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INTRODUCCION

Las especies de Phytophthora causan varias enfermedades en muchos tipos
de plantas, desde plantulas de hortalizas anuales o de ornato hasta &arboles
forestales y frutales. La mayoria de las especies del hongo producen pudriciones de
la raiz, ahogamiento de plantulas y pudriciones de tubérculos, de la base del tallo y
de otros érganos. Algunas especies ocasionan pudriciones de yemas o de frutos y
algunas de ellas producen tizones que atacan al follaje, ramitas inmaduras y frutos.
Algunas especies son especificas al hospedante, es decir, sélo atacan a una o a dos
especies de plantas, pero otras tienen una amplia gama de hospedantes y pueden
causar sintomas similares o distintos en muchos tipos de plantas hospedantes. Las
pudriciones de la iz por Phytophthora dafian a sus hospedantes en casi cualquier
parte del mundo donde la temperatura se mantiene casi siempre baja (entre 15y 23
°C) y el suelo es lo suficientemente himedo como para permitir el desarrollo normal

de las plantas susceptibles a ese hongo (Agrios, 2005).

Pérez et al. (2003) menciona que las perdidas que ocasiona Phytophthora
capsici en el cultivo de chile a nivel nacional son de entre 10 y 60 % hasta de un
100% de mortalidad. En México, los rendimientos son bajos debido al aaque de
agentes fitopatogenos, principalmente por P. capsici (Rico et al., 2004). Phytophthora
cinnamomi es uno de los principales problemas en la produccion de aguacate, llega a
originar perdidas totales en los huertos en zonas donde se cultivan (épez et al.,
1999; Sanchez, 2000).

Existen varias medidas para aminorar el dafio de estos patdgenos utilizando
de forma conjunta métodos de control de estas enfermedades, como son: el control
cultural, el control fisico o mecanico, modificaciones genéticas, el ecoldgico, el
control quimico y mas recientemente, empleando agentes biolégicos (Garcia, 1996;
Guigon y Gonzalez, 2004). La manera tradicional de combatir estas enfermedades se
basa en el empleo de compuestos quimicos (control quimico), los cuales se

caracterizan por una elevada eficacia y por una gran rapidez en el control, sin



embargo, su utilizacion en ocasiones desmedida ha dafiado el medioambiente,
algunos son toxicos inespecificos que eliminan junto con los organismos
fitopatogenos, otros organismos benéficos; en otros casos inducen resistencia en los

patdgenos hacia los plaguicidas (Lagunas et al., 2001; Casimiro et al., 2005).

Lagunas et al. (2000) reportan evaluaciones de aislamientos de cepas
Phytophthora capsici “in vitro” a dosis subletales de Metalaxyl y observaron que los
aislamientos desarrollaron resistencia al fungicida. EI Metalaxyl es un producto
especifico contra Phytophthora cinnamomi y otras algas fitopatdgenas; sin embargo,
su efectividad disminuye con el tiempo debido a la resistencia que el hongo
desarrolla hacia el fungicida (Téliz, 2000). La utilizacibn masiva de compuestos
guimicos, ha provocado un gran interés en la busqueda de sistemas de control
alternativos. En este sentido, una estrategia que esta dando un buen resultado es la
utilizacién de microorganismos que son antagonistas de los agentes infecciosos y
gue desplazan a éstos de una manera natural (control biolégico) (Rey et al., 2000).
Entre los antagonistas estudiados contra patdogenos de suelo causantes de
enfermedades como secadera, pudricion de raiz y de la corona, marchitez vascular,
entre otras, se ha evaluado con éxito a: Trichoderma, Gliocladium, Penicillium,
Bacillus, Sporidesmium y Verticillium. Los hongos mas utilizados para biocontrol de la
secadera y pudriciones radiculares son los Hyphomycetes y entre ellos los géneros

Trichoderma, Penicillium y Gliocladium (Michel et al., 2004).

El género Trichoderma posee buenas cualidades para el control de
enfermedades en plantas causadas por patdgenos fungicos del suelo, principalmente
de los géneros Phytophthora, Rhizoctonia, Sclerotium, Pythium y Fusarium entre
otros. Las especies del género Trichoderma son los antagonistas mas utilizados para
el control de enfermedades de plantas producidas por hongos, debido a su
ubicuidad, a su facilidad para ser aisladas y cultivadas, a su crecimiento rapido en
gran namero de sustratos y a que no atacan a plantas superiores. Los mecanismos
por los que las cepas del género Trichoderma desplazan al fitopatogeno son
fundamentalmente de tres tipos. Competicion directa por espacio o por los nutrientes,



produccién de metabolitos antibidticos, ya sea de naturaleza volatil o no volatil y
parasitismo directo de determinadas especies de Trichoderma sobre hongos
fitopatogenos (Ezziyyani et al., 2004; Casimiro et al., 2005). Las especies de
Trichoderma son tipicamente depredadoras de hongos de suelo como Rhizoctonia,
ademas son capaces de producir enzimas que degradan la pared celular de varios
hongos fitopatogenos y de producir substancias que estimulan el crecimiento y

produccion de cultivos agricolas (Samaniego, 2000).

Objetivo.

Determinar la actividad antagonista in vitro de 31 cepas de Trichoderma spp. sobre

Phytophthora capsici y Phytophthora cinnamomi.

Hipotesis.

Al menos una cepa de Trichoderma mostrara algun efecto antagonista sobre P.

capsici y P. cinnamomi.

El mecanismo de accion de algunas cepas de Trichoderma spp. sobre P. capsici y

P. cinnamomien las confrontaciones sera por competencia y antibiosis.



REVISION DE LITERATURA.

Phytophthora capsici.

Importancia Econdmica

Este agente fitopatogeno, fue encontrado por primera vez en Nuevo México,
E.U.A., atacando a cultivos de chile. En México fue descubierto por Galindo (1956)
atacando plantaciones de chile en los campos de la Escuela Nacional de Agricultura
de Chapingo, México, en los afios siguientes se encontré en calabaza y calabacita en
la misma region por Romero-Cova (1988) (Cruz et al., 2000; Lagunas et al., 2001).

P. capsici L. es el principal causante de la marchitez del chile de plantas en
etapas de prefloracion y en estado de maduracién del fruto; se le ha encontrado
responsable a nivel nacional de la disminucién de los rendimientos ocasionando
perdidas considerables bajo condiciones de lluvias frecuentes (Romero, 1996).
Algunos componentes de esta interaccion planta-patdégeno se han identificado, como
la capsicina, una lecitina producida por P. capsici y enzimas involucradas en la
sintesis de fitoalexinas en Capsicum annuum L. sin embargo, poco se conoce de las

bases moleculares de la patogenecidad de este hongo (Bailey et al., 2001).

Ubicacion Taxondmica

De acuerdo a Alexopoulos et al. (1996) se ubica de la siguiente manera:

Reino: Stramenopila
Divisién: Oomycota
Clase: Oomycetes
Orden: Peronosporales
Familia: Pythiaceae
Género: Phytophthora

Especie: capsici



Etiologia

P. capsici produce esporangios de forma elipsoidal en cuyo interior se
diferencian varias esporas biflageladas o zoosporas. Las oosporas o esporas de
origen sexual son esféricas o subesféricas. P. capsici también forma clamidosporas o
esporas de resistencia a las condiciones adversas. Estas son también esféricas
(Nuez et al., 2003). El ciclo biologico de este patdgeno inicia con la germinacion de
las oosporas mediante un tubo germinativo que termina en un esporangio después

de haber pasado su periodo de reposo (Ramirez et al., 1980).

El micelio es bien desarrollado, con hifas cenociticas y robustas. Los
esporangios son ramificados y generalmente ovoides, piriformes, limoniformes,
elipsoides, esféricos o irregularmente elongados, con papilas prominentes, simples y
apicales, algunas veces con mas de tres y variablemente dispuesta; su germinacién
normalmente es por zoosporas y bajo condiciones especiales por tubos germinativos.
El tamafio del esporangio es extremadamente variable midiendo de 35 a 85u. Es una
especie con oogonios esféricos, terminales; anteridios claviformes, terminales,

anfigenos, oosporas lisas y apleroticas (Alexopoulos et al., 1996).

La enfermedad se caracteriza por la presencia de zoosporas de tipo A1 0 A2
capaces de nadar en agua y responsables en buena medida de la diseminacion e
infeccion del alga, o pueden existir dos micelios compatibles (A1l y A2) y aparearse
para formar las oosporas, o continuar con el ciclo asexual formando esporangios en
los tejidos infectados para luego liberar zoosporas y continuar con el ciclo siguiente,
dentro del cual el agua de riego juega un papel importante, ya que, ademas de ser
capaz de diseminar el inoculo en el campo, su exceso favorece el desarrollo de la
enfermedad, siendo los ataques mas graves en riegos a pie que en riego por goteo.
Los embalses y los canales de riego pueden estar contaminados, siendo esta una
posible via de entrada del fitopatogeno en la parcela de cultivo Ramirez et al., 1980;
Gomez, 2000).



Sintomatologia

P. capsici puede provocar dafios en cualquier parte de la planta y en cualquier
estado de desarrollo. La podredumbre del cuello y la subsiguiente marchitez rapida
son los sintomas mas caracteristicos. En el cuello de la planta enferma puede
observarse una zona anular deprimida color negrusco que afecta primero los tejidos
corticales y posteriormente a los vasculares. Esta lesion se desarrolla tanto en
sentido ascendente como descendente a partir del punto de infeccién y termina
produciendo la asfixia de la planta. Este fendbmeno se produce de una forma rapida
demodo que las hojas se muestran colgantes, pero conservando inicialmente su
color verde. Infecciones a partir de puntos mas altos en la planta, también han sido
sefialadas, pero suelen ser menos frecuentes. En estos casos se producen por
salpicaduras de gotas de agua portadoras de zoosporas que pueden germinar sobre
tallos, hojas y frutos, en éstos a través de la insercidbn peduncular o de heridas
(Garcia, 1996; Nuez et al., 2003).

Epidemiologia

P. capsici puede sobrevivir en el suelo por medio de clamidosporas (esporas
de conservacion que dan origen a las infecciones primarias) o sobre restos
vegetales. En efecto, el alga pude vivir saprofiticamente sobre los restos
descompuestos de la planta; con los riegos sucesivos, produce esporangios y
zoosporas que distribuidas por el agua van difundiendo la enfermedad (Nuez et al.,
2003). P. capsici es un fitopatogeno sumamente agresivo a una temperatura 6ptima
de 25 a 28°C y alta humedad, ya que puede destruir campos enteros de chile,
calabaza, pepino, tomate, berenjena, etc., en un tiempo muy corto, debido a su gran
velocidad de crecimiento y abundante esporulacién (Romero, 1996; Pérez et al.,
2004).



Phytophthora cinnamomi

Importancia Econdmica

P. cinnamomi fue descrito por Rands en 1922 en arboles de canela
(Cinamomum burmanii) en Sumatra, y posteriormente se ha reportado en 67 paises
reconociéndose como uno de los patégenos de plantas mas cosmopolitas y
destructivos. Su accion se intensifica en terrenos hiumedos, escasos en oxigeno y a
una temperatura de 25-30°C, siendo esta especie la de mayor rango de hospederos

y la de mas distribucion en el mundo (Edwin et al., 1996).

En 1927 se observo por primera vez en Puerto Rico atacando aguacate, en
1940 se informa de su existencia en Sudéfrica, para 1942 fue aislado de aguacate en
California, y para 1951 se le encontré6 en Honduras y en México. El origen de este
patdgeno ha sido controversial, ya que se ha considerado nativo de Sudameérica,
Sudeste Asiatico y Suleste Australiano (Zentmyer, 1976); sin embargo, Gallegos
(1983) supone que fue llevado de Australia a Centroamérica, Hawai, México,
Guatemala y California con las primeras introducciones de 1871. La pudricion de
raicillas ocasionada por P. cinnamomi ha sido encontrado en casi toda &rea donde se

cultiva esta especie frutal (Zentmyer et al., 1994).

P. cinnamomi es un parasito facultativo y cosmopolita, es decir, es un
habitante natural de la mayoria de los suelos de todo el mundo; se alimenta de
restos de cosecha en descomposicion, pero bajo condiciones favorables puede
atacar raices vivas y cuello de mas de 600 plantas de interés econdmico para el
hombre incluyendo pifia, durazno, manzano, mango, macadamia, papaya, azaleas,

pino, ciprés, ewalipto y encino, entre otras (Téliz, 2000).



Ubicacion Taxonémica

De acuerdo Alexouopoulos, et al. (1996) se ubica de la siguiente manera:

Reino: Stramenopila
Divisién: Oomycota
Clase: Oomycetes
Orden: Peronosporales
Familia: Pythiaceae
Género: Phytophthora

Especie: cinnamomi

Etiologia

P. cinnamomi presenta micelio cenocitico, muy toruloso, con vesiculas
globosas a piriformes, las hifas tienen un dametro variable de 3.5 a 21.0 um, la
colonia micelial presenta aspecto de camelia, debido al crecimiento deprimido y
algodonoso del micelio, que tiene lugar a intervalos regulares; esporangioforos
simples o ramificados en simpodio. Las clamidiosporas son numerosas, esféricas,
ovales, piriformes, frecuentemente en racimo. Los gametangios (anteridio y oogonio)
se forman solo en cultivos duales entre aislamientos de aguacatero (A2) y
aislamiento de papaya (Al); oogonios esféricos de 40 pum de diametro, amarillo
palido al envejecer, anteridios subclaviformes largos de 21 x 23 x 17 um vy las
oosporas casi llenan el oogonio. Las zoosporas tienen flagelos que les permiten
nadar distancias cortas (25-35 mm) en agua o pelicula de agua en los poros del
suelo. Las zoosporas son de vida corta, pero se producen en numeros grandes y es

probablemente la causa de las nuevas infecciones (Edwin et al., 1996).

Sintomatologia

El fitopatogeno vive en el suelo y pudre las puntas de raices con didmetro

menor de 5 mm produciendo una coloracién café negruzca. Las raices dafiadas se



guiebran facilmente. La absorcion del agua y transporte ascendente se reduce y este
es el origen de los sintomas en el follaje. La falta de agua también reduce la
capacidad de las hojas para formar la clorofila, que les da el color verde y esto es
causa de la clorosis o amarillamiento de las hojas. El fruto que se infecta por salpique
de agua o contacto con el suelo infectado presenta una pudricion firme de coloracion

café o negro (Téliz, 2000).

Los sintomas externos son: decaimiento progresivo del arbol, las hojas, son
pequefas, palidas o amarillentas y a menudo se marchitan. Ocurre una defoliacion
progresiva de los arboles, con carencia de nuevos crecimientos y disminucién en la
produccién de frutos, los cuales son pequefios y de mala calidad; las ramas se secan
y se defolian en la copa. Las raices primarias y secundarias se vuelven quebradizas
con coloraciones rojizas-castafias, por lo que la destruccién lenta del sistema

radicular lleva finalmente a la muerte del arbol (Ochoa, 2006).

Epidemiologia

Las clamidosporas actian como “semillas” de propagacion y son resistentes a
condiciones adversas del ambiente como sequia, temperaturas bajas, falta de
alimento, etc. (Téliz, 2000). El patdgeno puede ser diseminado de varias maneras,
como lo son; movimiento del suelo en vivero, agua, la que puede llevar zoosporas y
otros propagulos e infectar trozos de raices, y ocasionalmente por semillas

provenientes de frutos infectados (Ochoa, 2006).

La humedad del suelo es un factor clave en el ciclo de la enfermedad, el alto
contenido de humedad del suelo favorece la liberacion de zoosporas desde los
esporangios, el agua facilita el movimiento de las zoosporas hacia la superficie de las
raicillas absorbentes. Asi mismo, la liberaciébn de exudados radiculares crea un
gradiente quimiotaxico capaz de atraer un gran niumero de zoosporas (Ochoa, 2006).
La atraccion primaria es aparentemente por aminoacidos exudados de las raices de

esa area, siguiendo la atracciony enquistamiento de las zoosporas sobre raices de
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aguacate susceptibles y la invasion toma lugar a través de penetracion inter e
intracelular, las lesiones aparecen en 24 h y el micelio es encontrado a lo largo de las

raicillas después de 72 h (Zentmyer et al., 1994).

Métodos de Control

Control Fisico

En la lucha contra fitopatdgenos se utilizan algunas técnicas que involucran
varios procesos. Estos pueden corresponder al area bioldgica, cultural, fisica o
guimica, adscribiéndose al area del factor pedominante, como es el caso de la
solarizacion del suelo. La temperatura es un factor importante que ayuda a controlar
microorganismos fitopatogenos, si se incrementa a 37 y 52 °C en los primeros
centimetros del suelo que van de 0 a 10 cm y su accion se prolonga mas abajo. La
solarizacion del suelo estimula el crecimiento vegetal; debido a que las parcelas
solarizadas contienen niveles mas altos de nutrientes minerales solubles como
nitrégeno amoniacal, nitrdgeno nitrico, calcio y otros en comparaciéon con suelos no
tratados, esto ayuda al crecimiento rapido de microorganismos benéficos los cuales

controlan a patdgenos del suelo (De la Garza, 1996).

Control Cultural

Las practicas culturales sirven para prevenir y disminuir la enfermedad. Entre
esta se cita la nivelacion del terreno para evitar encharcamientos; un buen control de
riego, ademas de sembrar semilla certificada y/o desinfectada, usar plantas sanas y
fuertes en el transplante, y cuando se presente la enfermedad, aislar y quemar las
plantas enfermas y la eliminacion total de los residuos (Laborde y Pozo, 1984;
Gomez, 2000). También se sugiere seleccionar suelos con buen drenaje, erradicar
las malezas, rotar cultivos, considerar fechas de siembra y ampliar espacios entre
surcos (Romero, 1996). La fertilizacion adecuada puede ser una practica que puede
reducir la presencia de estos patégenos y reducir los dafios en los cultivos. La

rotacion de cultivos en terrenos con alta infeccién, eliminar los residuos de cosecha,
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utilizar plantas sanas y no dejar que el agua de riego inunde el suelo (Jaramillo,
2003).

Control Genético

Es el que se basa en la tolerancia o resistencia genética de las plantas
aplicado a la agricultura, por lo tanto, es oportuno y estratégico la formacion de
materiales genéticos que presenten los niveles de produccién cercanos a los
hibridos, y que sean costeables por el bajo costo de la semilla, alto rendimiento y
calidad de fruto, asi como por la tolerancia a enfermedades (Acosta y Lujan, 2004).
La resistencia genética de plantas de chile constituye la solucibn mas practica,
duradera y econdmica para el control de P. capsici debido a que existen reportes
tanto en el extranjero como en nuestro pais de fuentes de resistencia (Delgadillo
citado por Velasco, 2006). En México recientemente, se encontré una variedad de
chile “criollos de Morelos”, con alta resistencia a P. capsici y buena compatibilidad
con las variedades comerciales (poblano, mulato y ancho, etc.) a diferencia del chile
pasilla, el cual, aunque resistente no es compatible con las variedades comerciales
(Romero, 1996). En el caso de P. cinnamomi el control genético se ha encontrado en
porta injertos, resistentes al ataque del fitopatogeno como el Colin V-33, asi como el
uso actual de los cultivares de aguacate como el Fuerte y Hass utilizados a nivel
mundial y en la actualidad no ha surgido un cultivar que desplace a estos (Mora et
al., 1994).

Control Quimico

Esta basado en la aplicacibn de agroquimicos para el control de
enfermedades, es decir, dependen del uso y la accién de una sustancia quimica que
reduce la cantidad de inoculo del patdégeno, por lo que comunmente se utiliza el
termino fungicida para referirse a los productos quimicos que controlan las
enfermedades de las plantas (Pérez et al., 2004). En los ultimos afios, se ha logrado
un cierto control de las pudriciones de raiz y de la parte inferior del tallo ocasionadas

por Phytophthora utilizando varios fungicidas sistémicos como el etridiazol, metalaxyl,
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fosetyl de aluminio, azoxystrobin, ethazol y propamocarb los cuales se usan para
tratar semilla o suelo en agua de riego (Agrios, 2005; Guillén et al., 2006). Garcia,
(1996) menciona que entre las materias activas aplicadas a P. capsici el metalaxyl
(Ridomil) y etridiazol (Terrazole) son las que mejor contrarrestan la enfermedad
producida por el patdgeno si se hacen mezclas como metalaxil en granulos (Ridomil
5G) aplicando 20-40 kg por ha; y metalaxil en polvo mojable (Ridomil) en

aplicaciones al cuello a las dosis de 0.1-0.2 g de materia activa por L de caldo.

El control quimico hace parte de las estrategias del manejo integrado de
Phytophthora capsici y P. cinnamomi. El control quimico puede estar enfocado a
fungistéticos (inhiben la germinacién de las esporas) o fungicidas que matan la
espora, con accién erradicante, pero causan fototoxicidad. El desarrollo de fungicidas
debe estar asociado a enzimas particulares y otros procesos bioquimicos que son
Unicos para Oomycetes, puesto que poseen una magquinaria bioquimica y molecular
propia. Los Oomycetes no requieren esteroles para su crecimiento, no son sensibles
a fungicidas que inhiben la sintesis de estos compuestos, como Triademefon,
Triadimenol, Bitertanol y Propiconazol, es por eso que el Benomyl, es selectivo en

bajas dosis para aislar Phytophthora (Jaramillo, 2003).

Control Bioldgico

El control biolégico de patdgenos en plantas es un area de investigacion que
se inicio a mediados del siglo pasado, y promete ser una de las formas aceptables en
el control de las enfermedades de las plantas, debido al poco desequilibrio ecolégico
gue ocasiona y al a amplia posibilidad de usarse en programas de manejo integrado
(Zavaleta, 1994). Baker y Cook 1974 definieron el control biolégico en un sentido
amplio como “la reduccién de la densidad de in6culo o de las actividades inductoras
de enfermedad de un patégeno o parasito en su estado activo o dormante, por uno o
mas organismos, que se logran de manera natural o a través de la manipulacion del
ambiente, el hospedero y/o antagonistas. En la naturaleza existe una interaccion

continua entre los potenciales patdgenos y sus antagonistas de forma tal que estos
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ultimos contribuyen a que no haya enfermedad en la mayoria de los casos; es decir,
el control bioldgico funciona naturalmente (Méndez, 2003; Garcia, 2007). El control
bioldgico de patégenos del suelo por la induccibn de microorganismos ha sido
estudiada por mas de 65 afios (Weller, citado por Velasco, 2006). El estudio de las
interacciones antagonicas entre los hongos tales como micoparasitismo, lisis,
inhibicién, competencia, antibiosis y fungistasis son particularmente importantes en el

control bioldgico de hongos fitopatogenos (Baker y Cook, citado por Velasco, 2006).

Actualmente se entiende por biocontrol la reduccion de la intensidad o las
actividades productoras de enfermedades de un patdogeno o parasito, lograda
mediante la manipulacién del ambiente, del hospedero o de los antagonistas del
patdgeno o plaga que se quiere controlar. En este Ultimo caso el biocontrol consiste
en la utilizacién de microorganismos naturales o modificados, para reducir los efectos
de organismos indeseables, favoreciendo al mismo tiempo el desarrollo de los
microorganismos beneficiosos para las plantas. Los microorganismos antagonistas
comprenden cualquier organismo que interfiere en la supervivencia o desarrollo de

los patdégenos (Sidet al., 1999).

El objetivo del biocontrol es el abatimiento o eliminacion del organismo
considerado como nocivo y se basa en interacciones negativas entre el agente de

biocontrol y el patégeno (Lara et al., 2007).
Antecedentes e Importancia del Control Bioldgico

La necesidad de reducir el uso de fungicidas quimicos y productos
fitosanitarios de sintesis ha dado paso al uso de microorganismos benéficos. En
efecto, la demanda impuesta por la sostenibilidad esta conducida al uso de
estrategias que mantengan una proteccion del medio ambiente. En este contexto el
uso de inéculos microbianos, incluyendo algunos que han sido modificados
genéticamente, esta cobrando nuevamente interés. Los microorganismos mas
usados pertenecen a los géneros Rhizobium, Pseudomonas, Bacillus, Trichoderma,
Streptomyces, etc. (Sidet al., 2000)
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Género Trichoderma

Este hongo fue descrito por primera vez hace 200 afios por los micologos
como un Gasteromiceto y un siglo después se realiz6 el andlisis de su estructura y
caracteristicas para ser clasificado como un género entre los hongos filamentosos,
con propiedades y actividades bioldgicas. Su habilidad como antagonista fue
descubierta hace 50 afios. El género Trichoderma se encuentra en suelos
abundantes en materia organica, es aerébico y pueden estar en los suelos con pH
neutro hasta acido. La versatilidad, adaptabilidad y facil manipulacion de los hongos
del género Trichoderma ha permitido su uso en el control biolégico. Trichoderma spp.
Produce tres tipos de propagulos: hifas, clamidosporas y conidios, estas son activas
contra fitopatagenos en diferentes fases del ciclo de vida, desde la germinacion de
las esporas hasta la esporulacion. ElI micoparasitismo puede ocurrir mediante la
penetracion, engrosamiento de las hifas, produccién de haustorios y desorganizacion
del contenido celular. La competencia por el espacio y los nutrimentos es mas
favorable, principalmente para los hongos que se desarrollan en la superficie de las
hojas antes de efectuar la penetracién, no actuando sobre aquellos que penetran

rapidamente (Orietta et al., 2001).

El género Trichoderma es un tipo de hongo anaerobio facultativo que se
encuentra de manera natural en un nimero importante de suelos agricolas y otros
tipos de medios. Pertenece a la subdivision Deuteromicete que se caracterizan por
no poseer, 0 no presentar un estado sexual determinado. De este microorganismo
existen mas de 30 especies, todas con efectos benéficos para la agricultura y otras

ramas (Pérez, 2006).

Caracteristicas Morfolégicas

Este hongo crece y se ramifica en hifas que pueden oscilar entre 3 a 12 um de
didmetro, segun las condiciones del sitio en donde se esté reproduciendo. El micelio
se caracteriza por poseer hifas mas o menos ramificadas, tabicadas y con mas de un

nucleo por célula. La esporulacion asexual ocurre en conidios, los cuales son
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unicelulares, de color verde, hialinos, poseen un solo ndcleo haploide, son ovoide,
generalmente tienen 3 a 6 um de didmetro y se forman sobre estructuras muy
ramificadas o conidiéforos que a su vez se sitlan sobre células especiales
denominadas fialidas. Conidioforos erectos o arrastrados, altamente ramificados,
mas o0 menos conicos; al final del conidiéforo las conidias se agrupan en forma de
pelota. Las conidias son de distinto tamafio y forma, pueden ser subglobosas y
ovoides. Comunmente forman clamidosporas intercaladas o raramente terminales,
las cuales pueden ser azules a verde. Como mecanismo de accion el Trichoderma al
ser aplicado a las raices, forma una capa protectora, haciendo una simbiosis, el
hongo se alimenta de los exudados de las raices y las raices son protegidas por el
hongo y al mismo tiempo reduce o elimina las fuentes de alimento del patégeno.
Trichoderma actia como una barrera para prevenir la entrada de patégenos a las
raices. Tienen una accion de hiperparasitismo, que es la accion del microorganismo
gue parasita a otro organismo de su misma naturaleza, es decir, lo utiliza como
alimento y los destruye. Compite por espacio y nutrimentos con los hongos
patégenos (Trabanino et al., 2003; Lisboa, 2003).

Importancia Econdémica

El principal beneficio de Trichoderma para la agricultura es el antagonismo de
microorganismos  patégenos de las plantas por su capacidad para producir
secreciones enzimaticas toxicas extracelulares que causan desintegracion y muerte
en hongos fitopatogenos que habitan el suelo (micoparasitismo), en la degradacion
de paredes celulares de las hifas de hongos patogénicos (depredacién), en la
produccion de quimicos volétiles y antibioticos antifungales que inhiben hongos
basidiomicetos (amensalismo), en la colonizacion directa del hongo por penetracion
hifal (predacién), en la competencia por oxigeno, nutrientes y espacio en el suelo y

por su gran adaptabilidad y répido crecimiento.
Mecanismos de Accion

Se han descrito varios mecanismos de accion de los antagonistas para

controlar el desarrollo de patégenos. Algunos de estos son antibiosis, competencia
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por espacio 0 por nutrimentos, irteracciones directas con el patégeno
(micoparasitismo y lisis enzimatica) e induccion de resistencia. En general, los
antagonistas no tienen un Unico modo de accién y la multiplicidad de estos es una
caracteristica importante para su seleccion como agentes de control biolégico. Si el
antagonista posee varios modos de accién reduce los riesgos de desarrollo de

resistencia en el patégeno (Orietta et al., 2001; Lara et al., 2007).

Antagonismo

Todo organismo que se opone de alguna manera a la accion, presencia o
supervivencia de otro, se considera que es un organismo antagonista. Esta relacion
antagonica puede manifestarse por antibiosis, lisis, reacciones inmunoldgicas,
competencia, parasitismo y predacion; siendo los mas importantes en el control
bioldgico de fitopatogenos el hiperparasitismo, la antibiosis y la competencia. El
antagonismo es un fendmeno que se observa en microorganismos de suelo y enla
rizésfera, los antagonistas producen antibioticos, los cuales actian en competencia

por nutrientes y/o inducen resistencia en el hospedero (De la Garza, 1996).

Micoparasitismo

El micoparasitismo es la accion de un microorganismo parasitando a otro y
puede ser definido como una simbiosis antagdnica entre organismos. Este consiste
en la utilizacion del patégeno como alimento por su antagonista. Generalmente,
estan implicadas enzimas extracelulares tales como quitinasa, celulasa, Beta-1-3-
glucanasa y proteasa, que lisan (rompen) las paredes de las hifas, o esclerocios de
hongos parasitados (Orietta et al., 2001; Méndez. 2003). Trichoderma se ha
reportado como hiperparasito de un gran niamero de hongos fitopatogenos al atacar
directamente y producir la lisis de micelio y también de esclerocios de hongos
(Correa et al., 2007).

Los hongos micoparasiticos fueron clasificados en dos grandes grupos:

biotréficos (aquellos que mantienen una relacion de equilibrio con el hospedero) y
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necrotroficos (llamados también destructivos). Las enzimas son un componente de
gran importancia en el micoparasitismo. Los mecanismos involucrados en este
fendbmeno poseen enzimas denominadas constitutivas que forman parte de su
morfologia y metabolismo, existen otras que son reguladoras en el micoparasitisomo.

Estas degradan la pared celular del hospedero (Lara et al., 2007).

Antibiosis

Se refiere a la produccion por parte de un microorganismo de sustancias
toxicas para otros microorganismos, las cuales actian en bajas concentraciones
(menores a 10 ppm.). La antibiosis se considera como uno de los principales
mecanismos de hiocontrol que tiene como base la produccion de metabolitos tipo
antibidticos. Estos se definen como “un grupo quimicamente heterogéneo y de bajo
peso molecular, secretados por algunos microorganismos que, en bajas
concentraciones, demeritan el crecimiento o actividades metabolicas de otros
organismos. El efecto de la antibiosis en los Oomycetos es por la inhibicion del
desarrollo al detener el crecimiento y deformacién del tubo germinativo, lo que evita
la proliferacion de la enfermedad. La produccion de antibidticos confiere a los
microorganismos una ventaja selectiva en la competencia por nutrientes y espacio en

cualquier nicho ecolégico (Méndez., 2003; Lara et al., 2007).

Compuestos Volatiles

Dal Bello et al. (1997) mencionan que Trichoderma posee mecanismos
fungistaticos que impiden el desarrollo de los hongos fitopatogenos, asi como la
capacidad de especies de Trichoderma para sintetizar sustancias volatiles
involucradas en el complejo responsable de ese fenbmeno. Dichos componentes
son; diéxido de carbono, etanol, acetaldehido, acetona, propanol, isobutanol e
isopentanol, los cuales en diferentes concentraciones intervienen en la regulacion del

mecanismo fungistético.



MATERIALES Y METODOS

Ubicacién del Experimento

El presente estudio se realizo en el Laboratorio de Fitopatologia del
Departamento de Parasitologia Agricola de la Universidad Auténoma Agraria Antonio
Narro ubicada en Buenavista, Saltillo, Coahuila. Y en el Centro de Microbiologia
Aplicada (CEMAP) de la empresa GreenCorp Biorganiks.

Microorganismos Biolégicos Evaluados

Se evaluaron 31 cepas de Trichoderma spp. aisladas de suelo, semillas y
plantas colectadas en diferentes Estados de México, identificadas y conservadas a 4
°C. Los hongos fitopatogenos, P. capsici y P. cinnam omi fueron aislados de raices de
chile y aguacate con sintomas de la enfermedad; identificadas a especie de acuerdo
a las claves de (Erwin y Ribeiro, 1996) y conservadas a 4 °C. Los microorganismos
fueron proporcionados por el laboratorio de Fitopatologia del Departamento de

Parasitologia Agricola de la Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro.

Incremento de Microorganismos

Los microorganismos bajo estudio fueron incrementados en cajas Petri con
medio de cultivo papa dextrosa agar (PDA). Se deposito un explante de 5 mm de
diametro de Trichoderma en el medio de cultivo y se dejo a temperatura ambiente
durante cuatro dias; las cepas de P. capsiciy P. cinnamomi se incubaron a una

temperatura de 28 ?2°C, durante cinco dias.

Actividad Antagonica

Se  utilizo la técnica de Cherif y Benhamou (1990), estudiando

cuantitativamente la zona de interseccion o traslape entre el hongo antagonista y el
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fitopatogeno. En cajas Petri con PDA se deposito en un extremo un disco de 5 mm
de diametro con micelio activo de colonias del fitopatogeno y en el otro extremo se
coloco el explante de 5 mm de diametro de Trichoderma spp. Las cajas se incubaron
a 28 ?2 °C y se observo cada 24 h para cuantificar el numero de dias al primer
contacto entre el antagonista y el fitopatogeno (Figura 1); ademas se midio el
crecimiento de ambas colonias y el diametro de interseccion y/o traslpe (Figura 2).
En base a lo que se observo en la interseccion antagonica del hongo, el antagonismo
se clasifico segun la escala propuesta por Bell et al. (1982): Clase 1, Trichoderma
sobrecrece completamente al patdgeno y cubre totalmente la superficie del medio de
cultivo; clase 2, Trichoderma sobrecrece las dos terceras partes de la superficie del
medio de cultivo; clase 3, Trichoderma y el patdgeno colonizan cada uno
aproximadamente la mitad de la superficie del medio de cultivo y ninglin organismo
parece dominar al otro; clase 4, El hongo patdgeno coloniza al menos 2/3 partes de
la superficie del medio de cultivo y resiste la invasion por Trichoderma; clase 5,
sobrecrecimiento del hongo patégeno que colonizo toda la superficie del medio de

cultivo.

Antagonista Patégeno Antagonista Patogeno

Figural. Confrontacion “in vitro” Figura 2. Traslape de Trichoderma
de Trichoderma-Phytophthora. sobre Phytophthora.

Compuestos Volatiles

En cajas Petri con PDA se deposito, un explante de 5 mm de diametro de

Trichoderma y se incubo a 28 ?2 °C por 2 dias. Una vez que pasaron los 2 dias se
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realizo el mismo procedimiento con P. capsici y P. cinnamomi, posteriormente con
un sacabocados de 1.5 cm de diametro se perforaron las tapas de las cajas Petri
inoculadas con Trichoderma spp. de cada tratamiento, después se unieron las cajas
inoculadas oon el antagonista y el fitopatogeno (Figura 3), cabe mencionar que la
caja Petri en la cual se deposito el explante del fitopatogeno se coloco sin tapa,
sellandola con cinta kleen pack. La caja Petri que contiene el explante del
fitopatogeno se coloco en la parte de abajo las primeras 24 h para que el explante se
adheriera al medio de cultivo con su micelio evitando asi que el explante caiga por el
orifico a la caja Petri inoculada con Trichoderma, cuando esta se coloque a la parte
superior procurando de esta forma que los compuestos que produzcan las cepas de
Trichoderma en cada uno de los tratamientos pasen por el orificio a la caja donde se
deposito el explante del fitopatogeno. Los tratamientos se mantuvieron en
observacion hasta que el testigo del fitopatogeno cubrié la caja Petri con medio de
cultivo, y se midio el crecimiento micelial del hongo fitopatogeno, en centimetro. Los
datos se transformaron a porciento de inhibicibn del crecimiento micelial,
considerando el crecimiento del Testigo como el 100%.

Antagonista Patégeno

Figura 3. Cajas inoculadas con el antagonista y el fitopatogeno
en el ensayo de compuestos volatiles.
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Disefio Experimental

Para determinar el nivel de antagonismo de las cepas de Trichoderma sobre
Phytophthora capsici y Phytophthora cinnamomi se aplico un disefio experimental
completamente al azar con 31 tratamientos (cepas de Trichoderma) y cuatro
repeticiones. Se utilizo la prueba de medias Tukey al 0.05% de significancia. Para
esto se analizo con el programa SAS wersion 8, (Online Doc, 1999. El cual nos

agrupa las medias y nos da el analisis de varianza.



RESULTADOS Y DISCUSION

Estudios de Antagonismo de Trichoderma sobre Phytophthora capsici.

De acuerdo a los resultados obtenidos en el ensayo de antagonismo de
Trichoderma spp. sobre P. capsici se puede observar que existen diferencias en el
desarrollo micelial de Trichoderma sobre P. capsici (traslape); este varia desde 5.0 a
2.3 cm (Cuadro 1). El andlisis de varianza (Cuadro 2 del Apéndice) muestra que hay
diferencia estadistica entre los tratamientos. La prueba de medias indica que las
cepas de Trichoderma 15, 18, 16, 14, 3, 4, 8, 17, 1, 2, 3, 19, 31, mostraron el
maximo efecto de antagonismo y no tienen diferencia significativa entre si. Los
tratamientos 12, 7, 28, 6, 20, 5, 23, 13, 24, 22, 25, 21, 26 presentaron un minimo
efecto de antagonismo por tener menor traslape sobre el crecimiento de P. capsici
(Cuadro 1). Los resultados obtenidos, indican que el mayor efecto de antagonismo se
presento en los tratamientos 15, 18,16, 14 y 30 con 5.0 cmde traslape (Figura 4), y
el minimo efecto en el tratamiento 26 con 2.3 cm de traslape (Figura 5). El testigo es
diferente estadisticamente al resto de los tratamientos ya que presenta un
crecimiento de 8.5 cm (Figura 6). Nuestros resultados concuerdan con los obtenidos
por Ezziyyani et al. (2004), quienes mencionan que Trichoderma harzianum mostro
un alto nivel de antagonismo contra P. capsici con un desarrollo micelial de P. capsici
menos densa y limitada por el antagonista. Estudios contra otros fitopatogenos
muestran que algunas cepas de Trichoderma spp. inhiben el crecimiento de
Sclerotium rolfsii en comparacién con el testigo (Correa et al., 2007). Reyes et al.
(2007) mencionan que Trichoderma harzianum demostré una elevada actividad
antagonica sobre Rhizoctonia solaniy Pyricularia grisea al mostrar una colonizacion
total sobre ambos patégenos.

Los dias a contacto entre Trichodermay P. capsici fue de dos dias en todas
las cepas estudiadas excepto en la cepa 12 donde el contacto entre los

microorganismos fue de tres dias (Cuadro 1) De acuerdo a la clasificacion



23

de Bell et al. (1982), podemos clasificar a nuestras cepas en las siguientes escalas;
17 cepas de Trichoderma se ubicaron en la escala 1, donde el antagonista
sobrecrece el micelio del fitopatogeno y cubre toda la superficie del medio de cultivo
(figura 4) y 13 cepas de Trichoderma en la escala 2 donde Trichoderma cubre tres
cuartas partes de la superficie del medio de cultivo (Figura 5), y solo 1 cepa se ubico
en la clase 3donde Trichoderma y el patégeno colonizan cada uno la mitad del
medio de cultivo y ningln parece dominar al otro (Figura 7; cepa 12).

Cuadro 1. Traslape en centimetros del crecimiento micelial de 31 cepas de  Trichoderma
sobre el crecimiento micelial de Phytophthora capsici, dias al primer contacto entre
microorganismos Yy clases de antagonismo.

Tratamientos Traslape 1 Dia al Clase 2
No. De Cepas En cm Contacto
15 5.0 A 2 1
L 18 5.0 A 2 1
16 5.0 A 2 1
14 5.0 A 2 1
30 5.0 A 2 2
4 4.7 AB 2 2
8 4.7 AB 2 1
17 4.7 AB 2 1
1 4.7 AB 2 1
2 4.6 AB 2 2
3 4.5 AB 2 2
19 4.5 AB 2 1
31 4.4 AB 2 1
10 4.1 B 2 1
27 3.4 C 2 2
11 3.2 DC 2 1
29 3.1 DC 2 2
9 3.0 DCF 2 1
12 2.9 DEFG 3 3
7 2.8 DEFG 2 2
28 2.8 DEFG 2 2
6 2.7 DEFG 2 2
20 2.7 DEFG 2 1
5 2.6 DEFG 2 2
23 2.6 DEFG 2 1
13 2.5 EFG 2 1
24 2.5 EFG 2 1
22 2.5 FG 2 1
25 2.4 FG 2 2
21 2.4 FG 2 2
26 2.3 G 2 2

1. Tratamientos con la misma letra son estadisticamente iguales entre si.
2. Clase de antagonismo de acuerdo a Bell et al. (1982).
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Trichoderma P. capsici

-

Figura 4. Maximo efecto antagonico Figura5. Trichoderma cbriendo tres
de Trichodermasobre P. capsici (Cepa 15). cuartas partes del medio de cultivo
(cepa 26).

Trichoderma P. capsici

igura 6. Crecimiento micelial de Figura /. Trichoderma -Phytophthora

Phytophthora capsici sin antagonista. capsici colonizando aproximadamente
la mitad del medio de cultivo sin dominar
uno al otro.
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Estudios de Compuestos Volatiles Producidos por Trichoderma sobre
Phytophthora capsici.

Los resultados obtenidos en el ensayo de compuestos volatiles producidos por
Trichoderma sobre P. capsici muestran que algunas de las cepas estudiadas
producen sustancias volatiles que inhiben el crecimiento mecelial de P. capsici,
desde un 48.8 a un 4.3 % de inhibicion (Cuadro 2). El andlisis de varianza muestra
gue hay diferencia estadistica entre los tratamientos (Cuadro 4 del Apéndice). La
prueba de medias indica que las cepas de Trichoderma 25, 24, 19, 27, 13, 26, 22, 6,
2, 5 31, 12, 8, 1, 29, 20, 28, 7, 30, 10, 23 mostraron el mayor porcentaje de
inhibicidn y no existe diferencia estadistica entre si. Los tratamientos 8, 1, 29, 20, 28,
7, 30, 10, 23, 17, 3, 4, 21, 16, 14, 18, 15, 11, 9 presentaron los niveles mas bajos de
inhibicién sobre P. capsici no mostrando diferencia significativa entre ellos (Cuadro
2). Sin embargo se puede observar que el mayor efecto de inhibicién se presento en
el tratamiento 25 (Cuadro 2 Figura 8), y el minimo efecto fue en el tatamiento 9
(Cuadro 2; Figura 9). EIl desarrollo del testigo fue de 8.5 cm (Figura 10). Estudios
contra otros fitopatogenos muestran que cepas de Trichoderma produjeron
metabolitos volatiles, los cuales provocaron un desarrollo micelial menos denso y

reduccion del tamafio de la colonia de P. nicotianae. (Stefanova et al., 1999).

Dal Bello et al. (1997) mencionan que Trichoderma posee mecanismos
fungistaticos, ya que algunas de las especies de Trichoderma sintetizan sustancias
wlatiles. Dichos componentes son; diéxido de carbono, etanol, acetaldehido,
acetona, propanol, isobutanol e isopentanol, los cuales en diferentes concentraciones
intervienen en la regulacion del mecanismo fungistatico.
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Cuadro 2. Porcentaje de inhibicion de Phytophthora capsici por compuestos volatiles
producidos por 31 cepas de Trichoderma a los ocho dias después de la siembra en medio

de cultivo PDA.

Tratamientos % de inhibicion 1

No. de Cepas

25 48.8 A

24 44.8 AB

19 41.0 ABC

27 40.0 ABC

13 39.8 ABC

26 39.0 ABC

22 38.0 ABC

6 35.8 ABC

2 35.0 ABC

5 32.5 ABCD
31 310 ABCD
12 30.3 ABCD
8 29.5 ABCDE
1 28.3 ABCDE
29 26.5 ABCDE
20 26.5 ABCDE
28 26.5 ABCDE
7 26.3 ABCDE
30 25.5 ABCDE
10 24.3 ABCDE
23 235 ABCDE
17 23.3 BCDE
3 22.5 BCDE
4 18.0 CDE

21 18.0 CDE

16 17.8 CDE

14 9.3 DE

18 85 DE

15 8.3 DE

11 80 DE

9 4.3 E

1. Tratamientos con la misma letra son estadisticamente iguales entre si.



Trichoderma P. capsici

Igura 8. Maximo efecto de inhibicion igura 9. Efecto minimo de inhibicion
micelial de P. capsici por compuesto micelial de P. capsici por compuestos
volatiles producidos por Trichoderma. volatiles producidos por Trichoderma.

Figura 10. Comparacion del efecto de inhibicion por

compuestos volatiles producidos por Trichoderma sobre
P. capsici.
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Estudios de antagonismo de Trichoderma sobre Phytophthora cinnamomi.

De acuerdo a los resultados obtenidos en el ensayo de antagonismo de
Trichoderma spp. sobre P. cinnamomi podemos observar que existen diferencias en
el desarrollo micelial de Trichoderma sobre el crecimiento de P. cinnamomi; este
varia desde 5.3 a 3.1 cm (Cuadro 3). El analisis de varianza muestra que hay
diferencias estadisticas entre los tratamientos (Cuadro 6 del Apéndice). La prueba de
medias indican que 24 de 31 expresan estadisticamente un valor similar en el
traslape del micelio sobre el crecimiento de P. cinnamomi variando solo 1.2 cm entre
la de mejor traslape (cepa 12) y la menor (cepa 30) (Cuadro 3). Los tratamientos 10,
22, 3, 25,17, 16, 24, 9, 21, 18, 14, 4, 20, 29, 2, 7, 19, 30, 28, 6,27, 26, 5, 13, 15 son
los de menor efecto antagénico sobre P. cinnamomi. Los resultados obtenidos,
indican que el mayor efecto de antagonismo se presento en el tratamiento 12 (Figura
11), y el minimo efecto fue en el tratamiento 15 (Figura 12). El testigo presenta un
crecimiento micelial de 8.5 cm (Figura 13). Nuestros resultados concuerdan con los
obtenidos por (Lopez et al., 1999) quienes mencionan que Trichoderma demostré un
claro efecto antagoénico contra Phytophthora cinnamomi y Rosellinia necatrix.
Estudios contra otros fitopatogenos muestran que algunas cepas de Trichoderma

presentan actividad antagonica sobre Mycosphaerella fijiensis (Arzate et al., 2006).

Los dias a contacto entre Trichoderma y P. cinnamomi fue de dos dias en
todas las cepas estudiadas (Cuadro 3). De acuerdo a la clasificacion de Bell et al.
(1982), podemos clasificar a nuestras cepas en la siguiente escala; 28 cepas de
Trichoderma se ubicaron en la escala 1, donde Trichoderma cubrié completamente el
medio de cultivo (Figura 11), y 3 cepas de Trichoderma en la clase 2, Trichoderma

cubrié tres cuartas partes del medio de cultivo (Figura 12).
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Cuadro 3. Traslape en centimetros del crecimiento micelial de 31 cepas de Trichoderma
sobre el crecimiento micelial de Phytophthora cinnamomi, dias al primer contacto entre
microorganismos Yy clases de antagonismo.

Tratamientos Traslape 1 Dia al Clase 2
Contacto
12 5.3 A 2 1
11 4.7 AB 2 1
23 4.6 AB 2 1
31 4.6 AB 2 1
1 45 AB 2 1
8 4.5 AB 2 1
10 4.4 ABC 2 1
22 44 ABC 2 1
3 44 ABC 2 1
25 4.4 ABC 2 1
17 4.3 ABC 2 1
16 4.3 ABC 2 1
24 4.3 ABC 2 1
9 4.3 ABC 2 1
21 4.3 ABC 2 1
18 4.2 ABC 2 1
14 4.2 ABC 2 1
4 4.2 ABC 2 1
20 4.2 ABC 2 1
29 4.2 ABC 2 1
2 4.2 ABC 2 1
7 4.1 ABC 2 1
19 4.1 ABC 2 1
30 4.1 ABC 2 1
28 4.0 BC 2 1
6 3.9 BC 2 1
27 3.9 BC 2 1
26 3.8 BC 2 1
5 3.6 BC 2 2
13 3.6 BC 2 2
15 3.1 C 2 2

1. Tratamientos con la misma letra son estadisticamente iguales entre si.
2. Clase de antagonismo de acuerdo a Bell et al. (1982).



30

Trichoderma P. cinnamomi

Figura 11. Maximo efecto de traslape  Figura 12. Minimo efecto de traslape
de Trichoderma sobre P. cinnamomi de Trichoderma sobre P. cinnamomi
(cepa 12). (cepa 15).

Figura 13. Crecimiento micelial de Phytophthora
cinnamomi sin antagonista.
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Estudios de compuestos volatiles Producidos por Trichoderma sobre
Phytophthora cinnamomi.

De acuerdo a los resultados obtenidos en el ensayo de compuestos volatiles
de Trichoderma sobre P. cinnamomi se observa que algunas cepas de Trichoderma
tienen un gran efecto de inhibicién micelial de P. cinnamomi; esta varia de un 100 a
un 17.8 % de inhibicion (cuadro 4). El andlisis de varianza muestra que hay
diferencia estadistica entre los tratamientos (Cuadro 8 del Apéndice). La prueba de
medias indica que las cepas de Trichoderma 7, 26, 19, 29 presentan el mayor efecto
de inhibicion, no presentando diferencia estadistica significativa entre si (Cuadro 4;
Figura 14). Los tratamientos 14, 6, 8, 9, 28. 23, 10, 21, 5, 25, 15, 11, 30, 4, 27, 12, 2,
24, 1, 3 los cuales presentaron menores niveles de inhibicion en el desarrollo micelial
de P. cinnamomi y estadisticamente son iguales entre ellas (cuadro 4). Los
resultados obtenidos, indican que el tratamiento 3 fue el que causo menos porcentaje

de inhibicion (Figura 15). El desarrollo micelial del testigo es de 8.5 cm (Figura 16).
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Cuadro 4. Porcentaje de inhibicién de Phytophthora cinnamomi por compuestos volatiles
producidos por 31cepas de Trichoderma a los 10 dias después de la siembra en medio de
cultivo PDA.

Tratamientos % de inhibicion 1
No. de Cepas

7 100 A

26 70.5 AB

19 66.5 ABC

29 61.5 ABC

22 61.0 BCDE

13 60.0 BCDEF

31 59.0 BCDEFG
20 58.3 BCDEFG
18 58.3 BCDEFG
16 57.5 BCDEFGH
17 54.3 BCDEFGH
14 515 BCDEFGHI
6 51.3 BCDEFGHI
8 48.5 BCDEFGHI
9 47.5 BCDEFGHI
28 44.3 BCDEFGHI
23 43.5 BCDEFGHI
10 40.5 BCDEFGHI
21 40.3 BCDEFGHI
5 40.0 BCDEFGHI
25 37.5 BCDEFGHI
15 33.5 CDEFGHI
11 32.5 CDEFGHI
30 30.5 DEFGHI

4 27.8 DEFGHI
27 27.5 DEFGHI
12 26.5 EFGHI

2 26.0 FGHI

24 25.0 GHI

1 23.0 HI

3 17.8 |

1. Tratamientos con la misma letra son estadisticamente iguales entre si.
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Trichoderma P. cinnamomi

Figura 14. Maximo efecto de inhibicion Figura 15. Minimo efecto de inhibicién

del desarrollo micelial de P. cinnamomi del desarrollo micelial de P. cinnamomi
por compuestos volatiles producidos por por compuestos volatiles producidos por
Trichoderma. Trichoderma.

Figura 16. Desarrollo micelial de P. cinnamomi sin presencia
compuestos volatiles producidos por Trichoderma
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De acuerdo a los resultados obtenidos en los ensayos de antagonismo de
Trichoderma sobre Phytophthora capsici y Phytophthora cinnamomi observamos que
el coeficiente de variacion no es muy alto entre los tratamientos esto puede deberse
a que los tratamientos y repeticiones fueron sometidas a las mismas condiciones de

desarrollo.

El coeficiente de variacién alto encontrado en los ensayos de compuestos
volatiles para las dos especies de Phytophthora, puede deberse a las limitantes
propias de la técnica ya que cuando se perforan las cajas inoculadas con
Trichoderma, es posible que se pierdan los compuestos producidos durante su
desarrollo, provocando de esta manera una variacion entre las repeticiones de cada
unos de los tratamientos. Por lo tanto este método no es confiable para determinar
la inhibiciéon total de los fitopatogenos. Sin embargo, pudiera ser utilizada para
determinar la presencia de sustancias volatiles producidas por microorganismos
antagonistas empleados en el biocontrol de enfermedades fitopatogenas.



CONCLUSIONES

Bajo las condiciones experimentales en las que se desarrollo la presente

investigacion, podemos hacer las siguientes conclusiones:

Se determino que de las 31 cepas de Trichoderma 13 presentan buen nivel de
antagonismo sobre Phytophthora capsici.

Se determino que 17 cepas de Trichoderma sobrecrecen el micelio de P.
capsici y cubren totalmente la caja Petri y 13 cubren 2/3 del medio de cultivoy 1 no

muestra sobrecrecimiento aP. capsici.

Los dias a contacto entre Trichodermay P. capsici fue de dos dias.

Se determino que todas la cepas de Trichoderma producen en mayor o menor

grado compuestos volatiles que inhiben el desarrollo micelial de P. capsici siendo las
mejores las cepas 19,24, 25y 27.

Se determino que de las 31 cepas de Trichoderma 24 presentan buen nivel de

antagonismo sobre Phytophthora cinnamomi.

Se determino que 28 cepas de Trichoderma sobrecrecen el micelio de P.

cinnamomi y cubre totalmente el medio de cultivo y solo 3 cubren 2/3 partes del
medio de cultivo.

Los dias a contacto entre Trichodermay P. cinnamomi fue de dos dias.

Se determino que todas las cepas de Trichoderma producen en mayor o
menor grado compuestos volatiles que inhiben el desarrollo micelial de P. cinnamomi
siendo las mejores las cepasl9, 26, 29 y la 7 la cual causo un efecto de inhibicién del
100%.
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Cuadro 1A. Crecimiento micelial en centimetros de 31 cepas de Trichoderma sobre
Phytophthora capsici, a los dos dias después de la siembra en medio de cultivo PDA.

Tratamientos Repeticiones

Cepas R1 R2 R3 R4
1 4.1 4.1 4.0 4.1
2 35 35 3.6 35
3 3.6 4.0 4.3 4.3
4 3.6 4.0 3.7 3.9
5 3.6 3.7 3.6 3.6
6 4.0 35 35 3.6
7 4.1 3.9 3.8 3.8
8 3.9 4.3 3.9 3.9
9 4.1 3.9 3.7 4.0
10 4.0 4.3 3.6 4.0
11 4.0 4.1 4.1 4.0
12 3.9 3.6 4.0 3.1
13 2.5 2.2 31 3.0
14 4.1 4.0 4.0 4.0
15 4..0 4.1 4.0 4.0
16 3.9 3.9 4.0 3.9
17 4.0 4.0 4.0 4.0
18 4.0 4.0 4.2 4.2
19 4.1 4.1 4.0 4.0
20 4.1 4.0 4.2 4.1
21 3.8 3.9 3.6 3.5
22 4.0 4.0 4.1 4.2
23 4.0 4.0 4.0 4.0
24 4.0 4.0 4.1 3.8
25 2.3 35 4.2 4.0
26 35 4.0 4.0 4.0
27 3.9 3.8 3.9 3.9
28 3.8 3.6 3.9 3.8
29 3.8 35 3.7 34
30 3.8 3.7 3.6 3.8
31 4.0 4.0 4.0 4.0

Cuadro 2A. Andlisis de varianza del crecimiento micelial de 31 cepas de Trichoderma
sobre el crecimiento micelial de Phytophthora capsici.

FV GL SC CM F P>F
TRATAMIENTOS 30 130. 7243548  4.3574785 77.12 <.0001
ERROR 9.3 5.2550000 0.0565054
TOTAL 123 135.9793548

C. V.= 6.579434
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Cuadro 3A. Porcentaje de inhibicibn en centimetros de Phytophthora capsici por
compuestos volatiles producidos por 31lcepas de Trichoderma a los 10 dias después de la
siembra en medio de cultivo PDA.

Tratamientos Repeticiones
Cepas R1 R2 R3 R4
1 31 32 32 18
2 33 28 47 32
3 30 24 12 24
4 18 18 28 8
5 12 24 47 47
6 31 24 50 38
7 30 33 24 18
8 24 30 K74 32
9 2 3 3 9
10 12 33 A 18
11 6 6 2 18
12 12 35 33 41
13 46 48 18 47
14 8 12 12 5
15 8 8 8 9
16 12 18 29 12
17 12 33 24 24
18 15 6 8 5
19 49 27 41 47
20 2 13 25 46
21 18 12 24 18
22 53 26 38 35
23 2 18 27 29
24 46 53 33 47
25 53 36 53 53
26 31 49 35 41
27 53 35 19 53
28 18 29 24 35
29 13 29 3b 29
30 2 24 21 35
31 24 42 29 29

Cuadro 4A. Andlisis de varianza del porcentaje de inhibicibn de compuestos volatiles

producidos por 31 cepas de Trichoderma sobre Phytophthora capsici.

FV GL e CM F P>F
TRATAMIENTOS 30 15908.37097 530.27903 6.25 <.0001
ERROR 93 7894.75000 84.88978

TOTAL

123  23803.12097

C.V.=34.40175
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Cuadro PA. Crecimiento micelial en centimetros de 31 cepas de  Trichoderma sobre
Phytophthora cinnamomi, a los tres dias después de la siembra en medio de cultivo PDA.

Tratamientos Repeticiones
Cepas R1 R2 R3 R4
1 4.4 4.4 4.6 4.5
2 4.2 4.0 4.4 4.0
3 44 4.5 4.5 4.2
4 4.0 4.5 3.8 4.5
5 3.8 4.0 3.0 3.7
6 3.8 3.8 4.1 4.0
7 4.6 3.8 4.1 4.0
8 4.2 4.6 4.4 4.6
9 4.2 4.2 4.3 4.5
10 4.6 4.4 4.4 4.3
11 4.6 4.3 4.6 53
12 4.3 4.6 6.5 5.8
13 3.8 35 35 3.7
14 39 4.4 4.6 3.9
15 4.6 4.6 4.0 3.8
16 39 4.3 4.4 4.6
17 4.3 4.4 4.4 4.2
18 3.8 4.2 4.6 4.2
19 4.0 4.1 4.1 4.2
20 44 4.1 4.2 4.1
21 4.6 4.1 4.2 4.1
22 4.5 4.2 4.4 4.5
23 4.8 4.5 4.5 4.5
24 4.5 4.3 4.2 4.2
25 4.3 4.6 4.2 4.5
26 29 3.9 4.0 4.3
27 39 3.9 3.8 3.9
28 4.0 4.0 3.8 4.0
29 4.0 3.9 4.1 4.6
30 4.2 4.2 4.0 3.8
31 4.4 4.6 4.7 4.5

Cuadro 6A. Andlisis de varianza del crecimiento micelial en centimetros de 31 cepas de
Trichoderma sobre el crecimiento micelial de Phytophthora cinnamomi.

FV GL SC CM F P>F
TRATAMIENTOS 30 17.66983871 0.58899462 251 0.0004
ERROR 9.3 21.84500000 0.23489247
TOTAL 123 39. 51483871

C.V.=11.52176
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Cuadro 7A. Porcentaje de inhibicion en centimetros de Phytophthora cinnamomi por
compuestos volatiles producidos por 31lcepas de Trichoderma a los 10 dias después de la
siembra en medio de cultivo PDA.

Tratamientos Repeticiones
Cepas R1 R2 R3 R4
1 32 18 24 18
2 11 29 29 35
3 6 12 29 24
4 14 41 32 24
5 47 49 35 29
6 49 47 47 62
7 100 100 100 100
8 47 53 53 41
9 59 35 49 47
10 47 53 33 24
11 18 47 12 53
12 29 12 24 41
13 62 53 76 49
14 47 52 54 53
15 18 41 46 29
16 69 53 46 62
17 47 51 53 66
18 53 62 65 53
19 69 47 65 85
20 53 66 56 58
21 41 35 40 45
2 65 61 53 65
23 33 59 11 41
24 18 29 18 37
25 42 62 A 12
26 88 47 83 59
27 12 18 27 53
28 53 24 65 35
29 59 47 89 51
30 18 47 20 37
31 28 81 65 62

Cuadro 8A. Andlisis de varianza del porcentaje de inhibicion de compuestos volatiles
producidos por 31 cepas de Trichodermasobre Phytophthra cinnamomi.

FV GL SC CM F P>F
TRATAMIENTOS 30 37264.38710  1242.14624 7.70 <.0001
ERROR 9.3 15003.00000 161.32258
TOTAL 123 52267.38710

C.V.=27.69889



