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INTRODUCCION

Las frutas y hortalizas son importantes en la alimentacién humana debido a
la gran cantidad de vitaminas y minerales que aportan en la nutricion.
Actualmente, incrementar la produccion de frutas y hortalizas es prioridad
mundial. Si consideramos los altos contenidos de nutrientes y agua que presentan
los productos hortofruticolas, estos poseen las condiciones adecuadas para que
se desarrollen microorganismos que causan serios problemas de pudricién,

destacandose los hongos fitopatogenos.

Las pérdidas durante la postcosecha de frutas tienen un gran impacto
econdmico debido a que se acumulan a los costos de produccién, de cosecha,
transporte y almacenamiento. Segun el Centro de Investigacion en Alimentacion y
Desarrollo de México, en América Latina estas pérdidas oscilan entre 20 y 50%,
dependiendo mucho este valor de la especie, asi como del manejo utilizado en la
postcosecha. Conociendo los beneficios que brindan para la salud humana el
consumo de frutas y hortalizas, es crucial que las mismas lleguen en un estado

saludable al consumidor.

La papaya es un fruto de gran importancia internacional, debido a su
elevado contenido vitaminico, sin embargo, una de las limitaciones para prolongar
su vida de anaquel es la presencia de enfermedades de poscosecha,
ocasionadas principalmente por hongos como Colletrotichum gloeosporioides
(Penz.), Sacc., Fusarium oxysporum Schlecht, Rhizopus stolonifer (Ehrenb.:Fr.)
y Alternaria alternata (Snowdor, 1991)). Pantastico (1975) reporta que, a nivel
mundial, las perdidas de la fruta de papaya ocasionada por el ataque de hongos
oscilan entre 8 y 12% aproximadamente. En México, se carece de informacion de
los dafios ocasionados por cada microorganismo en especifico, sin embargo, se
alcanzan aproximadamente un 33% de la produccién total, de ello, las
enfermedades contribuyen con un 24% (Bautista y Barrera, 2001). En el caso de
la pudriciéon suave causada por R. stolonifer en papaya, Capellini et al. (1998),
reportan que los dafios ocasionados por este hongo alcanzan un 35%. El control
de las enfermedades de postcosecha ha sido llevado a cabo principalmente a

través de fungicidas; sin embargo, su uso excesivo ha generado problemas de



resistencia, dafos a la salud del hombre y severa contaminacion del medio
ambiente. Una alternativa al control quimico es el uso de antagonistas que inhiben
el desarrollo de los hongo fitopatdgenos; en este sentido se puede mencionar a
Candida sake en el control de Botrytis cinerea y Rhizopus nigricans en manzanas
y peras (Vinas et al., 1998); ademas Pantoea agglomerans en fruta de pepita y en
citricos (Vinas et al., 1999). El empleo de bacterias como Crytococcus laurentii
con bicarbonato de sodio al 2% causo6 reducciones en las pudriciones de pera de
Penicillum expansum y Alternaria alternata (Yao et al., 2004). El empleo de un
formulado de Trichoderma harzianum obtuvo éxito contra R. stolonifer en
manzana, pera, melocoton y fresa, B. cinerea en uva, pera, fresa, y kiwi, y P.
expansum de uva, pera, kiwi, al obtener una reduccién de 86.7% en el diametro
de las lesion (Batta, 2007).

Palabras claves: Mecanismo, Actividad Trichoderma spp, Alternaria alternata, in

vitro.

Objetivo

Evaluar el efecto antagonista de 17 cepas de Trichoderma spp. y mecanismos de

accion sobre A. alternata bajo condiciones in vitro.

Hipotesis

Al menos una cepa de Trichoderma spp. mostrara algun efecto antagonista sobre
A. alternata.



REVISION DE LITERATUR

Alternaria alternata

Es un hongo presente en todos los continentes, causa la muerte de las
plantas, dafa al fruto y disminuye el rendimiento; las lesiones en frutos
disminuyen su valor comercial. Ataca a tomate, papa, berenjena, zanahoria,
papaya entre otros muchos hospederos. Sobrevive de una estacién a otra, en el

suelo y restos de cultivos (Agrios, 2005).

Morfologia

Hongo filamentoso con conidiéforos simples, tabicados, en cuyo extremo
se forman unos conidios muriformes, de color pardo, con septos transversales y
verticales de disposicion irregular. Por gemacion de la célula apical se genera un
nuevo conidio, formandose largas cadenas de 10 o mas conidios. Colonias de
crecimiento rapido (tres o cuatro dias), algodonosa, al principio de color gris,
después el centro se oscurece (tonos negros mas o menos intensos) pero los

bordes siguen siendo grisaceos (Jones et al., 1997).

Los cultivos de A. alternata en PDA al principio son blancos, pero se torna
a un gris oscuro con bordes blancos a las 48 h. Posteriormente, la colonia se
extiende cubriendo la caja petri; la esporulacion es abundante, de color casi
negro. Los conidioforos son verde olivo y septados. La conidia es ligeramente
verde olivo a verde oscuro, usualmente con tres a cinco septas y con una septa
longitudinal en la segunda célula (figura 1). La conidia se desarrolla en numero de

tres a cuatro por cadena (Jones et al., 1997).



Figura 1. Conidias caracteristicas de A. alternata.

Sintomas

Los sintomas en hojas y fruto son caracteristicos de la enfermedad:
manchas alargadas café oscuro a negro, con anillos concéntricos. Las areas
afectadas se oscurecen ligeramente hasta llegar a negro. Este manchado
comienza alargandose ligeramente hasta la parte superior de la planta hasta que
la planta muere. En el fruto las lesiones son firmes, hundidas y a veces con anillos
concéntricos con un denso gris oscuro a verde olivo, sobre estas lesiones se

producen abundantes fructificaciones (Jones et al., 1997).

Ciclo de la enfermedad.

Los hongos de la pudricion negra son importantes saprofitos y causan
enfermedad en fruto, la infeccién ocurre cuando las esporas son diseminadas, por
aire, sobre la planta o cuando la planta entra en contacto con el suelo infestado y
en el fruto cuando este presente una herida penetra por la cuticula o pericarpio.
La germinacién e infeccibn de esporas se forman con la humedad pero
solamente el patégeno puede infectar plantas heridas; penetra por lesiones en la
cuticula de la hoja o del fruto. Plantas poco vigorosas o estresadas son mas
susceptibles; también la falta de nutrientes, aumenta la susceptibilidad (Jones et
al., 1997).



Métodos de Control
Control Fisico
Refrigeracioén

Las bajas temperaturas son de los elementos que mejor controlan las
enfermedades de postcosecha causada por organismos fungosos. La temperatura
es variable segun la fruta en que se emplee. Las temperaturas mas bajas que
ocuparemos sera la temperatura mas baja que la fruta nos permita (Palou, 2007).

Tratamiento con Calor

El curado o tratamiento de agua caliente es un procedimiento por el cual
los frutos se almacenan a altas temperaturas (> 30 °C) y alta humedad relativa
(>90%) durante un periodo de tiempo variable. Los principales factores limitantes
son la poca persistencia del tratamiento y el estrecho margen existente entre las
temperaturas efectivas y las que causan dafio irreversible en la piel de los frutos
(Palou, 2007).

Irradiaciones

Las irradiaciones efectivas con radiacion ionizante con rayos 3 (electrones
acelerados) o rayos X. El principal problema de estos tratamientos, aparte de lo
que resultan caros y poco practicos (puesto que se requiere de instalaciones
especiales), es que las dosis necesarias para el control efectivo pueden resultar
toxicas y manchar los frutos. Ademas pueden superar la dosis maxima
establecida por la legislacion para la irradiacion de frutas y hortalizas para el

consumo en fresco (1kGy) (Palou, 2007).



Control Cultural

Para el control de las enfermedades de postcosecha se dispone de
practicas de manejo cultural con las cuales se pretende reducir las vias de
entrada del patdégeno a los frutos, reducir los niveles de inoculo del patégeno y
lograr condiciones ambientales poco conducentes al desarrollo de la enfermedad.
Se debe minimizar la ocurrencia de heridas en los frutos mediante cuidadosas
practicas de cosecha y manipuleo de la fruta en la postcosecha. La reduccion de
los niveles de inoculo se logra mediante practicas de sanitizacién de cajones,
cajas de empaque y camaras de almacenamiento. Las bajas temperaturas de
almacenamiento disminuyen la velocidad de desarrollo de las enfermedades. Se
deben evitar las horas de mayor temperatura para cosechar, la fruta no debe
permanecer expuesta al sol en el campo, sino que rapidamente se debe pre-
enfriar y llevar a camara para ser conservada en temperaturas y humedad relativa
Optimas de modo que se retrase la senescencia del fruto y el desarrollo de
podredumbres (Palou, 2007).

Control Quimico

El control de enfermedades de postcosecha se ha realizado mediante el
uso de fungicidas quimicos sintéticos, que se han caracterizado por su eficiencia y
rapidez en el control de los patdgenos de postcosecha. Algunos de los fungicidas
autorizados para el control de enfermedades de postcosecha son: tiabendazol,

imazalil, ortofenil-fenol, miclobutanil, procloraz, entre otros.

No obstante, se ha encontrado que diversos fitopatogenos han

desarrollado resistencia frente a los mismos (Foster et al., 2007).

Diversos estudios ponen en evidencia y han generado una preocupacién con
relacion a los efectos nocivos que tienen los quimicos sintéticos contra la salud

humana y los dafos que han provocado al medio ambiente.



Control Bioldgico

El control biolégico puede definirse como la reduccién de la densidad del
in6culo o de las actividades de un patégeno que causa una enfermedad, por uno
0 mas organismos, en forma natural o a través de la manipulacién del medio
ambiente, hospedero o antagonista, o por la introduccidon de una poblacién de uno

0 mas antagonistas (Baker y Cook, 1974).

Hay muchos ejemplos recientes de solicitudes de patentes de
microorganismos para el control de enfermedades de postcosecha, la mayoria en
los EEUU; por ejemplo: Pseudomonas cepacia, P. syringae, Acremonium breve,
Pichia guilliermondii, Debaryomyces hansenii y Candida oleophila. En Europa
cabe destacar la patente de Candida sake en el control de Botrytis cinerea,
Rhizopus nigricans y Penicillum expansum en manzana y pera (Vifias et al.,
1998) y la de Pantoea agglomerans en fruta de pepita y en citricos (Vifas et al.,
1999).

Caracteristicas de un Antagonista Ideal

A la hora de seleccionar un microorganismo como agente para el control
bioldgico en postcosecha, aparte de estudiar su poder inhibitorio, se han de tener
en cuenta muchas otras caracteristicas (Wilson y Wisniewski, 1989). Estabilidad
genética, efectividad a bajas concentraciones, poca exigencia en cuanto a
requerimientos nutricionales incluido en bajas temperaturas y en almacenamiento
bajo condiciones controladas, gran capacidad de crecimiento, efectivo para un
gran numero de patdgenos y para diversas frutas y vegetales, capacidad de

reproducirse en medios de crecimiento econdmicos, facilidad de aplicacion.

Todo antagonista en potencia, para ser eficaz contra hongos de
postcosecha, debe tener, la habilidad de colonizar y persistir con comodidad a
niveles efectivos, ser compatible con otras practicas, procesos y productos
quimicos de postcosecha, en algunos casos, en condiciones de atmodsfera
controlada. Ademas, el organismo ha de ser producible a gran escala utilizando

productos de bajo costo (Vifas et al., 2001).



Género Trichoderma

Trichoderma se encuentra en suelos abundantes en materia organica, es
aerobico y pueden estar en los suelos con pH neutro hasta acido. La versatilidad,
adaptabilidad y facil manipulacién 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
fitopatdogenos en diferentes fases del ciclo de vida, desde la germinacion de las
esporas hasta la esporulaciéon. El micoparasitismo puede ocurrir mediante la
penetraciéon, engrosamiento de las hifas, produccion de haustorios y
desorganizacién 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). Pertenece a la
subdivision Deuteromicete que se caracterizan por no poseer, o 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 diametro, 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 unicelulares, de color verde, hialinos, poseen un solo nucleo haploide,
son ovoides, generalmente tienen 3 a 6 ym de diametro y se forman sobre
estructuras muy ramificadas o conidiéforos que a su vez se situan sobre células
especiales denominadas fialidas. Los conidiéforos son erectos o arrastrados,
altamente ramificados, mas o menos coénicos; al final del conidiéforo los conidios
se agrupan en forma de pelota. Los conidios son de distinto tamafio y forma,
pueden ser subglobosos y ovoides. Comunmente forman clamidosporas

intercaladas o raramente terminales, las cuales pueden ser azules a verdes.



Importancia Econémica

El principal beneficio de Trichoderma para la agricultura es el antagonismo
hacia microorganismos patégenos de las plantas, por su capacidad para producir
secreciones enzimaticas toxicas extracelulares que causan desintegracion vy
muerte en hongos fitopatdgenos que habitan el suelo (micoparasitismo), en la
degradacion de paredes celulares de las hifas de hongos patogénicos
(depredacion), en la produccién de quimicos volatiles y antibidticos 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 rapido crecimiento. Como
mecanismo de accion de 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 patéogeno. Trichoderma actua como una
barrera para prevenir la entrada de patdégenos a las raices. Tienen una accion de
hiperparasitismo, que es la accién del microorganismo que 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).

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 por espacio o por nutrimentos, interacciones directas con el
patdgeno (micoparasitismo y lisis enzimatica) e induccién de resistencia. En
general, los antagonistas no tienen un unico modo de accion y la multiplicidad de
estos es una caracteristica importante para su seleccion como agentes de control
biolégico. Si el antagonista posee varios modos de accion reduce los riesgos de
desarrollo de resistencia en el patogeno (Orietta et al., 2001; Lara et al., 2007).
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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
inmunologicas, competencia, parasitismo y predacion; siendo los mas importantes
en el control biolégico de fitopatégenos el hiperparasitismo, la antibiosis y la
competencia. ElI antagonismo es un fendbmeno que se observa en
microorganismos de suelo y en la rizésfera, los antagonistas producen
antibidticos, los cuales actuan en competencia por nutrientes y/o inducen

resistencia en el hospedero (De la Garza, 1996).

Micoparasitismo

Es la accién de un microorganismo parasitando a otro y puede ser definido
como una simbiosis antagdnica entre organismos. Este consiste en la utilizaciéon
del patdbgeno 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 numero de hongos fitopatégenos 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 relacién de equilibrio con
el hospedero) y 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 micoparasitismo. Estas degradan la pared celular del hospedero (Lara et al.,
2007).
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Antibiosis

Es la produccién por parte de un microorganismo de sustancias toxicas
para otros microorganismos, las cuales actuan en bajas concentraciones
(menores a 10 ppm). La antibiosis se considera como uno de los principales
mecanismos de biocontrol que tiene como base la produccion de metabolitos tipo
antibiéticos. La produccion de antibiéticos confiere a los microorganismos una
ventaja selectiva en la competencia por nutrientes y espacio en cualquier nicho
ecoldgico (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 fitopatdgenos, asi como la
capacidad de especies de Trichoderma para sintetizar sustancias volatiles
involucradas en el complejo responsable de ese fendmeno. La produccién de
antibioticos volatiles tienen un efecto esencialmente fungistatico debilitando al
agente patogeno y haciéndolo mas sensible a los antibiéticos solubles. Algunos
antibidticos producidos por Trichoderma harzianum son la trichodermina,
Isuzukacilina, la alameticina, la dermadina, la penicilina, los trichotecenos,
latrichorzianinas, entre otros (Olivier y Germain, 1993 citado por Duran, 2003). El
6-pentil-a-pirona (6PAP) es gas producido por T. viride mostrd ser primisorio in
vitro y también in vivo en el control de muchos hongos en Nueva Zelanda, entre
ellos Armillaria, Botrytis y Phytophthora (Cutler y Hill, 1994), es toxico a un
numero de fitopatégenos y ha demostrado ser efectivo en tratamientos tépicos en
el control de Botrytis cinerea causando pudricion en kiwi bajo condiciones de
almacén (Poole y Whitmore, 1997; Poole et al.1998).



MATERIALES Y METODOS

Ubicacién del experimento

El presente trabajo se realiz6 en el Laboratorio de Fitopatologia del
Departamento de Parasitologia Agricola de la Universidad Auténoma Agraria
Antonio Narro, (UAAAN), ubicada en Buenavista a 7 km al Sur de la ciudad de

Saltillo, Coahuila.

Microorganismos biologicos evaluados

Se evaluaron 17 cepas de Trichoderma spp. aisladas de suelo, semillas y
plantas colectadas en diferentes Estados de México, identificadas y conservadas
a 4 °C. El hongo fitopatogeno Alternaria alternata fue aislado de zanahoria con
sintomas de la enfermedad y purificado por cultivo monospérico e identificado por

claves (Rotem, 1998) y conservadas a 4 °C.

Incremento de Microorganismos

Los microorganismos bajo estudio fueron incrementados en cajas Petri con
medio de cultivo papa dextrosa agar (PDA). Se deposité un explante de 5 mm de
diametro de Trichoderma en el medio de cultivo y se incubaron a 28 °C, de igual

manera se hizo para el incremento de A. alternata.

Actividad antag6nica

Se utilizo la técnica de Cherif y Benhamou (1990), la cual consiste en
estudiar cuantitativamente la zona de interseccion o traslape entre el hongo
antagonico y el fitopatogeno. En cajas petri con PDA se deposito en un extremo
un disco de 5 mm de diametro con micelio activo de colonias fungosas del A.
alternata y en el otro extremo se coloco un explante de 5 mm de diametro de
Trichoderma spp. Se observo cada 24 h para cuantificar el numero de dias al

primer contacto entre el antagonista vy el fitopatogeno, se medio el crecimiento de
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ambas colonias y el diametro de interseccion y/o traslape (figura 2 y 3). En base
a lo que se observo en la interseccion hongo antagoénico-hongo fitopatégeno, se
clasificé segun la escala propuesta por Bell et al.(1982): Clase 1, Trichoderma
sobrecrece completamente al patdgeno y cubre totalmente la superficie del medio;
clase 2, Trichoderma sobrecrece las dos terceras partes de la superficie del
medio; clase 3, Trichoderma y el patdbgeno colonizan cada uno aproximadamente
la mitad de la superficie y ningun organismo parece dominar al otro; clase 4,
hongo patégeno colonizé al menos 2/3 de la superficie del medio y resiste la
invasion por Trichoderma; Clase 5, sobrecrecimiento del hongo patégeno que

colonizo6 toda la superficie del medio.

Trichoderma spp. A. alternata Trichoderma spp.

Figura 2. Confrontaciones ‘in vitro " Figura 3. Sobrecrecimiento de
Trichoderma sp. — A.alternata. Trichoderma sp. sobre A.

alternata.

Compuestos volétiles

En cajas petri con PDA se inocularon, explantes de 5 mm de diametro de
Trichoderma spp, se sellaron con cinta kleen pack se dejo crecer por 2 h, de la
misma manera se inocula a A. alternata y se retird la tapa superior de la caja petri,
con un sacabocados de 1.5 cm de diametro se perforé la caja petri con inoculo de
Trichoderma se unen las cajas, se sellan con cinta kleen pack dejando en la parte
de abajo los explantes del fitopatégeno por 12 h, con la finalidad de que se

adhiera el micelio al medio de cultivo posteriormente se voltea las cajas dejando
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la parte superior al fitopatdgeno, de esta manera los gases que produzcan los
tratamientos de Trichoderma pasen a través del orificio (figura 4). Los
tratamientos se mantuvieron en observacién hasta que el testigo del fitopatégeno
cubrid la caja Petri con medio de cultivo, y se midié el crecimiento micelial del
hongo fitopatdgeno, en cm. Los datos se transformaron a porciento de inhibicion
del crecimiento micelial, considerando el crecimiento del Testigo como el 100%.

Antagonista Patégeno

Figura 4. Compuestos volatiles producidos por
Trichoderma sp. inhibiendo a A. alternata.

Prueba de antibiosis.

Para la obtencién de sustancias toxicas de Trichoderma se utilizaron
matraces de Erlenmeyer (250 mL) previamente esterilizados, con medio de cultivo
liquido, a base de papa fresca-dextrosa. Los matraces con 150 mL de medio, se
inocularon con tres explantes de 5 mm de diametro de Trichoderma de cultivos de
cinco dias de crecimiento, enseguida fueron puestas en agitacion a 100 rpm
(modelo Incubator Saker C25) durante 12 dias. Pasado este tiempo, el liquido se
filtr6 dos veces con bomba de vacio y papel wattman no. 44; enseguida se filtré en
el filtré milipor de 0.22 ym para obtener un liquido estéril con los metabolitos de
las cepas de Trichoderma. Posteriormente el extracto obtenido se refrigero a 4 °C
hasta su utilizacion. Para la evaluacion de la actividad antifungica de Trichoderma
sobre A. alternata se utilizaron cajas petri con medio PDA a las que se les agregd
200 pL del filtrado de Trichoderma y se distribuyd perfectamente con una varilla
bacteriologica, enseguida en el centro de la caja petri se inoculd el explante de 5
mm de A. alternata, enseguida se incubo a 28+ 2 °C durante 8 dias, transcurrido
este tiempo se realizé la evaluacion. El porcentaje de inhibicion se registro a los 8

dias después de la aplicacion.
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Disefio Experimental

Para determinar el nivel de antagonismo, compuestos volatiles y
metabolitos secundarios de las cepas de Trichoderma sobre Alternaria alternata
se aplico un diseio experimental completamente al azar con 17 tratamientos
(cepas de Trichoderma) y cuatro repeticiones. Se utilizé la prueba de medias DMS
al 0.05% de significancia. Para ello se analizé con el programa estadistico SAS

version 8 (Online Doc, 1999).



RESULTADOS Y DISCUSION

Estudio de antagonismo de Trichoderma spp. sobre A. alternata.

De acuerdo a los resultados obtenidos en el ensayo de antagonismo de
Trichoderma spp. contra A. alternata se observé que el porcentaje de inhibicidon de
desarrollo micelial del fitopatégeno varié de 0 en el testigo a 37 % en la cepa de
Trichoderma T8 (cuadro 1) (figura 5 y 6). El analisis de varianza (cuadro 2 del
apeéndice), detecto diferencia altamente significativa en los tratamientos; la prueba
de medias (DMS al 0.05) indica que la cepa de Trichoderma que mejor inhiben el
crecimiento micelial de A. alternata, son la T8, T14, T3, T1, T19, T23 las que son
estadisticamente iguales entre si. Estudios contra otros fitopatégenos muestran
que algunas cepas de Trichoderma spp. inhiben el crecimiento de Sclerotium

rolfsii en comparacion con el testigo (Correa et al., 2007).

Los dias a contacto entre Trichoderma y A. alternata se presento a los dos
dias para todos los tratamientos (cuadro 1). De acuerdo a la clasificacion de Bell
et al. (1982), Podemos ubicar a nuestras cepas en las siguientes escalas; 16
cepas de Trichoderma se ubicaron en la escala 1, donde el antagonista
sobrecrece el micelio del fitopatdogeno y cubrié toda la superficie del medio de
cultivo y 1 cepa de Trichoderma se ubica en la escala 2, donde Trichoderma

cubrid las tres cuartas partes de la superficie del medio de cultivo.
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Cuadro 1. Porcentaje de inhibicion de 17 cepas de Trichoderma sobre el
crecimiento micelial de A. alternata, dias al primer contacto entre
microorganismos Yy clases de antagonismo.

Cgpas de Eorc_er_]t'aje de 1. Dias a (ase 2
Trichoderma inhibicién contacto

8 37.00 A 2 1
14 35.50 AB 2 1
3 34.50 ABC 2 1
1 34.00 ABCD 2 1
19 32.00 ABCD 2 2
23 32.00 ABCDE 2 1
18 31.50 BCDE 2 1
30 30.25 BCDE 2 1
17 30.11 CDE 2 1
24 30.00 CDE 2 1
31 30.00 CDE 2 1
25 30.00 CDE 2 1
15 29.50 CDE 2 1
10 29.00 DE 2 1
4 29.00 DE 2 1
16 29.00 DE 2 1
2 27.00 E 2 1
Testigo 0.00 F 2 1

! Tratamientos con la misma letra son estadisticamente iguales.

2. Clase de antagonismo segun la escala de Bell et al. (1982).
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Figura 5. Trichoderma ps.T8 Figura 6. Cepa de Trichoderma sp.
inhibiendo el  crecimiento que mostré el menor porcentaje de
micelial A. alternata inhibicion sobre A. alternara.

Estudios de Compuestos Volatiles Producidos por Trichoderma spp. Sobre

A. alternata.

El porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial de A. alternata por
compuestos volatiles de Trichoderma varié de 0 en el testigo a 28.22% en la cepa
de Trichoderma T23 (cuadro 2). El analisis de varianza (cuadro 4 del apéndice)
detecto diferencia altamente significativa entre los tratamientos. La pruebas de
medias (DMS al 0.05) indica que la cepa T23 de Trichoderma estadisticamente
inhibe en mayor proporcién el crecimiento micelial (cuadro 2) siguiéndose las
cepas: T19, T24, T8 T1, T10 siendo estadisticamente similares entre si. Los
tratamientos T4, T25, T2, T16, T31, T17, T3, T18, T15, T14 mostraron el nivel
mas bajo de porcentaje de inhibicion y no existe diferencia significativa entre si.
Es importante sefialar que todas cepas estudiadas inhiben en mayor o menor
proporcion el crecimiento del fitopatdégeno (figura 7, 8 y 9), lo que indica que todas
las cepas de Trichoderma spp. producen compuestos volatiles con actividad
antagonista. T. harzianum produce un metabolito volatil identificado como alquil
pirona, es capaz de inhibir in vitro a muchos hongos, entre ellos a R. solani
(Fravel, 1988). Los trabajos realizados por Ramos — Hernandez (2008) se
encuentra que el porcentaje de inhibicion micelial de Furarium oxysporum por

compuestos volatiles varia de 1.12 a 65.17% in vitro.
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Cuadro 2. Porcentaje de inhibicion de A. alternata por compuestos volatiles
producidos por 17 cepas de Trichoderma a los ocho dias después de la siembra

en medio de cultivo PDA.

Cepas de Porcentaje de 1.
Trichoderma inhibicion

23 28.22 A

19 23.55 B

24 22.35 BC

8 21.55 BCD

1 21.33 BCD

10 20.27 BCDE
30 19.73 CDEF
4 19.16 CDEFG
25 19.16 CDEFG
2 19.16 CDEFG
16 18.72 CDEFG
3 18.20 DEFG
17 17.44 EFG

31 16.86 EFG

18 16.52 FG

15 16.34 FG

14 16.16 G
TESTIGO 0.00 H

' Tratamientos con la misma letra son estadisticamente iguales.

Figura 7. Efecto de inhibicién micelial Figura 8. Testigo, crecimiento micelial
de A. alternata por compuestos de A. alternata sin antagonista.
volatiles de Trichoderma sp.
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Figura 9. Menor efecto de inhibicion
micelial de A. alternata producido por
Trichoderma sp.

Estudios de antibiosis producidos por 14 cepas de Trichoderma sobre A.
alternata.

El porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial de A. alternata por
antibiosis de Trichoderma varié6 de 0 en el Testigo a 55.92% en la cepa de
Trichoderma T16 (cuadro 3, figura 10). El analisis estadistico (cuadro 6 del
apéndice) indica que las cepas de Trichoderma estudiadas inhiben el crecimiento
micelial de A. alternata. Los mejores resultados se obtienen en las cepas T16 y
T14 las que son estadisticamente similares entre si (figura 10). Los extractos
obtenidos de las cepas de Trichoderma T32 y T25 (figuras 11 y 12) no mostraron
actividad antagonica. Nuestros resultados coinciden con los obtenidos por Osorio
y Hernandez (2008), quienes evaluaron las mismas cepas de Trichoderma spp.
pero con Phytophthora cinnamomi y obtuvieron una actividad inhibitoria variable
de crecimiento micelial, el mejor resultado es obtenido con la cepa de
Trichoderma T2 alcanzando 52% de inhibicion micelial. Mientras que con A.
alternata el mejor resultado T16 con 55.92% de inhibicion.
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Cuadro 3. Porcentaje de inhibicion de A. alternata por antibiosis producidos por
14 cepas de Trichoderma spp. a los ocho dias después de la siembra en medio
de cultivo PDA.

Cepas de Porcentaje de 4
Trichoderma inhibicion

16 55.92 A
14 50.21 AB
31 48.14 BC
8 47.14 BC
1 47.62 BC
30 44.51 BC
18 44.51 BC
10 43.47 BC
3 42.71 C
17 41.40 C
15 31.35 D
4 29.52 D
2 6.33 E
25 0.00 E
TESTIGO 0.00 E

! Tratamientos con la misma letra son estadisticamente iguales.

Figura 10. Mayor efecto de Figurall. Crecimiento micelial
inhibicion micelial de A. alternata de A. alternata sin antagonista.
por antibiosis producidos por T16

Trichoderma sp.



Figura 12. Menor efecto inhibitorio de
crecimiento micelial de A. alternata por
antibiosis de Trichoderma sp. T25.
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CONCLUSIONES

De acuerdo con los resultados obtenidos en esta investigacion se concluye lo

siguiente:

Todas las cepas de Trichoderma sp. estudiadas demuestran actividad

antagodnica sobre Alternaria alternata.

Los mecanismos de la actividad antagénica de las 17 cepas estudiadas es
variable; pueden ser por competencia, produccién de compuestos volatiles y

antibiosis.

Las cepas de Trichoderma que mejor inhiben el crecimiento micelial de A.

alternata por confrontaciones son: T8, T14, T3y T1.

Las cepas de Trichoderma que mejor inhiben el crecimiento micelial de A.

alternata por compuestos volatiles son: T23, T19, T24 y T8.

Las cepas de Trichoderma que mejor inhiben el crecimiento micelial de A.

alternata por antibiosis son: T16, T14, T31y T8.

Las cepas de Trichoderma T8 y T14 mostraron los mas altos porcentajes de
inhibicion de crecimiento micelial en confrontaciones, compuestos volatiles y

antibiosis.
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Cuadro 1A. Porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial de A. alternata por
confrontaciones producidos por 17 cepas de Trichoderma spp. a los 8 dias
después de la siembra en medio de cultivo PDA.

Repeticiones

Tratamientos R1 R2 R3 R4

1 36.00 38.00 30.00 32.00
2 30.00 26.00 26.00 26.00
3 36.00 36.00 36.00 30.00
4 30.00 26.00 30.00 30.00
8 38.00 40.00 34.00 38.00
10 32.00 30.00 26.00 28.00
14 32.00 34.00 36.00 40.00
15 34.00 28.00 30.00 26.00
16 30.00 30.00 28.00 28.00
17 26.96 29.52 31.99 31.99
18 24.00 38.00 36.00 28.00
19 28.00 24.00 42.00 36.00
23 38.00 36.00 28.00 26.00
24 32.00 24.00 32.00 32.00
25 30.00 30.00 28.00 32.00
30 31.01 29.52 29.48 31.01
31 30.00 36.00 26.00 28.00
32 0.00 0.00 0.00 0.00

Cuadro 2A. Analisis de varianza del porcentaje de inhibicion del crecimiento
micelial de A. alternata por confrontaciones producidos por 17 cepas de

Trichoderma spp. a los 8 dias después de la siembra en medio de cultivo PDA.

FUENTE DF SC CM F P>F
TRATAMIENTOS 17 4142.78924 243.693485 17.17 <.0001
ERROR 54 766.6202  14.19667

TOTAL 71 4909.40944

C.V.=12.77549
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Cuadro 3A. Porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial de A. alternata por
compuestos volatiles producidos por 17 cepas de Trichoderma a los 8 dias
después de la siembra en medio de cultivo PDA.

Tratamientos Repeticion
RI RII RIII RIV

1 19.27 22.02 24.32 19.73
2 17.44 15.14 22.02 22.02
3 15.14 19.73 19.73 18.20
4 19.4 18.71 19.40 14.11
8 24.32 19.73 23.17 18.96
10 23.17 18.01 20.15 19.73
14 15.14 16.16 15.14 18.20
15 16.29 16.5 17.44 15.14
16 19.40 21.95 19.40 14.11
17 15.14 19.73 15.14 19.73
18 16.19 15.00 15.15 19.73
19 19.73 22.02 23.55 28.90
23 26.61 28.22 28.90 29.15
24 17.44 17.44 26.61 26.61
25 17.44 22.02 19.73 17.43
30 19.73 19.73 19.73 19.73
31 19.73 15.14 17.44 15.14
TESTIGO 0.00 0.00 0.00 0.00

Cuadro 4A. Andlisis de varianza porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial
de A. alternata por compuestos volatiles producidos por 17 cepas de Trichoderma
a los 8 dias después de la siembra en medio de cultivo PDA.

FUENTE DF SC CM F P>F
TRATAMIENTOS 17 2063.193 121.364 19.28 0.0001
ERROR 54 339.910 6.294

TOTAL 71 2403.104

C.V.=13.505
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Cuadro 5A. Porcentaje de inhibicidn del crecimiento micelial de A. alternata por
antibiosis producidos por 14 cepas de Trichoderma a los 8 dias después de la
siembra en medio de cultivo PDA.

TRATAMIENTOS REPETICIONES
R1 R2 R3 R4

1 48.14 46.06 48.14 48.14
2 19.91 2.49 0.40 2.49
3 35.69 43.99 43.01 48.14
4 23.24 27.39 33.84 33.61
8 52.29 58.51 43.99 37.76
10 37.76 50.21 43.99 41.91
14 41.91 58.51 50.21 50.21
15 33.39 37.24 27.39 27.39
16 54.36 58.51 58.51 52.29
17 43.99 35.69 37.76 48.14
18 43.99 43.99 43.99 46.06
25 0.00 0.00 0.00 0.00
30 46.06 39.84 43.99 48.14
31 48.14 52.29 46.06 46.06
TESTIGO 0.00 0.00 0.00 0.00

Cuadro 6A. Analisis de varianza del porcentaje de inhibicion del crecimiento
micelial de A. alternata por antibiosis producidos por 14 cepas de Trichoderma a
los 8 dias después de la siembra en medio de cultivo PDA.

FUENTE DF SC CM F P>F
TRATAMIENTOS 14 19345.5952 1381.82823 54.35 <0.0001
ERROR 45 1144.16237 25.42583

TOTAL 59 20489.7576

C.V.=14.16916






