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INTRODUCCION

La agricultura es una de las actividades econdmicas mas importantes en los
paises desarrollados. Sin embargo esta se ve afectada por diferentes problemas,
dentro de los cuales se encuentran los dafos ocasionados por insectos y

enfermedades.

Existen algunos hongos que viven en el suelo que tienen la capacidad de
sobrevivir en materia organica muerta pero cuando es alterado su habitad puede
sobrevivir parasitando a las plantas ocasionando severos dafios asta llevarlo a la
muerte. Dentro de estos hongos se encuentra Sclerutium cepivorum el cual se
considera como la enfermedad mas peligrosa e importante en el cultivo del ajo y
cebolla. Los dafios que causa se encuentran extendidos y generalizados en todos los
paises donde se cultivan plantas del genero Allium (Garcia,1998), siendo capaz de
destruir las raices, los discos de la base de las vainas foliares y los bulbos en

proceso de crecimiento (Messiaen, et al., 1995).

Otro hongo de suma importancia es Sclerotinia sclerotiorum que produce
perdidas devastadoras en numerosas plantas suculentas. Las enfermedades por
Sclerotinia sclerotiorum se encuentran ampliamente distribuidas por todo el mundo
afectando a las plantas en cualquiera de las etapas de su desarrollo, incluyendo
plantulas, plantas maduras y d&rganos cosechados durante su transporte vy
almacenamiento. Entre los cultivos atacados por este hongo se encuentran el girasol,

lechuga, col, zanahoria, frijol, calabaza entre otros.

Durante mucho tiempo se han utilizado agroquimicos para el control de plagas
y patdégenos de plantas, los cuales han logrado el control de estos y estabilizacion de
los cultivos. Sin embargo, la utilizacion de estos productos ha provocado serios
problemas ecoldgicos; es conocido que los plaguicidas saturan las tierras cultivables,

se infiltran y contaminan los mantos acuiferos naturales modificando asi los



ecosistemas.

Como consecuencia a esta problematica se introducido el uso de la agricultura
organica; (que se caracteriza por excluir el uso de productos de sintesis quimica)
organismos modificados genéticamente, aguas negras y radiaciones en los alimentos
(Ramos, 2008).

Existen métodos biolégicos no destructivos y afines al medio ambiente para el
control bioldgico de plagas y parasitos de plantas. Estos métodos involucran, entre
otros, la accion de hongos filamentosos cuyo habitat natural es el suelo. Dichos
microorganismos cuentan con caracteristicas fisiologicas particulares que les
permiten imponerse frente a organismos parasitos de plantas. Ejemplo de estas es el
hongo del género Trichoderma; este hongo produce diversas enzimas hidroliticas y
moléculas con actividad antibiética que le permite controlar biolégicamente la

actividad de los hongos parasitos de plantas.

El género Trichoderma posee grandes -cualidades para el control de
enfermedades en plantas causadas por patdgenos fungicos del suelo, principalmente
de los géneros Phytophthora, Rhizoctonia, Sclerotium, Pythium y Fusarium entre
otros. Los mecanismos por los que las cepas del genero Trichoderma desplazan al
fitopatogeno son fundamentalmente de tres tipos: competencia directa por espacio o
por los nutrientes, produccion de metabolitos antibiéticos, ya sea de naturaleza volatil
o no volatil y parasitismo directo de especies de Trichoderma sobre hongos

fitopatogenos (Ezziyyani et al.,2004; Casimiro et al.,2005; Garcia, 2008).



Objetivos.

1.- Estudiar la capacidad antagdénica de 14 cepas de Trichoderma spp contra

Sclerotium cepivorum y Sclerotinia sclerotiorum

2.- Determinar los mecanismos de accion de 14 cepas deTrichoderma spp. contra

Sclerotium cepivorum y Sclerotinia sclerotiorum in Vitro.

Hipotesis.

1.- Al menos uno de los aislados de Trichoderma spp. tendra actividad antagonica

sobre Sclerotium cepivorum y Sclerotinia sclerotiorum

2.- EI mecanismo de accion de Trichoderma contra Sclerotium cepivorum y

Sclerotinia sclerotiorum sera por antagonismo y compuestos volatiles.

Palabras clave: Inhibicion, antagonismo, Control biolégico, Trichoderma, Sclerotium

cepivorum, Sclerotinia esclerotiorum



REVISION DE LITERATURA

Un gran numero de plantas son susceptibles a hongos de suelo causandoles
podredumbres radiculares (Llacer et al.,1996). La necesidad de reducir el uso de
fungicidas quimicos y productos fitosanitarios de sintesis ha dado paso a la practica
del biocontrol. En efecto, la demanda impuesta por la sustentabilidad esta
conduciendo al uso de estrategias que mantengan una proteccién del medio
ambiente. En este contexto, el uso de inoculos microbianos, incluyendo algunos que
han sido modificados genéticamente, esta cobrando nuevamente interés. Los
microorganismos mas usados pertenecen a los géneros Rhizobium, Pseudomonas,

Bacillus, Trichoderma, Streptomyces, etc. (Sid et al., 2000; Aguilar, 2006).

Los mecanismos por los que los microorganismos afectan a las poblaciones de
patdbgenos no siempre son claros, pero en general se atribuyen a uno de cuatro
efectos.

1. Parasitismo directo y muerte del patégeno.

2. Competencia con el patégeno por el alimento.

3. Efectos toxicos directos sobre el patdégeno por medio de sustancias
antibidticas liberadas por el antagonista y

4. El efecto toxico indirecto sobre el patégeno por sustancias volatiles como el
etileno, liberadas por las actividades metabdlicas del organismo antagonista
(Aguilar, 2006).

Sclerotium cepivorum
Importancia EconGmica
Esta especie descrita en Inglaterra por Berkeley (1841) es actualmente

conocida en Europa, Australia, Africa, Argentina, Brasil, varios estados de la Unién

Americana y México; es responsable de la “Pudricion blanca” de la cebolla, ajo,



puerro y algunas especies de cebolla silvestre. En México a sido reportado en

Guanajuato afectando severamente el cultivo del ajo (Romero, 1993).

La pudriciéon blanca ocasionada por S. cepivorum Berk. causa pérdidas
econdmicas importantes en las principales areas productoras de cebolla (Allium cepa

L.) y ajo (A. sativum L.) en México y en el mundo (Pérez et al., 1994).

Por su parte Anaya et al. (1999) menciona que hasta 1975 la enfermedad
causada por S. cepivorum era desconocida en muchas zonas y a partir de entonces
se ha ido diseminando, actualmente, se encuentra en una amplia zona del bajio,
sobretodo en los terrenos que se han sembrado frecuentemente con ajo. La
enfermedad puede causar la perdida total y como los esclerocios tienen larga
longevidad, un terreno con alta infestacién no se puede volver a usar para el cultivo
de ajo y cebolla. Desde 1984 se iniciaron esfuerzos por hacer un control integrado y
posteriormente se publicaron las diferentes practicas que a nivel comercial se

mostraban prometedoras (Laborde, 1986).

Etiologia

Sclerotium cepivorum produce un micelio abundante de color blanco, velloso y
ramificado que forma numerosos esclerocios pero comunmente es estéril, es decir,
no produce esporas. S. cepivorum en ocasiones produce también conidios en
esporodoquios; sin embargo, todo parece indicar que esos conidios son estériles
(Agrios, 2006).

Sintomatologia

Las plantas enfermas se hacen notar por el amarillamiento y caida de las
hojas, empezando a dafar las de abajo. Una caracteristica de esta enfermedad es el
modelo de infeccion: las plantas enfermas se hallan esparcidas en el campo y su

numero depende de la cantidad de inoculo. Para el tiempo en que ocurre la clorosis



del follaje, si se arranca una planta podra observarse que las raices, el bulbo y la
base de las hojas ya se encuentran podridos y cubiertos por un micelio blanco, de
donde se origino el nombre de “pudricion blanca”; también se podra observar que las
escamas tienen un color negro, lo cual se debe a que el micelio de inmediato
procede a formar esclerocios, pequenos, esféricos y justamente de color negro. La

pudricion del bulo es suave y acuosa (Romero, 1993).

Agrios (2006) reporta que el hongo ataca directamente a los tejidos. Sin
embargo produce una masa abundante de micelio que mata y desintegra a dichos
tejidos al secretar acido oxalico, asi como también enzimas pectinoliticas,
celuloliticas y otras encimas antes de que penetre en el hospedante. Una vez que se
ha establecido en las plantas, el hongo avanza y forma micelio y esclerocios con
gran rapidez, especialmente cuando hay suficiente humedad y la temperatura

adecuada.

Epidemiologia

El hongo sobrevive en el suelo por un tiempo muy largo, algunos fitopatologos
opinan que de 8 a 10 afos, quizas porque los esclerocios pueden permanecer en
estado de dormancia y germinar cuando encuentran humedad y hospedantes
apropiados. Su diseminacion depende del agua de riego y de plantulas que se
mueven de un lugar a otro. Hasta donde se sabe no hay reproduccion sexual y, por
consiguiente, tampoco diseminacion por el viento. La enfermedad es mas severa en
suelo frio y ligeramente humedo, pero la humedad es menos importante que la
temperatura. En medio de cultivo S. cepivorum crece bien a temperaturas de 4 a
29°C, aunque para infectar requiere de 10 a 24°C, con una optima de 15 a 18°C
(Romero, 1993).

Agrios (2006) reporta que al parecer, el patdgeno crece, sobrevive y ataca a las
plantas con mayor frecuencia cerca de la superficie del suelo, quiza debido a que a

ese nivel las temperaturas son mas favorables, a que hay mayor abastecimiento de



substancias organicas que el hongo utiliza para alimentarse y quiza a que hay una

menor competencia o antagonismo con otros organismos del suelo.

Control

El control de esta enfermedad es dificil y depende en parte de la rotacidén de
cultivos con maiz y trigo, que al parecer no son afectados por el patégeno, y en
parte de las practicas agricolas que comprenden desde el barbecho profundo de la
tierra, hasta el enterramiento de los esclerocios del hongo con los restos vegetales,
aplicacion de fertilizantes que contengan amonio y de la aplicacion de compuestos
de calcio y, en algunos casos, de la aplicacion de fungicidas como el
pentacloronitrobenceno (PCNB), captafol y dicloran antes de realizar la siembra o

bien en los surcos durante la siembra (Agrios, 2006).

Por otro lado, Agrios (2005) menciona que es prometedor en el control biolégico
de la enfermedad causadas por S. cepivorum principalmente por el uso de especies
parasitas y antagonistas como el hongo Trichoderma, de algunas bacterias tipo
Pseudomonas y algunas especies de Streptomyces, para tratar las semillas u otros
organos de propagacion vegetativa de los cultivos sembrados en suelos infestados
por Sclerotium.

Por su parte Aguilar (2006) menciona que de los fungicidas actuales en el
mercado, ninguno a dado resultados satisfactorios para el control de S. cepivorum ,
siendo el control biologico hoy en dia una alternativa del control quimico, que
ademas de su elevado costo, trae como consecuencia el desarrollo de resistencia en

los fitopatogenos, y problemas de contaminacion y toxicidad (Aguilar, 2006).

También hay evidencias importantes de una grave contaminacién derivada de
los plaguicidas, que no solo afecta a la flora y a la fauna que se han expuesto en

forma significativa a dichas sustancias, sino también han contribuido al deterioro en



la calidad del aire, agua, suelos y alimentos, asi como también en la salud de

jornaleros y consumidores (Albert, 2004).

Sclerotinia sclerotiorum

Importancia EconGmica

Esta especie fue descrita por Libert en 1837 con el nombre de Peziza
sclerotiorum. Entre sus hospedantes se encuentran plantas de ornato, arbustos,
malezas y principalmente hortalizas, como lechuga, col, zanahoria, frijol, alcachofa,
esparrago, brocoli, rabano, papa, calabaza, sandia, etc. La enfermedad que esta
especie de hongo causa se conoce con varios nombres, segun el hospedante
afectado; asi se habla de moho blanco del frijol, pudricion suave de la zanahoria,
caida de la lechuga, pudricion del tallo del esparrago, ahogamiento, esclerotiniosis de

la coliflor, marchites del jitomate, etc. (Romero, 1993)

Etiologia

Presenta un micelio velloso y blanco, esclerocios negros, de esféricos a
alargados, 2-10 x 2-5 mm; aparentemente no necesitan de un periodo de dormancia
para su germinacion, pero si requieren luz para su maduracion; apotecios
pedicelados, en forma de copa o disco, suaves, carnosos, de color café claro; ascas
claviformes, hialinas, entremezcladas con parafisos; ascosporas unicelulares, ovales,

hialinas. Se desconoce su fase conidial (Romero, 1993).

Sintomatologia

El sintoma primario mas caracteristico y evidente de las enfermedades por
Sclerotinia es la aparicidn, sobre la planta infectada, de un micelio velloso y blanco
en el que en poco tiempo se desarrollan grandes estructuras compactas de
resistencia conocidas como esclerocios. Estos esclerocios son blancos al principio,
pero mas tarde se ennegrecen y  endurecen superficialmente.

En la base de los tallos de las plantas herbaceas suculentas que han sido infectadas



aparecen en primer término varias lesiones de color café u obscuro. Con frecuencia,
estas lesiones se cubren con gran rapidez de varias zonas algodonosas blancas
constituidas por el micelio del hongo. En las primeras etapas de desarrollo de la
lesion en el tallo, el follaje muestra muy pocos signos del ataque por el hongo, de ahi
que las plantas infectadas pasen facilmente inadvertidas, hasta que el hongo se
desarrolla totalmente sobre el tallo y lo pudra. Debido a esto, el follaje localizado
arriba de la lesion se marchita y muere mas o menos con gran rapidez. En algunos
casos, la infeccion se inicia sobre una hoja y avanza después hacia el tallo a través
de la hoja. Los esclerocios del hongo pueden formarse internamente en la médula
del tallo, sin que denote signos de que ahi se encuentran, o pueden formarse fuera

del tallo donde son bastante conspicuos (Agrios, 2006).

Epidemiologia

S. sclerotiorum sobrevive en forma de micelio activo en plantas vivas o muertas,
pero principalmente en forma de esclerocios, cuya duracién puede variar de uno a
siete afos, segun las condiciones del medio, humedas o secas respectivamente.
Bajo condiciones de alta humedad y temperatura fresca (0-28°c) con un optimo de
19-24°C, los esclerocios germinan y producen varios apotecios, los cuales al
madurar muestran su cara interna completamente expuesta y tapizada por ascas y

parafisos (Romero, 1993).

Por su parte Agrios (2006) reporta que S. sclerotiorum inverna en forma de
micelio en plantas vivas o muertas y en forma de esclerocios sobre o en el interior de
tejidos infectados. En la primavera o a principios del verano, los esclerocios germinan
y producen de uno a varios tallos delgados que terminan en un pequefio apotecio
que tiene un diametro de 5 a 15 mm y tienen forma de copa o disco, y en el cual se

forman las ascas y las ascosporas.



10

Control

S. sclerotiorum es uno de los hongos mas dificiles de controlar por la resistencia
de los esclerocios y la facilidad con que son diseminados en el campo durante las
labores de cosecha y de cultivo. Sin embargo, se puede reducir la cantidad de
inoculo con rotacion de cultivos, tratamientos del suelo con Vapam o Mylone e

inundacion del terreno para que se pudran los esclerocios (Romero, 1993).

Por su parte Agrios (2006) menciona que en los ultimos afos, se ha reportado
que mas de 30 especies de hongos, bacterias, insectos y otros organismos,
parasitan a Sclerotinia o inhiben su crecimiento. Se han obtenido resultados
alentadores en el control biolégico de las enfermedades que produce este hongo en
algunos cultivos al incorporar en los suelos que ha infectado, los hongos
micoparasitos Coniothyrium minitans, Gliocladium roseum, G. virens, Sporodesmiun
sclerotivorum y Trichoderma viride. Estos hongos destruyen a los esclerocios que
existen o inhiben su nueva formacion, por lo que disminuyen en forma considerable
la poblacién de Sclerotinia en el suelo. Sin embargo, hasta ahora no se han hecho
recomendaciones para el control practico de las enfermedades que ocasiona este
hongo.

Genero Trichoderma

Importancia econémica

Fue descrito por primera vez hace 200 afios por los micdélogos como
Gasteromiceto y un siglo después se realizo el anadlisis de su estructura vy
caracteristicas para ser clasificado como un género entre los hongos filamentosos,
con propiedades y actividades bioldgicas. Su habilidad como antagonista fue
descubierta hace 50 afios (Orietta et al., 2001).
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El principal beneficio de Trichoderma para la agricultura es el antagonismo de
microorganismos patogenos de las plantas por su capacidad para producir
secreciones enzimaticas toxicas extracelulares que causan desintegracion y muerte
en hongos fitopatogenos que habitan el suelo (micoparasitismo), en la degradacion
de paredes celulares de las hifas de hongos patogénicos (depredacion), en la
produccién de quimicos volatiles y antibidticos antifungales que inhiben hongos
basidiomicetos (amensalismo), en la colonizacion directa del hongo por penetracion
hifal (predacién), en la competencia por oxigeno, nutrientes y espacio en el suelo y

por su gran adaptabilidad y rapido crecimiento(Garcia, 2008).

Morfologia

Es un hongo que posee conidiéforos y conidios aunque también pueden
producir clamidosporas. Los conidiéforos son hialinos al inicio de su desarrollo, se
observan ramificados pero cuando maduran comienzan a separarse por su formacion
aeérea, son rectos y pueden llegar a presentar un aspecto piramidal, las fialides son
hialinas en forma de frasco e infladas por la base y unidas a los conidiéforos en
angulo recto. Los conidios tienen de 2um a 3um de diametro en promedio son
redondos o de forma ovoide, lisos y se observan hialinos o de color verde brillante al
microscopio. Las clamidosporas tienden a ser globosas a subglobosas, terminales a
intercalares de tono verde y menores a 15um de diametro (Samuels, 1996 citado por
Ramos, 2008).

Habitat
El genero Trichoderma es un tipo de hongo aerobio facultativo que se
encuentra de manera natural en un numero importante de suelos agricolas y otros

tipos de medios (Pérez, 2006 citado por Garcia, 2008).

Por otra parte Jensen y Wolffhechel (1995) citados por Garcia (2008)
mencionan que Trichoderma pertenece a un genero de hongos saprofitos, siendo
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habitantes comunes del suelo. La presencia de alta humedad y el riego mejora sus
condiciones de vida pasando de un estado latente a uno activo; se desarrolla
optimamente hasta en un 60% de capacidad del suelo de retencion de humedad; a
porcentajes mayores de saturacion se disminuye la colonizacion y sobrevivencia por
la baja disponibilidad de oxigeno. El hongo es favorecido por condiciones de pH
acido donde su poblacion se incrementa por una mayor formacion de conidioforos,
por la germinacion de conidias y por menor competencia con microorganismos como

actinomicetos y bacterias que se encuentran limitados por la acidez.

Mecanismos de Accidn

Las especies de Trichoderma pueden ejercer el biocontrol de hongos
fitopatogenos indirectamente, compitiendo por el espacio y los nutrientes,
modificando las condiciones ambientales, estimulando el crecimiento de las plantas y

sus mecanismos de defensa o produciendo antibiéticos (Benitez,2004).

En general, los antagonistas no tienen un Unico modo de accién y la
multiplicidad de estos es una caracteristica importante para su selecciobn como
agente de control bioloégico. Si el antagonista posee varios modos de accion reduce
los riesgos de desarrollo resistencia en el patéogeno (Orietta et al.,2001; Lara et
al.,2007).

Antagonismo

Todo organismo que se opone de alguna manera a la accion, presencia o
supervivencia de otro, se considera que es un organismo antagonista. Esta relacion
antagonica puede manifestarse por antibiosis, lisis, reacciones inmunoldgicas,
competencia, parasitismo y predacion; siendo los mas importantes en el control
biolégico de fitopatogenos el hiperparasitismo, la antibiosis y la competencia. El

antagonismo es un fendmeno que se observa en microorganismos de suelo y en la
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rizosfera, los antagonistas producen antibiéticos, los cuales actuan en competencia

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

Compuestos volatiles

Trichoderma posee mecanismos fungistaticos que impiden el desarrollo de los
hongos fitopatogenos, asi como la capacidad de especies de Trichoderma para
sintetizar sustancias volatiles involucradas en el complejo responsable de este
fendmeno. Dichos componentes son; dioxido de carbono, etanol, acetaldehido,
acetona, propanol, isobutanol e isopentanol, los cuales en diferentes concentraciones

intervienen en la regulacion del mecanismo fungistatico (Dal Bello et al, 1997).

Por su parte Duran (2003) (citado por Ramos, 2008) menciona que la
produccién de antibidticos volatiles tienen un efecto esencialmente fungistatico
debilitando al agente patégeno y haciéndolo mas sensible a los antibidticos solubles.
Algunos antibioticos producidos por Trichoderma harzianum son la trichodermina, la
suzukacilina, la alameticina, la dermadina, la penicilina, los trichotecenos, las

trichorzianinas, entre otros.

Antibiosis

La antibiosis es el fendmeno por medio del cual Trichoderma inhibe o destruye
a un organismo a través de la produccién metabdlica de pequefias moléculas toxicas,
volatiles y de enzimas liticas (Baker y Griffin, 1995). La produccion de antibioticos
confiere a los microorganismos una ventaja selectiva en la competencia por
nutrientes y espacio en cualquier nicho ecolégico (Méndez., 2003 citado por Lara et
al., 2007).
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Micoparasitismo

En el micoparasitismo Trichoderma realiza un reconocimiento y se adhiere
sobre la pared del patégeno. En segundo termino, promueve la hidrdlisis de las hifas
y esclerocios del patégeno por medio de las enzimas producidas como lo son xilasas,

quitinasas, pectinasas, glucanasas y glucosidasas, entre otras (Henis et al., 1983).

Trichoderma se ha reportado como hiperparasito de un gran numero de hongos
fitopatogenos al atacar directamente y producir la lisis de micelio y también de
esclerocios de hongos (Correa et al., 2007).

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

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

Control Biologico

French y Teddy (1982) indican que el control biolégico es en un sentido

restringido el control por medio de parasitos o antagonistas especificos.

Garrett (1965) define al control bioldgico de las enfermedades de plantas como
cualquier condicion o practica mediante la cual la sobrevivencia o actividad de un
patdgeno se reduce a través de cualquier organismo viviente (excepto el hombre),
resultando una reduccion de la enfermedad causada por el patdgeno; pudiéndose
lograr el control biolégico mediante la introduccion o aumento de una o mas especies

antagonicas.
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El renovado interés en el control biolégico, es en parte una respuesta de la
humanidad, a el concerniente problema asociado con los pesticidas quimicos
(Olivares, 1993).

El control biologico de las enfermedades del suelo se esta investigando
mediante el uso de microorganismos antagonistas que pueden ser incorporados al
suelo durante el cultivo para impedir o reducir la actividad de los patogenos. Se han
citado a especies de Trichoderma como antagonistas de Dematophora necatrix y
Phytophthora cinnamomi. También se cita a Trichoderma harzianum y a Dactilium
dendroides como antagonistas de A. mellea, cuando se ha aplicado después de un

tratamiento previo del suelo con dosis subletales de fumigantes (Llacer et al.,1996).

Control Bioldgico de Hongos Fitopatogenos

El control biolégico de patdgenos de suelo ha sido estudiado durante 65 afos,
pero durante este tiempo no se considero viable comercialmente; sin embargo desde
1905 a la fecha el interés en esta area de investigacion se ha incrementado
notablemente (Waller, 1988).

El estudio de las interacciones antagdnicas entre los hongos tales como
micoparasitismo, lisis, inhibicion, competencia, antibiosis y fungistasis son
particularmente importantes en el control biolégico de hongos fitopatogenos (Baker y

Cook, citados por Velasco, 2006).

Actualmente encontramos en el mercado productos para el control de hongos
de raiz y suelo de las plantas utilizando aislados de bacterias de los géneros Bacillus,

Pseudomonas y Streptomyces (Backman et al., 1997; Boyetcchko et al., 1998).

Otros trabajos prueban que Trichoderma y Amphelomyces regulan Ia

multiplicacién de hongos parasitos de las plantas (Volcy, 1996).



MATERIALES Y METODOS

Ubicacion del Experimento

El presente trabajo se realizo en el Laboratorio de Fitopatologia del
Departamento de Parasitologia Agricola de la Universidad Autdnoma Agraria Antonio
Narro (UAAAN) ubicada en Buenavista a 7 km al sur de la ciudad de Saltillo,
Coahuila. La Universidad se localiza en las coordenadas geograficas entre 25° 21" y
25° 21" latitud norte y 101° 01" y 101° 03" longitud Oeste del Meridiano de Greenwich,

con una altitud de 1743 msnm.

Obtencidon del Material Bioldgico

Las cepas de Trichoderma spp. se obtuvieron de suelo proveniente de los
Estados de Guanajuato, Nuevo Ledn y Coahuila. EI muestreo se realizo al azar en
bosques o lugares donde no habia sido perturbado por el hombre o en lugares
cultivados y que se sospecho que existia la interaccion de un antagonista (planta
enferma y alrededor de ella plantas sanas). Sclerotium cepivorum se aislé del cultivo
de ajo, del estado de Guanajuato. Se realizo un muestreo de plantas con sintomas
de la enfermedad y se hicieron aislamientos, purificaciones y se identificaron con el
apoyo del Laboratorio de Diagnostico Fitosanitario del Comité Estatal de Sanidad
Vegetal de Guanajuato (CESAVEG). ElI hongo Sclerotinia sclerotiorum fue
proporcionado por el laboratorio de Hongos Fitopatogenos del Centro Internacional
de Servicios Fitosanitarios (CISEF) el cual fue aislado de semillas de frijol infectadas

con la enfermedad.
Incremento de Microorganismos
Las cepas de los microorganismos que se utilizaron para este trabajo fueron

incrementadas en cajas Petri con medio de cultivo papa dextrosa agar (PDA). Se

deposito un explante de 5 mm de diametro de Trichoderma en el medio de cultivo y



17

se incubo a una temperatura de 27°C por 8 dias. Del mismo modo se incrementaron
las cepas de S. cepivorum y S. sclerotiorum se colocaron a temperatura ambiente

durante seis dias.

Actividad Antagdnica en Cultivos Duales

Se utilizo la técnica de Cherif y Benhamou (1990), la cual consiste en estudiar
cuantitativamente la zona de interseccion o traslape entre el hongo antagénico vy el
fitopatogeno. En cajas Petri con PDA se deposito en un extremo un disco de 5 mm
de diametro con micelio activo de colonias fungosas del hongo patégeno y en el otro
extremo a 4 cm de distancia se coloco un disco de 5 mm de diametro de
Trichoderma spp. Las cajas Petri se colocaron a temperatura ambiente de laboratorio
(15°C como minima y 19°C como maxima) durante cinco dias, de los cuales se saco
un promedio, como se muestra en el cuadro 1. Las cajas se tuvieron en observaciéon
cada 24 h para cuantificar el numero de dias al primer contacto entre el antagonista y
el fitopatogeno, se midié6 el crecimiento de ambas colonias y el diametro de
interseccion y/o traslape. En base a lo que se observé en la interseccion antagonico-
hongo se clasifico segun la escala propuesta por Bell et al., (1982) donde:

Clase 1, Trichoderma sobrecrece completamente al patégeno y cubre

totalmente la superficie del medio

Clase 2, Trichoderma sobrecrece las dos terceras partes de la superficie del

medio

Clase 3, Trichoderma y el patégeno colonizan cada uno aproximadamente la

mitad de la superficie y ningun organismo parece dominar al otro

Clase 4, el hongo patégeno colonizo al menos 2/3 de la superficie del medio y

resiste la invasion por Trichoderma

Clase 5, Sobrecrecimiento del hongo patégeno que colonizo toda la superficie

del medio
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Cuadro 1. Temperaturas tomadas en cinco dias dentro del laboratorio donde se realizaron
los bioensayos de antagonismo y compuestos volatiles.

Dias Minima Méxima
1 14 17
2 14 19
3 16 19
4 15 19
5 16 20
Promedio 15 19

Actividad Antagdnica por Produccién de Compuestos Volétiles

Para este ensayo se deposito en cajas petri con PDA, un disco de 5 mm de
diametro de Trichoderma y de igual manera, en otra caja Petri un disco de 5 mm de
diametro de micelio de S. cepivorum u de Sclerotinia sclerotiorum segun
correspondiera. Posteriormente con la ayuda de un sacabocados de 1.5 de diametro,
se perforo cada una de las tapas de las cajas Petri inoculadas con Trichoderma spp.
Una vez perforada las tapas, se unido la caja de Trichoderma con la de el
fitopatogeno, es importante mencionar que a la caja en la cual se deposito el hongo
fitopatogeno se le retiro la tapa para posteriormente unirlas con cinta kleen pack

como se muestra en la figura 6.

Cabe mencionar que se colocé el disco del hongo fitopatogeno el mismo dia
que el de Trichoderma, tomando en cuenta que la temperatura ambiental que se
estaban presentando esos dias eran frescas lo cual favorecia el rapido crecimiento
de S. cepivorum y S. sclerotiorum. La caja Petri que contenia a Trichoderma se
coloco en la parte de abajo, esto hizo que al colocar el disco de 5 mm que contenian
al hongo fitopatogeno, se le presidnara contra el medio de cultivo para que se
aderiera bien a el y evitar que al momento de unir las cajas se desprendiera el
explante y cayera a la caja Petri sembrada con Trichoderma spp. Los tratamientos se

colocaron a temperatura de laboratorio (Cuadro 1) hasta que el testigo de los hongos
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fitopatogenos cubriera completamente la caja Petri. Posteriormente, se midié el
crecimiento micelial del hongo fitopatogeno en centimetros. Los datos que obtuvimos
se transformaron a por ciento de inhibicién del crecimiento micelial, considerando el

crecimiento del testigo como el 100%.
Actividad Antagdnica Mediante Incorporaciéon de Filtrado de Trichoderma

Para la obtencion del sustancias toxicas de Trichoderma se utilizaron matraces
de Erlenmeyer (250 ml) previamente esterilizados, con medio de cultivo liquido, a
base de papa fresca-dextrosa. Los matraces con 150 ml de medio se inocularon con
tres discos de micelio de 5 mm de diametro de Trichoderma de cultivos de cinco dias
de crecimiento, enseguida se puso en agitacion a 100 rpm (New Bronswick Sc. Co.
Modelo C25) durante 12 dias. Pasado este tiempo el liquido se filtro dos veces con
bomba de vacio y papel Wattman no. 44, por ultimo en filtro milipor de 0.22 ym para
obtener un liquido estéril con los metabolitos de las cepas de Trichoderma.
Posteriormente el extracto obtenido se refrigero a 4 °C hasta su utilizacién. Para la
evaluacion de la actividad antifungica de Trichoderma sobre S. cepivorum y S.
sclerotiorum se utilizaron cajas petri con medio PDA a las que se les agregé 200 pL
del filtrado de Trichoderma y se distribuyo perfectamente con una varilla
bacteriolégica, enseguida en el centro de la caja Petri se colocé el disco de micelio el
de 5 mm de S. cepivorum y de S. sclerotiorum segun correspondiera. Las cajas
Petri se incubaron a temperatura ambiente de laboratorio (Cuadro 1) y se mantuvo
en observacién hasta que el testigo lleno la caja Petri. Para los diferentes bioensayos
se utilizara un disefio completamente al azar, y se midio el porcentaje de inhibicion

micelial.
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Disefio experimental

Para determinar el nivel de antagonismo de las cepas de Trichoderma sobre S.
cepivorum y S. sclerotiorum se aplico un diseio experimental completamente al azar
con 14 tratamientos (cepas de Trichoderma) con cuatro repeticiones. Se utilizo la
prueba de medias Tukey al 0.05% de significancia. Para esto se analizo con el
programa SAS version 8, (Online Doc, 1999) el cual nos agrupa las medias y nos da

el analisis de varianza.



RESULTADOS Y DISCUSION

Estudios de la Actividad Antagonica en Cultivos Duales de Trichoderma spp.

sobre S. cepivorum.

En este experimento se pudo observar diferencias en el crecimiento de los
hongos, principalmente en las cepas de Trichoderma las cuales mostraron un
crecimiento mas lento en comparacion de S. cepivorum, este vario de 1 a 1.5 cm
hasta el momento de hacer el contacto (Figura 1). Esto pudo deberse a la
temperatura de incubacién (Cuadro 1) ya que se sometieron a temperaturas
favorables para el hongo fitopatogeno (14 a 19°C) y no para Trichoderma la cual se
reporta de entre 26 a 29°C (Garcia, 2008). La toma de datos se hizo en tres
ocasiones, una al momento de que el testigo lleno la caja Petri, la segunda a los
cuatro dias y la tercera a los cuatro dias de haber tomado la segunda, esta ultima
considerada para el experimento. Se observo un lento crecimiento de Trichoderma

sobre el fitopatogeno después de tomar los datos en el testigo,

Los dias al contacto entre Trichoderma y S. cepivorum fueron de 2 en todas las
cepas estudiadas (Cuadro 2). De un total de 14 cepas se observo que hubo variacion
en los resultados de estas. Al ubicarlas dentro de la clasificacion de Bell et al (1982),
se observo que la cepa 28 fue la que mostro el maximo efecto antagonico sobre S.
cepivorum (Figura 2) al ubicarse en la escala 1, en donde Trichoderma sobrecrece
completamente al patdégeno y cubre totalmente la superficie del medio, las cepas 30,
10, 8 y 31se ubicaron en la escala 2,en donde Trichoderma sobrecrece las dos
terceras partes de la superficie del medio (Figura 3), las cepas 18, 15, 9,17 y 19 se
ubicaron en la escala 3, donde Trichoderma y el patégeno colonizan cada uno
aproximadamente la mitad de la superficie y ningun organismo parece dominar al
otro (Figura 4) y las cepas 4, 2, 3 y 1 se ubicaron en la escala 4, en donde el hongo
patdgeno coloniza al menos las dos terceras partes de la superficie del medio y
resiste la invasion por Trichoderma (Figura 5). Nuestros resultados no concuerdan

con los obtenidos por Ezziyyani et al. (2004), quienes mencionan que Trichoderma
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harzianum mostro un alto nivel de antagonismo contra Phytophthora capsici con un
desarrollo micelial de P. capsici menos densa y limitada por el antagonista. Estudios
realizados muestran que algunas cepas de Trichoderma spp. inhiben el crecimiento
de Sclerotium rolfsii en comparacion con el testigo (Correa et al., 2007). Al utilizar las
mismas cepas de Trichoderma que se utilizaron en el presente trabajo, se determino
que estas mostraban un buen nivel de antagonismo contra Phytophthora capsici y P.

cinnamomi (Garcia 2008).

Cuadro 2. Dias al primer contacto entre los microorganismos y clases de antagonismo en
las que se ubico el crecimiento micelial 14 cepas de Trichoderma sobre el crecimiento
micelial de S. cepivorum.

Tratamientos Dias al Clase
No. de Cepas Contacto
18 2

30
10
15
8
31
9
28
4
2
17
3
19
1

1. Clase de antagonismo de acuerdo a Bell et al (1982).
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Trichoderma S. cepivorum

Figura 1. Momento del contacto entre Figura 2. Escala 1 de la clasificacion
Trichodermay S. cepivorum. de Bell et al (1982) entre Trichoderma
y S. cepivorum.

Figura 3. Escala 2 de la
clasificacion de Bell et al (1982)
entre Trichodermay S. cepivorum.

Figura 4. Escala 3 de la clasificacién Figura 5. Escala 4 de la
de Bell et al (1982) entre Trichoderma clasificacion de Bell et al (1982)
y S. cepivorum. entre Trichoderma y S. cepivorum.
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Estudios de la Actividad Antagénica por la Produccién de Compuestos

Volatiles Producidos por Trichoderma sobre Sclerotium cepivorum.

Los resultados obtenidos en el ensayo de compuestos volatiles (Figura 6)
producidos por Trichoderma sobre S. cepivorum muestran que estos no tienen un
efecto inhibitorio en el crecimiento micelial de S. cepivorum (Figura 7). Los datos
obtenidos al momento de que el testigo cubrid la superficie de la caja con medio PDA
(8 cm),muestran que en los 14 tratamientos de Trichoderma (4, 8, 1, 30, 18, 19, 3,
15, 9, 31, 17, 2, 10 y 28) sobre S. cepivorum el crecimiento de este es también de 8
cm. Al momento de la toma los datos se observé mayor rapidez de crecimiento del
fitopatogeno (8 cm) en comparacion de Trichoderma (de 1.5 a 2 cm). Esta diferencia
en el crecimiento pudo deberse a la temperatura en la que se incubo el material
(Cuadro 1) ya que favorecia a S. cepivorum y no asi a Trichoderma el cual se reporta
su optimo crecimiento en temperaturas de 26 a 29 °C (Garcia, 2008). Estudios
realizados por Dal Bello et al. (1997) reportan el efecto inhibidor causado por los
compuestos volatiles que produce Trichoderma hamatum sobre el desarrollo de
Alternaria citri, Bipolaris cynodontis, B. sorokiniana, Curvularia brachyspora, C.
lunata, C. oryzae, Rhizoctonia solani observando alteraciones en crecimiento y
desarrollo de los fitopatogenos antes mencionados, todo lo opuesto con los
resultados obtenidos en este ensayo. Ramos (2008) utilizando las mismas cepas de
Trichoderma que se utilizaron en este trabajo, menciona que las cepas 1, 4, y 16

manifestaron un buen efecto de inhibicion sobre Fusarium oxysporum.
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Trichoderma S. cepivorum

Figura 6. Cajas Petri inoculadas con Figura 7. Resultado nulo en la produccion
el antagonista y el fitopatogeno en el de compuestos volatiles de Trichoderma
ensayo de compuestos volatiles. sobre S. cepivorum.

Estudios de la Actividad Antagénica Mediante la Incorporacién del Filtrado de

Trichoderma spp. sobre el Crecimiento de Sclerotium cepivorum.

De acuerdo a los resultados obtenidos en este ensayo, la inhibicion del crecimiento
micelial de S. cepivorum vario de 0 a 81-82%, también se observo que la mayoria de
las cepas utilizadas de Trichoderma tienen un efecto de inhibicién mayor al 60%
sobre S. cepivorum (Figura 8). También se pudo determinar que de las 14 cepas
utilizadas de Trichoderma, 4 no mostraron ningun efecto de inhibiciéon sobre el hongo
fitopatogeno (cuadro 4, Figura 9). El analisis de varianza muestra que hay una
diferencia estadistica entre los tratamientos. La prueba de medias indica que las
cepas de Trichoderma 30, 31, y 18 presentan el mayor efecto de inhibicién, no
presentando diferencia estadistica significativa entre si (cuadro 4). Los tratamientos
1, 3, 8, 4, 10 y 15 presentaron un menor efecto en la inhibicién del hongo
fitopatogeno (71 al 75 %) en comparacion con los tres anteriores, aunque no se
detecto diferencia estadistica entre ellas. El tratamiento 17 presento un menor
efecto de inhibicion en comparacion con los tratamientos anteriores (60-63%). En
cambio los tratamientos 2, 28, 19 y 9 no mostraron ningun efecto de inhibicién sobre

el hongo fitopatogeno (cuadro 4). En otro trabajo realizado por Ramos (2008) donde
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se utilizaron las mismas cepas de Trichoderma que para este trabajo, se reporta un

buen efecto de inhibiciéon, concordando asi con nuestros resultados.

Figura 8. Maximo efecto de inhibicion
de extractos obtenidos de Trichoderma

sobre S. cepivorum.

sobre S. cepivorum.

Figura 9. Minimo efecto de inhibicién de
extractos obtenidos de Trichoderma

Cuadro 3. Porcentaje de inhibicion de Sclerotium cepivorum por extractos de 14 cepas de

Trichoderma a los 4 dias después de la siembra en medio de cultivo PDA.

Tratamientos % de inhibicion 1

No. de cepas
30 81.875 A
31 81.250 A
18 79.375 A
1 75.625 AB
3 75.000 AB
8 74.375 AB
4 73.125 AB
10 71.875 AB
15 71.250 AB
17 60.625 B
2 0 C
28 0 C
19 0 C
9 0 C

1. Tratamientos con la misma letra no son significativamente diferentes.
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Estudios de la Actividad AntagOnica en Cultivos Duales de Trichoderma spp.
sobre Sclerotinia sclerotiorum.

Se pudo observar diferencias en el crecimiento de los hongos, principalmente
en las cepas de Trichoderma las cuales mostraron un crecimiento mas lento en
comparacion de S. sclerotiorum el cual mostro un crecimiento mas rapido que S.
cepivorum, el crecimiento de Trichoderma vario de 1 a 1.5 cm al momento de hacer
el contacto (Figura 10). Al igual que con S. cepivorum esto pudo deberse
principalmente a la temperatura en la que se incubaron (Cuadro 1) ya que se
sometieron a temperaturas favorables para el hongo fitopatogeno las cuales se
reportan como optimas de 19 a 24°C (Romero, 1993) y no para Trichoderma la cual
se reporta de entre 26 a 29°C (Garcia, 2008). La toma de datos se realizo en tres
ocasiones, una al momento de que el testigo lleno la caja Petri, la segunda a los
cuatro dias y la tercera a los cuatro dias de haber tomado la segunda, esta ultima
considerada para el experimento. Esto se hizo al observar un lento crecimiento de
Trichoderma sobre el fitopatogeno después de que se habian tomado ya los datos en
conjunto con el testigo, lo cual, como se comento anteriormente, pudo deberse a la

temperatura en la cual se incubo el material.

Los dias al contacto entre Trichoderma y Sclerotinia sclerotiorum fue de 2 en
todas las cepas estudiadas (Cuadro 2). De un total de 14 cepas utilizadas se observo
que hubo solo una pequefa variacion en los resultados de estas. Al ubicarlas dentro
de la clasificacion de Bell et al (1982), se observo que la cepas 19, 18, 2, 1, 10, 4, 3,
9, 15 y 17 no mostraron ningun efecto antagénico sobre S. sclerotiorum al ubicarse
dentro de la escala 4 (Figura 11), en donde el hongo patégeno colonizo al menos 2/3
partes de la superficie del medio y resiste la invasién por Trichoderma, las cepas 30,
31 y 8 se ubicaron dentro de la escala 2 (Figura 12), en donde Trichoderma
sobrecrece las dos terceras partes de la superficie del medio y la cepa 28 fue la
unica que mostro un maximo efecto antagénico sobre S. sclerotiorum (Figura 13) al
ubicarse en la escala 1, en donde Trichoderma sobrecrece completamente al

patdgeno y cubre totalmente la superficie del medio. En un estudio realizado por
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Vargas (2009), utilizando las mismas cepas de Trichoderma que se utilizaron en este
trabajo, reporta un efecto de antagonismo bueno por parte de las cepas 8, 14, 3, 1,
19, y 20 contra Alternaria alternata. En un trabajo realizado por Garcia (2008)
menciona que utilizo 31 cepas de Trichoderma, de las cuales 14 son iguales a las
que se utilizaron en este trabajo, reportando que 17 cepas de Trichoderma mostraron
un buen efecto de antagonismo sobre Phytophthora capsici. Por otra parte Reyes et
al. (2007) mencionan que Trichoderma harzianum demostré una elevada actividad
antagonica sobre Rhizoctonia solani y Phyricularia grisea al mostrar una colonizacién

total sobre ambos patégenos.

Cuadro 4. Dias al primer contacto entre los microorganismos y clases de antagonismo en
las que se ubico el crecimiento micelial 14 cepas de Trichoderma sobre el crecimiento
micelial de S. sclerotiorum.

Tratamientos Dias al Clase 1

No de cepas contacto
28 2 1
19 2 4
18 2 4
2 2 4
1 2 4
10 2 4
4 2 4
3 2 4
30 2 2
9 2 4
31 2 2
8 2 2
15 2 4
17 2 4

1. Clase de antagonismo de acuerdo a Bell et al (1982).



Trichoderma S. sclerotiorum

Figura 10. Momento del contacto entre  Figura 11. Escala 4 de la clasificacion
Trichoderma y Sclerotinia sclerotiorum  de Bell et al (1982) entre Trichoderma
y Sclerotinia sclerotiorum

Figura 12. Escala 2 de la clasificacion Figura 13. Escala 1 de la clasificacion
de Bell et al (1982) entre Trichoderma de Bell et al (1982) entre Trichoderma
y Sclerotinia sclerotiorum. y Sclerotinia sclerotiorum.
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Estudios de la Actividad Antagénica por la Producciéon de Compuestos
Volatiles Producidos por Trichoderma spp. sobre Sclerotinia sclerotiorum.

Los resultados obtenidos en el ensayo de compuestos volatiles producidos por
Trichoderma sobre S. sclerotiorum muestran que estos no tienen un efecto
inhibitorio en el crecimiento micelial de S. sclerotiorumum (Figura 14). Los datos
obtenidos al momento de que el testigo cubrio la superficie de la caja con medio PDA
(8 cm), muestran que los 14 tratamientos de Trichoderma (4, 8, 1, 30, 18, 19, 3, 15,
9, 31, 17, 2, 10 y 28) sobre S. sclerotiorum el crecimiento de este, es también de 8
cm. Al momento de la toma los datos se observé mayor rapidez de crecimiento del
fitopatogeno de hasta 2 veces mas rapido (4 cm) en comparacién de Trichoderma
(de 1.5 a 2 cm). Esta diferencia en el crecimiento pudo deberse ala temperatura en la
que se incubo el material (Cuadro 1) ya que favorecia a Sclerotinia sclerotiorum y no
asi a Trichoderma el cual se reporta su optimo crecimiento en temperaturas de 26 a
29°c (Garcia, 2008). Estudios contra otros fitopatogenos muestran que cepas de
Trichoderma produjeron compuestos volatiles, los cuales provocaron un desarrollo
micelial menos denso y reduccion del tamafo de la colonia de P. nicotianae.
(Stefanova et al., 1999).

Trichoderma Sclerotinia sclerotiorum

Figura 14. Resultado nulo en la produccion de
compuestos volatiles de Trichoderma sobre
Sclerotinia sclerotiorum.
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Estudios de la Actividad Antagénica Mediante la Incorporacién del Filtrado de

Trichoderma spp. sobre el Crecimiento de Sclerotinia sclerotiorum.

De acuerdo a los resultados obtenidos en este ensayo la inhibicion del
crecimiento micelial de S. sclerotiorum vario de 0 a 58.75%, también se observo que
la mayoria de las cepas utilizadas de Trichoderma tienen un efecto de inhibicién
sobre el fitopatogeno(Figura 15). De los 14 tratamientos 3 mostraron un porcentaje
de inhibicion mayor al 50% sobre S. sclerotiorum, 4 no mostraron ningun efecto de
inhibicién sobre el hongo fitopatogeno (Figura 16) y 7 mostraron porcentaje de
inhibicion menor al 50% (cuadro 7). El andlisis de varianza muestra que hay una
diferencia estadistica entre los tratamientos. La prueba de medias indica que las
cepas de Trichoderma 3, 1, y 30 presentan el mayor efecto de inhibicién, no
presentando diferencia estadistica significativa entre si (cuadro 7). Los tratamientos
18, 31, 10 y 17 presentaron un menor efecto de inhibicion en comparacién con los
tres anteriores, aunque no son estadisticamente diferentes. Los tratamientos 4, 8 y
15 presentaron un menor efecto de inhibicion en comparacion con los tratamientos
anteriores. En cambio los tratamientos 2, 28, 19 y 9 no mostraron ningun efecto de
inhibicién sobre el hongo fitopatogeno (cuadro 7). En el trabajo realizado por Vargas
(2009), donde utilizo las mismas cepas de Trichoderma que se utilizaron en este
trabajo, se reporta que las cepas 14 y 16 mostraron un muy buen nivel de inhibicion

de Alternaria alternata teniendo un maximo efecto de 55.92% de inhibicion.
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Figura 15. Maximo efecto de inhibicion
de extractos obtenidos de Trichoderma
sobre Sclerotinia sclerotiorum.

Figura 16. Minimo efecto de inhibicion
de extractos obtenidos de Trichoderma
sobre Sclerotinia sclerotiorum

Cuadro 5. Porcentaje de inhibicién de Sclerotinia sclerotiorum por extractos de 14 cepas de
Trichoderma a los 3 dias después de la siembra en medio de cultivo PDA.

Tratamientos % de inhibicion 1

No de cepas
3 58.750 A

56.875 A

30 55.000 A
18 48.750 AB
31 48.750 AB
10 45.625 ABC
17 45.000 ABC
4 37.500 BCD
8 34.375 CD
15 29.375 D
2 0 E
28 0 E
19 0 E
9 0 E

1. Tratamientos con la misma letra no son significativamente diferentes.
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CONCLUCIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos en esta investigacion se concluye que:

Los dias al contacto con temperaturas de 15 a 19°C de 14 aislamientos de

Trichoderma con S. cepivorum y S. sclerotiorum fueron de dos dias.

De las 14 cepas utilizadas de Trichoderma solo una mostré6 buen nivel de
antagonismo en cultivos duales sobre Sclerotium cepivorum y Sclerotinia

sclerotiorum.

Bajo las condiciones del ensayo se determino que ninguna de las 14 cepas
utilizadas de Trichoderma producen compuestos volatiles que inhiban el crecimiento

de Sclerotium cepivorum y Sclerotinia sclerotiorum.

Los filtrados de 10 cepas de las 14 utilizadas de Trichoderma mostraron un

porcentaje de inhibicion sobre Sclerotium cepivorum y Sclerotinia Sclerotiorum.
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Cuadro 1A. Ubicacion en la escala de Bell et al (1982) de 14 cepas de Trichoderma sobre
el crecimiento micelial de Sclerotium cepivorum, a los 13 dias después de la siembra en

medio de cultivo PDA.

Tratamientos
Cepas

Py
[

Repeticiones
R2

Pyl
w

Py
N

18
30
10
15
8
31
9
28
4
2
17
3
19
1

A W A O A B 2 WODNDNO®WDNDN®

A W B~ O A BB 2 WODNDNO®WDNDN®

A W A O A B 2 WODNDNOWDNDN®

A W A O A B 2 WODNDNO®WDNDN®
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Cuadro 2A. Porcentaje de inhibicion en centimetros de Sclerotium cepivorum por
compuestos volatiles producidos por 14 cepas de Trichoderma a los 5 dias después de la
siembra en medio de cultivo PDA.

Tratamientos Repeticiones

Cepas R1 R2 R3 R4

0 0 0 0

0 0 0 0

1 0 0 0 0

30 0 0 0 0

18 0 0 0 0

19 0 0 0 0

3 0 0 0 0

15 0 0 0 0

9 0 0 0 0

31 0 0 0 0

17 0 0 0 0

2 0 0 0 0

10 0 0 0 0

28 0 0 0 0

Cuadro 3A. Analisis de varianza del porcentaje de inhibicion de compuestos volatiles
producidos por 14 cepas de Trichoderma sobre Sclerotium cepivorum.

FV GL SC CM F P>F
TRATAMIENTOS 13 0 0 - -
ERROR 42
TOTAL 55 0
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Cuadro 4A. Porcentaje de inhibicién en centimetros de Sclerotium cepivorum por extractos
de 14 cepas de Trichoderma a los 4 dias después de la siembra en medio de cultivo PDA.

Tratamientos

Repeticiones

Cepas R1 R2 R3 R4
1 75 75 90 62.5
2 0 0 0 0
3 87.5 70 75 67.5
4 85 70 70 67.5
8 87.5 70 67.5 72.5
9 0 0 0 0
10 80 70 70 67.5
15 72.5 75 75 72.5
17 72.5 72.5 82.5 80
18 80 85 77.5 75
19 0
28 0
30 90 80 72.5 85
31 82.5 92.5 70 80

Cuadro 5A. Analisis de varianza del porcentaje de inhibicion de extractos producidos de 14
cepas de Trichoderma sobre Sclerotium cepivorum.

FV GL

SC

CM

F P>F

TRATAMIENTOS 13
ERROR 42
TOTAL 55

64673.32589 4974.87122

5445.31250
70118.63839

129.65030

38.37 <.0001

C.V.=21.41524
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Cuadro 6A. Ubicacion en la escala de Bell et al (1982) de 14 cepas de Trichoderma sobre
el crecimiento micelial de Sclerotinia sclerotiorum, a los 13 dias después de la siembra en

medio de cultivo PDA.

Tratamientos

Cepas

Py
=

Repeticiones
R2

A
w

Py
N

28
19
18

30

31

15
17

A AN DN AN DD PBEA DD DD DD DDA

A AN DN BADNMN DD PP DA PP DA

A AN DN BADNMN DD PP DB DA

A AN DN BADNMN DD PP DB DA DA
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Cuadro 7A. Porcentaje de inhibicion en centimetros de Sclerotinia sclerotiorum por
compuestos volatiles producidos por 14 cepas de Trichoderma a los 4 dias después de la
siembra en medio de cultivo PDA.

Tratamientos Repeticiones

Cepas R1 R2 R3 R4

0 0 0 0

0 0 0 0

0 0 0 0

30 0 0 0 0

18 0 0 0 0

19 0 0 0 0

3 0 0 0 0

15 0 0 0 0

9 0 0 0 0

31 0 0 0 0

17 0 0 0 0

2 0 0 0 0

10 0 0 0 0

28 0 0 0 0

Cuadro 8A. Analisis de varianza del porcentaje de inhibicion de compuestos volatiles
producidos por 14 cepas de Trichoderma sobre Sclerotinia sclerotiorum.

FV GL SC CM F P>F
TRATAMIENTOS 13 0 0 - -
ERROR 42
TOTAL 55

CV.=-
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Cuadro 9A. Porcentaje de inhibicion en centimetros de Sclerotinia sclerotiorum por
extractos de 14 cepas de Trichoderma a los 3 dias después de la siembra en medio de

cultivo PDA.

Tratamientos Repeticiones

Cepas R1 R2 R3 R4
1 57.5 57.5 50 62.0
2 0 0 0 0
3 62.5 62.5 55 55
4 37.5 37.5 37.5 37.5
8 25 62.5 25 25
9 0 0 0 0
10 45 25 45 67.5
15 37.5 37.5 25 17.5
17 37.5 47.5 50 45
18 25 57.5 62.5 50
19 0 0 0
28 0 0 0
30 45 50 62.5 62.5
31 50 62.5 32.5 50

Cuadro 10A. Andlisis de varianza del porcentaje de inhibicién de extractos producidos por
14 cepas de Trichoderma sobre Sclerotinia sclerotiorum.

FV GL SC CM F P>F
TRATAMIENTOS 13 27630.35714 2125.41209 22.32 <.0001
ERROR 42 4000.00000  95.23810
TOTAL 55 31630.35714

C.V.=29.70131



