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Trichoderma spp es un hongo habitante natural del suelo que puede vivir como
saprofito o como parasito sobre otros hongos. La presente investigacién consistié en
identificar y evaluar el efecto antagonico de cepas de Trichoderma spp nativas de la

Comarca Lagunera frente a cepas de Fusarium oxysporum f.



1

sp. lycopersici y Verticillium dahliae, fitopatdgenos causantes de marchitez vascular en
el cultivo de tomate. Se muestrearon 12 huertos nogaleros localizados en la Comarca
Lagunera, obteniendo 86 muestras de las cuales se aislaron 45 cepas de Trichoderma
spp de las que se seleccionaron 12 para la identificacion morfolégica con ayuda de
claves taxonémicas y su evaluacion como antagonistas, mediante enfrentamientos
duales en laboratorio frente a los fitopatégenos. También se realizaron evaluaciones en
macetas con arena infestada con los fitopatégenos por separados e inoculada con
Trichoderma,; colocadas bajo malla sombra 75%. Se evaluaron los 12 aislamientos y un
testigo, con cuatro repeticiones, utilizando plantas de tomate para evaluar la actividad
antagoénica de Trichoderma. Los aislamientos fueron identificados como 7. harzianum,
T. koningii y T. pseudokoningii, obteniendo en mayor proporcion la especie T.
harzianum. Las 3 especies de Trichoderma mostraron actividad inhibitoria en el control
de F. oxysporum f. sp. lycopersici tanto en las pruebas in vitro como en maceta. En el

control de V. dahliae las especies mostraron ser poco agresivas.
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Trichoderma spp is a soilborne fungus living as a saprophyte or as a parasitic on
other fungi. This research consisted on: identifjcation of Trichoderma spp native of the
Comarca Lagunera, and evaluation of their antagonistic effect against Fusarium

oxysporum f. sp. lycopersici and Verticillium



dahliae, plant pathogens causing vascular wilt of tomato. Sampling was made on 12
orchads planted to pecan trees, obtaining 86 samples from which 45 strains of
Trichoderma were isolated. Morphological identification by taxonomic keys and
evaluation as antagonists by dual confrontation against the plant pathogens was made
for 12 selected strains. Evaluations were also made on pots infested separately with the
plants pathogens and with Trichoderma under a mesh with 75% shadow. The 12
isolates and a control with four replications were tested, utilizing tomato plants to
evalGate the antagonistic activity of Trichoderma. The isolates were identified as T.
harzianum, T. koningii and T. pseudokoningii, predominating the species T. harzianum.
The three species of Trichoderma had antagonistic activity against F. oxysporum f. sp.

licopersici in vitro as in pots. Against V. dahliae, the antagonism of the species was low.
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1. INTRODUCCION

El biocontrol actualmente ocupa un lugar importante en las practicas de manejo
de enfermedades de las plantas causadas por patégenos del suelo, principalmente de
los géneros Fusarium, Phymatotrichum, Rhizoctonia, Sclerotium, Pythium, vy
Phytophthora entre otros (Herrera-Estrella y Carsolio, 1998).

Patégenos importantes principalmente por su supervivencia, ya que pueden
persistir en el suelo por varios afios debido a las estructuras de resistencia que forman;
su amplio rango de hospedantes. Generalmente afectan a los principales cultivos de
interés para el hombre; debido a que se encuentran en la mayoria de los suelos, por
su distribucion espacial y medio donde prosperan (Hernandez, 2002).

El control de fitopatégenos por medio de practicas convencionales es dificil,
debido a los problemas para obtener cultivares resistentes. El tratamiento con
productos quimicos a veces resulta deficiente, e incrementa los costos de produccion,
contribuye a la contaminaciéon ambiental y deteriora la biota del suelo. La eficacia de la
rotacion de cultivos es reducida, por su amplio rango de hospedantes espontaneos,
cultivados y por sobrevivir en el suelo por medio de esclerocios, bajo condiciones
climaticas adversas, durante largos periodos. Fusarium spp y Verticilium spp son de los
principales fitopatébgenos del suelo en la Comarca Lagunera, que afectan
practicamente a todos los cultivos regionales, siendo especialmente importante en

hortalizas y forrajes (Hernandez, 2002).
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Ante las limitaciones del manejo de las enfermedades, surge la necesidad de
plantear alternativas sustitutivas o complementarias a las existentes, como el control
bioldgico, importante para la recuperacion del equilibrio de los ecosistemas y el
aprovechamiento del potencial antagonista natural de ciertos microorganismos como

Trichoderma spp, hongo anaerobio facultativo que se encuentra suelos agricolas.

1.1 Objetivos
« Identificar las especies de Trichoderma ssp nativas de la Comarca Lagunera de
Coahuila.
» Evaluar el efecto antagénico Trichoderma spp contra F. oxysporum f.sp.

lycopersici y V. dahliae.

1.2 HIPOTESIS
« Enla Comarca Lagunera existen especies nativas de Trichoderma.
» Las especies nativas de Trichoderma son antagénicas sobre F. oxysporum f.

sp. lycopersici y V. dahliae.
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2. REVISION DE LITERATURA
2.1 Pérdidas causadas por organismos dafinos

Globalmente, las pérdidas en la produccion agricola debidas a insectos plaga,
maleza y enfermedades de las plantas constituyen un 30% del total de la produccion.
Sin embargo, en los paises desarrollados de Europa y América del Norte estas
pérdidas llegan a ser de hasta un 25% del rendimiento agricola. En los paises
economicamente menos desarrollados, pueden ascender hasta el 50% de la
produccion. Entre los patdgenos causantes de estas enfermedades se encuentran
diversas especies de bacterias, nematodos y virus, pero son los hongos los que
ocasionan mas de un tercio de las pérdidas de cultivos de importancia econémica
(Whipps y Lumsden, 2001).

Algunos fitopatégenos, como Botrytis, Rhizoctonia y Fusarium, responsables de
enfermedades de hortalizas (pepino, espinaca, lechuga y tomate), plantas oleaginosas
(soya) y ornamentales (begonias, gerberas), se han dispersado de manera
considerable durante los ultimos afios debido a los cambios introducidos en los

sistemas de cultivo (monocultivo, explotaciones intensivas) (Chet, 1993).

2.2 El control quimico de las enfermedades de plantas

El principal método de control que se emplea habitualmente contra los
microorganismos causantes de las enfermedades de las plantas cultivadas es el uso
de agentes quimicos. Los productos quimicos son econdmicos y actian rapidamente,
pero constituyen un grupo de sustancias altamente tdxicas cuya persistencia en el

medio ambiente conlleva graves problemas ecol6gicos como
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la contaminacién del agua subterrdnea y la entrada en la cadena alimenticia, lo cual
tiene un fuerte impacto sobre gran cantidad de organismos, incluyendo en ultimo
término a los humanos. Ademas, el uso ininterrumpido de estas sustancias ha
provocado la aparicion de microorganismos patégenos resistentes a los productos
guimicos empleados para su control. Por ejemplo, han aparecido cepas de Venturia
inaequalis, Erysiphe cichoracearum y Botrytis cinérea resistentes a benomilo; de
Phytophthora infestans, P. parasitica y Peronospora tabacina resistentes a metalaxilo;
otros hongos han mostrado resistencia a triadimeton (Cook y Baker, 1983). Lo anterior
es considerado un grave problema en el tratamiento de muchas enfermedades,
ocasionando un incremento en la dosis de fungicida y el uso de compuestos menos
especificos que resultan dafiinos a microorganismos benéficos para las plantas como
son las micorrizas. Por otra parte, las restricciones al uso de fungicidas quimicos para
tratar las infecciones de los productos almacenados son mayores que las impuestas en
el campo, lo que hace dificil el control de estas enfermedades (Wilson etal., 1991).

La tendencia actual es reduccion del uso de agroquimicos en la agricultura.
Algunos como el bromuro de metilo, han sido prohibidos o se encuentran en vias de
serlo. A mediados de la década de los 80s en algunos paises miembros de la Unién
Europea (Suecia, Dinamarca y Holanda), se decidié disminuir el empleo de sustancias
quimicas en la agricultura hasta en un 50% en un periodo de 10 afios. Para lograrlo es
necesario el desarrollo de nuevos métodos de control de enfermedades de plantas que

puedan sustituir a los agentes quimicos (Hjeljord y Tronsmo, 1998).
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En los Ultimos afios se ha desarrollado una estrategia de control integrado
basada en la combinacién de agentes de control biolégico y quimicos. Ello ha limitado
la dosis necesaria del compuesto quimico hasta niveles subletales gracias a un efecto
sinérgico del agente quimico con la accién del microorganismo antagonista. Por
ejemplo, mediante la combinacién de Trichoderma harzianum se ha logrado reducir la
dosis necesaria de bromuro de metilo para controlar la enfermedad del tomate
provocada por F. oxysporum f.sp. lycopersici (Chet e Inbar, 1994). Algunos autores han
propuesto que el efecto se debe a que dosis reducidas de fungicida estresan y debilitan
al patégeno, haciéndolo més sensible al ataque del antagonista (Lorito et al., 1996).

Muchas de las limitaciones que presenta el control biol6gico podrian resolverse
con un mayor conocimiento de los agentes de control como de los mecanismos que
éstos ejercen. Potenciar tales mecanismos mediante la obtencion de cepas mejoradas
gue las hagan mas competitivas frente a los agentes quimicos es, en la actualidad, la

linea de investigacion mas desarrollada.

2.4 Trichoderma como agente de control biolégico

Los agentes de control biolégico que se emplean contra fitopatdégenos suelen ser
microorganismos antagonistas como bacterias (Bacillus spp., Pseudomonas),
estreptomicetos fundamentalmente. Entre estos Ultimos se comercializan algunas
especies de los géneros Pythium, Fusarium, Ampelomyces, Coniothyrium, Endothia,

Gliocladium y Trichoderma (Butt et al.,
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2001). La mayor parte de la investigacion que se ha llevado acabo sobre control de
enfermedades fungosas se refiere a cepas del hongo del género Trichoderma. La
naturaleza antagonista de Trichoderma se descubrié hace més de 70 afios (Weindling,
1932) y desde entonces, numerosas especies clasificadas dentro de este género se han

utilizado en experimentos de control biolégico de hongos patdégenos de plantas (Benitez

etal., 1998) (Cuadro 1).

cuadro 1. Ejemplos de aislados de Trichoderma wusados en experimentos de
Antagonista Patégeno Cultivo Referencia
T. harzianum Sclerotium rolfsii Cafia de azucar Vancura y Kunc (1989)
Pythium ultimum Lechuga Lynch etal. (1991)

Fusarium oxysporum

Rhizoctonia solani

Narciso, Algodén

Lechuga, haba

Bealey Pitt (1990)
Lewis y Papavizas (1987)

Verticillium spp Tomate Sivan y Chet (1987)
Botrytis cinérea Tomate O'Neill etal. (1996)
Fresa Sutton y Peng (1993)
Uva Gullino(1992)
T. hamatum G. graminis Trigo y centeno Sivasithamparam et al. (1988)
F. oxysporum Narciso Beale &Pitt (1990)
R. solana Tomate Lewis et al. (1990)
Algodon, haba Lewis y Papavizas (1991)
T. viride Penicillium digitatum Naranja Rice (1995)
P. ultimum Lechuga Lynch et al. (1991)
F. oxysporum Narciso Bealey Pitt (1990)
R. solana Algodon, tomate Lewis y Papavizas (1987)
Papa,haba
T. virens P. ultimum Algodon Howell(1991)
R. solana Papa, haba Lewis y Papavizas (1987)
Phytophthora spp. Peral Roigery Jeffers (1991)
T. koningii G. graminis Trigo y centeno Dewan y Sivasithamparam (1988)
Latunde-Dada (1991)
R. solana Leguminosas
T. poiysporum Fomes annosus Bosques Donelly y Sheridan (1986)
T. reesei Rhizopus stolonifer Watts etal. (1988)
Trichoderma Spp. Rhizoctonia Hortalizas Chet (1987)
Pythium varios cultivos
Rhizoctonia Patata Beagle-Ristano y Papavizas (1985)
Verticillium Champifién Ricard (1988)
Pythium Guisante Nelson etal. (1988)
Rhizoctonia Rabano Mihuta-Grimm y Rowe (1986)
Sclerotium Manzana Conway (1986)
Gliocladium V. dahliae Papa Keinath etal. (1991)
Roseum

Adaptado de: (Benitez etal., 1998)
control biolégico contra fitopatégenos.

19



Adicionalmente, mas de la mitad de productos existentes en el mercado

destinados al control de hongos fitopatégenos son preparados de Trichoderma.

Actualmente se comercializan principalmente cepas de T. viride, T. polysporum y T.

harzianum, siendo esta ultima la mas empleada (Whipps y Lumsden, 2001) (Cuadro 2).

Adaptado de: (Whipps y Lumsden, 2001)

Cuadro 2. Productos a base de Trichoderma registrados
agentes de control biolégico.

y comercializados

Cc ogbo

Cepa Patoégeno Aplicacion

Producto comercial

Suelo y raices




2.4.1 El género Trichoderma

Las especies del género Trichoderma forman parte de un grupo complejo de
hongos filamentosos clasificados en la subdivision Deuteromycotina y asociados a la
fase sexual de la subdivisibn Ascomycotina, pertenecientes al orden Hipocreales. Se
reproducen clonalmente mediante un ciclo de vida asexual en el que se alternan micelio
y conidios. El micelio se caracteriza por poseer hifas mas o menos ramificadas,
septadas y con mas de un nucleo por célula. Los conidios poseen un sdélo nucleo
haploide, son ovoides, de color verde (excepcionalmente hialinos) que a su vez se
forman sobre estructuras muy ramificadas o conidioforos estos se sitian sobre células
especiales denominadas fialides (Rosen ef al., 1974). En determinadas condiciones
nutricionales o frente a la desecacion se produce otro tipo de estructuras de resistencia
denominadas clamidosporas (Lewis y Papavizas, 1984).

Un numero creciente de especies de Trichoderma han sido relacionadas con una
fase sexual o teleomorfo representada por especies del género Hypocrea, por ejemplo a
T. reesei con Hypocrea jecorina, demostrando que Trichoderma puede representar a un
grupo de derivados clénales de Hypocrea que han perdido la capacidad de realizar ciclo
sexual (Kuhls etal., 1996).

Las primeras clasificaciones taxonémicas existentes son preliminares y se basan
fundamentalmente en las caracteristicas morfolégicas de las especies, que a menudo
no aportan informacion suficiente para discernir unas de otras. Aunque existe un
concepto general de morfologia basica de Trichoderma (crecimiento rapido,
esporulacion abundante, conidios verdes y conidioforos mal definidos), éste no esta

establecido por completo, existiendo
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na integracion con otros géneros hifomicetos. Rifai (1969), por ejemplo, dividié el
género en nueve agregados de especies; Gams y Bissett (1998), definieron las
secciones Trichoderma, Longibrachiatum, Pachybasium e Hypocreanum. Desde
entonces y con la aplicacion de diversas técnicas moleculares como cariotipos
electroforéticos, andlisis de isoenzimas, analisis de polimorfismos en la longitud de
fragmentos de restriccion (RFLP), polimorfismos de fragmentos de ADN amplificados
al azar (RAPD), secuenciacion de ADN (por ejemplo, de secuencias espadadoras
intergénicas del ADN ribosémico o ITS), junto con técnicas bioquimicas y fisiologicas,
se han ido redefiniendo o confirmando tanto secciones completas como especies
dentro del género (Lieckfeldt etal., 1998).
Por ejemplo, la inclusién en el género Trichoderma de Gliocladium virens, uno
de los hongos mas citados en control biolégico, ha sido aceptada s6lo después de ser

determinada mediante el andlisis de secuencias de ITS (Rehner y Samuels, 1994).

2.4.2 Caracteristicas ecoldgicas de Trichoderma

Las caracteristicas ecologicas de los hongos pertenecientes a este género los
hacen especialmente adecuados para su aplicacibn 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 gran capacidad de colonizacion de distintos

ambientes

22



debido a que crecen muy rapidamente, tienen pocos requerimientos nutricionales y
sobreviven en condiciones adversas (Papavizas, 1985).

Una de las caracteristicas mas interesantes de las cepas de Trichoderma es que
tienen capacidad metabdlica 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 celulosa, quitina, laminarina, pectina, almidén y xilano. Esto lo
convierte en un microorganismo de interés biotecnolégico (Buchert et al., 1998; Galante
et al., 1998; Espdésito 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 fenébmeno observado en varios
tipos de cultivos (Lindsey y Baker, 1967; Harman et al.,, 1989). Este fenbmeno se
manifiesta como una potenciacion de la germinacion de las semillas, una floracion mas
abundante y temprana e incremento de altura y peso de las plantas (Chang y Baker,
1986). En experimentos de invernadero se ha observado un incremento de la
produccion 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, manganeso, hierro o
cobre, convirtiéndolos en nutrimentos asimilables por las plantas (Altomare et al., 1999).
Otro efecto indirecto podria ser la eliminacion de la rizosfera de patégenos de menor

incidencia, como es el caso de Pythium, sin los cuales las plantas alcanzan su
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méaximo potencial de desarrollo (Harman et al., 1989). 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. Existe evidencia de que hay factores difusibles,
aun 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 hipotesis mas reciente propone que Trichoderma es capaz de limitar e
incluso revertir el efecto del dafio en la raiz causado por R. solani (Bjorkman et al.,

1998).

2.5 Mecanismos de control biol6gico 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 fendmeno. Los mecanismos generales de control biol6gico que
Trichoderma emplea pueden dividirse segun su efecto en directo o indirecto. Los de
efecto directo incluyen la inactivacién de las enzimas del patégeno, competencia por
espacio y nutrimentos, secrecion de metabolitos secundarios con efecto antibiético y
ataque directo al fitopatbgenos 0 micoparasitismo. Ademas, indirectamente,
Trichoderma es capaz de proteger a la planta del patégeno mediante la induccién de

sus sistemas de defensa (Whipps y Lumsden, 2001).
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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 rapida de los mecanismos de defensa de la planta ante el ataque de
un patdégeno. Esta respuesta incluye la secrecion de enzimas como proteasas,
peroxidasas, glucanasas, quitinasas y finalmente, la lignificacion de las paredes
celulares que rodean el lugar de infeccion para limitar la dispersion del patégeno
(Meera etal., 1994).

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 (Meera et al., 1994). Esta resistencia
viene acompafiada en muchos casos de un incremento de actividad de peroxidasa y
quitinasa en zonas distantes de la raiz (Yedidia et al., 1999) y la sintesis en moléculas
de la planta que intervienen en este tipo de respuesta, como es el &cido salicilico (De
Meyer ef al., 1998).

Las moléculas implicadas en el desarrollo de la resistencia sistémica, parecen
ser las enzimas hidroliticas que secreta Trichoderma. La produccion 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 (Dean
et al., 1989). La accién 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
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0090

2.5.3 Competencia por los nutrimentos y 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 proliferacién 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). El hierro en estado
soluble, cuya concentracion 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 produccion de siderdforos de alta afinidad parece ser el principal
mecanismo de inhibicién del desarrollo de F. oxysporum por la cepa T-35 de T.
harzianum (Chet e Inbar, 1994).

En otros casos, e! rapido desarrollo y colonizacién de Trichoderma de las zonas
adecuadas para la infeccién, como areas de necrosis, heridas o partes concretas de la
planta, impiden fisicamente el acceso y establecimiento del patégeno 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. cinérea (Harman et al., 1996).
También se ha observado la colonizacién de heridas recientes en raices de pepino por 7.
harzianum (Thrane et al., 1997) y se sabe que este mecanismo impide la infeccién 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
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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).

2.5.4 Antibiosis

Aunque el micoparasitismo es el fenbmeno que mas atencién ha recibido,
muchas investigaciones han revelado que Trichoderma produce metabolitos
secundarios difusibles y de bajo peso molecular con actividad antifangica o
antibacteriana. Estos compuestos se producen en presencia de otros hongos y algunos
de ellos han sido recuperados de la rizosfera (Lumsden etal., 1992).

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. Se han identificado compuestos del tipo de las alquil-pironas (6-
pentil-pirona), isonitrilos  (isonitrina), poliquétidos (harzianolida), peptabioles
(trichodermina, atroviridina, alameticina, suzucacilina y trichorzianina), dicetopiperacinas
(gliovihna y gliotoxina), sesquiterpenos (acido heptelidico) y esteroides (viridina)
(Sivasithamparan y Guisalberti, 1998). Normalmente una misma cepa de Trichoderma
produce a la vez distintos compuestos antibiéticos, lo cual reduce el riesgo de aparicion
de hongos resistentes.

El modo de accién de la mayoria de los antibiéticos identificados se desconoce.
Se sabe que la gliotoxina se une selectivamente a los grupos tioles de la membrana

citopldsmica y que las trichorzianinas actian modificando la

27



permeabilidad de la membrana de la célula formando canales ibnicos en la misma
(Schirmbock et al., 1994).

La importancia de la antibiosis en el antagonismo es especifica de cada
interaccion. Asi, mientras que en la supresion de Pythium por Trichoderma es
imprescindible la produccion 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 antagénica de Trichoderma,
pero ninguno se ha definido como unico responsable de la misma. Probablemente, la
antibiosis sea un mecanismo mas de los que componen el complejo sistema de

antagonismo (Ridout et al., 1986; Wilhiteefa/., 1994).

2.5.5 Micoparasitismo

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 (Barnett y Binder, 1973).

En los hongos micoparésitos existen dos tipos de comportamiento: el parasitismo
necrotrofico, en el que el pardsito mata a las células del hospedante antes o
inmediatamente después de la invasion para la utilizacion de los nutrimentos liberados y
el parasitismo biotréfico, en el que el parésito obtiene los compuestos que le serviran 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
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un mecanismo de accién mas especifico que consiste en la emision de estructuras
especializadas para la absorcion de nutrimentos. El género Trichoderma incluye varias
especies micoparasitas, especialmente 7. harzianum y T viride, que pertenecen a la
primera clase (Barnett y Binder, 1973).

El proceso de micoparasitismo ejercido por Trichoderma se produce en varias
etapas sucesivas. Inicia 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 induccidon 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 carbohidratos presentes en las paredes tanto de Trichoderma como
de los hongos a los que se enfrenta (Neethling y Nevalainen, 1996). Una prueba de ello
es que cuando se incuba R. solani con fucosa o galactosa, azucares que bloquean
determinadas glicoproteinas, se inhibe el efecto de 7. harzianum (Elad et al., 1983).
Ademas se han identificado otras lectinas de Sclerotium rolfsii capaces de unirse sélo a
las cepas de Trichoderma que parasitan a este hongo (Barak et al., 1985; 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 (Inbary Chet, 1992).
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Tras el reconocimiento se produce un enrollamiento de Trichoderma alrededor
de las hifas del hospedante formando estructuras con forma de garfio o parecidas a
apresonos (Elad et al.,, 1983; Inbar et al., 1996) (Fig. 1A). Por ultimo Trichoderma
secreta enzimas hidroliticas, fundamentalmente quitinasas, glucanasas y proteasas,
que degradan la pared celular del hospedante (Elad et al., 1982; Benhamou y Chet,
1993; Haran et al., 1996a, 1996b)., con la consiguiente asimilacién de los componentes

de la pared y contenido celular del mismo (Elad etal., 1984) (Fig. 1B).

Figura. 1. Detalles microscépicos del micoparasitismo de Trichoderma harzianum
enhre Pvthitim rayv Rhizoctania Ry

La relevancia que cada uno de estos cinco mecanismos (induccion de sistemas
de defensa de la planta, inhibicién de enzimas del patégeno, competencia, antibiosis y
micoparasitismo) tiene en el control biolégico no esta bien establecida, aunque al
parecer claro que depende de varios parametros, incluyendo la cepa de Trichoderma y
del hongo al que parasite, asi como de las condiciones ambientales, disponibilidad de
nutrimentos, pH del suelo, temperatura, concentraciones iénicas, entre otras. Lo mas
probable que varios de ellos actlien de forma secuencial, combinada o sinérgica, como

sucede en el
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control de Botrytis en uva por Trichoderma, en el que estan implicados tanto la
competencia por los nutrimentos como el micoparasitismo de los esclerocios (Hjeljord y
Tronsmo, 1998). Ademas los antibidticos y enzimas hidroliticas no sélo se producen
juntos sino que actian de manera sinérgica en el micoparasitismo. Al parecer la
degradacién de la pared celular facilita el acceso de los antibiéticos al interior de la

célula (Di Pietro et al., 1993; Schirmbock et al., 1994; Loritoef al., 1996).

2.6 Marchitamiento vascular causado por patégenos del suelo. 2.6.1

Marchitamiento vascular

Es una enfermedad ampliamente distribuida y destructiva, espectacular y
alarmante, ya que se manifiesta en un marchitamiento mas o menos rapido,
empardecimiento y muerte de hojas y tallos suculentos de algunas plantas, lo cual da
como resultado la muerte de estas ultimas. El marchitamiento se debe a la presencia y
actividad del patdgeno en el tejido vascular xilemético de las plantas. En pocas
semanas el patégeno puede ocasionar la muerte de plantas completas o de sus
organos que se localizan por arriba del punto de invasion vascular en la mayoria de las
plantas anuales y algunas perennes, aunque en algunas plantas de este Ultimo grupo
no mueren sino hasta después de varios afios a partir del momento en que fueron
infectadas por el hongo. Comunmente, el patégeno continla propagandose
internamente en forma de micelio o conidios a través de los vasos xilematicos hasta
gue muere toda la planta. En tanto la planta infectada continué viviendo, el hongo se
limita a el tejido vascular (xilema) y algunas células circunvecinas y nunca sale a la

superficie de la
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planta; incluso tampoco produce esporas. Solo cuando la enfermedad ocasiona la
muerte de una planta infectada, el hongo se propaga hacia otros tejidos y esporula en la

planta muerta o sobre la superficie de ésta (Agrios, 1999).

2.6.2 Géneros que producen marchitamiento

Entre los géneros de hongos que producen marchitamiento se encuentran
Fusarium y Verticillium. Cada uno de ellos ocasiona enfermedades graves y de amplia
distribucidon ya que atacan varias especies de cultivos importantes (Agrios, 1999).

F. oxysporum produce marchitamiento vascular principalmente en flores y
hortalizas anuales, plantas herbaceas perennes de ornato, plantas de cultivo, maleza y
en la mimosa (arbol de seda). Diferentes plantas hospedantes son atacadas por formas
especiales del hongo. El hongo que ataca el tomate se designa como F. oxysporum f.
lycopersici, el de la curcubitaceas, F. o. f. niveum; de la col, F. o. f. conglutinans; el del
platano, F. o. f. cibense; el del algodon, F. o. f. vasinfectum; el del clavel, F. o. f. dianthii;
el del crisantemo, F. o. f. chrysanthemi, etc. (Agrios, 1999).

Verticillium ocasiona el marchitamiento vascular de flores, hortalizas, plantas de
cultivo, malas hierbas anuales, plantas de ornato perennes, arboles frutales y forestales
y de maleza perenne, etc. Este hongo tiene dos especies (Verticillium alboatrum y
Verticilim dahliae) y ataca a centenares de clases de plantas produciendo

marchitamiento y pérdidas de montos variables (Agrios, 1999).
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De los hongos que producen marchitamiento vascular en las plantas, Fusarium
es un hongo que habita en el suelo, mientras que Verticillium es, sobre todo, un hongo
gue invade ese sustrato. Ambos patégenos afectan a las plantas a través de sus raices,
en las que penetran directamente o a través de heridas. Muchos nematodos parésitos
que viven en el suelo, habitualmente incrementan la incidencia del marchitamiento por
Fusarium y Verticillium, quiza debido a que proporcionan un mayor nimero de puntos
efectivos de penetracién. Tan pronto como llega a la raiz de la planta, el micelio del
hongo se extiende hasta los vasos xilematicos, donde forman microesclerocios (en el
caso de Verticillium) o conidios (en el caso de ambos), subsecuentemente el micelio y
las esporas del hongo ascienden en la planta a través de sus vasos xilematicos, siendo
llevados por la corriente de trasporte de agua. Fusarium hiberna en el suelo o restos de
plantas en forma de esporas asexuales de pared gruesa denominadas clamidosporas, o
bien en forma de micelio o0 esporas en los restos vegetales. Verticillium hiberna en el
suelo en forma de microesclerocios o0 en forma de micelio en plantas perennes y en
restos vegetales. Ambos hongos producen Unicamente esporas asexuales. Ambos
hongos son organismos saprofitos, y una vez que se introducen en un terreno de cultivo,
se establecen ahi por tiempo indefinido, aunque su nimero poblacional varia en forma
considerable, dependiendo de la susceptibilidad y tiempo de cultivo de la planta
hospedante en el campo. Fusarium y Verticilium se propagan en el suelo en menor
grado en forma de micelio que se desarrolla en las raices o restos de plantas, lo hacen
principalmente en forma de micelio, esporas o esclerocios llevados por el agua del

suelo, equipo agricola,
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transplantes, tubérculos, semillas de algunas plantas, esquejes de plantas infectadas v,
en algunos casos, en forma de esporas o esclerocios llevados por e! viento (Agrios,

1999).

2.7Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici

2.7 A Distribucién y rango de hospedantes.

La enfermedad puede ocasionar pérdida considerable, especialmente en
variedades susceptibles y bajo condiciones climaticas favorables. El marchitamiento
causado por F. oxysporum f. sp. licopersici se caracteriza por el achaparramiento de las
plantas, las cuales en poco tiempo se marchitan y finalmente mueren. A veces, campos
enteros de tomates son destruidos o severamente dafiados antes de que puedan ser
cosechados. Sin embargo, por lo general la enfermedad no ocasiona pérdidas
considerables, a menos que las temperaturas de suelo y aire sean muy altas durante

gran parte de la estacion (Agrios., 1999).

2.7.2 Sintomatologia
Lo primero que se observa en el campo es un amarillamiento en las hojas
basales, posteriormente se marchitan pero permanecen adheridas a la planta. Esta

sintomatologia va progresando hacia la parte superior de la planta

y a veces so6lo toma un sector de ia misma. Al inicio las plantas muestran marchitez en
las horas mas calurosas del dia recuperandose al final del mismo pero finalmente se
marchitan y mueren. Las raices principales y la base del tallo presentan necrosis

vascular. En cortes transversales del tallo, cerca de la base
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de la planta infectada, se puede observar un anillo de color café en el &rea de los haces
vasculares, y el avance de la decoloracién hacia la parte superior de la planta depende

de la severidad de la enfermedad (Agrios, 1999).

2.7.3 Desarrollo de la enfermedad

El patégeno habita en el suelo y sobrevive entre los cultivos, restos de plantas
infectados que yacen en el suelo, en forma de micelio y cualquiera de sus formas de
esporas, pero lo hace con mayor frecuencia en forma de clamidosporas, sobre todo en
las regiones templadas frias. Se propaga a corta distancia a través del agua y equipo
agricola contaminado, y a grande distancia principalmente en los transplantes
infectados o en el suelo que va en ellos. Es frecuente que una vez que un area haya
sido infectada por F. oxysporum f. sp licopersici se mantenga asi por tiempo indefinido

(Agrios, 1999).

2.7.4 Ubicacion taxonémicay morfologia

F. oxysporum se ubica en la clase Hyphomycetes, orden Hyphales (Moniliales)
(Agrios, 1999).

El micelio de F. oxysporum f sp. lycopersici es incoloro al principio, pero
conforme madura adquiere un color crema o amarillo palido y bajo ciertas condiciones
adquiere una tonalidad rosa palido o algo purpura. Este patégeno produce tres tipos de
esporas asexuales. Microconidios, que tienen de una a dos células y son las esporas

que el hongo produce con una mayor frecuencia



abundancia en todas las condiciones. Son las esporas que el con mas
frecuencia en el interior de los vasos de las plantas que ha infectado.
Macroconidios, que son las esporas tipicas de stan constituidos de 3 a
5 células, se adelgazan gradualmente y iia ambos extremos. Aparecen
con gran frecuencia sobre la plantas que han sido destruidas por el
patégeno y por lo comin grupos similares a los esporodoquios. El
ultimo tipo de espora idosporas, constituidas por una o dos células,
son de pared esporas redondas que se forman terminal o
intercalarmente en »s viejo o en los macronidios del hongo. Estos tres
tipos de Drman en los cultivos del hongo y quiz& también en el suelo,
decir que solo las clamidosporas sobreviven en este Gltimo ite mas

tiempo (Agrios, 1999).

hedidas de control

de variedades de tomate resistentes al hongo es el tnico método
controlar la enfermedad en el campo. En la actualidad se arias
variedades. La mayoria de ellas son totalmente resistentes
0 en condiciones subdptimas para que se produzca la infeccién enos
rendimientos adn en suelos sumamente infestados. El uentra tan
ampliamente distribuido y es tan persistente en suelo 6n de cultivos y

esterilizacion de los almacigos, aun cuando
1 métodos seguros, tienen rendimiento limitado. La esterilizacion

demasiado costosa para que se lleve a efecto en el campo, pero



En el cultivo de tomate la aplicacion de T. harzianun en combinacién con dosis
subletales de bromuro de metilo (300 kg/ha) y solarizacion es efectivo en el control de F.
oxysporum f. sp. radicis-lycopersici, reduciendo de 76-94% los niveles de colonizacion

de la corona de la planta (Sivan y Chet, 1993).

2.8 Verticillium dahliae

2.8.1 Distribuciéon y rango de hospedantes

Las enfermedades causadas por este patdgeno se encuentran ampliamente
distribuidas por todo el mundo, pero revisten mayor importancia en las zonas templadas.
Verticillium ataca a mas de 200 especies de plantas, la mayoria de ellas hortalizas,
como es el caso del tomate, berenjena, pimiento, melén y sandia; flores, como el
crisantemo, aster y dalia; arboles frutales, como por ejemplo, el albaricoque, cerezo y
durazno; también a las fresas, frambuesas y rosales; cultivos mayores, como algodon,
papa, alfalfa, cacahuates, menta, y también a algunos arboles forestales y de sombra,

como es el caso del arce y olmo (Agrios, 1999).

2.8.2 Sintomatologia

Los sintomas de marchitez por Verticillium son casi idénticos a los que ocasiona
Fusarium y en los hospedantes afectados por ambos géneros es imposible
diferenciarlos, excepto mediante pruebas de laboratorio. Sin embargo, en muchos de los
hospedantes y en la mayoria de las areas, Verticillium induce marchitez a temperaturas
mas bajas que Fusarium. Los sintomas se desarrollan mas lentamente; con frecuencia

aparecen solos sobre
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la parte inferior de la planta o sobre su superficie o Unicamente sobre algunas de sus
ramas. En algunos hospedantes, como algodén, la marchitez por Verticilium se
desarrolla principalmente en las plantulas. Las cuales a menudo mueren poco después
de haber sido infectadas, pero mas comunes son las infecciones tardias, que
ocasionan la epinastia de las hojas superiores, seguida por la aparicion, en las hojas,
de manchas cloréticas irregulares que posteriormente se vuelven necréticas. Las
plantas adultas infectadas por Verticillium habitualmente sufren varios grados de
achaparramiento y sus tejidos vasculares muestran una decoloracién caracteristica. En
muchos hospedantes, la infeccion por Verticilium da como resultado la defoliacién,
marchitez gradual y muerte de ramas sucesivas 0 un colapso repentino y muerte de
toda la planta (Agrios, 1999).

Los brotes iniciales de marchitez por Verticillium en un campo son tipicamente
moderados y localizados. En afios posteriores, los ataques son mas severos y se
distribuyen mas ampliamente, a menos que las plantas dejen de ser cultivadas o sean
sustituidas por variedades resistentes. La severidad cada vez mayor de la enfermedad
afio tras afo se debe a un incremento también cada vez mayor del potencial del inoculo,
por la aparicion de cepas del hongo mas virulentas que la origina, 0 a ambos (Agrios,

1999).

2.8.3 Ubicacién taxonémica y morfologia
V. dahliae se ubica en la clase Hyphomycetes, orden Hyphales (Moniliales)
(Agrios., 1999).

V. dahliae, es la causa de marchitamiento en la mayoria de las plantas,
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produce conidios que son viables por poco tiempo asi como microesclerocios; prefiere
temperaturas de 25 a 28°C, y es un poco mas comun en regiones calidas. Aunque
algunas cepas de Verticillium muestran especializacion por su hospedante, la mayoria
muestran poca especializacion por el mismo y ataca a una amplia gama de plantas
hospedantes. V. dahliae hiberna en el suelo en forma de esclerocios que pueden
sobrevivir hasta por cincuenta afios. Sin embargo, esta especie hiberna en forma de
micelio dentro de hospedantes perennes, en érganos de reproduccion vegetativa o en
restos de vegetales. Verticillium penetra en las raices jovenes de las plantas
hospedantes ya sea directamente o a través de heridas. El hongo se propaga por medio
de las semillas infectadas, tubérculos y esquejes vegetativos, plas y yemas, asi como a
través del viento, el agua superficial del terreno y por el suelo mismo, el cual puede
contener incluso mas de 100 microesclerocios por gramo; entre 6 y 50 microesclercios
por gramo son suficientes para causar una infeccion del 100% en la mayoria de los
cultivos susceptibles. Muchos terrenos han sido contaminados por primera vez por
Verticillium al plantar tubérculos de papa infectados u otros cultivos, y se sabe que las
solanaceas como la papa, berenjena y tomate incrementan el nivel de inoculo en el
suelo. Sin embargo, es frecuente encontrar a Verticillium en areas no cultivadas, lo cual
indica que el hongo es un organismo nativo del suelo y que puede atacar cultivos

susceptibles tan pronto como sean sembrados (Agrios, 1999).
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2.8.4 Medidas de control

El control de marchitamiento por Verticilium se basa en el uso de plantas
sanas en suelos libres de enfermedad, uso de variedades resistentes y evitar la
siembra de cultivos susceptibles donde se han cultivado solanaceas en varias
ocasiones. La fumigacion del suelo puede ser provechosa cuando se utiliza para
proteger cultivos de gran valor, pero es demasiado costosa en areas extensas (Agrios,
1999).

La inactivacion térmica por medio de la solarizacion de suelo, ha demostrado ser
atil en el control de Verticilium en regiones con alta temperatura verano y poca

precipitacion pluvial como California e Israel (Agrios, 1999).
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3. MATERIALES Y METODOS 3.1

Localizacion del area de estudio

El trabajo de investigacion se realiz6 en dos etapas: una en campo y otra en el
laboratorio de Parasitologia de la Universidad Autbnoma Agraria Antonio Narro Unidad
Laguna (UAAAN-UL) ubicada en el municipio de Torredn se localiza en la parte oeste
del sur del estada de Coahuila, entre las coordenadas 103° 26'33" longitud oeste y 25°
32'40" latitud norte a una altura de 1,120 MSNM, el clima es de subtipos secos
semicalidos. La temperatura media anual es de20 a 22° C (GEC, 2004; SOATCM,

2004).

3.2 Aislamiento de especies de Trichoderma 3.2.1
Sitios de muestreo
Los aislamientos de Trichoderma spp fueron obtenidos de suelo colectado del

periodo de junio a noviembre de 2006 en huertos de nogal localizados en diferentes

Cuadro 3. Ubicacién de los sitios de muestreo de Trichoderma.
UAAAN-UL. Torreén, Coah. 2006.

Huerto Lugar Localidad

Rancho Ana Torre6n Coahuila
2 La partida Torreén Coahuila
3 Lacteos Florida Francisco |. Madero
4 San Antonio Torre6n Coahuila
5 Las Villas Torre6n Coahuila
6 La encantada Torre6n Coahuila
7 El Pera Torre6n Coahuila
8 Huerto Narro Torre6n Coahuila
9 Recreativo natividad Matamoros Coahuila
10 Huerto Inifap Matamoros Coahuila
11 San Isidro San Pedro Coahuila
12 Rodeo Durango

localidades de la Comarca Lagunera. Cuadro 3.
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En cada suelo de muestreo se colectaron al azar de 5 a 10 muestras de suelo
aproximadamente 1 kg. Cada muestra fue tomada en los primeros 30 cm de
profundidad eliminando la materia organica superficial y trasportadas en bolsas de
plastico al laboratorio de Parasitologia de la UAAAN -UL. Las muestras se conservaron

a temperatura ambiente de 25 a 30 °C hasta su utilizacion.

3.2.2 Aislamientos de Trichoderma spp

En el laboratorio, los aislamientos se realizaron directamente del suelo; en cada
muestra se tomaron 10 submuestras de 50 mg cada una; las submuestras se
dispersaron uniformemente sobre la superficie de una caja petri con un medio de cultivo
gue favoreciera su crecimiento (Jonson y Curl, 1972). En total se utilizaron 10 cajas petri
por cada muestra de suelo, se incubaron a temperatura ambiente de 25 a 30 °C y se

revisaron diariamente durante 10 dias.

3.2.3 Purificacion y conservacion de aislamientos de Trichoderma spp.

Se prepararon cajas petri y tubos de ensaye con medio de cultivo Papa-
Dextrosa-Agar (PDA). Los tubos se mantuvieron con una inclinacion de 45 grados para
gue el medio ofreciera una mayor superficie de contacto.

Las colonias previamente reconocidas como Trichoderma spp se transfirieron a
las cajas petri para purificarlas; Las colonias puras se pasaron a los tubos de ensaye y

cuando el hongo colonizé toda la superficie de! medio se
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mantuvieron en refrigeracion a temperatura de 4 °C para su conservacion y uso

posterior.

3.2.4 Seleccidon de especies de Trichoderma
En el experimento tanto in vitro como en maceta, los aislamientos fueron
seleccionados considerando los que mostraron mayor crecimiento en siete dias y que al

mismo tiempo mostraran caracteristicas diferentes de crecimiento.

3.2.5 Identificaciéon de las especies de Trichoderma

Los doce aislamientos utilizados en la realizacion de esta investigacion fueron
identificados con ayuda del microscopio compuesto de acuerdo a sus caracteresticas
morfologicas y apoyo de claves taxondmicas (Domsch et al.,, 1980). Cada uno de los
aislamientos identificados se resembré con medio especifico como avena agar (AA),
papa-sacarosa-agar (PSA), papa-zanahoria-agar (PZA), agar extracto de malta (AEM)
segun el medio requerido para cada una de las especies con el propdésito de reafirmar la

identificacion morfolégica (Domsch etal., 1980)

3.3 Pruebain vitro

En las evaluaciones comparativas de la actividad antagénica en cultivos duales
se utilizaron como fitopatdgenos los aislamientos de F. oxysporum f sp licopersici y V.
dahliae. Como potenciales biocontroladores, fueron evaluados 12 aislamientos de

Trichoderma spp nativos de la Comarca Lagunera.
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La evaluacién consisti6 en el desarrollo simultaneo de los microorganismos
antagonico y patégeno en el medio de cultivo que permite su crecimiento en cajas petri,

ambos bajo las mismas condiciones (Bell et al., 1982) (fig. 2).

Colocar
Papa-dextrosa-agar (PDA).

Antagonista l Patégeno
“-..\_ /

Incubar a 28° C
Figura N° 2 Enfrentamiento dual.

Los discos de los aislamientos utilizados para la ejecucion del ensayo, fueron
obtenidos de cultivos sembrados en papa-dextrosa-agar (PDA), mantenidos a
temperatura ambiente a 24-25° C, durante 10 dias. De la periferia de las colonias, se
cortaron discos con sacabocados de 0.5 cm de didmetro que fueron transferidos a cajas
de petri con el mismo medio, en posiciones opuestas y equidistantes, de tal modo que
quedaran enfrentados fitopatdgeno y antagonista a probar en cada tratamiento. Los
testigos consistieron en el crecimiento de los patdgenos, sin la presencia de los posibles
antagonistas. El disefio experimental utilizado fue un disefio completamente al azar con

cuatro repeticiones, las cajas fueron mantenidas a temperatura de 28° C.
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La unidad experimental consistiéo de una caja de petri. Se midié el diametro de
las colonias a las 48 y 72 horas, efectuandose analisis de varianza y prueba de medias

(DMS) de los valores obtenidos.

3.4 Prueba en invernadero

3.4.1 Ubicacion del experimento

El experimento se establecié al aire libre bajo malla sombra de 75% en el
invernadero del departamento de horticultura de la UAAAN-UL, el dia 1 de junio del

2007.

3.4.2 Preparacion del inoculo de Trichoderma spp.

Los aislamientos de Trichoderma fueron cultivados previamente en cajas petri;
de éstas se tomaron discos de PDA de 0.5 cm de diametro conteniendo micelio del
hongo, los cuales fueron colocados dentro de frascos de vidrio conteniendo 100 g de
granos de trigo esterilizado.

El trigo en los frascos fue preparado de la siguiente manera: 3 kg de trigo fueron
escogidos, lavados y remojados por 24 horas; luego de una coccién por 15 minutos, se
escurrieron y se dejaron reposar por 12 horas, inmediatamente después se
distribuyeron 100 g de trigo en cada uno de los frascos de vidrio con una capacidad de
250 mi; en la boca del frasco se colocé algoddén a manera de tapdn (a presion), encima
se puso una capucha de papel, sujetada con una liga. Los frascos conteniendo los
granos de trigo se esterilizaron en autoclave durante una hora por dos dias
consecutivos, al dia siguiente se realizd la siembra de Trichoderma spp. sobre los

granos de trigo, para ello se
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utilizaron pinzas estériles, cinco discos de PDA de 0.5 cm de didmetro conteniendo
micelio de Trichoderma spp. (7 dias de desarrollo) fueron colocadas en cada uno de los
frascos. Los frascos sembrados con Trichoderma se incubaron a una temperatura de
30 °C durante tres dias, para posteriormente colocarlas a temperatura ambiente y bajo
luz artificial (40 Watts) durante siete dias, quedando listos para su uso en las pruebas

de invernadero.

3.4.3 Preparacion del inoculo de F. oxysporum f sp lycopersici y de V.

dahliae.

La preparacion del inoculo se realizd en trigo y sacarosa. En un recipiente con
agua se remojo el trigo durante 24 horas, se escurrié y se dejoé en reposo durante 12
horas para posteriormente colocar 25 g de trigo y 5 g de sacarosa en cada uno de los 28
frascos de vidrio de 250 mi, los cuales fueron esterilizados por 30 minutos por dos dias
consecutivos; se dejo enfriar el sustrato de trigo y sacarosa para luego inocular
separadamente con trozos de agar colonizados con F. oxysporum f. sp. lycopersici y V.
dahliae de dos semanas de edad. Los frascos se colocaron en una mesa a temperatura
ambiente con luz normal por dos a tres semanas (Pitt & Hocking 1997). De cada

patégeno se tuvieron 2 frascos y 24 frascos de Trichoderma spp.

3.4.4 Preparacion del material vegetal
La planta experimental utilizada fue tomate (Lycopersicon esculentum Mili.) para
lo cual a la semilla se le realiz6 una prueba de germinacion, que consistio en colocar

100 semillas bien distribuidas sobre papel especial para
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germinacion, las cuales se colocaron en cajas petri, posteriormente se introdujeron a la
germinadora a una temperatura de 28 °C por 8 dias. Se tomaron datos de las semillas

germinadas a los 4 y 8 dias expresando el resultado como porcentaje de germinacion.

3.4.5 Aplicacion de los microorganismos

La incorporacién de F. oxysporum f. sp. lycopersici, V. dahliae y Trichoderma se
realiz6 antes de la siembra, utilizando 2.5 g de inoculo de cada uno de los
microorganismos, el cual se incorporé uniformemente haciendo una mezcla homogénea
en la arena, la cual se dejo en reposo durante una semana para la posterior siembra de

la semilla de tomate.

3.4.6 Siembra en macetas.

Se utilizaron vasos de unicel con una capacidad de 500 g en los cuales se
colocaron 400 g de arena sin esterilizar; en cada vaso se sembraron cinco semillas de
tomate con una distribucion homogénea y equidistante, a una profundidad en relacién a

la superficie del suelo de 2 cm.

3.4.7 Seleccion de los aislamientos de Trichoderma

De los 45 aislamientos obtenidos, se seleccionaron 12 para su evaluacion como
antagonistas. Los aislamientos seleccionados fueron los que mostraron mayor
crecimiento a los 7 dias y que mostraron caracteristicas diferentes de crecimiento

(Cuadro 4).
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Cuadro 4. Aislamientos de Trichoderma seleccionados para su
evaluacion. UAAAN-UL. Torreén, Coah. 2007.

No. de tratamiento Cddigo de asignado
Aislamiento seleccionado

T1 Si1
T2 Rn1
T3 Vvi4
T4 Lf1

T5 Rol
T6 V{8
17 Hil
T8 Hi4
T9 Ral
T10 E2

T11 P2

T12 Sal

Estos tratamientos se usaron para ambos fitopatégenos.

3.4.8 Disefio experimental
El disefio experimental realizado fue un completamente al azar con cuatro

repeticiones por tratamiento.

3.4.9 Evaluacion

Se realizaron observaciones a los 8, 15 y 30 dias después de la siembra
registrando la longitud de tallo, nimero de plantas germinadas, plantas enfermas y
plantas muertas. A los 30 dias, las plantas que sobrevivieron se extrajeron de los
recipientes y se evaluaron los siguientes parametros: longitud de raiz y peso total de
planta.

El experimento tuvo una duracibn de 4 semanas, en dicho periodo la
temperatura promedio fue de 25 °C, con una minima y maxima de 20 a 30 °C

respectivamente.



4. RESULTADOS Y DISCUSION 4.1

Aislamientos de especies nativas de Trichoderma

En las 86 muestras de suelo colectadas de huertos de nogal en la Comarca

Lagunera, se aislaron 45 cepas de Trichoderma spp utilizando el método de siembra

directa del suelo sobre el medio de cultivo (Cuadro 5).

Cuadro 5. Aislados de Trichoderma spp obtenidos por sitio de muestreo. UAAAN-UL.

Torreén, Coah. 2007.

Huerto Localidad No. de aislados Coédigo de aislamientos
1 Rancho Ana 3 Ral, Ra2, Ra4
La partida 3 P1, P2, P3
3 Lacteos Florida 4 Lf1, Lf2, Lf3, Lf4
4 San Antonio 2 Sal, Sa2
5 Las Villas 5 V1, V2,V3, V4, V5
6 La encantada 8 El, E2, E3, E4, E5, E6, E7, E8
7 El Pera 4 Pel, Pe2, Pe3, Pe4d
8 Huerto Narro 8 Hn1, Hn2, Hn3, Hn4, Hn5, HN6, HNn7, HN8
9 Recreativo natividad 1 Rnl
10 Huerto Inifap 2 Hil, Hi2
11 San Isidro 1 Sil
4

12 Rodeo

Rol, Ro2, Ro3, Ro4




4.2 ldentificacion de las especies de Trichoderma

Las especies de Trichoderma encontradas expresadas en el Cuadro 6.

Cuadro 6. Especies de Trichoderma Torreon, seleccionadas para éste estudio. UAAAN-UL
Coah., 2007.
Especie Cepa Caracteristicas

Colonias color verde, crecimiento rapido, arriba de 9
Sil, Rn1, V{8, cm de didmetro en 5 dias, a 20° C en agar-avena.
T. harzianum Vf4, Hil, E2, P2, Hitas hialinas, conidioforos con ramificacién compacta.
Saly Ral Conidios globosos a subglobosos, pared lisa de color
verde olivo. Con un radio menor de 1.25,2.8a3.2 X2.5a 2.8 um. Las
colonias no tifien el medio.

Colonias de color amarillo a verde oscuro, crecimiento de 3 a 5 cm
de diametro en 5 dias, a 20° C en agar-avena.

7. koningii Hi4 Conidioforos con ramificacion abierta. Conidios de pared lisa,
elipsoidales u oblongas 3.0 a 4.8 X 1.9 a 2.8 um con base truncada
fialides regularmente dispuestas en numero de 3 0 mas.

Las colonias presentan un crecimiento de 3 a 5 cm de
diametro en 5 dias, a 20° C en agar-avena. Puede

T. pseudokoningii  Rol, Lf1 ser confundido con T. Koningii por tener conidios y
fidlidas similares, pero en esta especie las fialides en
su mayor parte surgen lateralmente e individuales; los
conidioforos son largos en vez de piramidal.

En el cuadro anterior se observan que la especie que se presenté con mayor frecuencia

en cepas aisladas de la Comarca Lagunera es T. harzianum.
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4.3 Pruebain Vitro

La forma e intensidad antagénica in vitro constituye una prueba inicial para
poder determinar el tipo de interferencia por las caracteristicas que presenta dicho
enfrentamiento en cada uno de los aislamientos. Ademas la prueba in vitro brinda una
aproximacion para estudios subsiguientes de sistemas biolégicos de control de

enfermedades (Alipi y Monaco, 1990).

4.3.1 Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici
Los doce aislamientos de Trichoderma spp., manifestaron diferencia en el

crecimiento micelial en cultivos duales con el aislamiento de F. oxysporum f. sp.

El analisis de varianza (Apéndice Al y A2) realizado con las lecturas tomadas a
las 48 y 72 horas en los aislamientos T9y T11, correspondientes a T. harzianum
fueron los de mayor crecimiento, diferenciandose significativamente con el resto
de los aislamientos (Cuadro 7). CUADRO 7. Diametro de las colonias de Trichoderma spp en cultivos

duales frente a F.

oxysporum f. sp. iycopersici, a las 48 y 72 horas. UAAAN-UL. Torredn,

Coah. 2007.
No. Tratamientos 48 Hrs. 72Hrs
T1 (Aislamiento 1 de Trichoderma + F. oxysporum) 3.57cd 577 e
T2 (Aislamiento 2 de Trichoderma + F. oxysporum) 3.15d 575e
T3 (Aislamiento 3 de Trichoderma + F. oxysporum) 3.17d 6.10 cde
T4 (Aislamiento 4 de Trichoderma + F. oxysporum) 3.40cd 5.90 de
T5 (Aislamiento 5 de Trichoderma + F. oxysporum) 3.20d 6.03 de
T6 (Aislamiento 6 de Trichoderma + F. oxysporum) 410b 5.87 de
T7 (Aislamiento 7 de Trichoderma + F. oxysporum) 4.05b 6.55 be
T8 (Aislamiento 8 de Trichoderma + F. oxysporum) 4.05b 6.25 cd
T9 (Aislamiento 9 de Trichoderma + F. oxysporum) 5.40a 6.97 ab
T10 (AislamientolO de Trichoderma + F. oxysporum) 3.75 be 6.05 de
T11 (Aislamientol 1 de Trichoderma + F. oxysporum) 5.32 ab 7.05a
T12 (Aislamiento! 2 de Trichoderma + F. oxysporum) 3.17d 5.72 e

** Medias con la misma letra son estadisticamente iguales DMS (p<0.05)

lycopersici.
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La velocidad de crecimiento presentada por las especies de Trichoderma spp es
una de las razones de ser utilizados como antagonista, para el control de fitopatégenos
(Cook y Baker 1983).

Las diferencias detectadas se asemejan a las obtenidas por otros autores,
demostrando la variabilidad de la actividad antagdnica de los diferentes aislamientos de
Trichoderma spp ya que bajo condiciones de laboratorio es capaz de presentar distintos
grados de inhibicién en F. oxysoporum f. sp. cucumerinum y F. oxysporum f. sp. dianthi

(Borda y Arbelaéz, 1993; Elias et al., 1993).

4.3.2 Verticillium dahliae
El andlisis estadistico (Apéndice A3 y A4) para las lecturas realizadas a las 48 y

72 horas muestra que existe diferencia significativa entre tratamientos por lo que se

CUADRO 8. Diametro de las colonias de Trichoderma spp en cultivos duales frente a Verticillium dahliae.
Lecturas alas 48y 72 horas. UAAAN-UL. Torreén, Coah. 2007.

No. Tratamientos 48Hrs. 72 Hrs.
T1 (Aislamiento 1 de Trichoderma + V. dahliae) 3.5750 be 6.48 bed
72 (Aislamiento 2 de Trichoderma + V. dahliae) 3.2500 be 7.13a
T3 (Aislamiento 3 de Trichoderma + V. dahliae) 3.5750 be 7.10a
T4 (Aislamiento 4 de Trichoderma + V. dahliae) 3.1250 cd 6.98 ab
T5 (Aislamiento 5 de Trichoderma + V. dahliae) 3.6750 be 6.13d
T6 (Aislamiento 6 de Trichoderma + V. dahliae) 4.7000 a 7.10a
T7 (Aislamiento 7 de Trichoderma + V. dahliae) 3.4750 be 6.48 bed
T8 (Aislamiento 8 de Trichoderma + V. dahliae) 2.5500 d 6.43 cd
T9 (Aislamiento 9 de Trichoderma + V. dahliae) 3.1000 cd 6.83 abe
T10 (Aislamiento 10 de Trichoderma + V. dahliae) 3.1250 cd 6.45 cd
T11 (Aislamiento 11 de Trichoderma + V. dahliae) 3.7250 be 6.45 cd
T12 (Aislamiento 12 de Trichoderma + V. dahliae) 3.8250 b 6.38 cd

* Medias con la misma letra son iguales en DMS (p<0.05)

procedio a realizar una comparaciéon de medias (Cuadro 8).

52



De acuerdo a la comparacion de medias realizada para las lecturas tomadas a
las 48 hrs, estadisticamente el mejor tratamiento fue el T6 que corresponde a T.
harzianum al mostrar un mayor didmetro de crecimiento, mientras que el tratamiento T8
correspondiente a T. koningii fue el que presento el menor didmetro de crecimiento. A
las 72 hrs. Los mejores tratamientos estadisticamente fueron T2, T3, T6 y T9 que
corresponden a T. harzianum y T4 correspondiente a T. pseudokoningii al mostrar un
mayor didmetro de crecimiento; el que obtuvo un menor diametro fue el T5

correspondiente a T. pseudokoningii.

Los resultados obtenidos concuerdan con lo reportado por Stefanova y
Sandoval, 1995 que mencionan que T. harzianum ha mostrado ser un microparasito de

Fusarium spp, V. dahliae Kleb R. solani, y S. rolfsii, entre otros patégenos.



4.4 Prueba en invernadero

4.4.1 F. oxysporum i. sp. lycopersici

En los doce tratamientos en estudio todas las semillas germinaron pero a los 15
dias de la siembra en algunos tratamientos las plantas mostraron sintomas de la

enfermedad provocada por F. oxysporum f. sp. lycopersici (Cuadro 9)

Cuadro 9. Semillas germinadas y plantas enfermas y sanas en los
tratamientos de Trichoderma spp contra F. oxysporum f. sp.
lycopersici. UAAAN-UL. Torreén, Coah. 2007.

Tratamientos Semillas plantas plantas

germinadas enfermas sanas

TO 20 13 7
T1 20 2 18
T2 20 3 17
T3 20 6 14
T4 20 0 20
T5 20 1 19
T6 20 0 20
T7 20 0 20
T8 20 0 20
T9 20 0 20
T10 20 3 17
T11 20 2 18
T12 20 2 18

4.4.1.1 Plantas sanas

Los 12 aislamientos de Trichoderma spp, estudiados resultaron
estadisticamente superiores al testigo (Apéndice A5) al mostrar un mayor numero de

plantas sanas (Cuadro 10).
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Cuadro 10. Efecto de Trichoderma sobre las plantas sobrevivientes de
tomate sembradas en medio infestado con Fusarium.
UAAAN-UL. Torreén, Coah. 2007.

Tratamientos Plantas sanas
TO 1.75¢c
T1 4,50 a
T2 4.25 ab
T3 3.50b
T4 5.00 a
T5 475 a
T6 5.00 a
T7 5.00 a
T8 5.00 a
T9 5.00 a
T10 4.25 ab
T11 450 a
T12 4,50 a

* Medias con la misma letra son estadisticamente iguales, DMS (p<0.05)

Cuando Trichoderma spp, se aplica al suelo sobre Fusarium spp, se obtienen
buenos resultados cuando crece sobre varios sustratos, entre ellos, granos de cereales,
salvado del trigo, paja de arroz, cascara de arroz, aserrin 0 paja de cebada;
incorporado al suelo, es capaz de controlar a F. oxysporum f. sp. fragariae que
ocasiona pudricién en el cultivo de fresa (Moon et al.,, 1995; Stefanova y Sandoval

1995).

4.4.1.2 Longitud de tallo
El analisis estadistico (Apéndice A6 y A7) para las lecturas de longitud de tallo
alcanzada a los 8 y 15 dias después de la siembra los tratamientos no maostraron
diferencia significativa. Sin embargo para las lecturas de longitud de tallo alcanzadas a
los 30 dias después de la siembra (apéndice A8), en los tratamientos mostraron
diferencia significativa con respecto al testigo por lo que se realizé la comparacion de

medias (Cuadro 11).
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Cuadro 11 Longitud de tallo de las plantulas de tomate a los 30 dias después de la
siembra en los tratamientos de Trichoderma spp contra F. oxysporum f. sp.
lycopersici. UAAAN-UL. Torreén, Coah. 2007.

Longitud de tallo

Tratamientos 30 dias
TO 293 e
T1 5.87 ab
T2 5.77 abe
T3 5.37 abed
T4 6.16 a
T5 4.65d
T6 5.58 abe
T7 6.20 a
T8 5.17 bed
T9 4.56 d
T10 5.65 abe
T11 4.89 cd
T12 5.16 bed

* Medias con la misma letra son estadisticamente iguales, DMS (p<0.05)

En el Cuadro 11 se observan que para longitud de tallo a los 30 dias los mejores
tratamientos fueron, T1, T2, T3, T6, T7 y T10 correspondiente T. harzianum y T4
correspondiente a T. pseudokoningii, los tratamientos que mostraron una menor
longitud fueron T5 correspondiente a T. pseudokoningii, y T9 correspondiente a T.

harzianum sin embargo estos superaron al testigo TO.

Alguno autores afirman que especies de Trichoderma han mostrado ser buenos
estimuladoras de crecimiento en algunas especies de plantas como hortalizas por
ejemplo tomate, pepino, berenjena, pimienta, rabano, lechuga, zanahoria, papa y

algodoén (Inbar et al., 1994; Windham et al., 1986).

4.4.1.3 Peso total de plantay longitud de raiz
El andlisis estadistico (Apéndice A9) no detect6 diferencia significativa para peso
total de plantas. Sin embargo, existio diferencia significativa para longitud de raiz

(Apéndice A10) en resultados obtenidos en cada uno de los
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tratamientos evaluados de Trichoderma spp contra F. oxysporum f. sp.

lycopersici a los 30 dias después de la siembra (Cuadro 12).

Cuadro 12. Peso total de la planta y longitud de raiz a los 30 dias después de la
siembra en los tratamientos de Trichoderma spp contra F. oxysporum f.
sp. lycopersici. UAAAN-UL. Torreén, Coah. 2007.

Tratamientos longitud de raiz
TO 8.8le
T1 14.78 ab
T2 12.97 bed
T3 12.95 bed
T4 14.45 abe
T5 13.49 abcd
T6 12.82 bed
T7 15.09 a
T8 12.23d
T9 12.47 cd
T10 13.40 abcd
T11 14.15 abcd
T12 13.15 abcd

* Medias con la misma letra son estadisticamente iguales, DMS (p<0.05)

En el Cuadro 12 se observan, que en longitud de raiz los mejores tratamientos
fueron T1, T7, T10, T11y T12 que corresponden a T. harzianum, 14 y T5 corresponden
a T. pseudokoningii, siendo estadisticamente iguales.

El tratamiento que presenté una menor longitud de raiz fue T8 correspondiente a
T. koningii pero aun asi superé al testigo.

Los aislamientos de T harzianum y T. pseudokoningii y en menor proporcién T.
koningii, ademas de atacar el fitopatdgeno, mostraron capacidad para promover el
crecimiento de plantas y de raiz lo cual concuerda con Villegas (2005), quien menciona
gue Trichoderma spp ademas de ser un antagonista de fitopatégenos del suelo favorece
el crecimiento de la planta, al ofrecer un mayor vigor germinativo a la semilla, mejor

desarrollo de la raiz y mejor expresion fenotipica.
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4.4.2 Verticillium dahliae

En los doce tratamientos de Trichoderma en estudio todas

las semillas

germinaron. Sin embargo a los 15 dias después de la siembra en algunos tratamientos

las plantas mostraron sintomas de la enfermedad provocada por V. dahliae (Cuadro

Cuadro 13. Semillas germinadas y plantas enfermas y sanas en los tratamientos de
Trichoderma spp contra V. dahliae. UAAAN-UL. Torreén, Coah. 2007.

Tratamientos Semillas plantas plantas

germinadas enfermas sanas
TO 20 1 19
T1 20 0 20
T2 20 1 19
T3 20 0 20
T4 20 2 18
T5 20 2 18
T6 20 0 20
T7 20 1 19
T8 20 0 20
T9 20 1 19
T10 20 0 20
T11 20 0 20
T12 20 0 20

13).

4.4.2.1 Plantas sanas

El analisis de varianza para plantas sobrevivientes (Apéndice A11) no detecto

diferencia entre tratamientos.

4.4.2.2 Longitud de tallo

El andlisis estadistico (Apéndice A12, A13) de longitud de tallo alcanzado a los 8

y 15 dias no se detecto diferencia entre tratamientos con Trichoderma y testigo. Sin

embargo en la longitud alcanzada a los 30 dias
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(Apéndice A14), existi6 diferencia estadistica por lo que se realizo la

comparacion de medias (Cuadro 14).

Cuadro 14. Longitud de tallo de las plantulas de tomate a los 30 dias
después de la siembra en los tratamientos de Trichoderma
spp contra V. dahliae. UAAAN-UL. Torreén, Coah. 2007.

Tratamientos Longitud de tallo
TO 3.93d
T1 5.92 be
T2 6.33 abe
T3 6.62 ab
T4 6.11 be
T5 6.51 ab
T6 6.24 abe
T7 6.97 a
T8 5.68 ¢
T9 6.55 ab
T10 6.14 be
T11 6.39 abe
T12 5.67 c

Medias con la misma letra son estadisticamente iguales, DMS (p<0.05)

En el cuadro 14 se observan que los tratamientos que alcanzaron una mayor
longitud de tallo, siendo estadisticamente jguales, fueron T2, T3, T6, T7, T9 y T11
correspondientes a T. harzianum y, T5 que corresponde a T. pseudokoningii, los que
mostraron una menor longitud fueron T8 (T koningii) y T12 (T. harzianum) aun asi

superaron a el testigo.

4.4.2.3 Peso total de plantas y longitud de raiz

Todos los tratamientos mostraron diferencia significativa (Apéndice A15,
A16) con respecto al testigo tanto para peso total de planta como para longitud de raiz

(Cuadro 15).
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Cuadro 15. Peso total de plantay longitud de raiz a los 30 dias después de la
siembra en los tratamientos de Trichoderma spp contra V. dahliae.
UAAAN-UL. Torreén, Coah. 2007.

Tratamientos Peso de Longitud
la planta de raiz

TO 0.65¢g 10.88d
T1 2.07 ef 15.12 ab
T2 2.41 abcde 16.05 a
T3 2.67 abe 15.01 ab
T4 2.36 bede 14.34 abe
T5 1.98 ef 13.81 be
T6 2.78 ab 15.65 ab
T7 2.18 cdef 14.20 abe
T8 2.11 def 14.20 abe
T9 2.63 abcd 14.79 abe
T10 1.98f 16.00 a
T11 1.81f 13.02c
T12 2.91a 14.37 abe

Medias con la misma letra son estadisticamente iguales, DMS (p<0.05)

Los tratamientos que mostraron mayor peso total de planta fueron T2, T3, T6,
T9 y T12 que corresponden a T. harzianum siendo estadisticamente iguales y los
tratamientos que presentaron menor peso fueron T10 y T1l1l correspondiendo a T.
harzianum (cuadro 15). Sin embargo fueron mejores que el testigo. Los tratamientos
gue presentaron una mayor longitud de raiz fueron T1, T2, T3, T6, T7, T9, T10 y T12
correspondientes a T. harzianum, 14 (T. Pseudokoningii) y T8 correspondiente a T.
koningii siendo estadisticamente iguales. El tratamiento que mostr6 menor longitud
pero que super6 al testigo fue T11, correspondiente a T. harzianum.

Los aislamientos de T. harzianum, T. koningii y T. pseudokoningii, mostraron
capacidad para promover el crecimiento de plantas y raiz lo cual concuerda con
Lindsey y Baker, (1967) quienes mencionan que rara vez se ha asociado a
Trichoderma con enfermedades de plantas, al contrario, se considera un organismo

benéfico para las mismas. La promocion del
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crecimiento vegetal por parte de Trichoderma es un fenédmeno que se ha observado en
varios tipos de cultivos. Este fendbmeno se manifiesta como una potenciacion de la
germinacion de la semilla, floracibn mas abundante, temprana e incremento de altura y

peso de plantas (Chang y Baker, 1986).



5. CONCLUSIONES
En los aislamientos de Trichoderma obtenidos en suelo de la Comarca
Lagunera se identificaron tres especies: T. harzianum, T. koningii y T. pseudokoningii.

La especie mas abundante es T. harzianum.

Existe actividad antagénica de las especies identificadas contra F. oxysporum f.
sp. lycopersici, sobresaliendo la especie T. harzianum. Sin embargo se puede decir que

todas las cepas mostraron actividad antagénica.

Los aislamientos de Trichoderma estudiados no mostraron ser agresivos como

antagonistas para el control de V. dahliae.



6. RESUMEN

Trichoderma spp es un hongo habitante natural del suelo que puede vivir como
saprofito o como pardasito sobre otros hongos. La presente investigacion consistié en
identificar y evaluar el efecto antagénico de cepas de Trichoderma spp nativas de la
Comarca Lagunera frente a cepas de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici y
Verticillium dahliae, fitopatégenos causantes de marchitez vascular en el cultivo de
tomate. Se muestrearon 12 huertos nogaleros localizados en la Comarca Lagunera,
obteniendo 86 muestras de las cuales se aislaron 45 cepas de Trichoderma spp de las
gue se seleccionaron 12 para la identificacion morfolégica con ayuda de claves
taxondémicas y su evaluacion como antagonistas, mediante enfrentamientos duales en
laboratorio frente a los fitopatdgenos. También se realizaron evaluaciones en macetas
con arena infestada con los fitopatdgenos por separados e inoculada con Trichoderma,;
colocadas bajo malla sombra 75%. Se evaluaron los 12 aislamientos y un testigo, con
cuatro repeticiones, utilizando plantas de tomate para evaluar la actividad antag6nica de
Trichoderma. Los aislamientos fueron identificados como T. harzianum, T. koningii y T.
pseudokoningii, obteniendo en mayor proporcién la especie 7. harzianum. Las 3
especies de Trichoderma mostraron actividad inhibitoria en el control de F. oxysporum f.
sp. lycopersici tanto en las pruebas in vitro como en maceta. En el control de V. dahliae

las especies mostraron ser poco agresivas.
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Cuadro A.l. Andlisis de varianza del diametro de las colonias de los diferentes
aislamientos de Trichoderma spp en cultivos duales frente a F. oxysporum f sp
lycopersici. Lecturas a las 48 horas. UAAAN-UL. Torredn, Coah. 2007.

FV GL SC CM F P>F
TRAT. 11 36.627991 3.052333 **30.5451 0.000
ERROR 36 3.897217  0.099929
TOTAL 47  40.525208
CV. = 845

Altamente significativo

Cuadro A.2. Anadlisis de varianza del diametro de las colonias de los diferentes
aislamientos de Trichoderma spp en cultivos duales frente a F. oxysporum f sp
lycopersici. Lecturas alas 72 horas. UAAAN-UL. Torreén, Coah. 2007.

FV GL SC CM F P>F

TRAT. 11 9.943359 0.828613  ** 8.3834 0.000
ERROR 36 3.854736 0.098839
TOTAL 47 13.798096

C.V. = 512
Altamente significativo

Cuadro A.3. Analisis de varianza del diametro de las colonias de los diferentes
aislamientos de Trichoderma spp en cultivos duales frente a Verticillium dahliaie.
Lecturas alas 48 horas. UAAAN-UL. Torredn, Coah. 2007.

FV GL SC CM F P>F
TRAT. 11 12.150085 1.104553 **5.4471 0.000
ERROR 36 7.299988  0.202777
TOTAL 47  19.450073
CV. = 1296

Altamente significativo

Cuadro A.4. Analisis de varianza de Diametro de las colonias de los diferentes
aislamientos de Trichoderma spp en cultivos duales frente a Verticillium dahliaie.
Lecturas alas 72 horas. UAAAN-UL. Torreén, Coah. 2007.

FV GL sC CM F P>F
TRAT. 11 5.238037 0.476185  3.5869 * 0.002
ERROR 36 4.779297 0.132758
TOTAL 47  10.017334
CV. = 547
% *

APENDICE A
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Cuadro A.5. Analisis de varianza del efecto de Trichoderma sobre las plantas
sobrevivientes de tomate sembradas en medio infestado con Fusarium. UAAAN-
UL. Torredn, Coah. 2007.

FV GL SC CM F P>F
TRAT 12 39.30769231 3.27564103 ** 5.11 <0001
ERROR 39 25.00000000 0.64102564
TOTAL 51 64.30769231

C.V.=18.26023 %
**Altamente significativo

Cuadro A.6. Analisis de varianza de la longitud de tallo a los 8 dias después de la
siembra en los tratamientos de Trichoderma spp contra F. oxysporum f sp
lycopersici. UAAAN-UL. Torreén, Coah. 2007.

FV GL SC CM F P>F
TRAT 12 1.06059231 0.08838269 Ns2.09 0.0410
ERROR 39 1.64690000 0.04222821

TOTAL 51 2.70749231

C.V. = 13.05049%

Ns No

Cuadro A.7. Analisis de varianza de la longitud de tallo a los 15 dias después de
la siembra en los tratamientos de Trichoderma spp contra F. oxysporum fsp
lycopersici. UAAAN-UL. Torreén, Coah. 2007.

FV GL SC CM F  P>F

TRAT 12 2.78071923  0.23172660 Ns 1.89 0.0670
ERROR 39 478722500 0.12274936
TOTAL 51 7.56794423

C.V.=13.43251%
Ns No

Cuadro A.8. Anélisis de varianza de la longitud de tallo a los 30 dias después de
la siembra en los tratamientos de Trichoderma spp contra F. oxysporum f sp
lycopersici. UAAAN-UL. Torreén, Coah. 2007.

FV GL SC CM F P>F

TRAT 12 36.08847692 3.00737308 **4.91 <0001
ERROR 39 23.87377500 0.61214808
TOTAL 51 59.96225192

C.v. =
Altamente significativo

Cuadro A.9. Andlisis de varianza de peso total de la planta a los 30 dias después
de la siembra en los tratamientos de Trichoderma spp contra F. oxysporum f sp
lycopersici. UAAAN-UL. Torreén, Coah. 2007.

FV GL SC CM F  P>F
TRAT 12 5.50192981 0.45849415 Ns2.08  0.0424
ERROR 39 8.60211250 0.22056699

TOTAL 51 14.10404231

C.V. = 24.90980
% Ns No



Cuadro A.10. Analisis de varianza de la longitud de raiz a los 30 dias después de
la siembra en los tratamientos de Trichoderma spp contra F. oxysporum f sp
lycopersici. UAAAN-UL. Torreén, Coah. 2007.

FV GL SC CM F P>F

TRAT 12 118.4494077  9.8707840 *3.71 0.0011
ERROR 39 95.7751615 2.6604212
TOTAL 51 242.4810077

C.V.=12.42072%
* Significativo
Ns No

Cuadro A.11. Andlisis de varianza del efecto de Trichoderma sobre las plantas
sobrevivientes de tomate sembradas en medio infestado con V. dahlie. UAAAN-
‘UL. Torreén, Coah. 2007.

FV GL SC CM F P>F

TRAT 12 1.80769231  0.15064103 Ns 0.97 0.4918
ERROR 39 5.57692308  0.15491453
TOTAL 51 8.05769231

C.V. =
8.089634% Ns No

Cuadro A. 12. Analisis de varianza del longitud de tallo a los 8 dias después de
la
siembra en los tratamientos de Trichoderma spp contra V. dahliae. UAAAN-UL.

FV GL SC CM F P>F

TRAT 12 1.77167308 0.14763942 Ns0.80 0.6518
ERROR 39 6.67808077  0.18550224
TOTAL 51 8.88712308

C.V. =21.83735%
Ns No

Cuadro A.13. Analisis de varianza del longitud de tallo a los 15 dias después de
la siembra en los tratamientos de Trichoderma spp contra V. dahliae . UAAAN-
"UL. Torreon, Coah. 2007.

FV GL SC CM F  P>F
TRAT 12 1.92685769 0.16057147 Ns 0.59 0.8316
ERROR 39 9.71561923 0.26987831

TOTAL 51 12.52940769

C.v. =



A



Cuadro A. 14. Anédlisis de varianza del longitud de tallo los 30 dias después de la
siembra en los tratamientos de Trichoderma spp contra V. dahliae . UAAAN-UL.
Torredén, Coah. 2007.

FV GL SC CM F P>F
TRAT 12 26.66772692  2.22231058  **7.39 <0001
ERROR 39 10.81859615  0.30051656

TOTAL 51 39.57665192

C.V. =

Altamente significativo

Cuadro A. 15. Analisis de varianza de peso total de la planta a los 30 dias

después
de la siembra en los tratamientos de Trichoderma spp contra V. dahliae. UAAAN-
FV GL SC CM F P>F
TRAT 12 16.08481923 1.34040160 **12.83 <0001
ERROR 39 3.76207308 0.10450203
TOTAL 51 20.72186923
C.V. =
Altamente

Cuadro A.16. Analisis de varianza del longitud de raiz a los 30 dias después de la
siembra en los tratamientos de Trichoderma spp contra V. dahliae. UAAAN-UL.
Torreén, Coah. 2007.
FV GL SC CM F P>F
TRAT 12 90.56065769  7.54672147 **3.86 0.0008
ERROR 39 70.3500038 1.9541668
TOTAL 51 161.5347077
C.v. =
Altamente




