118158 37.50

10 3 112.50 141.0 32.118158 37.50
11 3 112.50 141.0 32.118158 37.50
12 3 205.50 141.0 32.118158 68.50
13 3 112.50 141.0 32.118158 37.50
14 3 159.00 141.0 32.118158 53.00
15 3 112.50 141.0 32.118158 37.50
16 3 159.00 141.0 32.118158 53.00
17 3 112.50 141.0 32.118158 37.50
18 3 159.00 141.0 32.118158 53.00
19 3 159.00 141.0 32.118158 53.00
20 3 112.50 141.0 32.118158 37.50
21 3 112.50 141.0 32.118158 37.50
22 3 112.50 141.0 32.118158 37.50
23 3 159.00 141.0 32.118158 53.00
24 3 159.00 141.0 32.118158 53.00
25 3 112.50 141.0 32.118158 37.50
26 3 159.00 141.0 32.118158 53.00
27 3 112.50 141.0 32.118158 37.50
28 3 159.00 141.0 32.118158 53.00
29 3 159.00 141.0 32.118158 53.00
30 3 252.00 141.0 32.118158 84.00
31 3 112.50 141.0 32.118158 37.50

Average scores were used for ties.

Kruskal-Wallis Test

‘% chi-Square 39.2603
| DF 30
| Pr > Chi-Square 0.1200
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Segundo experimento en charolas con A. solani
RHIZOCTONIA CHAROLAS 18:33 Friday, January 4, 2008 3
DIAS A EMERGENCIA

The NPAR1WAY Procedure

Wilcoxon Scores (Rank Sums) for Variable diasaeme
Classified by Variable cepa

Sum of Expected Std Dev Mean

cepa N Scores Under HO Under HO Score

1 3 206.50 141.0 38.963450 68.833333

2 3 165.50 141.0 38.963450 55.166667

3 3 91.00 141.0 38.963450 30.333333

4 3 124.50 141.0 38.963450 41.500000

=] 3 52.00 141.0 38.963450 17.333333

6 3 165.50 141.0 38.963450 55.166667

7 3 132.00 141.0 38.963450 44.000000

8 3 126.50 141.0 38.963450 42.166667

9 3 124.50 141.0 38.963450 41.500000

10 3 124.50 141.0 38.963450 41.500000

i 11 3 91.00 141.0 38.963450 30.333333
’ 12 3 126.50 141.0 38.963450 42.166667
13 3 165.50 141.0 38.963450 55.166667

% 14 3 206.50 141.0 38.963450 68.833333
15 3 91.00 141.0 38.963450 30.333333

16 3 206.50 141.0 38.963450 68.833333

. 1 3 165.50 141.0 38.963450 55.166667
18 3 124.50 141.0 38.963450 41.500000

19 3 165.50 141.0 38.963450 55.166667

20 3 165.50 141.0 38.963450 55.166667

21 3 165.50 141.0 38.963450 55.166667

22 3 132.00 141.0 38.963450 44 .000000

23 3 165.50 141.0 38.963450 55.166667

24 3 124.50 141.0 38.963450 41.500000

25 3 91.00 141.0 38.963450 30.333333

26 3 124.50 141.0 38.963450 41.500000

27 3 206.50 141.0 38.963450 68.833333

28 3 206.50 141.0 38.963450 68.833333

29 3 124.50 141.0 38.963450 41.500000

30 3 124.50 141.0 38.963450 41.500000

31 3 85.50 141.0 38.963450 28.500000

Average scores were used for ties.

Kruskal-Wallis Test

chi-Square 31.8820
DF 30
Pr > Chi-Square 0.3730
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RHIZOCTONIA CHAROLAS 18:33 Friday, January 4, 2008 4
DIAS A EMERGENCIA
MUERTE

The NPARIWAY Procedure

Wilcoxon Scores (Rank Sums) for Variable muerte
Classified by Variable cepa

Sum of Expected Std Dev Mean

cepa N Scores Under HO Under HO Score
1 3 129.00 141.0 22.336361 43.00
2 3 129.00 141.0 22.336361 43.00
3 3 129.00 141.0 22.336361 43.00
4 3 129.00 141.0 22.336361 43.00
5 3 175.50 141.0 22 .336361 58.50
6 3 175.50 141.0 22.336361 58.50
7 3 129.00 141.0 22.336361 43.00
8 3 175.50 141.0 22.336361 58.50
9 3 129.00 141.0 22.336361 43.00
10 3 129.00 141.0 22 ,336961 43.00
11 3 129.00 141.0 22 .336361 43.00
12 3 175.50 141.0 22.336361 58.50
13 3 129.00 141.0 22.336361 43.00
3 14 3 129.00 141.0 22.336361 43.00
15 3 129.00 141.0 22.336361 43.00
16 3 175.50 141.0 22.336361 58.50
17 3 129.00 141.0 22.336361 43.00
18 3 175.50 141.0 22.336361 58.50
19 3 175.50 141.0 22.336361 58.50
20 3 129.00 141.0 22.336361 43.00
21 3 129,00 141.0 22.336361 43.00
22 3 129.00 141.0 22.336361 43,00
23 3 129.00 141.0 22.336361 43.00
24 3 129.00 141.0 22 .336361 43.00
25 3 129.00 141.0 22 .,336361 43.00
26 3 129.00 141.0 22.336361 43.00
27 3 129.00 141.0 22.336361 43.00
28 3 129.00 141.0 22.336361 43.00
29 3 129.00 141.0 22.336361 43.00
30 3 129.00 141.0 22.336361 43.00
31 3 175.50 141.0 22.336361 58.50

Average scores were used for ties.

Kruskal-Wallis Test

Chi-Square 24.8941
DF 30
Pr » Chi-Square 0.,7302
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Primer experimento
F.oxysporum CHAROLAS 18:33 Friday, January 4, 2008 5
DIAS A EMERGENCIA

The NPAR1WAY Procedure

Wilcoxon Scores (Rank Sums) for Variable diasaeme
Classified by Variable cepa

Sum of Expected Std Dev Mean
cepa N Scores Under HO Under HO Score
1 3 214.00 141.0 40.086600 71.333333
2 3 176.00 141.0 40.086600 58.666667
3 3 214.00 141.0 40.086600 71.333333
4 3 143.00 141.0 40.086600 47 .666667
5 3 176.00 141.0 40.086600 58.666667
6 3 138.00 141.0 40.086600 46 .000000
7 3 143.00 141.0 40.086600 47 .666667
8 3 105.00 141.0 40.086600 35.000000
9 3 176.00 141.0 40.086600 58.666667
10 3 55.00 141.0 40.086600 18.333333
¥ 11 3 176.00 141.0 40.086600 58.666667
12 3 143.00 141.0 40.086600 47 .666667
13 3 176.00 141.0 40.086600 58.666667
" 14 3 176.00 141.0 40.086600 58.666667
15 3 138.00 141.0 40.086600 46.000000
16 3 176.00 141.0 40.086600 58.666667
. 17 3 105.00 141.0 40.086600 35.000000
18 3 214,00 141.0 40.086600 71.333333
19 3 96 .50 141.0 40.086600 32.166667
20 3 30.50 141.0 40.086600 10.166667
21 3 138.00 141.0 40.086600 46.000000
22 3 138.00 141.0 40.086600 46.000000
23 3 176.00 141.0 40.086600 58.666667
24 3 93.00 141.0 40.086600 31.000000
25 3 105.00 141.0 40.086600 35.000000
26 3 96.50 141.0 40.086600 32.166667
27 3 96.50 141.0 40.086600 32.166667
28 3 105.00 141.0 40.086600 35.000000
29 3 138.00 141.0 40.086600 46,000000
30 3 138.00 141.0 40.086600 46,000000
31 3 176.00 141.0 40.086600 58.666667
Average scores were used for ties,
Kruskal-Wallis Test
Chi-Square 36.2017
4 DF 30

Pr > Chi-Square 0.2015
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F.oxysporum GHAROLAS 18:33 Friday, January 4, 2008 6
DIAS A EMERGENCIA
MUERTE

The NPAR1IWAY Procedure

Wilcoxon Scores (Rank Sums) for Variable muerte
Classified by Variable cepa

Sum of Expected Std Dev Mean

cepa N Scores Under HO Under HO Score
1 3 112.50 141.0 32.118158 37.50
2 3 112.50 141.0 32.118158 37.50
3 3 159.00 141.0 32.118158 53.00
4 3 112.50 141.0 32.118158 37.50
5 3 112.50 141.0 32.118158 37.50
6 3 112.50 141.0 32.118158 37.50
7 3 112.50 141.0 32.118158 37.50
8 3 112.50 141.0 32.118158 37.50
9 3 112.50 141.0 32.118158 37.50
10 3 205.50 141.0 32.118158 68.50
11 a 112.50 141.0 32.118158 37.50
12 3 112.50 141.0 32.118158 37.50
13 3 159.00 141.0 32.118158 53.00
14 3 112.50 141.0 32.118158 37.50
15 3 112.50 141.0 32.118158 37.50
16 3 159.00 141.0 32.118158 53.00
17 3 112.50 141.0 32.118158 37.50
18 3 159.00 141.0 32.118158 53.00
19 3 159.00 141.0 32.118158 53.00
20 3 159.00 141.0 32.118158 53.00
21 3 112.50 141.0 32.118138 37.50
22 3 112.50 141.0 32.118158 37.50
23 3 112.50 141.0 32.118158 37.50
24 3 205.50 141.0 32.118158 68.50
25 3 112.50 141.0 32.118158 37.50
26 3 205.50 141.0 32.118158 68.50
27 3 159.00 141.0 32.118158 53.00
28 3 112.50 141.0 32.118138 37.50
29 3 252.00 141.0 32.118158 84.00
30 3 252.00 141.0 32.118158 84.00
31 3 112.50 141.0 32.118158 37.50

Average scores were used for ties.

Kruskal-Wallis Test

chi-Square 51.4310
DF 30
Pr > Chi-Square 0.0088
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% Segundo Experimento Fusarium en charolas
F.oxysporum CHAROLAS 18:33 Friday, January 4, 2008 7
DIAS A EMERGENCIA

The NPAR1WAY Procedure

Wwilcoxon Scores (Rank Sums) for variable diasaeme
Classified by Vvariable cepa

Sum of Expected Std Dev Mean
cepa N Scores uUnder HO Under HO Score
1 3 215.50 141.0 39.793868 71.833333
2 3 177 .50 141.0 39.793868 59.166667
3 3 215.50 141.0 39.793868 71.833333
4 3 144.00 141.0 39.793868 48.000000
5 3 177 .50 141.0 39.793868 59.166667
6 3 139.50 141.0 39.793868 46.500000
7 3 144.00 141.0 39.793868 48.000000
8 3 106.00 141.0 39.793868 35.333333
(| 9 3 177.50 141.0 39.793868 59.166667
10 3 55.50 141.0 39.793868 18.500000
11 3 177.50 141.0 39.793868 59.166667
2 12 3 144.00 141.0 39.793868 48.000000
13 3 177.50 141.0 39.793868 59.166667
= 14 3 177.50 141.0 39.793868 59.166667
15 3 139.50 141.0 39.793868 46.500000
16 3 177.50 141.0 39.793868 59.166667
. 17 3 106.00 141.0 39.793868 35.333338
18 3 215.50 141.0 39.793868 71.833333
19 3 97 .50 141.0 39.793868 32.500000
20 3 30.50 141.0 39.793868 10.166667
21 3 139.50 141.0 39.793868 46.500000
22 3 139.50 141.0 39.793868 46.500000
23 3 177.50 141.0 39.793868 59.166667
24 3 93.50 141.0 39.793868 31.166667
25 3 106.00 141.0 39.793868 35.333333
26 3 97.50 141.0 39.793868 32.500000
27 3 97.50 141.0 39.793868 32.500000
28 3 106.00 141.0 39.793868 35.333333
29 3 139.50 141.0 39.793868 46.500000
30 3 139.50 141.0 39.793868 46.500000
31 3 139.50 141.0 39.793868 46.500000
Average scores were used for ties.
Kruskal-Wallis Test

Chi-Square 36.4870

i DF 30

Pr > Chi-Square 0.1926
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F.oxysporum CHAROLAS 18:33 Friday, January 4, 2008 8
DIAS A EMERGENCIA
MUERTE
The NPAR1WAY Procedure
Wilcoxon Scores (Rank Sums) for Variable muerte
Classified by Variable cepa

Sum of Expected Std Dev Mean

cepa N Scores Under HO Under HO Score
1 3 111.00 141.0 32.729125 37.00
2 3 111.00 141.0 32.729125 37.00
3 3 157.50 141.0 32.729125 52.50
4 3 111.00 141.0 32.729125 37.00
5 3 111.00 141.0 32.729125 37.00
6 3 111.00 _ 141.0 32.729125 37.00
7 3 111.00 141.0 32.729125 37.00
8 3 111.00 141.0 32.729125 37.00
9 3 111.00 141.0 32.729125 37.00
10 3 204.00 141.0 32.729125 68.00
11 3 111.00 141.0 32.729125 37.00
12 3 111.00 141.0 32.729125 37.00
13 3 157.50 141.0 32.729125 52.50
14 3 111.00 141.0 32.729125 37.00
15 3 111.00 141.0 32.729125 37.00
16 3 157.50 141.0 32.729125 52.50
17 3 111.00 141.0 32.729125 37.00
18 3 157.50 141.0 32.729125 52.50
19 3 157 .50 141.0 32.729125 52.50
20 3 157.50 141.0 32.729125 52.50
21 3 111.00 141.0 32.729125 37.00
22 3 111.00 141.0 32.729125 37.00
23 3 111.00 141.0 32.729125 37 .00
24 3 204.00 141.0 32.729125 68.00
25 3 111.00 141.0 32.729125 37.00
26 3 204.00 141.0 32.729125 68.00
27 3 157.50 141.0 32.729125 52.50
28 3 111.00 141.0 32.729125 37.00
29 3 250.50 141.0 32.729125 83.50
30 3 250.50 141.0 32.729125 83.50
hl 3 157.50 141.0 32.729125 52.50

Average scores were used for ties.

Kruskal-Wallis Test

chi-Square 49,0247
DF 30
Pr > Chi-8quare 0.0158
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Primer experimento con Verticillium sobre charolas

V.dhaliae CHAROLAS 18:54 Friday, January 4, 2008 1
DIAS A EMERGENCIA

The NPAR1WAY Procedure

Wilcoxon Scores (Rank Sums) for Variable diasaeme
Classified by Variable cepa

sum of Expected Std Dev Mean
cepa N Scores Under HO Under HO Score
1 3 136.50 141.0 35.778288 45.500000
2 3 177.50 141.0 35.778288 59.166667
3 3 218.50 141.0 35.778288 72.833333
4 3 177.50 141.0 35.778288 59.166667
5 3 136.50 141.0 35.778288 45.500000
6 3 140.00 141.0 35.778288 46.666667
7 3 177.50 141.0 35.778288 59.166667
8 3 136.50 141.0 35.778288 45.500000
9 3 136.50 141.0 35.778288 45,500000
10 3 134.50 141.0 35.778288 44.833333
11 3 136.50 141.0 35.778288 45.500000
12 3 99.00 141.0 35.778288 33.000000
13 3 140.00 141.0 35.778288 46.666667
14 3 136.50 141.0 35.778288 45.500000
15 3 177.50 141.0 35.778288 59.166667
16 3 136.50 141.0 35.778288 45.500000
17 3 136.50 141.0 35.778288 45.500000
18 3 177.50 141.0 35.778288 59.166667
19 3 134.50 141.0 35.778288 44.833333
20 3 177.50 141.0 35.778288 59.166667
21 3 136.50 141.0 35.778288 45.500000
22 3 177.50 141.0 35.778288 59.166667
23 3 24.00 141.0 35.778288 8.000000
24 3 93.50 141.0 35.778288 31.166667
25 3 136.50 141.0 35.778288 45.500000
26 3 99.00 141.0 35.778288 33.000000
27 3 177.50 141.0 35.778288 59.166667
28 3 136.50 141.0 35.778288 45.500000
29 3 93.50 141.0 35.778288 31.166667
30 3 136.50 141.0 35.778288 45.500000
} 31 3 . 136.50 141.0 35.778288 45.500000
Average scores were used for ties.
| Kruskal-Wallis Test
* Chi-Square 29.2900

DF 30
Pr > Chi-Square 0.5024




V.dhaliae CHAROLAS 18:54 Friday, January 4, 2008
DIAS A EMERGENCIA
MUERTE
The NPARIWAY Procedure
Wilcoxon Scores (Rank Sums) for Variable muerte
Classified by Vvariable cepa

Sum of Expected Std Dev Mean

cepa N Scores Under HO Under HO Score
1 3 120.00 141.0 28.486267 40.00
2 3 120.00 141.0 28.486267 40.00
3 3 120.00 141.0 28.486267 40.00
4 3 120.00 141.0 28.486267 40.00
5 3 120.00 141.0 28.486267 40.00
6 3 120.00 141.0 28.486267 40.00
7 3 120.00 141.0 28.486267 40.00
8 3 120.00 141.0 28.486267 40.00
9 3 120.00 141.0 28.486267 40.00
10 3 166.50 141.0 28.486267 55.50
11 3 120.00 141.0 28.486267 40.00
12 3 120.00 141.0 28.486267 40.00
13 3 120.00 141.0 28.486267 40.00
14 3 120.00 141.0 28.486267 40.00
15 3 120.00 141.0 28.486267 40.00
16 3 166.50 141.0 28.486267 55.50
17 3 166.50 141.0 28,486267 55.50
18 3 120.00 141.0 28.486267 40.00
19 3 166.50 141.0 28.486267 55.50
20 3 166.50 141.0 28.486267 55.50
21 3 120.00 141.0 28.486267 40.00
22 3 120.00 141.0 28.486267 40.00
23 3 120.00 141.0 28.486267 40.00
24 3 166.50 141.0 28.486267 55.50
25 3 259.50 141.0 28.486267 86.50
26 3 259.50 141.0 28.,486267 86.50
27 3 120.00 141.0 28.486267 40.00
28 3 120.00 141.0 28.486267 40.00
29 3 166.50 141.0 28.486267 55.50
30 3 166.50 141.0 28.486267 55.50
31 3 120.00 141.0 28.486267 40.00

Average scores were used for ties.

Kruskal-Wallis Test

Chi-Square
DF

Pr > Chi-Square

50.7414
30
0.0104

2
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Segundo experimento de Verticillium en charola

V.dhaliae CHAROLAS 18:54 Friday, January 4, 2008 3
DIAS A EMERGENCIA

The NPAR1WAY Procedure

Wwilcoxon Scores (Rank Sums) for Variable diasaeme
Classified by Variable cepa

Sum of Expected 5td Dev Mean
cepa N Scores Under HO Under HO Score
1 3 165.00 141.0 37.852828 55.000000
2 3 89,50 141.0 37.852828 29.833333
3 3 165.00 141.0 37.852828 55.000000
4 3 51,50 141.0 37.852828 17.166667
5 3 123.00 141.0 37.852828 41.000000
8 3 165.00 141.0 37.852828 55.000000
7 3 123.00 141.0 37.852828 41.000000
8 3 131.50 141.0 37.852828 43.833333
9 3 131.50 141.0 37.852828 43.833333
. 10 3 165.00 141.0 37.852828 55.000000
11 3 165.00 141.0 37.852828 55.000000
12 3 123.00 141.0 37.852828 41.000000
- 13 3 165.00 141.0 37.852828 55.000000
14 3 85.00 141.0 37.852828 28.333333
15 3 123.00 141.0 37.852828 41.000000
. 16 3 165.00 141.0 37.852828 55.000000
17 3 123.00 141.0 37.852828 41.000000
18 3 165.00 141.0 37.852828 55.000000
19 3 127.00 141.0 37.852828 42,333333
20 3 123.00 141.0 37.852828 41.000000
21 3 165.00 141.0 37.852828 55.000000
22 3 165,00 141.0 37.852828 55.000000
23 3 85.00 141.0 37.852828 28.333333
24 3 207.00 141.0 37.852828 69.000000
25 3 165.00 141.0 37.852828 55.000000
26 3 165.00 141.0 37.852828 55.000000
27 3 165.00 141.0 37.852828 55.000000
28 3 85.00 141.0 37 .852828 28.333333
29 3 165.00 141.0 37.852828 55.000000
30 3 207.00 141.0 37.852828 69.000000
31 3 123.00 141.0 37.852828 41.000000
Average scores were used for ties.
Kruskal-Wallis Test
» chi-Square 26.6723

DF 30
Pr > Chi-Square 0.6404

[
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V.dhaliae CHAROLAS 18:54 Friday, January 4, 2008 4
DIAS A EMERGENCIA
MUERTE

The NPAR1WAY Procedure

Wilcoxon Scores (Rank Sums) for Variable muerte
Classified by Variable cepa

Sum of Expected Std Dev Mean

cepa N Scores Under HO Under HO Score
1 3 171.00 141.0 25.725347 57.00

2 3 171.00 141.0 25.725347 57.00

3 3 124.50 141.0 25.725347 41.50

4 3 171.00 141.0 25.725347 57.00

5 3 124.50 141.0 25.725347 41.50

6 3 124.50 141.0 25.725347 41.50

7 3 124,50 141.0 25.725347 41.50

8 3 124.50 141.0 25.725347 41.50

9 3 124.50 141.0 25.725347 41.50

10 3 124.50 141.0 25.725347 41.50
11 3 124.50 141.0 25.725347 41.50
12 3 171.00 141 .0 25.725347 57 .00
13 3 124.50 141.0 25.725347 41.50
14 3 171.00 141.0 25.725347 57.00
15 3 124.50 141.0 25.725347 41.50
16 3 124.50 141.0 25.725347 41.50
17 3 124.50 t41.0 25.725347 41.50
18 3 124.50 141.0 25.725347 41.50
19 3 171.00 141.0 25.725347 57.00
20 3 124.50 141.0 25.725347 41.50
21 3 171.00 141.0 25.725347 57.00
22 3 124 .50 141.0 25.725347 41.50
23 3 171.00 141.0 25.725347 57.00
24 3 171.00 141.0 25.725347 57.00
25 3 124.50 141.0 25.725347 41.50
26 3 124.50 141.0 25.725347 41.50
27 3 124.50 i41.0 25.725347 41.50
28 3 171.00 141.0 25.725347 57.00
29 3 124.50 141.0 25.725347 41.50
30 3 171.00 141.0 25.725347 57.00
31 3 124.50 141.0 25.725347 41.50

Average scores were used for ties.

Kruskal-Wallis Test

Chi-Square 22.4390
DF 30
Pr > Chi-Square 0.8378




Primer experimento de phymatotrichopsis en charolas

P. omnivora CHAROLAS 18:54 Friday, January 4, 2008

on

DIAS A EMERGENCIA
The NPAR1WAY Procedure

Wilcoxon Scores (Rank Sums) for Variable diasaeme
Classified by Variable cepa

Sum of Expected Std Dev Mean

cepa N Scores Under HO Under HO Score
1 3 118.50 141.0 38.159006 39.500000
2 3 118.50 141.0 38.159006 39.500000
3 3 203.50 141.0 38.159006 67.833333
4 3 161.00 141.0 38.159006 53.666667
5 3 203.50 141.0 38.159006 67.833333
6 3 203.50 141.0 38.159006 67.833333
7 3 161.00 141.0 38.159006 53 _666667
8 3 161.00 141.0 38.159006 53.666667
9 3 161.00 141.0 38.159006 53.666667
10 3 161.00 141.0 38.159006 53.666667
11 3 118.50 141.0 38.159006 39.500000
12 3 161.00 141.0 38.158006 53.666667
13 3 161.00 141.0 38.159006 53.666667
14 3 81.00 141.0 38.159006 27 .000000
15 3 81.00 141.0 38.159006 27.000000
16 3 161.00 141.0 38.159006 53.666667
17 3 118.50 141.0 38.159006 39.500000
18 3 246.00 141.0 38.159006 82.000000
19 3 246.00 141.0 38.159006 82.000000
20 3 203.50 141.0 38.159006 67.833333
21 3 118.50 141.0 38. 159006 39.500000
22 3 85.00 141.0 38.159006 28.333333
23 3 47.50 141.0 38.159006 15.833333
24 3 118.50 141.0 38.159006 39.500000
25 3 118.50 141.0 38.159006 39.500000
26 3 85.00 141.0 38.158006 28.333333
27 3 118.50 141.0 38.159006 39.500000
28 3 118.50 141.0 38.159006 39.500000
29 3 85.00 141.0 38.159006 28.333333
30 3 127.50 141.0 38.159006 42 .500000
31 3 118.50 141.0 38.158006 39.500000

Average scores were used for ties.

Kruskal-Wallis Test

Chi-Square 47.4995
DF 30
Pr > Chi-Square 0.0222
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P. omnivora CHAROLAS 18:54 Friday, January 4, 2008 6
DIAS A EMERGENCIA
MUERTE

The NPAR1WAY Procedure

Wilcoxon Scores (Rank Sums) for Variable muerte
Classified by Variable cepa

Sum of Expected Std Dev Mean

cepa N Scores Under HO Under HO Score
1 3 177.00 141.0 21.016298 59.00
2 3 130.50 141.0 21.016298 43.50
3 3 130.50 141.0 21.016298 43.50
4 3 130.50 141.0 21.016298 43.50
5 3 130.50 141.0 21.016298 43.50
6 3 130.50 141.0 21.016298 43.50
7 3 130.50 141.0 21.016298 43.50
8 3 130.50 141.0 21.016298 43.50
9 3 130.50 141.0 21.016298 43.50
10 3 130.50 141.0 21.016298 43.50
11 3 130.50 141.0 21.016298 43.50
12 3 130.50 141.0 21.016298 43.50
13 3 130.50 141.0 21.016298 43.50
14 3 177.00 141.0 21.016298 59.00
15 3 177.00 141.0 21.016298 59.00
16 3 130.50 141.0 21.016298 43.50
17 3 130.50 141.0 21.016298 43.50
18 3 177.00 141.0 21.016298 59.00
19 3 180.50 141.0 21.016298 43.50
20 3 130.50 141.0 21.016298 43.50
21 3 130.50 141.0 21.016298 43.50
22 3 130.50 141.0 21.016298 43.50
23 3 177.00 141.0 21.016298 59.00
24 3 130.50 141.0 21.016298 43.50
25 3 130.50 141.0 21.016298 43,50
26 3 130.50 141.0 21.016298 43,50
27 3 130.50 141.0 21.016298 43.50
28 3 130.50 141.0 21.016298 43.50
29 3 177.00 141.0 21.016298 59.00
30 3 177.00 141.0 21.016298 59.00
31 3 130.50 141.0 21.016298 43.50

Average scores were used Tor ties.

Kruskal-Wallis Test

Chi-Square 25.6744
DF 30
Pr > Chi-Square 0.6918
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Segundo experimento de Phymatotrichopsis omnivora sobre charola

P. omnivora CHAROLAS 18:54 Friday, January 4, 2008 7
DIAS A EMERGENCIA

The NPAR1WAY Procedure

Wilcoxon Scores (Rank Sums) for Variable diasaeme
Classified by Variable cepa

Sum of Expected Std Dev Mean
cepa N Scores Under HO Under HO Score
1 3 206.50 141.0 38.963450 68.833333
2 3 165.50 141.0 38.963450 55.166667
3 3 91.00 141.0 38.963450 30.333333
4 3 124.50 141.0 38.963450 41 .500000
5 3 52.00 141.0 38.963450 17 .3383333
6 3 165.50 141.0 38.963450 55.166667
7 3 132.00 141.0 38.963450 44 .000000
8 3 126.50 141.0 38.963450 42.166667
9 3 124.50 141.0 38.963450 41.500000
10 3 124 .50 141.0 38.963450 41 .500000
11 3 91.00 141.0 38.963450 30.333333
12 3 126.50 141.0 38.963450 42 .166667
13 3 165.50 141.0 38.963450 55.166667
- 14 3 206.50 141.0 38.963450 68.833333
15 3 91.00 141.0 38.963450 30.333333
. 16 3 206.50 141.0 38.963450 68.833333
17 3 165.50 141.0 38.963450 55.166667
18 3 124.50 141.0 38.863450 41 .500000
19 3 165.50 141.0 38.963450 55.166667
20 3 165.50 141.0 38.963450 55.166667
21 3 165.50 141.0 38.963450 55.166667
22 3 132.00 141.0 38.963450 44 ,000000
23 3 165.50 141.0 38.963450 55.166667
24 3 124.50 141.0 38.963450 41.,500000
25 3 91.00 141.0 38.963450 30.333333
26 3 124.50 141.0 38.963450 41.500000
27 3 206.50 141.0 38.963450 68,833333
28 3 206.50 141.0 38.963450 68.833333
29 3 124.50 141.0 38.963450 41.500000
30 3 124.50 141.0 38.963450 41 .500000
31 3 85.50 141.0 38.963450 28.500000
Average scores were used for ties.
Kruskal-Wallis Test
¥ Chi-Square 31.8820

DF 30
Pr > Chi-Square 0.3730
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P. omnivora CHAROLAS 18:54 Friday, January 4, 2008 8
DIAS A EMERGENCIA
MUERTE

The NPAR1WAY Procedure

Wilcoxon Scores (Rank Sums) for Variable muerte
Classified by Variable cepa

Sum of Expected 5td Dev Mean

cepa N Scores Under HO Under HO Score
1 3 129.00 141.0 22.336361 43.00

2 3 129.00 141.0 22.,336361 43.00

3 3 129.00 141.0 22.336361 43.00

4 3 129.00 141.0 22.336361 43.00

5 3 175.50 141.0 22.336361 58.50

6 3 175.50 141.0 22.336361 58.50

7 3 129.00 141.0 22.336361 43.00

8 3 175.50 141.0 22.336361 58.50

9 3 129.00 141.0 22.336361 43.00

10 3 129.00 141.0 22 .336361 43.00
11 3 129.00 141.0 22.336361 43.00
12 3 175.50 141.0 22.336361 58.50
13 3 129.00 141.0 22.336361 43.00
14 3 129.00 141.0 22.336361 43.00
15 3 129.00 141.0 22.336361 43.00
16 3 175.50 141.0 22.336361 58.50
17 3 128.00 141.0 22 .336361 43.00
18 3 175.50 141.0 22.336361 58.50
19 3 175.50 141.0 22 .336361 58.50
20 3 129.00 141.0 22.336361 43.00
21 3 129.00 141.0 22 .336361 43.00
22 3 129.00 141.0 22.336361 43.00
23 3 129.00 141.0 22.336361 43.00
24 3 129.00 141.0 22 .336361 43.00
25 3 129.00 141.0 22 .336361 43.00
26 3 129.00 141.0 22.336361 43.00
27 3 129.00 141.0 22.336361 43.00
28 3 129.00 141.0 22.336361 43.00
29 3 129.00 141.0 22.336361 43.00
30 3 129.00 141.0 22 .336361 43.00
31 3 175.50 141.0 22.336361 58.50

Average scores were used for ties.

| Kruskal-Wallis Test

*l Chi-Square 24,8941

DF 30
Pr > Chi-Square 0.7302

1|« R. solani macetas 14:32 Friday, January 2, 1998 9
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EMERGENCIA
The NPAR1WAY Procedure

Wilcoxon Scores (Rank Sums) for Variable emer
Classified by Variable cepa

Sum of Expected Std Dev Mean
cepa N Scores Under HO Under HO Score
1 3 168.0 141.0 31.573397 56.0
2 3 123.0 141.0 31.573397 41.0
3 3 168.0 141.0 381.573397 56.0
4 3 123.0 141.0 31.573397 41.0
5 3 168.0 141.0 31.573397 56.0
6 3 123.0 141.0 31.573397 41.0
7 3 123.0 141.0 31.573397 41.0
8 3 69.0 141.0 31.573397 23.0
9 3 168.0 141.0 31.573397 56.0
10 3 168.0 141.0 31.573397 56.0
11 3 168.0 141.0 31.573397 56.0
12 3 168.0 141.0 31.573397 56.0
13 3 168.0 141.0 31.573397 56.0
14 3 168.0 141.0 31.573397 56.0
15 3 69.0 141.0 31.573397 23.0
16 3 168.0 141.0 31.573397 56.0
17 3 123.0 141.0 31.573397 41.0
i 18 3 168.0 141.0 31.573397 56.0
19 3 168.0 141.0 31.573397 56.0
- 20 3 123.0 141.0 31.573397 41.0
21 3 123.0 141.0 31 .573397 41.0
22 3 168.0 141.0 31.573397 56.0
. 23 3 123.0 141.0 31.573397 41.0
24 3 168.0 141.0 31.573397 56.0
25 3 168.0 141.0 31.573397 56.0
26 3 123.0 141.0 31.573397 41.0
27 3 168.0 141.0 31.573397 56.0
28 3 168.0 141.0 31.573397 56.0
29 3 168.0 141.0 31.573397 56.0
30 3 69.0 141.0 31.573397 23.0
31 3 33.0 141.0 31.573397 11.0

Average scores were used for ties.

Kruskal-Wallis Test

chi-Square 41.9897
DF 30
Pr > Chi-Square 0.0717
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* R. solani macetas 14:32 Friday, January 2, 1998 10
MUERTE
The NPAR1WAY Procedure

Wilcoxon Scores (Rank Sums) for Variable muerte
Classified by Variable cepa

Sum of Expected Std Dev Mean

cepa N Scores Under HO Under HO Score
1 3 134.00 141.0 38.499444 44 .666667
2 3 94.50 141.0 38.499444 31.500000
3 3 146.00 141.0 38.499444 48.666667
4 3 206.00 141.0 38.498444 68.666667
5 3 152.00 141.0 38.499444 50.666667
6 3 244.00 141.0 38.499444 81.333333
7 3 194.00 141.0 38.499444 64 .666667
8 3 94.50 141.0 38.499444 31.500000
9 3 134.00 141.0 38.499444 44 ,666667
10 3 94.50 141.0 38.499444 31.500000
11 3 134.00 141.0 38.499444 44 .666667
12 3 94 .50 141.0 38.499444 31.500000
13 3 94.50 141.0 38.499444 31.500000
14 3 94.50 141.0 38.499444 31.500000
: 15 3 181.50 141.0 38.499444 60.500000
16 3 94.50 141.0 38.499444 31.500000
17 3 94.50 141.0 38.499444 31.500000
i 18 3 94.50 141.0 38.499444 31.500000
19 3 94.50 141.0 38.499444 31.500000
. 20 3 134.00 141.0 38.499444 44 .666667
21 3 150.00 141.0 38.499444 50.000000
22 3 156.00 141.0 38.499444 52.000000
23 3 126.50 141.0 38.499444 42.166667
24 3 134.00 141.0 38.499444 44 666667
25 3 134.00 141.0 38.499444 44 ,.666667
26 3 126.50 141.0 38.499444 42 . 166667
27 3 134.00 141.0 38.499444 44 ,666667
28 3 94.50 141.0 38.499444 31.500000
29 3 225.00 141.0 38.499444 75.000000
30 3 233.00 141.0 38.499444 77 .666667
31 3 253.00 141.0 38.499444 84.333333

Average scores were used for ties.

Kruskal-Wallis Test

Chi-Square 47 .2361
DF 30
Pr > Chi-Square 0.0236
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Fusarium oxysporum macetas 14:46 Friday, January 2, 1998 3
) EMERGENCIA

The NPAR1WAY Procedure

Wilcoxon Scores (Rank Sums) for Variable emer
Classified by Variable cepa

Sum of Expected Std Dev Mean

cepa N Scores Under HO Under HO Score
1 3 166.50 141.0 30.918955 55.500000
2 3 166.50 141.0 30.918955 55.500000
3 3 166.50 141.0 30.918955 55.500000
4 3 166.50 141.0 30.918955 55.500000
5 3 166.50 141.0 30.918955 55.500000
6 3 166.50 141.0 30.918955 55.500000
7 3 166.50 141.0 30.918955 55.500000
8 3 166.50 141.0 30.918955 55.500000
9 3 166.50 141.0 30.918955 95.500000
10 3 166.50 141.0 30.918955 55.500000
11 3 122.50 141.0 30.918955 40.833333
12 3 70.00 141.0 30.918955 23.333333
13 3 166.50 141.0 30.918955 55.500000
' 14 3 114.00 141.0 30.918955 38.000000
15 3 166.50 141.0 30.918955 55.500000
16 3 166.50 141.0 30.918955 55.500000
- 17 3 61.50 141.0 30.918955 20.500000
18 3 78.50 141.0 30.918955 26.166667
. 19 3 122.50 141.0 30.918955 40,833333
20 3 166.50 141.0 30.918955 55.500000
21 3 166.50 141.0 30.918955 55.500000
22 3 122.50 141.0 30.918955 40.833333
23 3 122.50 141.0 30.918955 40.833333
24 3 122.50 141.0 30.918955 40.833333
25 3 166.50 141.0 30.918955 55.500000
26 3 114.00 141.0 30.918955 38.000000
27 3 166.50 141.0 30.918955 55.500000
28 3 166.50 141.0 30.918955 55.500000
29 3 122.50 141.0 30.918955 40.833333
30 3 78.50 141.0 30.918955 26.166667
31 3 122.50 141.0 30.918955 40.833333

Average scores were used for ties.

Kruskal-Wallis Test

Chi-Square 35.1593
DF 30
Pr > Chi-Square 0.2369
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Fusarium oxysporum macetas 14:46 Friday, January 2, 1998 4
MUERTE
The NPARIWAY Procedure

Wilcoxon Scores (Rank Sums) for Variable muerte
Classified by Variable cepa

Sum of Expected Std Dev Mean

cepa N Scores Under HO Under HO Score
1 3 187.50 141.0 41.527484 62 .500000
2 3 79.50 141.0 41.527484 26.500000
3 3 116.00 141.0 41.527484 38.666667
4 3 116.00 141.0 41.527484 38.666667
5 3 116.00 141.0 41.527484 38.666667
6 3 189.00 141.0 41.527484 63.000000
4 3 182.00 141.0 41 .527484 60.666667
8 3 133.50 141.0 41.527484 44 .500000
g 3 79.50 141.0 41.527484 26.500000
10 3 116.00 141.0 41.527484 38.666667
11 3 116.00 141.0 41.527484 38.666667
12 3 79.50 141.0 41.527484 26.500000
13 3 170.00 141.0 41.527484 56.666667
14 3 79.50 141.0 41.527484 26.500000
) 15 3 152.50 141.0 41.527484 50.833333
16 3 133.50 141.0 41.527484 44 ,500000
» 17 3 116.00 141.0 41.527484 38.666667
18 3 241.00 141.0 41.527484 80.333333
19 3 79.50 141.0 41 .527484 26.500000
20 3 133.50 141.0 41.527484 44 500000
21 3 170.00 141.0 41.527484 56.666667
22 3 116.00 141.0 41.527484 38.666667
l 23 3 116.00 141.0 41.527484 38.666667
24 3 79.50 141.0 41 .527484 26.500000
25 3 116.00 141.0 41.527484 38.666667
26 3 79.50 141.0 41.527484 26.500000
27 3 142.50 141.0 41.527484 47 .500000
28 3 245.00 141.0 41.527484 81.666667
29 3 196.50 141.0 41.527484 65.500000
30 3 241.00 141.0 41.527484 80.333333
a1 3 253.00 141.0 41.527484 84.333333

Average scores were used for ties.

Kruskal-wWallis Test

Cchi-Square 48.6379
DF 30
Pr > Chi-Square 0.0171
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Verticillium dahliae macetas 14:46 Friday, January 2, 1998
EMERGENCIA

The NPAR1WAY Procedure

Wilcoxon Scores (Rank Sums) for Variable emer
Classified by variable cepa

Sum of Expected Std Dev Mean

cepa N Scores Under HO Under HO Score
1 3 124.50 141.0 31.634057 41.50
2 3 168.00 141.0 31.634057 56.00
3 3 72.00 141.0 31.634057 24,00
4 3 168.00 141.0 31.634057 56.00
5 3 124.50 141.0 31.634057 41.50
6 3 81.00 141.0 31.634057 27.00
7 3 168.00 141.0 31.634057 56.00
8 3 168.00 141.0 31.634057 56.00
9 3 124.50 141.0 31.634057 41.50
10 3 168.00 141.0 31.634057 56.00
11 3 168.00 141.0 31.834057 56.00
12 3 124.50 141.0 31.634057 41.50
13 3 115.50 141.0 31.634057 38.50
14 3 124.50 141.0 31.634057 41.50
15 3 168.00 141.0 31.634057 56.00
16 3 115.50 141.0 31.634057 38.50
17 3 168.00 141.0 31.634057 56.00
18 3 168.00 141.0 31.634057 56.00
19 3 168.00 141.0 31.634057 56.00
20 3 124.50 141.0 31.634057 41.50
21 3 168.00 141.0 31.634057 56.00
22 3 124.50 141.0 31.634057 41.50
23 3 168.00 141.0 31.634057 56.00
24 3 168.00 141.0 31.634057 56.00
25 3 168.00 141.0 31.634057 56.00
26 3 115.50 141.0 31.634057 38.50
27 3 63.00 141.0 31.634057 21.00
28 3 124,50 141.0 31.634057 41.50
29 3 168.00 141.0 31.634057 56.00
30 3 168.00 141.0 31.634057 56.00
31 3 124.50 141.0 31.634057 41.50

Average scores were used for ties.

Kruskal-Wallis Test

‘\ Chi-Square 29,5048
‘ DF 30
i Pr > Chi-Square 0.4912

5
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Verticillium dahliae macetas 14:46 Friday, January 2, 1998 6
MUERTE

" The NPAR1WAY Procedure

Wilcoxon Scores (Rank Sums) for Variable muerte
Classified by Variable cepa

Sum of Expected Std Dev Mean

cepa N Scores Under HO Under HO Score
1 3 99.00 141.0 37 .236946 33.000000
2 3 191.50 141.0 37 .236946 63.833333
3 3 99.00 141.0 37.236946 33.000000
4 3 139.00 141.0 37.236946 46.333333
5 3 99.00 141.0 37.236946 33.000000
6 3 247.50 141.0 37.236946 82.500000
7 3 99.00 141.0 37.236946 33.000000
8 3 99.00 141.0 37.236946 33.000000
9 3 89.00 141.0 37 .236946 33.000000
10 3 99.00 141.0 37.236946 33.000000
11 3 99.00 141.0 37.236946 33.000000
12 3 99.00 141.0 37 .236946 33.000000
13 3 139.00 141.0 37 .236946 46.333333
14 3 99.00 141.0 37 .236946 33.000000
15 3 179.00 141.0 37.236946 59.666667
i 16 3 139.00 141.0 37.236946 46.333333
17 3 99.00 141.0 37.236946 33.000000
18 3 151.50 141.0 37 .236946 50.500000
- 19 3 151.50 141.0 37.236946 50.500000
20 3 155.00 141.0 37.236946 51.666667
21 3 99.00 141.0 37 .236946 33.000000
22 3 99.00 141.0 37 .236946 33.000000
23 3 191.50 141.0 37.236946 63.833333
24 3 99.00 141.0 37.236946 33.000000
25 3 139.00 141.0 37.236946 46.333333
26 3 139.00 141.0 37.236946 46.333333
27 3 132.00 141.0 37.236946 44.,000000
28 3 139.00 141.0 37.236946 46.333333
29 3 258.00 141.0 37.236946 86.000000
30 3 236.50 141.0 37.236946 78.8333338
31 3 257.00 141.0 37.236946 85.666667

Average scores were used for ties.

Kruskal-Wallis Test

Chi-Square 55.3943
DF 30
Pr > Chi-Square 0.0032

=>4
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P. omnivora macetas 14:46 Friday, January 2, 1998 7
i EMERGENCIA

The NPAR1WAY Procedure

Wilcoxon Scores (Rank Sums) for Variable emer
Classified by Variable cepa

Sum of Expected Std Dev Mean

cepa N Scores Under HO Under HO Score
1 3 180.0 141.0 36.050456 60.000000
2 3 92.0 141.0 36.050456 30.666667
3 3 180.0 141.0 36.050456 60.000000
4 3 180.0 141.0 36.050456 60.000000
5 3 180.0 141.0 36.050456 60.000000
6 3 92.0 141.0 36.050456 30.666667
7 3 180.0 141.0 36.050456 60.000000
8 3 180.0 141.0 36.050456 60.000000
9 3 66.0 141.0 36.050456 22.000000
10 3 180.0 141.0 36.050456 60.000000
11 3 136.0 141.0 36.050456 45.333333
12 3 92.0 141.0 36.050456 30.666667
13 3 123.0 141.0 36.050456 41.000000
) 14 3 136.0 141.0 36.050456 45.333333
15 3 136.0 141.0 36.050456 45.333333
16 3 180.0 141.0 36.050456 60.000000
" 17 3 136.0 141.0 36.050456 45.333333
18 3 180.0 141.0 36.050456 60.000000
19 3 180.0 141.0 36.050456 60.000000
20 3 136.0 141.0 36.050456 45.333333
21 3 136.0 141.0 36 .050456 45.333333
22 3 180.0 141.0 36.050456 60.000000
23 3 92.0 141.0 36.050456 30.666667
24 3 123.0 141.0 36.050456 41.,000000
25 3 123.0 141.0 36.050456 41.000000
26 3 136.0 141.0 36.050456 45.333333
27 3 136.0 141.0 36.050456 45.333333
28 3 92.0 141.0 36.050456 30.666667
29 3 92.0 141.0 36.050456 30.666667
30 3 136.0 141.0 36.050456 45,333333
31 3 180.0 141.0 36.050456 60.000000

Average scores were used for ties.

Kruskal-Wallis Test

Chi-Square 29.3978
DF 30
Pr > Chi-Square 0.4968

(=]
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P. omnivora macetas 14:46 Friday, January 2, 1998 8
MUERTE
The NPAR1WAY Procedure

Wilcoxon Scores (Rank Sums) for Variable muerte
Classified by Variable cepa

Sum of Expected Std Dev Mean

cepa N Scores Under HO Under HO Score

1 3 93.00 141.0 38.880954 31.000000

2 3 93.00 141.0 38.880954 31.000000

3 3 93.00 141.0 38.880954 31.000000

4 3 135.00 141.0 38.880954 45.000000

5 3 135.00 141.0 38.880954 45.000000

6 3 93.00 141.0 38.880954 31.000000

7 3 148.50 141.0 38.880954 49.500000

8 3 135.00 141.0 38.880954 45.,000000

9 3 93.00 141.0 38.880954 31.000000

10 3 93.00 141.0 38.880954 31.000000

11 3 210.50 141.0 38.880954 70.166667

12 3 250.50 141.0 38.880954 83.500000

13 3 93.00 141.0 38.880954 31.000000

14 3 210.50 141.0 38.880954 70.166667

: 15 3 93.00 141.0 38.880954 31.000000
16 3 135.00 141.0 38.880954 45.000000

) 17 3 93.00 141.0 38.880954 31.000000
. 18 8 177.00 141.0 38.880954 59.000000
19 3 93.00 141.0 38.880954 31.000000

" 20 3 199.50 141.0 38.880954 66.500000
21 3 93.00 141.0 38.880954 31.000000

22 3 93.00 141.0 38.880954 31.000000

23 3 160.00 141.0 38.880954 53.333333

24 3 93.00 141.0 38.880954 31.000000

25 3 166.00 141.0 38.880954 55.333333

26 3 93.00 141.0 38.880954 31.000000

27 3 93.00 141.0 38.880954 31.000000

28 3 135.00 141.0 38.880954 45.000000

29 3 237.00 141.0 38.880954 79.000000

30 3 272.00 141.0 38.880954 90.666667

31 3 269.50 141.0 38.880954 89.833333

Average scores were used for ties.

Kruskal-Wallis Test

Chi-Square 67.2423
DF 30
Pr > Chi-Square 0.0001
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" The SAS System 15:22 Friday, January 4, 2008 21

The ANOVA Procedure

Class Level Information

129

Class Levels Values
trat 31 12345678910 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30
31

Number of observations 93

The ANOVA Procedure

Dependent Variable: altura de planta inoculada con R. solani

Sum of
Source DF Squares Mean Square F Value
Model 30 53.52646245 1.78421542 25.34
Error 62 4.36580600 0.07041623
- Corrected Total 92 57.89226845
- R-Square Coeff Var Root MSE alpl Mean
0.924587 6.047593 0.265361 4.387871
Source DF Anova SS Mean Square F Value
trat 30 53.52646245 1.78421542 25.94
The SAS System 15:22 Friday, January 2, 2008 23
The ANOVA Procedure
Dependent Variable: Peso de Raiz inoculada con AG3 de A. seolani
Sum of
Source DF Squares Mean Square F Value
Model 30 16.61902652 0.55396755 21.71
Error 62 1.58193667 0.02551511
Corrected Total 92 18.20096318
R-Square Coeff Var Root MSE pesr Mean

(7

0.913085 7.561300 0.159734 2.112527

Pr > F

<.0001

Pr > F

<.0001

Pr > F

<.0001




Source

trat

Dependent Variable: altura

DF Anova SS Mean Square F Value

30 16.61902652 0.55396755 21.71

The SAS System 15:22 Friday, January 4, 2008
The ANOVA Procedure

de raiz inoculada con R. solani

Sum of
Source DF Squares Mean Square F Value
Model 30 12.04986125 0.40166204 27.54
Error 62 0.9041 1400 0.01458248
Corrected Total 92 12.95397525
R-Square Coeff Var Root MSE altr Mean
0.930206 5.139013 0.120758 2.349828
) Source DF Anova SS Mean Square F Value
trat 30 12.04986125 0.40166204 27.54

t Tests

The SAS Systen 15:22 Friday, January 4, 2008
The ANOVA Procedure

(LSD) for altura de planta inoculada con A. solani

Pr > F

<.0001

24

25

Pr > F

<.0001

Pr > F

<.0001

130

NOTE: This test controls the Type I comparisonwise error rate, not the experimentwise error rate.

Alpha 0.05
Error Degrees of Freedom 62
Error Mean Square 0.070416
Critical Value of t 1.99897
Least Significant Difference  0.4331

Means with the same letter are not significantly different.

i

t Grouping Mean N trat
A 5.7710 3 24
A

B A 5.3970 3 22

B

B c 5.1957 3 12

B Cc

B Cc D 5.1313 3 21

B c D

B E c D 5.0990 3 16

B E c D

B E c D 5.0983 3 23
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5.0323

5.0113

4.9993

4.9313

4.7303

4.6667

4.6503

4.6170

4.5423

4.5117

4.5090

4.5090

4.4713

4.3967

4.3580

3.8717

3.8717

3.8500

3.7857

3.7857

3.2603

3.2560

3.1597

2.9030

2.6513

17

18

14

11

25

28

27

15

26

20

13

10

30

31
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The SAS System 15:22 Friday, January 4, 2008 27
The ANOVA Procedure
t Tests (LSD) for Peso de raiz inoculada con R. solani

NOTE: This test controls the Type I comparisonwise error rate, not the experimentwise error rate.

Alpha 0.05
Error Degrees of Freedom 62
Error Mean Square 0.025515
Critical Value of t 1.99897

Least Significant Difference 0.2607

Means with the same letter are not significantly different.

t Grouping Mean N trat
A 3.2040 3 22
A
B A 2.9827 3 24
B
B [ 2.7420 3 1
C
D Cc 2.5947 3 16
D c
D c E 2.5167 3 21
D Cc E
D F C E 2.5027 3 23
D F E
D F E 2.4297 3 12
F E
F G E 2.3233 3 26
F G E
F G E 2.3117 3 5
F G E
H F G E 2.2650 3 17
H F G E
H F G E 2.2580 3 14
H F G
H F G I 2.2430 3 20
H G I
H J G 1 2.1593 3 27
H dJ G I
H J G I 2.1583 3 7
H J G I
K H J G I 2.1287 3 25
K H J G I
K H J G I 2.1037 3 8
K H dJ G I
K H J G I 2.0867 3 11
K H J G I
K H J G I 2.0647 3 2
K H J I
K H J L 1 2.0143 3 4
K J L I
K J L I 1.9827 3 13
K J L
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K M J L 1.9400 3 18
: K M L
K M L N 1.8710 3 15
’ ] L N
N M 0 L N 1.7980 3 3
M o] L N
M 0 L N 1.7593 3 28
M 0 N
M 0 P N 1.7123 3 6
] P N
Q 0 P N 1.6520 3 19
Q 0 P N
Q 0 P N 1.6423 3 9
Q 0 P
Q 0 P 1.5690 3 29
Q 0 P
Q 0 P 1.5490 3 10
Q P
a P 1.4927 3 30
Q
Q 1.4310 3 31
The SAS System 15:22 Friday, January 4, 2008 29

The ANOVA Procedure

t Tests (LSD) for Altura de raiz inoculada con R. solani

NOTE: This test controls the Type I comparisonwise error rate, not the experimentwise error rate.

. Alpha 0.05
Error Degrees of Freedom 62
Error Mean Square 0.014582
Critical Value of t 1.99897

Least Significant Difference 0.1971

Means with the same letter are not significantly different.

t Grouping Mean N trat
A 3.23967 3 1
B 2.97167 3 22
B
c B 2.84367 3 7
c B
c B 2.79267 3 24
c
c 2.75667 3 8
c
c D 2.73767 3 5
C D
1 c D E 2.67700 3 12
D E
\ F D E 2.54567 3 23
| &, F D E
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The SAS System

Class Levels Values

trat 31
31

The ANOVA Procedure

Class Level Information

Number of observations 93

The ANOVA Procedure

Dependent Variable: altura de planta inoculada con F. oxysporum

Source

Model

Error

Corrected Total

R-Square

0.975392

Source

trat

The SAS System

Sum of
DF Squares Mean Square F Value
30 29.33430047 0.97781002 81.92
62 0.74006200 0.01193648
92 30.07436247
Coeff Var Root MSE alpl Mean
2.472416 0.109254 4.418925
DF Anova SS Mean Square F Value
30 29.33430047 0.97781002 81.92

The ANOVA Procedure

Dependent Variable: Peso de raiz inoculada con F.oxysporum

Source

Model

Error

Corrected Total

R-Square

0.991396

Source

trat

Sum of

DF Squares Mean Square F Value
30 13.96456981 0.46548566 238.13
62 0.12119467 0.00195475
92 14.08576447

Coeff Var Root MSE pesr Mean

2.016009 0.044213 2.193075
DF Anova SS Mean Square F Value
30 13.96456981 0.46548566 238.13

15:22 Friday, January 4, 2008

15:22 Friday, January 4, 2008 33

135

31

12345678910 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30

Pr > F

<.0001

Pr>F

<.0001

Pr > F

<.0001

Pr > F

<.0001



‘.“ The SAS System

[ Source

Model

‘ Error

Corrected Total

‘ R-Square

‘ 0.957180

H Source

trat

DF

30

62

92

DF

Dependent Variable: altura de raiz inoculada con F. oxysporus

15:22 Friday, January 4, 2008 34
The ANOVA Procedure
Sum of
Squares Mean Square F Value
7.27946213 0.24264874 46.20
0.32565400 0.00525248
7.60511613
Coeff Var Root MSE altr Mean
3.385208 0.072474 2.140903
Anova SS Mean Square F Value
7.27946213 0.24264874 46.20

30

136

Pr > F

<.0001

Pr > F

<.0001

t Tests (LSD) for Altura de planta inoculada con F. oxysporum

NOTE: This test controls the Type I comparisonwise error rate, not the experimentwise error rate.

t Grouping Mean

A 5.47667
A

A 5.44633

B 5.19567

, c 4.99800
! G

' c 4.93133
c

ifte c 4.93133
c

‘ D c 4.89833
. D &

Alpha 0.05
Error Degrees of Freedom 62
Error Mean Square 0.011936
Critical value of t 1.99897
Least Significant Difference 0.1783

N trat
3 22

3 28
3 23
3 4

3 17
3 9

3 18

Means with the same letter are not significantly different.
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4.83033

4.72500

4.68967

4.61867

4.61867

4.61700

4,54600

4,54600

4.50900

4.43433

4.43433

4.39667

4.28167

4.28167

4,20067

4.04100

3.99867

3.95767

3.91400

3.78400

3.65133

3.46233

3.46233

3.10800

21

16

15

26

12

20

27

11

25

13

24

19

14

29

10

30

i
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The SAS System 15:22 Friday, January 4, 2008 37
The ANOVA Procedure
t Tests (LSD) for Peso de raiz inoculada con F. oxysporus

NOTE: This test controls the Type I comparisonwise error rate, not the experimentwise error rate.

Alpha 0.05
Error Degrees of Freedom 62
Error Mean Square 0.001955
Critical Value of t 1.99897

Least Significant Difference 0.0722

Means with the same letter are not significantly different.

t Grouping Mean N trat
A 3.07133 3 22
B 2.73900 3 28
B
B 2.71433 3 23
B
B 2.68933 3 17
c 2.60067 3 2
c
D c 2.53500 3 16
D
D E 2.51667 3 9
D E
D E 2.49000 3 4
D E
D E F 2.46967 3 8
E F
E F 2.44900 3 18
F
G F 2.40067 3 1
G
G 2.35167 3 3
G
G 2.384467 3 21
G
G 2.34433 3 7
H 2.21367 3 5
I 2.10533 3 12
I
I 2.09700 3 20
I
J I 2.05733 3 26
J
J K 2.02467 3 24
J K
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2.02433

1.99100

1.98333

1.94000

1.91467

1.91467

1.89733

1.87967

1.85300

1.54900

1.44833

1.37567

15

25

13

11

27

14

19

10

29

30
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The SAS System 15:22 Friday, January 4, 2008 39
The ANOVA Procedure
t Tests (LSD) for Altura de raiz inoculada con F. oxysporum

NOTE: This test controls the Type I comparisonwise error rate, not the experimentwise error rate.

Means with the same letter are not significantly different.

t Grouping Mean N trat

A 2.88600 3 22
B 2.53500 3 23
B

c B 2.50967 3 16

C

G D 2.40700 3 28
0

E D 2.35900 3 8

E D

E D 2.35867 3 4

E D

E D F 2.35167 3 15

E D F

E D F 2.35100 3 24

E D F

E G D F 2.34367 3 1

E G D F

E G D F 2.30867 3 26

E G F

E G H F 2.28733 3 7

G H F

I G H F 2.23600 3 9

1 G H

I G H 2.22867 3 5

I H

I H J 2.18267 3 17

I H J

I H J 2.17500 3 12

I J

I J 2.15233 3 2

I J

I J 2.15200 3 21

I J

I K J 2.12100 3 27
K J
K J 2.08133 3 i8
K J
K J 2.07300 3 20
K

Alpha 0.05
Error Degrees of Freedom 62
Error Mean Square 0.005252
Critical Value of t 1.99897

Least Significant Difference 0.1183
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2.01667

2.01667

1.93167

1.92333

1.90500

1.85067

1.83500

1.81633

1.81500

1.64233

1.51567

11

14

19

13

10

29

25

30
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The SAS System 15:22 Friday, January 4, 2008 41
The ANOVA Procedure

Class Level Information

Class Levels Values
trat 31 12345678910 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30
31
Number of observations 93
The SAS System 15:22 Friday, January 4, 2008 42

The ANOVA Procedure

Dependent Variable: altura de planta inoculada con Verticillium dhaliae

Sum of

Source DF Squares Mean Square F Value Pr>F
Model 30 42 .44963047 1.41498768 10.09 <.0001
Error 62 8.69286200 0.14020745
Corrected Total 92 51.14249247

R-Square Coeff var Root MSE alpl Mean

0.830027 8.747830 0.374443 4.280409
Source DF Anova SS Mean Square F Value Pr > F
trat 30 42 .44963047 1.41498768 10.09 <.0001

The SAS System 15:22 Friday, January 4, 2008 43

The ANOVA Procedure

Dependent Variable: Peso de raiz inoculada con Verticilliuw dhaliae

Sum of

Source DF Squares Mean Square F Value Pr > F
Model 30 12.61969424 0.42065647 30.90 <.0001
Error 62 0.84415333 0.01361538
Corrected Total 92 13.46384757

R-Square Coeff Var Root MSE pesr Mean

0.937302 5.508421 0.116685 2.118301
Source DF Anova SS Mean Square F value Pr > F

trat 30 12.61969424 0.42065647 30.90 <.0001
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The ANOVA Procedure

Dependent Variable: altura de Raiz inoculada con Verticillium dhaliae

Sum of

Source DF Squares Mean Square F Value
Model 30 6.83286181 0.22776206 12.69
Error 62 1.11277267 0.01794795
Corrected Total 92 7.94563447

R-Square Coeff Var Root MSE altr Mean

0.859952 6.489507 0.133970 2.064409
Source DF Anova SS Mean Square F Value
trat 30 6.83286181 0.22776206 12.69

The SAS System 15:22 Friday, January 4, 2008 45

The ANOVA Procedure

Pr > F

<. 0001

Pr > F

<.0001

t Tests (LSD) for Altura de planta inoculada con Verticillium dhaliae

143

NOTE: This test controls the Type I comparisonwise error rate, not the experimentwise error rate.

Alpha 0.05
Error Degrees of Freedom 62
Error Mean Square 0.140207
Critical Value of t 1.99897

Least Significant Difference 0.6111

Means with the same letter are not significantly different.

t Grouping Mean
A 5.6510
A
B A 5.4150
B A
B A c 5.2267
B A c
B D A c 5.0660
B D C
B D E c 4.9313
B D E C
B D E c 4.8970

3

trat

22

23

28

15
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3

4.7607

21

3

4.7250

12

3

4.6897

17

3

4.6173

14

3

4.5817

18

3

4.4713

20

3

4.4343

13

3

4.3967

3

4.3203

3

4.2817

24

3

4.1583

11

3

4.1220

3

4.1220

27

3

4.0820

26

3

4.0810

16

3

4.0387

19

3

4.0000

3.8717

3

3.8280
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The SAS System 15:22 Friday, January 4, 2008 47
The ANOVA Procedure

t Tests (LSD) for Peso de raiz inoculada con Verticillium dhaliae

NOTE: This test controls the Type I comparisonwise error rate, not the experimentwise error rate.

Alpha 0.05
Error Degrees of Freedom 62
Error Mean Square 0.013615
Critical Value of t 1.99897

Least Significant Difference 0.1904

Means with the same letter are not significantly different.

t Grouping Mean N trat
A 3.02733 3 1
B 2.82800 3 2
c 2.63333 3 23
c
c 2.62567 3 22
c
D c 2.50900 3 15
D c
D Cc E 2.46967 3 5
D E
D F E 2.39367 3 8
D F E
D G F E 2.36533 3 i2
G F E
H G F E 2.30900 3 3
H G F E
I H G E E 2.28000 3 10
I H G F E
I H G F E 2.28000 3 14
I H G F
I H G F J 2.22100 3 24
I H G J
I H G K J 2.19033 3 4
I H K J
I H L K J 2.15167 3 28
1 L K J
1 M L K J 2.10500 3 i3
I M L K J
I M L K J 2.09700 3 21
M L K J
M L K J 2.03300 3 i8
M L K
M L K 2.00833 3 27
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q The ANOVA Procedure

1 t Tests (LSD) for Peso de raiz inoculada con Verticillium dhaliae

|
: Means with the same letter are not significantly different.
[
f .
| t Grouping Mean N trat
\
i M L
} M L N 1.97467 3 26
, M N
| M N 0 1.95767 3 17
il M N 0
‘ M N (0] 1.95767 3 29
M N 0
M P N (o] 1.94867 3 19
P N 0
Q P N 0 1.80700 3 25
a P N 0
Q P N (0] 1.79700 3 11
Q P N 0
Q P N 0 1.78767 3 16
} a P 0
Q P 0 1.76900 3 9
Q P
P Q P 1.76033 3 7
Q
Q 1.72100 3 6
Q
Q 1.71267 3 20
R 1.48800 3 31
R
R 1.45867 3 30
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The ANOVA Procedure

t Tests (LSD) for Altura de raiz inoculada con Verticillium dhaliae

NOTE: This test controls the Type I comparisonwise error rate, not the experimentwise error rate.

Alpha 0.05
Error Degrees of Freedom 62
Error Mean Square 0.017948
Critical Value of t 1.99897

Least Significant Difference 0.2187

Means with the same letter are not significantly different.

t Grouping Mean N trat
A 2.6683 3 23
A
B A 2.5360 3 2
B A
B A c 2.4760 3 22
B c
B D C 2.3940 3 15
B D C
B E D Cc 2.3517 3 1
E D c
E D C 2.3017 3 5
E D c
F E D c 2.2723 3 7
E E D c
G F E D Cc 2.2580 3 13
G F E D
G F E D H 2.2137 3 14
G F E H
G F E H 2.1753 3 24
G F E H
G F E I H 2.1600 3 3
G F E I H
G F E I H J 2.1593 3 28
G F § & H dJ
G F K I H J 2.0807 3 21
G K I H J
G L K I H J 2.0493 3 27
G L K I H J
G L K I H J 2.0403 3 25
L K I H J
M L K I H J 2.0320 3 9
M L K I H J
M L K I H dJ 2.0103 3 8
M L K I H J
M L K I H J 2.0000 3 18
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The ANOVA Procedure

i t Tests (LSD) for Altura de raiz inoculada con Verticillium dhaliae

Means with the same letter are not significantly different.

t Grouping Mean N trat
M L K i § J
M L K I J 1.9487 3 4
M L K I J
M L K I J 1.9487 3 17
M L K J
M L K J 1.9413 3 6
M L K
M L K 1.9400 3 12
M = K
M L K 1.9230 3 26
M L K
M L K 1.8970 3 19
M L K
M L. K 1.8960 3 16
M L K
M L K 1.8937 3 11
M L K
¥ M L K 1.8710 3 20
M L
M L 1.8530 3 10
M
M N 1.8140 3 29
N
N 1.6153 3 30
0 1.2760 3 31
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The ANOVA Procedure

Class Level Information

Class Levels Values
trat 31 12345678910 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30
31
Number of observations 93
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The ANOVA Procedure

Dependent Variable: Altura de planta inoculada con Phymatotrichopsis omnivora

Sum of

Source DF Squares Mean Square F Value
Model 30 25.49183957 0.84972799 75.07
Error 62 0.70174200 0.01131842
Corrected Total 92 26.19358157

R-Square Coeff Var Root MSE alpl Mean

0.973209 2.416977 0.106388 4.401699
Source DF Anova SS Mean Square F Value
trat 30 25.49183957 0.84972799 75.07

The ANOVA Procedure

Dependent Variable: Peso de raiz inoculada con Phymatotrichopsis omnivera

Sum of
Source DF Squares Mean Square F Value
Model 30 6.84667112 0.22822237 83.60
Error 62 0.16924600 0.00272977
Corrected Total 92 7.01591712

R-Square Coeff Var Root MSE pesr Mean

Pr > F

<.0001

Pr > F

<.0001

Pr > F

<.0001

149
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0.975877 2.432976 0.052247 2.147462
Source DF Anova SS Mean Square F Value Pr > F
trat 30 6.84667112 0.22822237 83.60 <.,0001
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The ANOVA Procedure

Dependent Variable: Altura de raiz inoculada con Plrymatotrichopsis omnivora

Sum of
Source DF Squares Mean Square F Value Pr > F
Model 30 6.78498770 0.22616626 90.55 <.0001
Error 62 0.15485133 0.00249760
Corrected Total 92 6.93983903
R-Square Coeff Var Root MSE altr Mean
0.977687 2.381456 0.049976 2.098548
Source DF Anova SS Mean Square F Vvalue Pr > F
trat 30 6.78498770 0.22616626 80.55 <.0001
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The ANOVA Procedure
t Tests (LSD) for Altura de planta inoculada con Phymatotrichopsis omnivora

NOTE: This test controls the Type I comparisonwise error rate, not the experimentwise error rate.

Alpha 0.05
Error Degrees of Freedom 62
Error Mean Square 0.011318
Critical Vvalue of t 1.99897

Least Significant Difference 0.1736

Means with the same letter are not significantly different.

t Grouping Mean N trat
A 5.71200 3 23
B 5.35400 3 22
B

B 5.35400 3 1
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5.35400

4.89833

4.76067

4.68967

4.61733

4.50900

4.50900

4.50800

4.47133

4.43433

4.43433

4.43367

4.35800

4.35800

4.28167

4.28167

4.24167

4.16200

4.16200

4.12200

3.95767

3.95767

3.91533

3.87167

3.87167

3.82933

3.82800

3.21367

24

20

14

13

25

21

16

19

28

10

12

26

11

30

29

27

15

17

31
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NOTE: This test controls the Type I comparisonwise error rate, not the experimentwise error rate.
0.05

62

0.00273
1.99897
0.0853

N

trat

23

24

21

22

25

20

17

26

13

18

28

16

\
i
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The ANOVA Procedure
- t Tests (LSD) for Peso de raiz inoculada con Phymatetrichopsis omnivora
Alpha
Error Degrees of Freedom
Error Mean Square
Critical Value of t
Least Significant Difference
Means with the same letter are not significantly different.
t Grouping Mean
A 2.73867
A
‘ A 2.68300
B 2.575338
B
c B 2.51600
C
C D 2.46967
. c D
c D E 2.44933
D E
. D E 2.40100
D E
D E 2.38700
E
E 2.38000
F 2.28000
G 2.16033
G
G 2.15967
G
H G 2.14467
H
H I 2.07367
H 1
H I 2.07300
H I
H I 2.07300
H I
H I 2.07300
H I
H 1 2.07300
I
J T 2.05667
3 J I
J I 2.04067
J I
J I 2.02467

14
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The ANOVA Procedure

t Tests (LSD) for Altura de raiz inoculada con Phymatotrichopsis ospivora

154

NOTE: This test controls the Type I comparisonwise error rate, not the experimentwise error rate.

Alpha 0.05
Error Degrees of Freedom 62
Error Mean Square 0.002498
Critical Value of t 1.99897

Least Significant Difference 0.0816

Means with the same letter are not significantly different.

t Grouping Mean N trat
A 2.70167 3 22
A
A 2.65800 3 23
B 2.51633 3 21
B
B 2.50333 3 24
c 2.40800 3 9
c
D c 2.35900 3 5
D
D E 2.28700 3 20
E
E 2.23600 3 1
E
E 2.23600 3 17
E
E 2.23600 3 25
F 2.15133 3 4
F
G F 2.14467 3 28
G F
G F 2.12133 3 6
G F
G F 2.11967 3 18
G F
G F 2.11267 3 2
G F
G F 2.10467 3 8
G F
G F H 2.07333 3 12
G H
G H 2.06500 3 28
H
H 2.01633 3 3
H
1 H 2.00000 3 19
I H
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