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Palabras claves: Control biologico, Trichoderma, Rhizoctonia solani kihn

Trichoderma spp es un hongo habitante natural del suelo que puede vivir
como saproéfito o como parasito sobre otros hongos. El presente trabajo consistio
identificar y evaluar la actividad antifungica de cepas nativas de Trichoderma spp
de la Comarca Lagunera frente a una cepa de Rhizoctonia solani, un fitopatégeno
del suelo, causante de muchas enfermedades en plantas de interés econémico. Se
empleo para ello la técnica de enfrentamientos duales en laboratorio para demostrar
el grado de antagonismo de 13 aislamientos de Trichoderma frente al
fitopatbgeno. Con la finalidad de que los resultados en laboratorio puedan

reproducirse a nivel de campo, se realizaron evaluaciones en macetas con arena



infestada con R. solani, al aire libre con los 13 aislamientos y un testigo, con cuatro
repeticiones, donde se utilizaron plantulas de frijol para evaluar la actividad
antagoénica de Trichoderma. Se concluyo que la actividad antagénica fue mayor
para tres cepas de Trichoderma, denominadas como T3, T7 y T9 (T. harzianum) en
pruebas in vitro, y que llevados a pruebas de campo estan dentro de los mejores
antagonistas, asi mismo estadisticamente fueron iguales a la cepa T4 (T. harzianum)
aun cuando los resultados de campo fueron superiores para este ultimo. Sin
embargo, se puede decir que todas las cepas mostraron actividades inhibitorias
diferentes lo cual no sucedi6 en el tratamiento testigo (R. solani sin antagonista).
Los aislamientos identificado fueron T.harzianum, T. koningii y T.viridae obteniendo

un mayor numero de T. harzianum.
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ABSTRACT
BIOLOGICAL CONTROL OF Rhizoctonia solani KUHN WITH NATIVE
SPECIES OF Trichoderma OF THE COMARCA LAGUNERA OF
COAHUILA
CONTROL BIOLOGICO DE Rhizoctonia solani KUHN CON
ESPECIES DE Trichoderma NATIVAS DE LA COMARCA LAGUNERA
DE COAHUILA
BY

MA. YOLANDA AGUERO ESQUEDA

MASTER SCIENCE AGRONOMIC PRODUCTION

UNIVERSIDAD AUTONOMA AGRARIA “ANTONIO NARRO”
UNIDAD LAGUNA

TORREON, COAHUILA, JULY OF 2007

Ph. D. VICENTE HERNANDEZ HERNANDEZ -Adviser

Key words: Biological control, Trichoderma spp, Rhizoctonia solani.

Trichoderma is a soil borne fungus that lives as a saprophyte or as a parasite
on other fungi. This study was performed to identify and to evaluate the activity of
native isolates of Trichoderma from the Comarca Lagunera, Mexico, against an
isolate of Rhizoctonia solani, a soil borne plant pathogen responsible of many plant
diseases of economical importance. Dual confrontation of 13 isolates of Trichoderma

versus the plant pathogen was made in laboratory to evaluate the antagonistic
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effect. Evaluations were also made in past in the field using the 13 isolates and a
control. Sand in the pots was infestad wicht R. solani, inoculated with Trichoderma
and planted witch beans. The greatest antagonistic activity was for T. harzianum in
vitro and in the field. However, all the isolates had antagonistic activity against R.

solani. The isilates identified were T. harzianum (the most abundant), T. koningii y T.

viridae.
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1. INTRODUCCION

En la Comarca Lagunera y en otras areas de pais y del mundo los principales
hongos fitopatogenos del suelo son: Fusarium spp, Macrophomina phaseolina
(Tassi) Goidanich, Phymatotrichum omnivorum (Shear) Duggar, Phytophthora spp,
Pythium spp, Rhizoctonia solani Kuhen vy Verticillium dahliae Kleb. Estos
fitopatdgenos son 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, pues en general afectan a los principales
cultivos de interés para el hombre; su distribucion debido a la cual se encuentran en
la mayoria de los suelos; las enfermedades que causan, ya que pueden matar a las
plantas y/o reducir drasticamente los rendimientos. Consecuentemente, estos
hongos limitan los sistemas de produccion en suelos donde se encuentran
(Hernandez, 2002; Chew y Jiménez, 2002; Herrera y Samaniego, 2002).

En la Comarca Lagunera, Rhizoctonia solani es el principal fitopatdgeno del
suelo, ya que afecta practicamente a todos los cultivos regionales, siendo
especialmente importante en hortalizas y forrajes. Las enfermedades que ocasiona
son: complejo de enfermedades de la semilla y plantula, pudriciones de la raiz, de la
corona, de la base del tallo y del fruto (Cardona et al., 2003).

Por su distribucién espacial y el medio donde prospera este fitopatdégeno, el
manejo mediante los métodos tradicionales es sumamente dificil, por lo que se
requieren alternativas diferentes para eliminarlo y/o reducir el dafio que ocasiona
(Cardona et al., 2003).

Una opcién para el manejo de fitopatégenos del suelo es el control biolégico
mediante el empleo de organismos antagonistas o parasitos. Actualmente  se
estan utilizando para con este propésito especies de Trichoderma, un deuteromiceto
habitante natural del suelo y parasito de hongos fitopatogenos (Rodriguez et al,

1



1997). Los mecanismos de accion de Trichoderma son micoparasitismo, antibiosis
y competencia por nutrimentos en el exudado de las semillas (Fernandez-Larrea,
2001). Por lo tanto, se considera que las especies nativas de Trichoderma

constituyen una posibilidad real para el control de R. sofani.

1.1 OBJETIVOS
o Aislar e identificar especies de Trichoderma nativas de la Comarca Lagunera
de Coahuila.

e FEvaluar actividad antagonica de Trichoderma spp. contra R. solani.

1.2 HIPOTESIS
e Enla Comarca Lagunera existen varias especies nativas de Trichoderma.

e Las especies nativas de Trichoderma son antagoénicas sobre R. solani.



2 REVISION DE LITERATURA

2.1 Pérdidas causadas por organismos dafinos

Globalmente, las pérdidas en la produccién 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 perdidas llegan a ser de hasta un 25% del rendimiento agricola y en los
paises econdmicamente menos desarrollados, pueden ascender hasta el 50% de la
produccion. Entre los patdégenos 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 gran importancia

economica (Whipps y Lumsden, 2001).

Algunos fitopatogenos, 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 econdémicos y actuan
rapidamente, pero constituyen un grupo de sustancias altamente toxicas cuya
persistencia en el medio ambiente conlleva graves problemas ecologicos como la
contaminacion de las aguas subterraneas y la entrada en la cadena alimenticia, o

3



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
quimicos empleados para su control. Por ejemplo, han aparecido cepas de Venturia
inaequalis, Erysiphe cichoracearum y Botrytis cinerea 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 las dosis de fungicida empleadas 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 mucho mayores que las impuestas en el campo, lo que hace dificil

el control de estas enfermedades (Wilson et al., 1991).

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

(Hjeljord y Tronsmo, 1998).



2.3 El control biolégico de las enfermedades de las plantas

Un metodo alternativo al uso de quimicos, es el denominado control
biolégico, que se basa en el empleo de organismos excepto el hombre, con
capacidad para reducir la poblacion del agente causante de la enfermedad o evitar
sus efectos (Hjeljord y Tronsmo, 1998). Estos organismos, conocidos como “agentes
de control biologico” (ACB), pueden ser patogenos hipovirulentos que compitan por
el espacio y los nutrimentos con las cepas silvestres; variedades de plantas
resistentes a la enfermedad, u otros organismos que interfieran con la supervivencia
del patégeno o con sus mecanismos para provocar la enfermedad (Whipps y

Lumsden, 2001).

La principal ventaja que poseen los agentes de control biolégico frente a los
quimicos es que debido a su complejo modo de accién, resulta improbable la
aparicion de cepas resistentes del patogeno. Ademas, estos agentes de biocontrol
suelen ser microorganismos pertenecientes a la flora autéctona, por lo que son
compatibles con el medio ambiente. En algunos casos han resultado una alternativa
real, siendo efectivos contra enfermedades para las que no existe control quimico,
como por ejemplo el mal del pie del trigo causado por Gaeumannomyces graminis
var. tritici o el tizon del castafio y la hernia de las brasicaceas producidas por
Cryphonectria parasitica y Plasmodiophora brassicae respectivamente (Whipps y

Lumsden, 2001).

A pesar de la investigacion desarrollada, el control biolégico tiene aun
grandes limitaciones. La principal es que, ademas de ser relativamente méas caro,
mas lento e imprevisible, en numerosas ocasiones el efecto no es suficiente para

reemplazar a los agentes quimicos en su totalidad (Chet e Inbar, 1994).



En los ultimos afos se ha desarrollado una estrategia de control integrado
basada en la combinacién de agentes de control bioldgico y quimicos. Con ello se ha
limitado la dosis necesaria del compuesto guimico hasta niveles subletales gracias a
un efecto sinérgico del agente quimico con la accion del microorganismo
antagonista. Por ejemplo, mediante la combinacion de Trichoderma harzianum se ha
logrado reducir la dosis necesaria de bromuro de metilo para controlar la
enfermedad del tomate provocada por Fusarium 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 mas sensible al

ataque del antagonista (Lorito et al., 1996).

Muchas de las limitaciones que presenta el control bioldgico podrian
resolverse con un mayor conocimiento tanto de los agentes de control como de los
mecanismos que éstos ejercen. Potenciar tales mecanismos mediante la obtencion
de cepas mejoradas que 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 fitopatogenos
suelen ser microorganismos antagonistas como bacterias (Bacillus spp.,
Pseudomonas), estreptomicetos y virus fundamentalmente. Entre estos ultimos se
comercializan algunas especies de los géneros Pythium, Fusarium, Ampelomyces,
Coniothyrium, Endothia, Gliocladium y Trichoderma (Butt et af,, 2001). La mayor
parte de la investigacién que se lleva a cabo sobre control de enfermedades
fungosas se refiere a cepas del hongo del género Trichoderma. La naturaleza
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antagonista de Trichoderma se descubrié hace mas de 70 afios (Weindling, 1932) y
desde entonces, numerosas especies clasificadas dentro de este género se han

utilizado en experimentos de control bioldgico de hongos patéogenos de plantas

(Benitez et al., 1998) (Cuadro 1).

CUADRO 1. Ejemplos de aislados de Trichoderma usados en experimentos de
control biolégico contra fitopatégenos.

Antagonista Patégeno Cultivo Referencia
T. harzianum Sclerotium rolfsii cafa de azUcar Vancura y Kunc (1989)
Pythium ultimum Lechuga Lynch et al. (1991)
Fusarium
oxysporum narciso, algodén Beale y Pitt (1990)

Rhizoctonia solani

lechuga, haba

Lewis y Papavizas (1987)

Verticillium spp. Tomate Sivan y Chet (1987)
Botrytis cinerea Tomate O'Neill et al. (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. solani Tomate Lewis et al. (1990)
algodon, haba  Lewis y Papavizas (1991)
T. viride Penicillium digitatum Naranja Rice (1995)
Pythium ultimum Lechuga Lynch et al. (1991)
F. oxysporum Narciso Beale y Pitt (1990)
R. sofani algodon, tomate Lewis y Papavizas (1987)
Papa, haba
T. virens P. ultimum Algodon Howell (1991)
R. solani Papa, haba Lewis y Papavizas (1987)
Phytophthora spp.  Peral Roiger y Jeffers (1991)
T. koningii G. graminis trigo y centeno  Dewan y Sivasithamparam (1988)
Latunde-Dada (1991)
R. solani Leguminosas
T. polysporum Fomes annosus Bosques Donelly y Sheridan (1986)
T. reesei Rhizopus stolonifer Watts et al. (1988)
Trichoderma spp.  Rhizoctonia Hortalizas Chet (1987)
Pythium varios cultivos

Beagle-Ristano y  Papavizas

Rhizoctonia Patata (1985)
Verticillium Champifidn Ricard (1988)
Pythium Guisante Nelson et al. (1988)
Rhizoctonia Rabano Mihuta-Grimm y Rowe (19886)
Sclerotium Manzana Conway (1986)
Gliocladium Verticillium dahliae  Papa Keinath et al. (1991)
Roseum
Gliocladium spp.  Rhizoctonia Ornamentales  Lumsden y Lock (1989)
Pythium
Gliocladium spp ~ Sclerotium Haba Papavizas y Lewis (1989)
Gliocladium spp Rhizoctonia Cacahuate Jones et al. (1984)

Adaptado de: Benitez et al., 1998



Adicionalmente, mas de la mitad de los productos existentes en el mercado
destinados al control de hongos fitopatégenos son preparados de Trichoderma.
Actualmente se comercializan principalmente cepas de T. viride, T. polysporumy T.
harzianum, siendo esta uUltima la mas empleada (Whipps y Lumsden, 2001) (Cuadro
2).

Cuadro 2. Productos a base de Trichoderma registrados y comercializados como

agentes de control biolégico.

Cepa Patégeno Aplicacion Producto comercial
Suelo y raices
Pythium ultimum, R. Marchitamiento de
T. virens solani plantulas de semilleros SoilGard (GL-21)
(Thermo Trilogy)
T. harzianum Fusarium spp., Varios cultivos y T-22G, T-22 Planter Box,

T. harzianum +
T. polysporum

T. viride

T. harzianum

T. harzianum +
T. polysporum

T. harzianum +
T. viride

P. ultimum, R. solani,

Sclerotinia
homeocarpa,
varios hongos

Varios hongos

Fusarium ssp.,
Pythium sp.,
Rhizoctonia sp.,
Macrophomina
phaseolina,
Phytophthora sp.

Botrytis cinerea y
otros
Patégenos foliares

B. cinerea
Chondrostereum
purpureum, Eutypa

C. purpureum

Ornamentales

Cultivos de invernadero

Algodén, legumbres,
girasol, tabaco y
Hortalizas

Partes aéreas

Pepino, uva,
nectarina, soya, fresa,
girasol, tomate

Fresa y uvas
clorosis y rizado de
las hojas de drupaceas

clorosis y rizado de
las hojas de drupaceas
0 pomaceas

Bio-Trek y Root Shield
(Bio-Works)
Supresivit

Fytovita

BINAB-T WP (Bayer)

Ecofit (Hoechst Schering
AgrEvo Ltd)

Trichodex (Makhteshim
Chemical Works Ltd)

BINAB-T WP (Bayer)

Trichodowels, Trichoject
y Trichoseal (Agrimm
Technologies Ltd)

Adaptado de: Whipps y Lumsden, 2001



2.4.1 El género Trichoderma

Las especies del género Trichoderma forman parte de un grupo complejo de
hongos filamentosos clasificados como Deuteromicetos y asociados a la fase sexual
de Ascomicetos pertenecientes al orden Hipocreales. Se reproducen clonalmente
mediante un ciclo de vida asexual en el que se altemnan 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 sélo ntcleo haploide, son
ovoides, de color verde (excepcionalmente hialinos) y se forman sobre estructuras
muy ramificadas o conidiéforos que a su vez se sitlan sobre células especiales
denominadas fialides (Rosen et al, 1974). En determinadas condiciones
nutricionales o frente a la desecacion se produce otro tipo de estructuras de

resistencia denominadas clamidosporas (Lewis y Papavizas, 1984b).

Un numero creciente de especies de Trichoderma han sido relacionadas con
una fase sexual o teleomorfo representada por especies del género Hypocrea, como
por ejemplo a T. reesei contra Hypocrea jecorina, demostrandose que Trichoderma
puede representar a un grupo de derivados clonales de Hypocrea que han perdido |a

capacidad de realizar ciclo sexual (Kuhls et al., 1996).

Las primeras clasificaciones taxonémicas existentes son preliminares y se
basan fundamentalmente en las caracteristicas morfolégicas de las especies, que a
menudo no aportan la informacion suficiente para discernir unas de otras. Aunque
existe un concepto general de morfologia basica de Trichoderma (crecimiento
rapido, esporulacion abundante, conidios verdes y conidiéforos mal definidos), éste
no esta establecido por completo, existiendo una integracion con otros géneros
hifomicetos. Rifai (1969), por ejemplo, dividio el género en nueve agregados de
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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 espaciadoras intergénicas del
ADN ribosoémico o ITS), junto con técnicas bioguimicas y fisiologicas, se han ido
redefiniendo o confirmando tanto secciones completas como especies dentro del
género (Lieckfeldt et al., 1998). Por ejemplo, la inclusién en el género Trichoderma
de Gliocladium virens, uno de los hongos mas citados en control biolégico, ha sido
aceptada soélo después de ser determinada mediante el analisis de secuencias de

ITS (Rehner y Samuels, 1994).

2.4.2 Caracteristicas ecolagicas de Trichoderma

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

(Papavizas, 1985).
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Una de las caracteristicas mas interesantes de las cepas de Trichoderma es
que tienen una capacidad metabdlica muy diversa. Las especies de este genero son
capaces de transformar una amplia variedad de materia organica mediante la
produccién de gran cantidad de enzimas extracelulares que degradan distintos tipos
de polimeros, entre ellos polisacaridos como la celulosa, la quitina, la pectina, el
almidén y el xilano. Esto lo convierte, en un microorganismo de gran interées

biotecnologico (Buchert et al., 1998; Galante et al., 1998; Espoésito y da Silva, 1998).

Rara vez se ha asociado a Trichoderma con enfermedades de plantas, al
contrario, se considera un organismo benéfico para las mismas. La promocion del
crecimiento vegetal por parte de Trichoderma es un fenédmeno que se ha observado
en varios tipos de cultivos (Lindsey y Baker, 1967; Harman et al, 1989). Este
fenémeno se manifiesta como una potenciacién de la germinacion de las semillas,
una floracion mas abundante y temprana e incremento de altura y peso de las
plantas (Chang y Baker, 1986. Sin embargo, los mecanismos mediante los cuales
se produce este efecto permanecen aun sin identificar. Uno de ellos podria ser la
capacidad de Trichoderma para solubilizar metales, como el zinc, el manganeso, el
hierro o el cobre, convirtiéndolos asi en nutrimentos asimilables por las plantas
(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 alcanzarian su maximo potencial de desarrollo (Harman et al.,, 1989). Aun
asi, en experimentos de laboratorio en los que soélo estan presentes Trichoderma y
la planta a ensayar, también se produce el estimulo del crecimiento. Existen
evidencias 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
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dan resultados similares (Windham et al., 1986). Una hipdtesis mas reciente propone
que Trichoderma es capaz de limitar e incluso revertir el efecto del dafio en la raiz

causado por R. solani (Bjérkman et al., 1998).

2.5 Mecanismos de control biolégico de Trichoderma

El mejoramiento de los agentes de control bioldgico, pasa por el conocimiento
de sus mecanismos de accion. Trichoderma es el antagonista en el que mas se ha
estudiado este fendbmeno. Los mecanismos generales de control bioldgico que
Trichoderma emplea pueden dividirse segun su efecto en directo o indirecto. Los de
efecto directo incluyen la inactivacion de las enzimas del patdégeno, la competencia
por el espacio y los nutrimentos, la secrecion de metabolitos secundarios con efecto
antibidtico y el ataque directo al fitopatbgenos o 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).

2.5.1 Estimulaciéon de los mecanismos de defensa de las plantas
(resistencia inducida)

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

patégeno (Meera et al., 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
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proteccion contra patdégenos del suelo o foliares (Meera et al, 1994). Esta
resistencia viene acomparada en muchos casos de un incremento de actividad de
peroxidasa y quitinasa en zonas distantes de la raiz (Yedidia et al, 1999) y de la
sintesis en moléculas de la planta que intervienen en este tipo de respuesta, como

es el acido salicilico (De Meyer et al., 1998).

Las moléculas implicadas en el desarrollo de |la resistencia sistémica, parecen
ser las enzimas hidroliticas que secreta Trichoderma. La produccién de xilanasas y
celulasas por Trichoderma se ha relacionado en muchos casos con la sintesis de
etileno en las plantas, otra de las hormonas implicada en la respuesta sistémica
(Dean et al., 1989). La accion de estas enzimas sobre la pared vegetal (celulosa,
pectina, xilanos) o la pared celular de los hongos circundantes (quitina, glucanos,
proteinas) puede dar lugar a la liberacion de moléculas que sirven como inductores
del sistema de defensa vegetal. Sin embargo, se ha comprobado que las enzimas
hidroliticas pueden servir como inductores, directos, independientemente de su
actividad (Martinez et al, 2001). Enkerli et al. (1999), demostraron mediante
mutageénesis del sitio catalitico, que la actividad de la xilanasa |l de T. reesei no es

necesaria para la induccion de respuesta en la planta.

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

con la proteina (Hananaia y Avni, 1997).



Es interesante sefialar que las cepas de 7. harzianum mejor adaptadas a la
rizosfera tienen potenciadas sus actividades celuloliticas y algunas tienen una gran
capacidad para digerir xilano y otros carbohidratos complejos (Ahmad y Baker,

1988).

2.5.2 Inactivacién de los sistemas de ataque del patégeno

Uno de los mecanismos de antagonismo que Trichoderma ejerce contra
algunos hongos fitopatogenos es el de anular el modo de accién de éstos. T.
harzianum T39, por ejemplo, excreta una proteasa que degrada las enzimas que B.
cinerea utilizada para atacar la pared celular de las plantas (Elad y Kapat, 1999).
Una cepa de T. viride excreta una a-glucosidasa que degrada una fitotoxina

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

2.5.3 Competencia por nutrimentos y espacio

Las especies de Trichoderma son muy versatiles en la utilizacion de sustratos
como fuente de carbono y nitrégeno, lo cual les permite colonizar un medio
rapidamente, evitando la proliferacién de otros microorganismos en el mismo habitat
(Hjelijord 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 sideréforos de alta afinidad parece ser el principal
mecanismo de inhibicién del desarrollo de Fusarium oxysporum por la cepa T-35 de

T. harzianum (Chet e Inbar, 1994).
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En otros casos, el rapido desarrollo y colonizaciéon de Trichoderma de las
zonas adecuadas para la infeccion, como areas de necrosis, heridas o partes
concretas de la planta, impiden fisicamente el acceso y establecimiento del
patogeno en su hospedante. Por ejemplo, el recubrimiento de los capuchones
florales de la vid por Trichoderma protege contra la infeccion posterior de la uva por
B. cinerea (Haran et al, 1996b). También se ha observado la colonizacion de
heridas recientes en raices de pepino por T. harzianum (Thrane et al.,, 1997) y se
sabe que este mecanismo impide la infeccion de las raices de eucalipto por

Armillaria luteobubalina (Nelson et al., 1995).

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

toxicos (Hjeljord y Tronsmo, 1998).

2.5.4 Antibiosis

Aunque el micoparasitismo es el fenébmeno que mas atencion ha recibido,
muchas investigaciones han revelado que Trichoderma produce metabolitos
secundarios difusibles y de bajo peso molecular con actividad antifungica o
antibacteriana. Estos compuestos se producen en presencia de otros hongos y

algunos de ellos han sido recuperados de la rizosfera (Lumsden et al., 1992).

15




Los metabolitos con actividad antifungica excretados por Trichoderma
constituyen un grupo de compuestos volatiles y no volatiles muy diverso en cuanto a
estructura y funcion. 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 (gliovirina y gliotoxina), sesquiterpenos (acido heptelidico) vy
esteroides (viridina) (Howell, 1998; Sivasithamparan y Guisalberti, 1998).
Normalmente una misma cepa de Trichoderma produce a la vez distintos

compuestos antibiéticos, lo cual reduce el riesgo de aparicién de hongos resistentes.

El modo de accidon de la mayoria de los antibidticos identificados se
desconoce. Se sabe que la gliotoxina se une selectivamente a los grupos tioles de la
membrana citoplasmica y que las trichorzianinas actian modificando la
permeabilidad de la membrana de la célula formando canales i6nicos en la misma

(Schirmbock et al., 1994).

La importancia de la antibiosis en el antagonismo es especifica de cada
interaccion. Asi, mientras que para la supresion de Pythium por Trichoderma es
imprescindible la produccién de gliotoxina (Howell y Stipanovic, 1995), en el caso de
R. solani la presencia de este compuesto no es importante. De la misma manera,
varios de estos compuestos han sido relacionados con la capacidad antagonista de
Trichoderma, pero ninguno se ha definido como Unico responsable de la misma.
Probablemente, la antibiosis sea un mecanismo mas de los que componen el

complejo sistema de antagonismo (Ridout ef al., 1986, Wilhite et al., 1994).
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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).

Dentro de los hongos micoparasitos suceden dos tipos de comportamiento: el
parasitismo necrotrofico, en el que el parasito mata a las células del hospedante
antes o inmediatamente después de la invasion para la utilizacion de los nutrimentos
liberados y el parasitismo biotréfico, en el que el parasito 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 un mecanismo de accion mas
especifico que consiste en la emision de estructuras especializadas para la
absorcion de nutrimentos. El género Trichoderma incluye varias especies
micoparasitas, especialmente T. harzianumy T. viride, que pertenecen a la primera

clase (Barnett y Binder, 1973).

El proceso de micoparasitismo ejercido por Trichoderma se produce en varias
etapas sucesivas. Comienza por el crecimiento quimiotréfico de Trichoderma hacia
el hospedante estimulado por moléculas procedentes del mismo, de naturaleza
desconocida. Las unicas que se han detectado hasta ahora parecen ser
aminoacidos y azucares, por lo que no es factible esperar que la induccion 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 esta
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mediado por interacciones entre las lectinas y los carbohidratos presentes en las
paredes tanto de Trichoderma como de los hongos a los que se enfrenta (Neethling

y Nevalainen, 1996).

Una prueba de ello es que cuando se incuba R. solani con fucosa o galactosa,
azucares que bloquean determinadas glicoproteinas, el efecto de T. harzianum
resulta inhibido (Elad et al., 1983). Ademas se han identificado otras lectinas de
Sclerotium rolfsii capaces de unirse solo 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 (Inbar y Chet, 1992, 1994).

Tras el reconocimiento se produce un enrollamiento de Trichoderma alrededor
de las hifas del hospedante formando estructuras con forma de garfio o parecidas a
apresorios (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., 1983; Benhamou y Chet,
1993; Haran et al, 1996a, 1996b), con la consiguiente asimilacion de los
componentes de la pared y del contenido celular del mismo (Elad et al., 1984) (Fig.

1B).
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Trichoderma

Figura. 1. Detalles microscépicos del micoparasitismo de Trichoderma harzianum
sobre Pythium (A) y Rhizoctonia (B)

La relevancia que cada uno de estos cinco mecanismos (induccion de
sistemas de defensa de la planta, inhibicion de enzimas del patégeno, competencia,
antibiosis y micoparasitismo) tiene en el control biologico 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,
la disponibilidad de nutrimentos, el pH del suelo, la temperatura, las concentraciones
ibnicas, entre otras. Lo mas probable que varios de ellos actien de forma
secuencial, combinada o sinérgica, como sucede en el 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 las enzimas hidroliticas no sélo se producen juntos sino gue actuan de
manera sinérgica en el micoparasitismo. Al parecer la degradacion de la pared
celular facilita el acceso de los antibidticos al interior de la célula (Di Pietro et al,

1993; Schirmbock et al., 1994; Lorito ef al., 1996).



2.6 Trichoderma spp contra Rhizoctonia solani

Cuando se utilizdé T. viride, T. koningii y T. harzianum, sobre Rhizoctonia
solani, Alternaria nigery Phytophthora rhododendry, el antagonismo consistio en la
inhibicion del crecimiento micelial por accion de gases de las especies de

Trichoderma (Dennis y Webster 1971; Huctchinson y Cowan 1982).

Hadar et al. (1979), aislaron del suelo a T. harzianum y elaboraron un
biopreparado con alimento basado en salvado de trigo para controlar a R. solani.
Con este aislamiento se control¢ efectivamente el complejo de enfermedades de la

semilla y la plantula en frijol, tomate y berenjena.

La disminucion de la severidad de la enfermedad e incremento del
rendimiento y la disminucién de la poblacion del patégeno R. sofani resultd de la
incorporacion de salvado de trigo colonizado por T. harzianum en viveros de fresa y

parcelas de campo (Elad et al.,, 1980).

La incorporacién de salvado de trigo colonizado por T. harzianum en viveros
de fresa y parcelas en campo, resultdé en la disminucién de la poblacion de R. solani,
de la severidad de la enfermedad y en el incremento del rendimiento (Elad y Hadar

et al, 1981).

Harman et al. (1981), reportaron que T. hamatum, aplicado como tratamiento
a la semilla, controla la pudricion de la raiz en chicharo y rébano infestadas con

Pythium sp y R. solani.

Elad y Hadar (1981), al aplicar T. harzianum en salvado de trigo colonizado al

suelo para el control de R. solani en clavel, obtuvieron una correlacion lineal entre



la cantidad de T. harzianum aplicado al suelo y el grado de control de |la enfermedad,

donde la incidencia fue reducida a un 70 %.

Chet et al. (1981), obtuvieron interaccion hifal de T. hamatum con R. solani en
condiciones “in vitro”. Harman et al. (1981), realizando tratamientos sobre semillas y
plantulas de chicharo con T. hamatum, lo cual las protegio del ataque de R. solani.
Bell et al. (1982), demostraron que cepas de Trichoderma spp. fueron altamente

efectivas contra R. solani.

Elad y Hadar. (1981), controlaron efectivamente a R. solani cuando se
incorporé salvado de trigo colonizado con T. harzianum al medio de crecimiento de

las plantas en tomate, cacahuate, papa, frijol y zanahoria asi como en flor de lirio.

Strashnov et al. (1985), encontraron un nuevo aislamiento de 7. harzianum el
cual fue efectivo para proteger plantulas contra R. solani, mientras Sandoval et al.
(1995), comprobaron la efectividad de T. harzianum contra los patégenos P
aphanidermatum, y R. sofani, causantes del complejo de enfermedades de la semilla

y la plantula de tomate en cultivo hidroponico.

Tratamientos a la semilla y al suelo resultaron altamente satisfactorios para el
control de R. solani y P. parasitica en tomate y P. capsici en pimiento. El vigor de las
plantas siempre fue superior en los tratamientos bajo la proteccion del biopreparado

(Sandoval ef al., 1995).
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2.7 El fitopatégeno: Rhizoctonia solani Kiihn

2.7.1 Enfermedades y rango de hospedantes

Las enfermedades causadas por R. solani ocurren en todo el mundo vy
producen pérdidas en la mayoria de los cultivos anuales, incluyendo arvenses,
hortalizas y plantas florales, asi mismo en plantas perennes tales como los pastos
para césped, plantas de ornato perennes, arbustos y arboles. Los sintomas de las
enfermedades por Rhizoctonia pueden variar en los diferentes cultivos e incluso en
una misma planta hospedera, dependiendo de la etapa de crecimiento por la que
pasa la planta en el momento en que es infectada y de las condiciones ambientales
predominantes. Los sintomas mas comunes de las enfermedades causadas por
Rhizoctonia, principalmente por R. solani, son el ahogamiento de plantulas vy
pudricion de raiz, asi como pudricion y cancer del tallo de plantas adultas y en
proceso de crecimiento. Sin embargo en algunos hospedantes, Rhizoctonia produce
también la pudricion de los 6rganos vegetales almacenados (tubérculos y raices),
asi como los tizones o manchas del follaje, especialmente cuando el follaje se

encuentra cerca del suelo (Agrios, 1998).

En el complejo de enfermedades de semilla y plantula. El ahogamiento es el
sintoma mas comun producido por R. solani en este caso las plantas jovenes
pueden ser afectadas antes o poco después de que han emergido del suelo. El
hongo ataca el tallo haciéndolo acuoso, blando, generalmente el sintoma inicia, en
la parte basal de los tallos al nivel del suelo de modo que la plantula no se puede
sostener, se desploma y muere. Las plantas maduras también pueden ser atacadas
por el hongo; aqui el patogeno se limita a invadir los tejidos corticales externos
produciendo lesiones de color café rojizo pudiendo producir subdesarrollo o la
muerte (Agrios, 1998).
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La cancrosis del tallo de las plantulas destruye las plantas de algodonero, con
manchas que tienen el aspecto de canceres profundos de color café rojizo, rodeando

la porcién de tallo que se encuentra cerca de la superficie del suelo (Agrios, 1998).

En los pastos finos para césped y de los prados. Rhizoctonia produce la
enfermedad conocida como mancha café. En los tallos y raices suculentos y
carnosos, asi como tubérculos, bulbos y cormos y otros 6rganos, Rhizoctonia causa
pudriciones de color café superficiales o profundas, ocasionando achaparramiento y

amarillamiento o la muerte del follaje (Agrios, 1998).

En los tubérculos de papa, Rhizoctonia causa la "costra negra", son pequefios
esclerocios negros y endurecidos sobre |la superficie, o bien un "arrosetamiento" o

"sarna en roseta" (Agrios, 1998).

Finalmente Rhizoctonia produce pudriciones en frutos y vainas y otros
organos que yacen en el suelo como en los cultivos de pepino, lechuga, frijol,

berenjena y tomate, entre otros. (Agrios, 1998).

2.7.2 Relacion hospedante-patégeno.

R. solani puede penetrar al hospedante mecanicamente o bajo la accion de
enzimas o toxinas, dependiendo la etapa de penetracion. (Chet y Baker, 1980)
reportaron esta infeccion, que puede ser sobre el hipocotilo y la radicala donde el
hongo presenta clavijas de infeccion, penetrando la epidermis del tejido del
hospedante. En algunos casos las hifas se aplanan y funcionan como apresorios
antes de la penetracion. La infeccién por medio de clavijas aparentemente penetra
las células mecanicamente como es descrito por varios estudios. Sin embargo las
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células parenquimatosas secretan materiales mucilaginosos, permitiendo asi que el

hongo se adhiera a los tejidos del hospedante (Chet y Baker, 1980).

El papel de las enzimas en la penetracién es importante, ya que R. solani
produce enzimas cutinoliticas, que pueden degradar la cuticula. Pectinasas vy
celulasas pueden producir fusion durante la penetracion, presumiblemente después

de que haya penetrado y destruido la cuticula (Krupa y Dommergues, 1981).

No se ha podido identificar las enzimas que actuan durante la penetracion.
Pero posiblemente las protopectinasas y celulasas son importantes durante la

degradacion y muerte de los tejidos del hospedante.

Siguiendo la penetracién inicial, el mecanismo patogénico de R. solani es
variado, pero generalmente después de una invasion intercelular sigue una invasion

intracelular (Krupa y Dommergues, 1981).

2.8 Métodos de control

2.8.1 Control fisico y quimico

Como medio de control fisico esta el acolchamiento, donde se colocan
cubiertas de polietileno transparentes o plastico fotodegradable sobre el suelo
humedo durante los dias calidos de verano. La temperatura que prevalece en los
primeros 5 cm en la parte superficial del suelo puede elevarse hasta 52°C,
comparada con un maximo de 30°C en suelos que carecen de acolchado. Esto se
mantiene cuando el calentamiento es generado por el sol conocido con el nombre de

"solarizacién", el cual inactiva a muchos patdégenos que habitan en el suelo. Se ha
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reportado que una solarizacion de 20 dias, causa una mortalidad de esclerocios

hasta de un 80% en una profundidad de 5 a 20 cm (Mont., 1993)

El control de las enfermedades por Rhizoctonia, cuando el hongo va en la
semilla, depende del uso de semillas libres de la enfermedad o que hayan sido
tratadas con agua caliente y compuestos quimicos. El humedecimiento del suelo con
PCBN (Pentacloronitrobenceno) ayuda a disminuir el ahogamiento de los almacigos
e invernaderos. Entre los compuestos quimicos que inhiben el crecimiento micelial
se tiene al Naftaleno, Derivados del Cloro y Bromo. Metam sédio: N-metil
ditiocarbamato de sédio, Captafol: Cis-N-((1,1,2,2-tetracloroetil) tio)-4-ciclohexeno-
1,2-dicarboximida y benomilo: Cis-N-((1,1,2,2-tetracloroetil) tio)-4-ciclohexeno-1,2-
dicarboximida (Lewis y Papavizas, 1987). Akem, y Dashiell, (1991) reportan que el

PCNB en cantidades de 6.8 -13 Kg/ha. es efectivo.

2.9 Ubicaciéon taxonomica de Rhizoctonia
Fase asexual Fase sexual
Dominio: Eukarya Dominio: Eukaria
Reino: Hongos Reino: Hongos
Division: Eumycota Division: Eumycota
Clase: Hypomicetes Clase: Basidiomicotina
Genero: Rhizoctonia Genero: Rhizoctonia
Especie: solani. Especie: solani
(Agrios., 1998)
2.9.1 Ciclo de vida
R. solani forma un micelio estéril que es incoloro cuando pasa por su estado
juvenil pero que se torna amarillo o de color café claro conforme madura. El micelio
consta de células largas y produce ramificaciones que crecen casi en angulo recto
con respecto a la hifa principal. Las caracteristicas de la ramificacion comunmente
son los unicos medios disponibles para identificar al hongo como Rhizoctonia. En

ciertas condiciones, el hongo produce ramilletes de células cortas, anchas de forma
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oval o triangular y que se asemeja a esclerocios, las cuales funcionan como
clamidosporas. Dichos ramilletes pueden desarrollar en pequefios esclerocios de
color café a negro y dispuestos en forma laxa, los cuales son comunes en algunos

hospedantes (Agrios, 1998).

R. solani rara vez produce un estado perfecto de basidiomiceto conocido
como Thanatephorus cucumeris. Esta fase perfecta se forma cuando hay suficiente
humedad, y tiene el aspecto de un algodoncillo fino que se desarrolla sobre el suelo,
hojas y tallos infectados. Los basidios tienen forma de barril, se forman sobre una
capa membranosa de micelio y tiene cuatro esterigmas, cada una de las cuales

produce una basidiospora ovoide (Agrios, 1998).

Existe una anastomosis (fusioén de hifas que entran en contacto), formandose

después una hifa heterocariotica (Agrios, 1998).

El patégeno hiberna casi siempre en forma de micelio o esclerocios en el
suelo, en plantas perennes infectadas o en érganos de propagacion tales como
tubérculos de papa. El hongo también ataca a otros hospedantes, tales como frijol,
berenjena, pimiento y tomate, puede ser localizado en la semilla. Se encuentra en
la mayoria de los suelos y una vez que se ha establecido en un campo, permanece

por tiempo indefinido.

El hongo se disemina con la lluvia, o por medio de inundacion, asi como los
organos de propagacion infectados o contaminados. Con respecto a este hongo, la
temperatura 6ptima para que se produzca la infeccion se encuentra cerca de 15°C o
18°C y en algunos casos a mas de 35°C. La enfermedad es mas severa en suelos
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gue son moderadamente humedos que en suelos que son Secos 0 Se encuentran
inundados. La infeccion de las plantas jovenes es mas severa cuando el crecimiento
de la planta es lento, debido a las condiciones ambientales adversas para su

desarrollo (Agrios, 1998).
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3. MATERIALES Y METODOS
3.1 Localizacion del area de estudio
El trabajo de investigacién se realizd en dos etapas: Una en campo y otra en
los Laboratorios de Parasitologia de la Universidad Auténoma Agraria Antonio
Narro ubicada en Torredn Coahuila y el laboratorio de Fitopatologia del Instituto
Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP) de

Matamoros, Coahuila.

3.2 Aislamiento de especies de Trichoderma

3.2.1 Sitios de muestreo

Los aislamientos de Trichoderma spp fueron obtenidos de suelos colectados
durante el mes de junio del 2005 a marzo de 2006 en huertos de nogal localizados
en diferentes areas de la Comarca Lagunera, en los municipios de Torredn, San
Pedro de las Colonias y Matamoros, Coah. La ubicaciéon de donde se extrajeron las

muestras se muestran en el Cuadro 3.

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

2006.
Huerto Lugar Localidad
1 Hormiguero Torreén Coahuila
2 La partida Torredn Coahuila
3 La encantada Torreén Coahuila
4 La barranca Torreén Coahuila
5 Tierra Blanca Torreén Coahuila
7 El Pera Torreén Coahuila
8 Huerto Narro Torredn Coahuila
9 Recreativo natividad Matamoros Coahuila
10 Huerto Inifap Matamoros Coahuila
i San Carlos San Pedro Coahuila
12 San Isidro San Pedro Coahuila

En cada sitio de muestre6 se colectaron al azar de 5 a 10 muestras de suelo de
aproximadamente 1kg. Cada muestra fue tomada de los primeros 30 cm de

profundidad eliminando la materia organica superficial y se trasportaron en bolsas
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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 aislamiento se realizaron directamente del suelo; de
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 que 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 los 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 que el medio ofreciera una mayor superficie de contacto.

Las colonias previamente reconocidas como Trichoderma 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 del medio se mantuvieron en

refrigeracion a temperatura de 4 °C para su conservacion y uso posterior.

3.2.4 Seleccion de especies de Trichoderma
En el experimento tanto in vitro como en maceta, los aislamientos fueron
seleccionados considerando los que obtuvieron un mayor crecimiento en 7 dias y

que al mismo tiempo mostraran caracteristicas diferentes de crecimiento.
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3.3 Prueba in vitro

Esta prueba consistié en el desarrollo simultaneo de los microorganismos
antagonico y patégeno en el medio de cultivo Papa-Dextrosa-Agar (PDA) que
permitiera su crecimiento en cajas petri, ambos bajo las mismas condiciones (Bell

et al,, 1982) (Fig. 2).

Colocar
FDA

Antagonista « ' ' - +  Patégeno
Incubara 28° C

Figura 2. Enfrentamiento dual de Trichoderma contra R. solani

Para la evaluacion del efecto antagoénico se utilizé como fitopatdégeno un
aislamiento de R. sofani, obtenido de plantulas de alfalfa con sintomas de pudricion
de raices y corona. Como potenciales biocontroladores, fueron evaluados trece
aislamientos nativos de Trichoderma spp, extraidos de huertos de nogal y un testigo,
con un total de 14 tratamientos; con cuatro repeticiones cada una representada por
una caja petri.

De la periferia de las colonias que crecian en medio de cultivo se cortaron
discos con sacabocados de 0.5 cm de diametro los cuales fueron transferidos a
cajas petri con el mismo medio, en posiciones opuestas y equidistantes, de tal modo
que quedaran enfrentados el fitopatégeno y el antagonista en cada tratamiento. El
tratamiento testigo consistio en el crecimiento del aislamientos de R. solani sin
antagonista. Las cajas se mantuvieron en incubadora a una temperatura de 28 °C.
Para determinar el antagonismo se midi¢ el diametro de las colonias a las 96 horas
de crecimiento después de la siembra.
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3.4 Prueba en maceta

3.4.1 Preparacion del inéculo de Rhizoctonia solani

R. sofani se coloc6 en cajas petri que contenian PDA, las cuales se
incubaron por siete dias a una temperatura de 27 °C. Posteriormente se mezclaron
96 g de arena lavada y cribada en un tamiz de 2 mm, con 4 g de harina de maizy
20 ml de agua destilada. La mezcla se colocd en matraces de 250 mi, se esterilizd
por 60 minutos y se dejo enfriar para sembrar discos de 0.5 cm de diametro de
medio con R. solani. Los matraces se incubaron por 18 dias a 27 °C segun Sneh

etal, (1991).

3.4.2 Preparacion del inoculo de Trichoderma spp.

De los aislamientos de Trichoderma en conservacion fue extraida una
muestra pequefia de micelio de cada tubo para sembrarlo en cajas petri con
PDA, se incubaron por una semana a una temperatura de 27 °C. Posteriormente se
mezclaron 10 g de arena, con 10 g de de paja de trigo y 25 ml de agua destilada
segun Lewis y Papavizas, (1984a). La mezcla se coloco en matraces de 250 ml, se
esterilizo por 60 minutos y se dejo enfriar para sembrar discos de 0.5 cm de
diametro de medio con Trichoderma spp. Luego los matraces se incubaron por 15

dias a 27 °C.

3.4.3 Preparacion del material vegetal

Como planta experimental se utilizé frijol (Phaseolus vulgaris L.) para lo cual
a la semilla se le realizé una prueba de germinacion, que consistié en colocar 4
bandejas con 100 semillas cada una e introducidas 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.
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3.4.4 Aplicacion de los microorganismos
La incorporacion de R. solani y Trichoderma se realizé antes de sembrar,
utilizando 0.5 % (peso/peso) de inéculo de cada uno de los microorganismos, el cual

se incorporé uniformemente haciendo una mezcla en la arena.

3.4.5 Siembra en macetas.

Se utilizaron recipientes con una capacidad de 500 g en los cuales se
colocaron 400 g de arena sin esterilizar; en cada maceta se sembraron cinco
semillas de frijol con una distribucion homogenea y equidistante, a una profundidad

en relacion a la superficie del suelo de 2 cm.

3.4.6 Tratamientos

Cuadro 4. Tratamientos de Trichoderma spp contra Rhizoctonia solani. UAAAN-UL. Torredn,
Coah. 2006.

No. de Tratamiento Tratamientos considerados
TO (Testigo: R. sofani sin antagonista)
T1 (R. solani + Aislamiento 1 de Trichoderma)
T2 (R. solani + Aislamiento 2 de Trichoderma)
T3 (R. solani + Aislamiento 3 de Trichoderma)
T4 (R. sofani + Aislamiento 4 de Trichoderma)
T5 (R. solani + Aislamiento 5 de Trichoderma)
T6 (R. solani + Aislamiento 6 de Trichoderma)
T7 (R. solani + Aislamiento 7 de Trichoderma)
T8 (R. solani + Aislamiento 8 de Trichoderma)
10 T9 (R. solani + Aislamiento 9 de Trichodermay)
11 T10 (R. solani + Aislamiento 10 de Trichoderma)
12 T11 (R. solani + Aislamiento 11 de Trichoderma)
13 T12 (R. sofani + Aislamiento 12 de Trichoderma)
14 T13 (R. solani + Aislamiento 13 de Trichoderma)

OCoOo~~NOObhWN =

3.4.7 Diseno del experimento
El experimento se establecio utilizando un disefio experimental

completamente al azar con cuatro repeticiones por tratamiento.
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3.4.8 Evaluaciones

Se realizaron observaciones a los 8, 14 y 30 dias después de la siembra
registrando el porcentaje de germinacion, semillas dafiadas, plantas enfermas y
plantas muertas. Al concluir los 30 dias, las plantas que sobrevivieron fueron se
extrajeron de las macetas y se evaluaron los siguientes parametros: peso total de la

planta, longitud de la de la raiz y longitud del tallo.

3.4.9 Ubicacion del experimento

El experimento se instald al aire libre afuera del Laboratorio de Fitopatologia
del Inifap, el 17 de julio del 2006, el cual se repitié dos veces, con una duracién de 8
semanas, en dicho periodo la temperatura promedio fue de 25 °C, con una minima y

maxima de 20 a 30 °C respectivamente.

3.4.10 Identificacion de las especies de Trichoderma

Los trece aislamientos utilizados en la realizacion de de esta investigacion
finalmente fueron identificados con ayuda del microscopio compuesto de acuerdo a
sus caracteristicas morfolégicas y con apoyo de claves taxonomicas (Domsch et
al., 1980). Cada uno de los aislamientos identificados se resembré en medio
especifico como avena agar (AA), papa-sacarosa-agar (PSA), papa-zanahoria- agar
(PZA), agar extracto de malta (AEM) segun el medio que se requirié para cada una
de las especies con el propésito de reafirmar la identificacion morfologica. (Domsch

et al., 1980)
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Aislamientos de especies nativas de Trichoderma
Se colectaron 105 muestras de suelo de huertos de nogal en la Comarca
Lagunera de Coahuila, se aislaron 50 cepas de Trichoderma spp utilizando el

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

En los suelos provenientes de los huertos 1y 5 de las localidades de Torredn,
Coahuila, fue donde se encontr6 un mayor numero de aislamientos. Estas

localidades se caracterizan por presentar un buen manejo en el cultivo del nogal.

Cuadro 5. Numero de aislados de Trichoderma spp obtenidos por sitio de muestreo. UAAAN-
UL. Torreén, Coah. 2006.

Huerto Localidad No. de aislados Cdadigo asignado a las cepas aisladas

1 Hormiguero 22 H1, H2, H3, H4, H5, H6, H7, H8, H9, H10,
H11, H12, H13, H14, H15, H16, H17, H18,
H19, H20, H21, H22

2 La partida 2 P1, P2

3 La encantada 1 E1

4 La barranca 1 B1

5 Tierra Blanca 11 Tb1, Tb2, Tb3, Tb4, Tb5, Tb6, Tb7, Tbs,
TbhS, Tb10, Th11

6 El Pert 1 Pe1

7 Huerto Narro 8 Hn1, Hn2, Hn3, Hn4, HNS5, HNB, HN7, HN8

8 Recreativo natividad 1 Rn1

9 Huerto Inifap 2 Hi1, Hi2

10 San Carlos 0

11 San Isidro 1 Si1

4. 2 Seleccion de los aislamientos de Trichoderma

De los 50 aislamientos obtenidos, se seleccionaron 13 para su evaluacion
como antagonistas; los aislamientos seleccionados fueron los que mostraron un
mayor crecimiento a los 7 dias y que mostraron caracteristicas diferentes de

crecimiento (Cuadro 6).
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Cuadro 6. Aislamientos de Trichoderma seleccionados para su evaluacion. UAAAN-UL.
Torreén, Coah. 2006.

No. de tratamiento Cédigo asignado a las
(aislamiento) cepas aisladas

T1 Hn1 B
T2 H3

T3 H5

T4 H6

5 H7

6 H10

T7 H19

T8 H14

T9 Tb3

T10 Tb7

T11 Si1

T12 Hi1

T13 P2

Cook y Baker (1983) afirman que la velocidad de crecimiento presentado por
las especies de Trichoderma son motivos de utilizacion de este microorganismo

como antagonista, para el control de fitopatégenos.

4. 3 Prueba in 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 biologicos de control de

enfermedades (Alipi y Monaco, 1990).

La mayor actividad antagénica de las diferentes cepas de Trichoderma sobre
R. solani se obtuvo con los tratamientos T3, T7 y T9 que corresponden a T.
harzianum. Los tratamientos T5, T12, T1 que corresponden a T harzianum y T10,

T11 que corresponden a T. koningii resultaron ser 10s menos antagonicos.
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Todos los tratamientos superaron al testigo (Cuadro 7). A pesar de que los
tratamientos T5, T12, T1 que corresponden a T. harzianum y T10, T11 que
corresponden a T. koningii mostraron diferencia con respecto al testigo fuercon los

de menor efectividad en el control de R. solani

CUADRO 7. Diametro de la colonia de R. solani a las 96 horas en el enfrentamiento con
diferentes cepas de Trichoderma. UAAAN-UL. Torreén, Coah. 2006.

Tratamientos Diametro cm
TO (Testigo: R. solani sin antagonista) 9.00 A
T5 (R. solani + Aislamiento 5 de Trichoderma) 4.87 B
T10  (R. solani + Aislamiento 10 de Trichoderma) 4.82 B
T12  (R. solani + Aislamiento 12 de Trichoderma) 4.80 B
T (R. solani + Aislamiento 1 de Trichoderma) 4.80 B
T11  (R. solani + Aislamiento 11 de Trichoderma) 4.70 BC
T2 (R. solani + Aislamiento 2 de Trichoderma) 450 C
T13  (R. solani + Aislamiento 13 de Trichoderma) 3.50 D
T4 (R. sofani + Aislamiento 4 de Trichoderma) 3.50 D
T6 (R. solani + Aislamiento 6 de Trichoderma) 3.20 E
T8 (R. solani + Aislamiento 8 de Trichoderma) 3.10 E
T7 (R. solani + Aislamiento 7 de Trichoderma) 2.75 F
T3 (R. solani + Aislamiento 3 de Trichoderma) 2.72 F
T9 (R. solani + Aislamiento 9 de Trichoderma) 2.62 £

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

Resultados similares informan Dennis y Webster (1971), al encontrar
actividad antagoénica de T. harzianum contra diferentes hongos incluidos R. sofani,
mientras que Sandoval et al., (1995), comprobaron “ in vitro “ en cultivo dual que T.

harzianum resulté buen antagonista de diferentes aislamientos de R. solani.

4.4 Prueba en macetas

Se obtuvo un 100% de germinacién en las pruebas realizadas a la semilla de
frijol utilizada

Los trece fratamientos estudiados mostraron un atagque contra R. solani.
Todos los tratamientos con Trichoderma spp diferian del testigo al mostrar un
menor numero de semillas podridas y un mayor numero de plantas vivas (Cuadro

8).
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CUADRO 8. Efecto de Trichoderma sobre la emergencia y sobrevivencia de plantas de frijol
sembradas en medio infestado con R. sofani. UAAAN-UL. Torreén Coah. 2006

No.de semillas | No. de Plantas
Tratamientos Podrida Emergida Muertas Vivas

TO (Testigo: R. solani sin antagonista) 7 13 10 3
T1 (R. solani + Aislamiento 1 de Trichoderma) 0 20 5 14
T2 (R. solani + Aislamiento 2 de Trichoderma) 1 19 9 10
T3 (R. solani + Aislamiento 3 de Trichoderma) 2 18 3 15
T4 (R. solani + Aislamiento 4 de Trichoderma) 1 19 0 19
T5 (R. solani + Aislamiento 5 de Trichoderma) 1 19 3 16
T6 (R. solani + Aislamiento 6 de Trichoderma) 4 16 2 14
T7 (R. solani + Aislamiento 7 de Trichoderma) 1 19 3 16
T8 (R. solani + Aislamiento 8 de Trichoderma) 1 19 5 14
T9 (R. solani + Aislamiento 9 de Trichoderma) 0 20 5 15
T10 (R. solani + Aislamiento 10 de Trichoderma) 1 19 4 15
T11 (R. solani + Aislamiento 11 de Trichoderma) 1 19 8 14
T12 (R. solani + Aislamiento 12 de Trichoderma) 0 20 6 14
T13 (R. solani + Aislamiento 13 de Trichoderma) 3 17 4 13

4.4.1 Plantas vivas

De los 13 aislamientos de Trichoderma spp., estudiados resultaron ser

mejores estadisticamente los tratamientos T4, T5, T7, T3, T1, T9, T6, T8, T12

correspondientes a T. harzianum y T10, T11 correspondientes a T. koningii

(Apéndice A2) al mostrar un mayor numero de plantas vivas, sin embargo el T4 es el

mejor (Cuadro 9)

CUADRO 9. Efecto de Trichoderma sobre la plantas sobrevivientes de frijol sembradas en
medio infestado con R. solani. UAAAN-UL. Torreén Coah. 2006

Tratamientos Promedio
T4 (R. solani + Aislamiento 4 de Trichoderma) 475 A
T5 (R. solani+ Aislamiento 5 de Trichoderma) 4.00 AB
T7 (R. solani + Aislamiento 7 de Trichoderma) 4.00 AB
T3 (R. solani + Aislamiento 3 de Trichoderma) 3.75 AB
T1 (R. solani + Aislamiento 1 de Trichoderma) 3.75 AB
T9 (R. solani + Aislamiento 9 de Trichoderma) 3.75 AB
T10 (R. solani + Aislamiento 10 de Trichoderma) 3.75 AB
T6 (R. sofani + Aislamiento 6 de Trichoderma) 3.50 ABC
T8 (R. solani + Aislamiento 8 de Trichoderma) 3.50 ABC
T11 (R. solani + Aislamiento 11 de Trichoderma) 3.50 ABC
T12 (R. solani + Aislamiento 12 de Trichoderma) 3.50 ABC
T13 (R. solani + Aislamiento 13 de Trichoderma) 325 BC
T2 (R. solani + Aislamiento 2 de Trichoderma) 2.25 Cc
TO (Testigo: R. solani sin antagonista) 0.75 D

* Medias con la misma letra son estadisticamente iguales en DMS (p<0.05)
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Todas las cepas superaron al testigo (Cuadro 9). A pesar de que el
tratamiento T13 correspondiente a T. viridae mostré diferencia con respecto al
testigo, fue el que presento un menor numero de plantas vivas. Los resultados
obtenidos se asemejan a los obtenidos en estudios realizados por Hadar et al.,
(1979), que aislaron del suelo a T. harzianum;, con este aislamiento se controld
efectivamente el complejo de enfermedades de la semilla y plantula de frijol, tomate

y berenjena.

También Elad y Hadar (1981) controlaron efectivamente a R. solani cuando
se incorpord salvado de trigo colonizado con T. harzianum al medio de crecimiento
de las plantas en tomate, cacahuate, papa, frijol y zanahoria asi como en flor de

lirio.

4.4.2 Longitud de tallo y raiz a los 30 dias después de la siembra.

A los treinta dias después de la siembra los tratamientos fueron
estadisticamente diferentes en cuanto a longitud de tallo (Cuadro A3). Los mejores
resultados se obtuvieron con los tratamientos T11, T10 correspondientes a T.
koningii y T7, T12, T5, T9, T3 correspondientes a T. harzianum., mientras que el
tratamiento T13 Correspondiente a T. viridae presento la longitud mas corta, aunque
es diferente al testigo. Todos los tratamientos mostraron mayor longitud que el
testigo (Cuadro 10). A pesar de que el tratamiento T6 (7. harzianum) mostrd

diferencia con respecto al testigo fue el que obtuvo una menor longitud de tallo.
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Cuadro 10. Longitud de tallo de plantulas de frijol a los 30 dias después de la siembra.

UAAAN-UL. Torredén, Coah. 2006

Tratamientos

Longitud Tallo

T (R
T7 (R
T12 (R
5 (R
T10 (R.
T9 (R
T3 (R
T4 (R
T (R
T13 (R.
T8 (R
T (R
6 (R

solani + Aislamiento 11 de Trichoderma)
solani + Aislamiento 7 de Trichoderma)
solani + Aislamiento 12 de Trichoderma)
solani + Aislamiento 5 de Trichoderma)
solani + Aislamiento 10 de Trichoderma)
solani + Aislamiento 9 de Trichoderma)
solani + Aislamiento 3 de Trichoderma)
solani + Aislamiento 4 de Trichoderma)
solani + Aislamiento 1 de Trichoderma)
sofani + Aislamiento 13 de Trichoderma)
solani + Aislamiento 8 de Trichoderma)
solani + Aislamiento 2 de Trichoderma)
solani + Aislamiento 6 de Trichoderma)

TO (Testigo: R. solani sin antagonista)

2977 A

27.85 AB
27.59 AB
27.15 ABC
26.97 ABC
26.65 ABC
25.74 ABCD
2416 BCDE

2212
20.70
20.05
19.95
16.04

9.05

CDE
DEF
EF
EF
F
G

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

También hubo diferencia estadistica entre tratamientos en cuanto a longitud

de raiz (Cuadro A.4). Los tratamientos con mayor longitud de raiz (T12, T11, T3, T1,

T10, T2, T4, T9, T3, T7) incluyen a T. koningii, T. harzianum y T. viridae (Cuadro

11), mientras que el T6 correspondiente a T. harzianum mostré una menor longitud

de raiz y fue igual que el testigo (Cuadro 11).

CUADRO 11. Longitud de

UAAAN-UL. Torreén, Coah. 2006

raiz de plantulas de frijol a los 30 dias después de la siembra.

Tratamientos

Promedio Raiz

T2 (R
T (R
T3 (R
T (R
T10 (R.
™ (R
T4 (R
T9 (R
T13 (R
7 (R

solani + Aislamiento 12 de Trichoderma)
solani + Aislamiento 11 de Trichoderma)
solani + Aislamiento 3 de Trichoderma)
solani + Aislamiento 1 de Trichoderma)
solani + Aislamiento 10 de Trichoderma)
solani + Aislamiento 2 de Trichoderma)
solani + Aislamiento 4 de Trichoderma)
solani + Aislamiento 9 de Trichoderma)
solani + Aislamiento 13 de Trichoderma)
solani + Aislamiento 7 de Trichoderma)

T8 (R. solani + Aislamiento 8 de Trichoderma)
T5 (R. solani + Aislamiento 5 de Trichoderma)
T6 (R. solani+ Aislamiento 6 de Trichoderma)
TO (Testigo: R. solani sin antagonista)

14.49
14.22
14.15
12.71
12.47
12.36
12.03
11.94
11.82
11.59
11.36
10.48
10.41
7.65

A
AB
AB
ABC
ABC
ABC
ABC
ABC
ABC
ABC
BC
CD
CD
D

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

Los aislamientos de T. harzianum y T. koningii y en menor proporcion T.

viridae, ademas de atacar el fitopatégeno, mostraron la capacidad para promover el

crecimiento de la plantas y de la raiz lo cual concuerda con Villegas (2005), quien

menciona que Trichoderma spp ademas de ser un antagonista de fitopatégenos del
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suelo favorece el crecimiento de la planta, le ofrece un mayor vigor germinativo a la

semilla, un mejor desarrollo de la raiz y una mejor expresion fenotipica.

4.4.3 Peso total de las plantas.
Segun el analisis estadistico existe diferencia altamente significativa para el

peso fresco de plantulas entre tratamientos (Apéndice A.5).

Los tratamientos que tuvieron un mayor peso fresco fueron T9, T12, T1
correspondientes a T. harzianum y T10 correspondiente T. koningii mientras que el

T6 fue el que obtuvo un menor peso siendo igual al testigo (Cuadro 12).

CUADRO 12. Evaluacion del peso fresco total de las plantulas que sobrevivieron en cada
tratamiento a los 30 dias después de la siembra. UAAAN-UL Torreén, Coah., 2006.

Tratamientos Promedio Peso total
T9 (R solani + Aislamiento 9 de Trichoderma) 3.90 A
T12 (R. solani + Aislamiento 12 de Trichoderma) 3.78 AB
T10 (R. solani + Aislamiento 10 de Trichoderma) 343 AB
T1 (R. solani + Aislamiento 1 de Trichoderma) 3.16 ABC
T7 (R. solani+ Aislamiento 7 de Trichoderma) 3.03 BCD
T3 (R. solani + Aislamiento 3 de Trichoderma) 3.01 BCD
T11 (R. solani + Aislamiento 11 de Trichoderma) 297 BCD
T5 (R solani + Aislamiento 5 de Trichoderma) 295 BCD
T13 (R. solani + Aislamiento 13 de Trichoderma) 2.52 CDE
T8 (R. solani + Aislamiento 8 de Trichoderma) 2.42 CDE
T4 (R. sofani + Aislamiento 4 de Trichoderma) 2.34 CDE
T2 (R. sofani + Aislamiento 2 de Trichoderma) 225 DE
T6 (R. sofani + Aislamiento 6 de Trichoderma) 1.99 EF
TO (Testigo: R. selani sin antagonista) 1.15 F

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

Algunas especies de Trichoderma han sido reportadas como estimuladoras
de crecimiento en especies tales como: clavel, crisantemo, pepino, berenjena,
pimienta, rabano, tabaco, tomate, lechuga, zanahoria, papa, algodoén, frijol y pastos

ornamentales (Inbar et al., 1994).
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4.5 Identificacion de las especies de Trichoderma
Finalmente, fueron identificadas las 13 cepas de Trichoderma utilizadas en la
presente investigacion de acuerdo a sus caracteristicas morfologicas donde se

encontraron las siguientes especies de Trichoderma (Cuadro 13).

Cuadro 13. ldentificacion a nivel de especie de las 13 cepas de Trichoderma
seleccionadas para éste estudio. UAAAN-UL Torreén, Coah., 2007.
Espécie Cepa Caracteristicas
Hn1, H3, H5 HB6, Colonias color verde, crecimiento rapido, arriba de 9
H7, H10, H19, H14, cm de diametro en cinco dias, a 20° C em agar-avena.
T. harzianum Tb3, Hi1. Hifas hialinas, conidiéforos con ramificacion compacta.
Conidias globosas a subglobosas, pared lisa de color
verde oliva con un radio menor de 1.25, 2.8a3.2X 25
az28pum.

Colonias de color amarillo a verde oscuro, crecimiento
de tres a cinco cms. en cinco dias, a 20° C en agar-
avena.
T. koningii Tb7, Si1 Conidiéforos con ramificaciéon abierta. Conidios de
' pared lisa, elipsoidales u oblongas de 3.02 4.8 X 1.9 a
2.8 pm con base truncada fialidas regularmente
dispuestas en numero de tres o mas.

Colonias de color amarillo a verde oscuro, crecimiento
de 4.5 a 7.5 cm de didmetro en cinco dias, a 20° C en
T. viride P2 agar-avena.

Conididforos tipicamente piramidales ramificados,
ramificaciones cortas divergentes, fialidas ordenadas
en grupos de dos a cuatro delgadas y regularmente
dobladas.

Conidias casi globosas de pared rugosa de 3.6 a 4.5y
m de diametro.

De acuerdo al cuadro anterior se puede observar que la especies que se
presento con mayor frecuencia en cepas aisladas de la Comarca Lagunera es de T.

harzianum.
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5. CONCLUSIONES
De los aislamientos de Trichoderma obtenidos en suelos de la Comarca
Lagunera se identificaron tres especies las cuales fueron T. harzianum, T. koningii y
T. viridae.
Existe actividad antagonica de las especies identificadas contra R. sofani,
sobre saliendo tanto in vitro como en campo la especie T. harzianum. Sin embargo
se puede decir que todas las cepas mostraron una actividad antagénica diferente

comparada con el testigo.
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6. RESUMEN

Trichoderma spp es un hongo habitante natural del suelo que puede vivir
como sapréfito o como parasito sobre otros hongos. El presente trabajo consistio
identificar y evaluar la actividad antifingica de cepas nativas de Trichoderma spp
de la Comarca Lagunera frente a una cepa de Rhizoctonia solani, un fitopatégeno
del suelo, causante de muchas enfermedades en plantas de interés econémico. Se
empleo para ello la técnica de enfrentamientos duales en laboratorio para demostrar
el grado de antagonismo de 13 aislamientos de Trichoderma frente al
fitopatégeno. Con la finalidad de que los resultados en laboratorio puedan
reproducirse a nivel de campo, se realizaron evaluaciones en macetas con arena
infestadas con R. solani, al aire libre con los 13 aislamientos y un testigo, con cuatro
repeticiones, donde se utilizaron plantulas de frijol para evaluar la actividad
antagonica de Trichoderma. Se concluyd que la actividad antagénica fue mayor
para tres cepas de Trichoderma, denominadas como T3, T7 y T9 (T. harzianum) en
pruebas in vitro, y que llevados a pruebas de campo estan dentro de los mejores
antagonistas, asi mismo estadisticamente fueron iguales a la cepa T4 (T. harzianum)
aun cuando los resultados de campo fueron superiores para este ultimo. Sin
embargo, se puede decir que todas las cepas mostraron actividades inhibitorias
diferentes lo cual no sucedio en el tratamiento testigo (R. solani sin antagonista).
Los aislamientos identificado fueron T.harzianum, T. koningii y T.viridae obteniendo

un mayor numero de T. harzianum.
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8. APENDICE A

Cuadro A.2. Andlisis de varianza del diametro de la colonia de R. solani a las 96
horas en el enfrentamiento con diferentes cepas de Trichoderma.
UAAAN-UL. Torre6n, Coah. 2006.

Fuente de Variacion GL SC CM F P>F
TRATAMIENTOS 13 139.577148 10.736704 **265.2674 0.000
ERROR 42 1.699951 0.040475
TOTAL 55  141.277100
CV.= 478%

** = Altamente significativo.

Cuadro. A.2. Andlisis de varianza del efecto de Tricfioderma sobre las plantas
sobrevivientes de frijol sembradas en medio infestado con R. solani.
UAAAN-UL. Torreén, Coah. 2006.

Fuente de Variacion GL sSC CM F P>F
TRATAMIENTOS 13 45.714294 3516484 **3.6923 0.000

ERROR 42 40.000000 0.952381

TOTAL 55 85.714294

CV.= 28.46 % - B - - -

** = Altamente significativo.

Cuadro A.3. Andlisis de varianza de longitud de tallo de plantulas de frijol a los 30 dias
después de la siembra. UAAAN-UL. Torreén, Coah. 2006.

Fuente de Variacibn GL SC CM F P>F
TRATAMIENTOS 13 1650.1035 126.9310 **9.0681 0.000
ERROR 42 587.8984 13.99758

TOTAL 55 2238.0019

CV=16.18%
** = Altamente significativo.

Cuadro A.4. Analisis de varianza de Longitud de raiz de plantulas de frijol a los 30
dias después de la siembra. UAAAN-UL. Torreén, Coah. 2006

Fuente de Variacion GL sC CM F P>F
TRATAMIENTQOS 13 164.00244 12.615572 **2.8584 0.005
ERROR 42 185.37011 4.413574

TOTAL 55 349.37255

CV.= 1754 %

** = Altamente significativo.
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Cuadro A.5. Analisis de varianza del peso fresco de las plantulas de frijol en medio
inoculado con R. solani y Trichoderma spp a los 30 dias después de la
siembra. UAAAN-UL. Torre6n Coah. 2006.

Fuente de Variacion GL sC CM F P>F
TRATAMIENTOS 13 27.752289 2.134791 **5.8759 0.000
ERROR 42 15.259125 0.363312

TOTAL 55 43.011414

CV.= 2168%

** = Altamente significativo

52



Figura A.1. Enfrentamiento de Trichoderma spp Contra Rhizoctonia sofani.
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Figura A.2. Conservacién de Trichoderma spp.

Figura A.3. Inoculo de Trichoderma
spp

Figura A.4. Inoculo de Rhizoctonia solani.

Figura A.5. Mezcla de los inoculos de
Rhizoctonia solani y Trichoderma spp en
arena.
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Figura A6. Semilla podrida por
Rhizoctonia solani

Figura A.7. Plantas infectadas por
Rhizoctonia solani.

Figura A.8. Macetas con los tratamientos de
Trichoderma contra Rhizoctonia solani.

Figura A.9. Plantas sanas.
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