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RESUMEN

El presente trabajo se llevdo acabo en el departamento de parasitologia de la
Universidad Autébnoma Agraria “Antonio Narro” (UAAAN) consistié en seleccionar 100
semillas de diferentes materiales de maiz al azar, la variable a evaluar fue incidencia de F.
verticillioides, se utilizo un disefio completamente al azar con 10 repeticiones por tratamiento
y una total de 80 unidades experimentales, obteniendo los siguientes resultados: la incidencia
de F. verticillioides se encontro en niveles de 92.0 % en el material criollo negro y de 43.0
% en el teocintle y un 72.75 % de incidencia. Asi mismo se identificaron y cuantificaron los
hongos asociados a la semilla, obteniendo resultados de 72.75% para Fusarium
verticillioides, Penicillium sp. (1.25%), Aspergillus niger (1.62%), Aspergillus fluvus
(3.125%) y 21.25% de granos que no se infectaron. Se prob6 a Trichoderma spp. como
biocontrol de F. verticillioides en cultivos duales y mediante la produccion de metabolitos,
Los porcentajes de inhibicion en cultivos duales, fueron procesados por un analisis de varianza
en un disefio completamente al azar, arrojando los siguientes resultados: 42.64% y 57.23% de
inhibicidn respectivamente. T. longibrachiatum recibié calificacion de uno en la escala de
clasificacion de Bell et al., (1982); T. asperellum cepa T22 recibio calificacion de 2 en la
misma escala. Para probar la antibiosis de las dos especies de Trichoderma mediante la
produccién de metabolitos en medio liquido PD (Papa Dextrosa), se hicieron inoculaciones a
500 y 1000uL del filtrado y se sembraron discos de 5mm de didmetro con micelio de F.
verticillioides, incubandose a 28°C por espacio de siete dias, se hicieron evaluaciones del
crecimiento micelial cada 24h, los resultados del &rea de crecimiento y del porcentaje de
inhibicidén fueron procesados por un disefio completamente al azar con arreglo factorial A x B
donde A: es la dosis a ensayar y B: son el nimero de dias de exposicion del patdégeno al
filtrado, T. longibrachiatum, a 500uL (dosis 1) inhibié 20.44% el desarrollo del patogeno y a
1000puL (dosis 2) un 13.7%. Para el hongo T. asperellum cepa T22 se encontro inhibicion de
28.86% a 500uL y 28.72% a 1000uL.

Palabras clave: Patologia de semillas, incidencia, micoflora, antagonismo, antibiosis.
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INTRODUCCION

El cultivo de maiz en México se caracteriza por la produccion de una amplia gama de
variedades, por lo que es posible generar una gran cantidad de productos finales: tortillas,
forraje para animales, almidones, glucosa, fructosa, dextrosa, aceites, botanas, etanol para

bebidas 0 como insumo en la produccion de biocombustible, etcétera.

Por lo general, en nuestro pais se hace mencion principalmente de dos variedades de
maiz: blanco y amarillo o forrajero. EI maiz blanco se produce exclusivamente para el
consumo humano, en virtud de su alto contenido nutricional; en tanto que el maiz amarillo se
destina al procesamiento industrial y a la alimentacion animal, se producen diversas
variedades, sin embargo la mas importante es la del maiz blanco, cuya participacion en la
produccién total de maiz fue de 94.6% en 2004 y 92.9% durante 2005, lo que representa un

volumen de produccion promedio anual de 19.2 millones de toneladas.

Uno de los principales factores limitantes de la produccion agricola y de la calidad de
las cosechas lo constituyen las plagas y enfermedades, las cuales atacan a los cultivos desde
que las plantas inician su crecimiento hasta la recoleccion y aun en los almacenes. En el caso
del maiz es atacado por diferentes plagas y enfermedades como son hongos, bacterias

fitoplasmas, virus, nematodos, insectos, plantas parasitas entre otros.

Una de las restricciones para la movilizacién de productos, es el alto contenido de
residuos toxicos a causa de la aplicacion de quimicos con el fin de lograr una cosecha de
calidad, dicho esto porque solo se ve reflejado en el exterior pero el contenido del fruto, grano
o semilla en realidad no se hace mencion del contenido de residuos téxicos, al menos que sea
para exportacion, pero en el mercado local o nacional se queda lo peor de la cosecha y a final
de cuentas es lo que consumimos los mexicanos, con la finalidad de que cada vez se consuman
alimentos libres de pesticidas el uso de hongos, bacterias o incluso insectos como control
biolégico, son una herramienta en la agricultura para el manejo integrado de plagas y
enfermedades, otra de las ventajas es que el biocontrol de enfermedades es una manera de

respetar a la naturaleza y hacer control racionalmente, para no seguir dafiando al medio



ambiente, anqué todavia no es muy aceptado, porque a los agricultores les gusta ver el efecto

muy répido y el biocontrol tiende a ser un poco lento.

La calidad de las semillas depende mucho del manejo que se de en campo, es de mucha
importancia el buen manejo de los cultivos debido a que de ello depende la produccion,
ademas que en las semillas muchos de los hongos se pueden alojar siendo el mas relevante
Fusarium verticillioides el cual se hospeda en forma de micelio o de conidios bajo el
pericarpio del grano, por lo tanto tiene mayor prioridad en el manejo de la enfermedad como
fuente de inoculo, aunque hay mucha controversia entre autores algunos comentan que la
siembra de semilla infectada con F. verticillioides no es importante en el ciclo de la
enfermedad vy otros resaltan que la siembra de semilla infectada se debe a dicho hongo, sea
cual sea la razén de la enfermedad creo debemos conocer a que nos estamos enfrentando y la

capacidad que tiene el hongo para sobrevivir en el ambiente y causar enfermedades.

Ademaés varios hongos del género Fusarium producen una serie de metabolitos
secundarios toxicos llamados “micotoxinas” pertenecientes a la clase de las fumonisinas. Se
conocen al menos 18 tipos de estas micotoxinas, siendo las fumonisinas B1l, B2 y B3 las
mayoritariamente aisladas en alimentos. Se han detectado fumonisinas en maiz y sus
productos derivados en todo el mundo y se han notificado concentraciones relevantes en
alimentos para consumo humano a base de maiz. Estas micotoxinas son bastante estables en

los métodos de elaboracion de alimentos.

Las principales especies productoras de fumonisinas son Fusarium verticillioides
(sinbnimo de F. moniliforme Sheld.) y F. proliferatum, que son hongos comunes del suelo,
suelen encontrarse en cereales cultivados en regiones templadas de todo el mundo y son

especialmente abundantes en maiz.



OBJETIVOS

Objetivo general

Deteccion de F. verticillioides y su biocontrol por Trichoderma spp.

Objetivos especificos

e Identificacion de F. verticillioides y cuantificacién de hongos asociados a la semilla de

maiz (Micoflora)
e Determinar la incidencia de F. verticillioides
e Determinar la efectividad biologica de Thichoderma spp. en cultivos duales y a

diferentes dosis mediante incorporacion del filtrado, como biocontrol de F.

verticillioides

Hipotesis

Al menos en uno de los materiales de maiz se encontrara la presencia de F. verticillioides y

las cepas de Trichoderma spp. poseen efecto antagonista en el hongo F. verticillioides.



REVISION DE LITERATURA

Importancia del maiz

El maiz es el cultivo més importante de México, forma parte importante en la dieta de
los mexicanos; esta presente en la elaboracion de méas de 4 mil productos, ocupa poco mas de
la mitad de la superficie sembrada del pais; representa casi una tercera parte del valor de la
produccidn agricola; existen poco mas de 3 millones de productores de este grano, y es el

cuarto productor mundial después de Estados Unidos, China y Brasil (FAO 2009).

Produccién nacional

Los principales Estados productores de maiz amarillo son: Chihuahua, Jalisco y
Tamaulipas, con una produccion total nacional de 1, 330,127.71 toneladas. Los principales
estados productores de maiz blanco son Sinaloa, Jalisco y Michoacan con 17, 961,283.54
toneladas. Sinaloa mantiene el 23 % de la produccion con mas de 4 millones toneladas de
maiz, seguido de Jalisco, Michoacan y Chiapas que producen 2, 285,009 , 1,288,971 y
1,228,506 toneladas del grano, respectivamente (SIAP, SIACON, SAGARPA, 2009).

Produccién mundial

El principal pais productor de maiz en el mundo es Estados Unidos con el 51% del
total, con una produccion cercana a los 300 millones de toneladas por afio. China y Brasil
poseen cada uno el 23% y 7%, respectivamente, de la produccion mundial. En el 2004 China
produjo casi 131 millones de toneladas en una superficie de 25, 000,000 hectéareas, lo cual lo
coloca como el segundo productor mundial de este grano, mientras que México produjo en el
mismo afio 21 millones de toneladas, en una superficie 8, 000,000 de hectareas, lo que lo
coloca en el cuarto lugar (FAO 2009).



Importancia econémica de Fusarium verticillioides

El hongo F. verticillioides es el hongo mas importante que limita en gran medida la
produccién de maiz, causando cuantiosas pérdidas econdémicas; asi como cambios en su
contenido nutritivo, sabor en los productos y contaminacién de los granos con micotoxinas;
ademés se sabe que este hongo es el mas frecuente encontrado atacando a la mazorca
(Damarys et al., 1976).

Los hongos reducen la calidad de los alimentos y de las semillas, esto se debe a la
produccidn de sustancias toxicas y la baja capacidad de germinacién; siendo los responsables
de la produccién de metabolitos conocidos como micotoxinas, las especies que corresponden a
los géneros de Cladosporium, Fusarium, Aspergillus, Penicillium, Chaetomium, Aspergillus,
(Agrios, 2005).

F. verticillioides en su etapa sexual produce &cido giberélico en grandes cantidades y
causa la enfermedad conocida como “Bakanae” o gigantismo del arroz en Asia Oriental y a la
cual se le atribuia méas del 70% de las pérdidas de variedades tempranas. El sintoma principal
que presenta dicha enfermedad es un alargamiento exagerado de las plantulas (Muntafiola,
1999).

Clasificacion taxonomica del patégeno (Agrios, 2005)

Reino: Fungi
Division: Ascomycota
Clase: Ascomycetes
Orden: Hypocreales
Género: Fusarium

Especie: verticillioides



Descripcion del patégeno

F. verticillioides tiene microconidias unidas en cadenas en forma de cabezuelas falsas,
unicelulares o bicelulares, en forma de huevos de una coloracion que va desde el amarillo
hasta el rosado. Macroconidias que tienen forma de punta en los dos extremos con el apice
algunas veces en forma de gancho, con células en la parte de abajo que puede ser verdadera o
falsa y estos pueden estar agrupados o desorganizados, cuando estan agrupados se denotan

brillantes, de color salmdn al perder completamente humedad (Alexopoulos y Mims, 1979).

Romero (1988), describid al estado perfecto de F. verticillioides con las siguientes
caracteristicas: periferias violaceas, con centrum tipo nutria, ascas cilindricas adelgazadas en
la parte basal; ascosporas en forma oval con los extremos redondeados, bicelulares, con una
fase conidial caracterizada por microconidias abundantes, agrupadas en forma de cadenas

largas y cortas hialinas, unicelulares; macroconidias angostas de paredes adelgazadas.

Barnett y Hunter (1998), describieron a F. verticillioides como micelio extenso
algodonoso en cultivo, frecuentemente con algo de tinte rosa, purpura o amarillo en el medio;
conidiéforos variables, delgados y simples o gruesos y cortos, ramificados irregularmente o en
verticilos de fialides, simples o agrupados en esporodoquios; conidias hialinas, variables,
principalmente de dos clases, frecuentemente contenidos en pequefias cabezas hldmedas:
macroconidias de varias células ligeramente curvadas o encorvadas en las puntas, tipicamente

con forma de canoa: microconidias unicelulares, ovoides u oblongas, simples o en cadenas.

El estado perfecto de F. verticillioides es Gibberella fujikoroi presenta peritecios
globosos, violaceos o azulados, negruzcos, blandos y ostiolados. Se pueden formar
superficialmente o dentro de un estroma, y pueden estar aislados o en grupos. Las ascas son
hialinas, cilindricas a claviformes y contienen ocho ascosporas fusiformes, ligeramente

curvadas y con uno a tres septos (Herrera 'y Ulloa, 1990).



Influencia del ambiente y fuente de inoculo del hongo Fusarium verticillioides

F verticillioides inverna en forma de peritecios o micelio en restos de plantas
infectadas, particularmente en los tallos de maiz, en la primavera cuando el clima es célido o
hdmedo, las ascosporas maduras son liberadas y llevadas por el viento hacia los tallos o
mazorcas del maiz, en los cuales penetran directamente o a través de heridas de la planta.
También forma conidios en los restos infectados de la planta de maiz, pero los produce con
mayor frecuencia en drganos vegetales infectados, sirviendo como inoculo secundario (Agrios,
2005).

Manzo y Claflin (1984), mencionan que en estudios experimentales demostraron que
F. verticillioides, a pesar de ser un hongo que no forma estructuras de supervivencia como
clamidosporas o esclerocios, puede soportar condiciones ambientales muy adversas. Por
ejemplo, en Kansas se encontré que puede soportar temperaturas de -16 °C por seis meses 0
pasar el invierno con temperaturas de hasta 30°C bajo cero; como conidias o hifas en trozos de

tallo de sorgo, sin pérdida de viabilidad o patogenicidad.

Reyna (1990), menciona que el crecimiento 6ptimo de F. verticillioides oscila entre

los 26 y los 33 °C, y que a temperaturas mayores el crecimiento disminuye.

Cotten y Munkvold (1998), reportan que en residuos de tallo de maiz incorporados al
suelo, F. verticillioides, F. proliferatum y F. subglutinans pueden sobrevivir cuando menos
por 630 dias; esto demuestra que los residuos son una importante fuente de inoculo a largo

plazo.

La mayoria de las especies de Fusarium son parasitos facultativos y pueden
permanecer en forma saprofita en el suelo o rastrojo, pero cuando las condiciones ambientales
son favorables se constituyen en fuente de indculo, iniciandose una interaccion con el
hospedero durante el ciclo del cultivo y causar enfermedades severas en genotipos susceptibles
(Cisneros et al., 2007).



Distribucion del hongo

Kucharer (1966) y Naik et al. (1982), concluyeron que el hongo F. verticillioides lo
encontraron establecido en todo el globo terrdqueo y sobre todo en zonas templadas, himedas
y semihimedas, las cuales podemos encontrarlas en las regiones tropicales y subtropicales.

Diversos autores sefialan que el hongo F. verticillioides tiene una amplia distribucion
geografica y un rango de hospederos importante, ataca cultivos como: sorgo, maiz, higo,

esparrago, pino y cafia de azucar entre otros (Booth, 1971; Gilbertson et al., 1981).

Garcia (1979), encontrd que F. verticillioides se encuentra establecido en las zonas
maiceras de México las cuales tienen las condiciones bidticas y abidticas necesarias para la

sobrevivencia del hongo, el cual causa cuantiosas pérdidas en las cosechas.

Calvert et al. (1983), mencionan que en el estado de Missouri los hongos
predominantes en muestras analizadas fueron F. verticillioides y F. verticillioides var.

subglutinans.

Bottalico et al. (1985), encontraron que los tallos enfermos de maiz contenian

zaeralenona, toxina producida por el hongo F. verticillioides.

Gonzalez et al. (1988), reportaron que los estados de puebla y Tlaxcala en esos
ultimos afios tuvieron un incremento en el ataque de F. verticillioides provocando en las
mazorcas con madurez fisiol6gica y comercial germinacion anticipada y pudricion del grano

de maiz.

En EE. UU. Leslie et al. (1990), determinaron que F. verticillioides es la especie que
predomina en la parte central y oriental, como patégeno de sorgo y maiz. También sefialan que
algunas razas de este hongo pueden producir micotoxinas asociadas a graves enfermedades

tanto en humanos como en animales.

Chulze et al. (2000), mencionaron que F. verticillioides causa epidemias destructivas

por pudricion de la mazorca en Africa, Asia, Europa, Norte América, y Sur América.



Diseminacion del hongo

Existen varias formas las cuales pueden favorecer a la diseminacién del hongo F.
verticillioides entre los cuales podemos mencionar al hombre, animales, agua, viento e

insectos que juegan un papel importante en el incremento de infecciones en las plantas.

Foley (1960), concluyé que el hongo F. verticillioides es sistémico y que las plantas de
maiz son contaminadas por inoculo el cual es transportado por el viento o el que se encuentra
invernando en el suelo, penetrando por la parte basal del tallo, hojas y mazorca. El hongo
cuando es alojado en el tallo vive en los nudos y entrenudos de la parte més baja de la planta,
debilitandola y haciéndola susceptible al acame.

Scott y Futrell (1970), reportaron al barrenador europeo del maiz Ostrinia nubilalis
como acarreador de conidias de F. verticillioides y que puede inocular plantas sanas al

alimentarse del tallo.

Gilbertson et al. (1976), observd que entre mayor incidencia de diabroticas
deambulaban encima de la mazorcas, aumentaban las posibilidades de tener niveles altos del

hongo F. verticillioides causante de la pudricion del tallo.

Ooka y Kommendahl (1977), observaron que el aire, era el més efectivo diseminador
del patdgeno y al hacer monitoreo de diseminacion por aire encontraron muestras de las

estructuras del hongo hasta distancia que se calcularon entre 300 y 400 km de distancia.

Gilbertson et al. (1986), reportaron que en el este de Colorado, EE.UU., en los afios de
1982, 1983, y 1984, las plagas de suelo fueron abundantes; en particular individuos de
Diabrotica virgifera, colectados en diversos sitios se aislaron los hongos F. verticillioides y F.
subglutinans. También se indico que la abundancia de coledpteros sobre las mazorcas y la
cantidad de granos contaminados por los hongos antes citados se correlacionaron

positivamente, sugiriendo que las diabroticas fueron los vectores de los hongos.
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Infeccion natural de Fusarium verticillioides

Kucharek y Kommendahl (1966), afirman que la infeccidn puede ocurrir en el campo a

través de heridas o de grietas en los entrenudos.

Varios investigadores (Lucado, 1970; Kucharek y Kommendahl, 1966), han
considerado que la siembra de semilla infectada con F. verticillioides no es importante en el

ciclo de la enfermedad.

Varias investigaciones han reportado que la infeccion es mediante semilla (Koehler,
1936; Manns y Adams, 1923; Pammel et al.,1916).

Koehler (1936), sefial6 que el patdgeno penetra por la region de los vellos del jilote, se
disemina a las bracteas y pedicelos a través del xilema y finalmente se disemina hasta la raiz.

La infeccion interna del grano no se establece hasta que la mazorca se aproxima a la madurez.

Sintomatologia de la enfermedad causada por Fusarium verticillioides

Fuentes (1960), reportd en sus observaciones que los sintomas de infeccion por F.
verticillioides se denota al encontrarse un color rosado a rojizo hasta llegar a un color gris en

los granos de la mazorca.

En el Centro Internacional de Mejoramiento de Maiz y Trigo (CIMMYT) (1978), se
observO que al existir hongos con coloracién café- rojizo en los entrenudos basales, eran
caracteristicas de invasion del hongo F. verticillioides el cual en ataques severos los debilitan

y estas podian sucumbir facilmente por la accion del viento y de la lluvia.

Alvarez (1984), menciona que cuando la infeccion por F. verticillioides inicia por las
raices trae como consecuencia que las hojas de la parte superior presenten coloracion grisacea

y estas mueran (la planta parece como si se hubiera helado de su parte terminal).



11

Las plantas infectadas muestran una decoloracion café en la base del tallo con una
descomposicion del parénquima y haces vasculares sueltos, las mazorcas infectadas
desarrollan una caracteristica pudricion de unos cuantos granos aislados o areas relativamente
grandes. Los granos afectados presentan un rayado, debido a la presencia del micelio bajo el

pericarpio (De Leon, 2008).

Toxinas producidas por especies de Fusarium

Gelderblom et al. (1988), reportaron a las fumonisinas como una nueva clase de
toxinas que fueron identificadas de cultivos de F. verticillioides y estas toxinas tienen una

actividad cancerigena.

Tres grupos de toxinas zearalenonas, tricotecenos y fumonisinas son producidas por

varias especies de Fusarium, principalmente en maiz (Agrios, 2005).

Zearalenonas parecen ser las méas tdxicas para cerdos, en el cual causan
anormalidades y degeneracién del sistema reproductivo, llamado sindrome estrogénico. La
hembra se alimenta de comida que contiene Zearalenonas y desarrolla vulva atrofiada con
hemorragias, asi como ovarios no funcionales, son susceptibles al aborto y los cerdos que
nacen son pequefios y débiles. EI macho muestra signos de feminizacién, nombrada atrofia de

los testiculos y un alargamiento de las glandulas mamarias.

Los tricotecenos, de donde méas de 100, son producidos por especies de Fusarium y
por varios de otros hongos. Son mas toxicas cuando se las comen los cerdos, en los cuales
causa inactividad, nudos en intestinos, diarrea, hemorragia, y muerte. Otros animales como

vacas, pollos también son afectados.

Fumonisinas son producidas por F. verticillioides, las cuales causan pudricion de la
mazorca de maiz que afecta tanto como el 90% de los campos de maiz. Las fumonisinas son la
causa de mal de paralisis (leucoencefalomalacia equina) en caballos, burros y mulas, edema

pulmonar en cerdos y posiblemente cancer en humanos.
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F. verticillioides es conocido por ser una de las especies altamente toxigenas por la
produccion de fumonisina B1 (FB1), una toxina asociada con el cancer esofégico, FB2, y

moniliformina (MON), una toxina asociada con dafio al miocardio (Marasas et al., 2001).

Rheeder et al. (2002), confirman que F. proliferatum y F. verticillioides son los mas
prolificos productores de fumonisina B1, B2 y B3 junto con F. nygamai que produce bajas

pero significante cantidad de estas tres toxinas.

Descripcion del genero Trichoderma

El hongo Trichoderma se caracteriza por la produccion de conidioforos hialinos, muy
ramificados, no verticilados; fialides individuales o en grupos; conidios (phialosporas)
hialinas, unicelulares, ovoides, en racimos terminales pequefias, generalmente faciles de
reconocer por su rapido crecimiento y manchas verdes o cojines de los conidios; saproéfitos del
suelo o de madera, muy comun, algunas especies reportadas como parasitos de otros hongos
(Barnett y Hunter, 1998).

Los conidi6foros son hialinos, septados, erguidos o laxos, solitarios o frecuentemente
ramificados en dngulos mas 0 menos rectos con respecto al eje principal. Las células filides
esporiferas, producidas individualmente, en pares u en grupos, son hialinas, ovaladas o en
forma de frasco; miden 5-15 x 3-4 um. las fidlides surgen alternadamente o en pares y con
frecuencia se producen en angulo recto con respecto al conidiéforo o la ramificacion
progenitora. los conidios son hialinos o verdes, lisos 0 rugosos o en forma de huevo, con un
diametro de 3-4 um, no septados, reunidos en pequefas bolas esféricas verdes constituidas por
10 a 20 conidios, cada una sobre fidlides (Wharham et al.,1996) .
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Clasificacion taxonomica de Trichoderma (Agrios, 2005)

Reino: Fungi
Division: Ascomycota
Clase: Ascomycetes
Orden: Hypocreales
Género: Trichoderma
Especie: longibrachiatum Rifali,

asperellum Samuels, Lieckfeldt & Nirenberg

Mecanismos de accion de Trichoderma spp.

Entender los mecanismos de accion por los cuales los agentes de biocontrol actian es
critico para mejorar su efectividad, no son mutuamente excluyentes, mientras uno parece ser el
principal, a veces actlan en conjunto y se tienen metodologias para estudiarlos y monitorear a

los agentes antagonistas (Jensen y Wolffhechel, 1995).

Trichoderma produce numerosos antibidticos y enzimas: (J -1,3- glucanasa, quitinasas,
pectinasas, Xilasas, glucosidasas, proteasas y celulasas) degradadores de la pared celular que
juegan un importante papel en el micoparasitismo, ademas de manifestar propiedades
parasitarias contra diversos hongos, produciendo alteraciones en las hifas del parasito.
Inicialmente realiza un reconocimiento y adherencia sobre la pared del patogeno,
posteriormente promueve la hidrélisis de las hifas y esclerocios del patdgeno por medio de las

enzimas producidas (Benitez et al., 2004).
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Los mecanismos por los que las cepas del género Trichoderma desplazan al
fitopatdgeno son fundamentalmente de tres tipos. Competencia directa por el espacio o por los
nutrientes, produccién de metabolitos antibidticos, ya sean de naturaleza volatil o no volatil y
parasitismo directo de determinadas especies como lo es Trichoderma harzianum vy

Trichoderma viride sobre los hongos fitopatdgenos (Yedidia et al., 1999).

Las habilidades antagénicas son descritas como una combinacion de varios
mecanismos, incluyendo competencia por nutrientes y micoparasitismo directo, el cual incluye
la produccion de metabolitos antifingicos y enzimas que degradan la pared celular (Howell
1998).

Las especies de Trichoderma son biocontroladores de patdgenos fungicos del suelo, el
micoparasitismo es el principal mecanismo de accién de Trichoderma sp. Este agente
antagonista envuelve el hongo patdgeno y penetra sus células causandole un dafio extensivo a
nivel celular (pared, membrana y desorden citoplasmatico), principalmente en los géneros
Phytophthora, Rhizoctonia, Sclerotium, Pythium y Fusarium entre otros (Harman et al., 1981

citado por Agamez, 2009).

Los modos de accion mas comunmente reportados para Trichoderma spp. son:
micoparasitismo, competencia por nutrientes y espacio, antibiosis por medio de enzimas o la
produccion de metabolitos secundarios, e induccion de los sistemas de defensa en la planta
(Howell, 2003).

Su actividad comUnmente se ha relacionado con la produccion de enzimas
quitinoliticas (Viterbo et al., 2002), B 1,3-glucanasa y B 1,6-glucanasa (Bara et al., 2003;
Marcello et al., 2010) celulasas y proteasas (Sanz et al., 2004). También puede inducir

resistencia sistémica contra patogenos foliares (Yedidia et al., 2003).

Se han encontrado un amplio rango de enzimas quitinoliticas y glucanoliticas con
posibles mecanismos de control biologico han sido descubiertas como el genoma de
Trichoderma y proteoma analizado (Harman, 2006), ademas una induccion de sistemas de
defensa en la planta (Harman, 2006;Howell, 2003).
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Shoresh et al. (2005), reportan en su trabajo que T. asperellum ademés de producir
enzimas como P 1,3-glucanasa y quitinasas también induce sistemas de defensa en la planta.

Las especies de Trichoderma actlan como hiperparasitos competitivos que producen
metabolitos antifingicos y enzimas hidroliticas a los que se les atribuyen los cambios
estructurales a nivel celular, tales como vacuolizacion, granulacion, desintegracion del
citoplasma vy lisis celular, encontrados en los organismos con los que interactia (Ezziyyani et
al., 2004).

La antibiosis en Trichoderma spp., puede efectuarse por la produccion de enzimas
hidroliticas y por metabolitos secundarios volatiles o no (Jensen y Wolffhechel, 1995).

Se ha reportado que T. virens tiene actividad antagénica mediante la produccion de
“Glitoxina” y “Viridina” cuya sintesis se realiza en un periodo muy corto de 16 horas durante
su crecimiento, coagula el protoplasma de Pythium ultimum y en presencia de este compuesto
no crece; ademas, de este metabolito produce pacibasina, trichodermina y otros antibi6ticos y
enzimas que han demostrado que participan en la reduccion del inoculo de los Fitopatégenos
(Howel et al., 1993).

Entre los metabolitos que produce Trichoderma spp. el 6PAP (6-pentil-a-pirona) es de
los méas conocidos y estudiado debido a su potente actividad antifingica. La habilidad de las
cepas de Trichoderma para producirlo es muy variada entre las diferentes especies, aun entre
cepas de la misma especie; ademds, una cepa en particular puede producir diferentes
metabolitos a diferentes estados de desarrollo segln las condiciones de cultivo (Cooney y
Lauren, 1999).

Las especies T. harzianum, T. kinongii, T. viride, T. longibrachiatum y T. hamatum se
reportan como micoparasitos de Rhizoctonia solani, Sclerotium rolfsii, P. aphanidermatum,
Phytophthora capsici y P. nicotianae, Rosellinia necatrix, F. oxysporum f. sp. melonis, F.
oxysporum f. sp. vasinfectum, F. roseum, B. cinerea, Macrophomina phaseolina y Verticillium

dahliae entre otros, penetrandolos y causando lisis de micelio (Stefanova y Sandoval, 1995.)



MATERIAL Y METODOS

Localizacion del experimento

El presente trabajo fue llevado a cabo en las instalaciones del Departamento de
Parasitologia de la Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro, ubicada en Buenavista,
Saltillo, Coahuila; situada a 7 Km al sur de la ciudad de Saltillo, con una localizacion
geogréfica de coordenadas de 101°00" Longitud Oeste y 25°22" Latitud norte con una altitud
de 1,742 msnm.

Materiales genéticos

Para esta investigacion se utilizaron semillas de maiz criollo, mejorado y teocintle, los
criollos y el teocintle fueron proporcionados por el Instituto Mexicano del Maiz, las

variedades mejoradas fueron adquiridas en diferentes casas comerciales.

Cepas de antagonistas

El hongo Trichoderma asperellum cepa T22 fue proporcionado por el Ing. Daniel Diaz
Gonzaélez al cual le corrieron pruebas de PCR para la identificacion de la especie, la cepa de
T. longibrachiatum fue proporcionada por la MC. Angélica Berlanga Padilla de igual manera

fue identificada con técnicas moleculares.
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Cuadro No. 1 Equipos, aparatos, instrumentos, materiales y sustancias utilizadas en la

investigacion

Equipos y aparatos

1.

Materiales

Parrilla eléctrica

Olla de presion

Balanza analitica
Campana de flujo laminar
Céamara SONY Cyber-shot
Microscopio compuesto
Microscopio de diseccion

Incubadora

1. Probeta graduada de 1000 mL

2. Matraz Erlen meyer

3. Vasos de precipitados

4. Cubre objetos

5. Porta objetos

6. Cajas petri

7. Cinta parafilm

Instrumentos

1. Pinzas de diseccion

2. Bisturi de diseccion

3. Aguja de diseccion

4. Mechero de bunsen

5. Mechero de alcohol

6. Saca bocados (0.8, 0.5 mm)
7. Regla (30 cm)

8. Electromagneto

Sustancias
1. Hipoclorito de sodio 3%
2. Alcohol etilico 96°
3. Agua destilada
4. Malachite Green Agar (MGA)
5. Papa Dextrosa Agar (PDA)
6. Lactofenol

7. Dextrosa
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Medios de cultivo usados en el experimento

Para este trabajo se utilizaron tres medios de cultivo:

MGA (Malachite Green Agar) medio selectivo para F. verticillioides para aislar el
hongo directamente de la semilla, PDA (Papa Dextrosa Agar) para la multiplicacion del
patégeno, y medio de liquido Papa Dextrosa (PD) para la produccién de metabolitos del

hongo Trichoderma spp..

Forma para preparar un litro de medio de cultivo (PDA, MGA)

En un matraz Erlen Meyer adicionar los componentes en un litro de agua destilada, la
cual se pone en una parrilla eléctrica con agitador electromagnético hasta obtener una solucién
verdadera; posteriormente se esteriliza en autoclave a una presion de 15 libras por pulgada
cuadrada por espacio de 20 min a una temperatura de 120 °C, una vez transcurrido el tiempo

indicado se espera a que baje la presion hasta cero para poder retirar la tapa.

Se espera a que la solucién se enfrié unos minutos pero que no solidifique; para el
llenado de las cajas petri es necesario contar con un medio completamente estéril para evitar
contaminacion con agentes no deseados, para cumplir con todo esto se utiliza la campana de

flujo laminar y bajo flama de un mechero de alcohol se vierte la solucidn en placas de petri.

Forma para preparar medio liquido Papa Dextrosa (PD).

Se pesan 200g de papa (Solanum tuberosum) y se hierven en un litro de agua destilada,
se filtra con la ayuda de un lienzo muy limpio, al filtrado se agregan 20g de dextrosa y se

esteriliza en una olla de presion.
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Aislamiento del patdgeno

Este trabajo consistio en seleccionar 100 semillas de maiz de cada material.
Posteriormente se desinfectaron en hipoclorito de sodio al 3 % por 2 min; concluido el tiempo
indicado se enjuagaron en agua destilada estéril por 1 min y se colocaron en papel deztrasa
para su secado quedando asi listas para la siembra. Las semillas de los materiales mejorados,
antes fueron lavadas con agua corriente de la llave mas dos gotas de Tween 20 para

desproveerlas del tratamiento quimico.

Los materiales que se necesitan para la siembra deben estar previamente esterilizados
para cumplir con todo esto se enciende la campana de flujo laminar por 30 min antes de usarse

y se debe desinfectar con alcohol etilico al 96% para descontaminar el microambiente.

Posteriormente se efectud la siembra que consistio en colocar las semillas de maiz a
una distancia equidistante, con la ayuda de unas pinzas de diseccion en cajas de petri con
medio de cultivo MGA y bajo la flama de un mechero, una vez efectuada la siembra las cajas
se sellaron con cinta parafilm y se incubaron a una temperatura de 28° C por espacio de dos

semanas.

Identificacidon del hongo

En este trabajo fue necesario, auxiliarse de dos microscopios, uno compuesto para
observar las estructuras fungosas Yy el otro de diseccion (estereoscopio) para observar las

colonias del hongo y de un manual de laboratorio para identificacion de hongos.

El procedimiento de identificacidn es sencillo, basta con obtener una pequefia porcién
del hongo con la ayuda de una aguja de diseccion y colocarla en un portaobjetos con
lactofenol, posteriormente se colocd un cubre objeto sobre la muestra y se observo en el
microscopio compuesto para definir con mayor exactitud que es el organismo deseado para

este trabajo.
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F. verticillioides fue identificado con las siguientes caracteristicas: microconidios
abundantes, generalmente hialinos unicelulares, pero en ocasiones bicelulares, tienen forma
oval o de garrote y estdn generalmente aplanados en cada extremo. Los macroconidios se
presentan en forma infrecuente, son hialinos, delicados, con paredes delgadas y su forma varia
de curvos a casi rectos; tienen de 3-7 septos y la célula basal tiene forma de pie. Nunca hay

clamidosporas en el micelio (Wharham et al., 1996).

Purificacién

Una vez observado crecimiento suficiente de micelio y haber identificado el patdgeno
se transfirid a cajas petri con medio de cultivo (PDA) e incubandose a una temperatura de
28°C logrando asi un cultivo puro, el método de purificacién usado fue por punta de hifa.

Ensayo No. 1:

Incidencia del hongo F. verticillioides

Disefio experimental

El disefio experimental que se utilizo fue un disefio completamente al azar (DCA) para

la distribucion del experimento.
Analisis estadistico

Se utilizé un disefio completamente al azar (ocho tratamientos y diez repeticiones por
tratamiento), con un total de 80 unidades experimentales. Cada unidad experimental consistio
en diez semillas de maiz. La variable a evaluar fue incidencia de F. verticillioides, las medias
fueron comparadas con la prueba DMS con un 5 % de probabilidad de error. Se utiliz6 el

programa estadistico de la Universidad de Nuevo Leén (UANL) version 2.5.
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Ensayo No.2:

Evaluacion in vitro del efecto antagonico de Trichoderma spp. sobre el patégeno F.

verticillioides en cultivo dual.

En este trabajo se utilizaron dos cepas de Trichoderma, se evalud el antagonismo en
cultivo dual en medio de cultivo PDA, estableciendo cuatro repeticiones por tratamiento y un
testigo absoluto para el patdgeno y otro para el antagonista, se coloco en el extremo de la caja
petri un disco de PDA con micelio de F. verticillioides de 8 mm de diametro y en el extremo
opuesto un disco de Trichoderma spp. a una distancia aproximada de 6 centimetros uno de
otro, las siembras fueron incubadas a 28°C por espacio de cinco dias. La evaluacion se hizo
tomando el diametro de las colonias a los 5 dias de incubacidén y mediante observaciones de la
formacion de una zona de demarcacion entre los indculos, para una correcta medicion de las

colonias la caja petri se dividio en cuadrantes.

Se calcularon los valores medios de porcentaje de inhibicion del crecimiento radial
(PICR) por la formula PICR= R1 — R2 / R1 x 100, usada por Ezziyyani et al., (2004).
Donde:

R1 es el radio mayor (radio del patdgeno testigo) y R2 es el radio menor (radio del patégeno

en enfrentamiento con el antagonista).

Analisis estadistico

Las medias de PICR (Porcentaje de Inhibicion de Crecimiento Radial) fueron
procesadas por un anélisis de varianza y una comparacion de medias de DMS con un 5% de

probabilidad de error con el programa de la Universidad de Nuevo Leon (UANL) version 2.5.
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Se compararon las cepas con respecto a la capacidad antagonista, de acuerdo a la
escala establecida por Bell et al. (1982), cuadro No 2.

Cuadro No. 2. Escala de Bell et al. (1982).

Clase Caracteristicas

Clase 1 Sobrecrecimiento de Trichoderma, que coloniz6 toda la superficie del medio

y redujo la colonia del patdgeno.

Clase 2 Sobrecrecimiento de Trichoderma, que coloniz6 al menos 2/3 de la

superficie del medio.

Clase 3 Trichoderma y el patogeno colonizaron medio a medio (mas que 1/3 y

menor que 2/3). Uno se sobrepuso al otro.

Clase 4 Hongo patdgeno coloniz6 al menos 2/3 de la superficie del medio y resistio

la invasion por Trichoderma.

Clase 5 Sobrecrecimiento del hongo patégeno que colonizd toda la superficie del

medio.
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Ensayo No. 3:
Evaluacion in vitro del efecto antibidtico de Trichoderma spp. sobre el patégeno F.

verticillioides mediante incorporacion de filtrado de Trichoderma spp. al medio.

El filtrado se prepar6 en matraces Erlenmeyer de 250 mL, conteniendo 200 mL de
(PD) que consistio en el cultivo de los aislados en medio liquido de Papa Dextrosa (PD)
esterilizados a 120°C durante 20 minutos, un disco de 8 mm de didmetro se corto del margen
de la colonia miceliana de Trichoderma spp. crecida en medio PDA y se transfirio
asépticamente a los matraces, se incub6 durante siete dias con agitacion constante a 100 rpm
en un agitador orbital, sin presencia de luz y a temperatura ambiente, los matraces se cubrieron
con papel aluminio para evitar el paso de luz. Para obtener un filtrado puro el micelio se
separ6 del liquido con la ayuda de un papel filtro Whatman No. 2 para evitar el paso de los
sobrenadantes, el liquido se colectd en un matraz de 250 mL y se esterilizd con un filtro
millipore de 0.22 um utilizando una jeringa de 20 mL conectada a un porta filtro y colocado a
la boca del matraz. El liquido se verti6 en la jeringa con la ayuda de una probeta de 10 mL y

empujando el embolo a presion, se hizo pasar la solucion en la membrana millipore.

Con el fin de evaluar la pureza del filtrado, se tomo una alicuota de 10uL y se sembrd
en cajas de Petri con medio PDA para cada cepa y se incubo a 28°C por tres dias, el no
desarrollo de los hongos mostro la pureza del mismo.

Las cajas de petri fueron inoculadas con 500 y 1000uL del filtrado de Trichoderma
spp. con la ayuda de una micropipeta y se dejaron reposar por 15 min. para que el filtrado se
adhiera al medio con papa dextrosa agar (PDA), posteriormente se sembr6 un disco de 5mm
de didmetro en el centro de la caja y se dejé en incubacién hasta que el testigo patdgeno

llenara la caja, se evalud el desarrollo micelial cada 24h.
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Analisis estadistico

Se realizaron las pruebas de antibiosis usando un disefio completamente al azar con
arreglo factorial A x B con cuatro repeticiones por tratamiento y dos dosis a ensayar; donde A:
son las dosis a evaluar y B: el tiempo en dias que tardo el testigo patdgeno en llenar la caja.
La comparacion de medias fue procesado por el método DMS con un 5% de probabilidad de
error con el programa de la Universidad de Nuevo Leon (UANL) version 2.5.

Se utilizé el siguiente modelo (Padron, 2003):

Yijk= n 0LiJr Bj + (ap) ij+ éijk
Donde:i=1,2,..,aj=1,2,...,bk=1.2,...., (repeticiones)

2
Y,_k = Crecimiento micelial en cm de Fusarium verticillioides en la ij-ésima unidad
ij
experimental.

n = Efecto de la media general del experimento.

o= Efecto verdadero de la i-ésima dosis de filtrado (A).
ﬁj = Efecto verdadero de la j-ésima tiempo (dias) (B).

(aB)ij: Efecto verdadero de la interaccion (AB) de la i-ésima dosis de filtrado con la j-ésima
tiempo (dias).

g__k: Error experimental en la ijk-ésima unidad experimental
ij



RESULTADOS Y DISCUSION

Identificacion de la micoflora

Se detecto la presencia de F. verticillioides en los 8 materiales de maiz, se puede
mencionar que las caracteristicas concluyeron de acuerdo a las claves de Wharham et al.
(1996), en el cual mencionan que los microconidios son abundantes, generalmente hialinos
unicelulares, pero en ocasiones bicelulares, tienen forma oval o de garrote y estan
generalmente aplanados en cada extremo. Los macroconidios se presentan en forma
infrecuente, son hialinos, delicados, con paredes delgadas y su forma varia de curvos a casi
rectos; tienen de 3-7 septos y la célula basal tiene forma de pie. Nunca hay clamidosporas en
el micelio, por lo tanto las caracteristicas mencionadas son similares a las observadas en este

trabajo.

De igual manera se identificaron dos especies de Aspergillus, ademas se encontr6 la
presencia del género Penicillium, las caracteristicas concluyeron con las propuestas por
Wharham et al., (1996) y con las indicadas por Barnett y Hunter (1998).

Figura No 1. Estructuras morfolégicas de F. verticillioides A: Macroconidios, B: Conidi6foro,
C: microconidios (Fotos: E. Castro). Departamento de Parasitologia, UAAAN, 2011.
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Contaminacion fungica de los granos de maiz

Después de dos semanas de incubacion a 28 °C, se evalué el crecimiento fungico en los
granos de los 8 materiales de maiz en el medio MGA estudiando los granos donde habian
crecido hongos. El porcentaje de granos contaminados se calculd teniendo en cuenta el total

de los granos sembrados por tratamiento (100 granos/material).

De igual manera se identificaron y cuantificaron hongos pertenecientes a los géeneros
Fusarium, Aspergillus y Penicillium, presentes en los materiales de prueba con los siguientes
porcentajes: Fusarium verticillioides (72.75%), Penicillium sp. (1.25%), Aspergillus
niger(1.62%), Aspergillus fluvus (3.125%) y 21.25% de granos que no se infectaron.

Gallardo et al., (2006), encontraron la presencia de los géneros Fusarium, Alternaria,
Aspergillus y Penicillium en una proporcion de 67% para Fusarium en el Valle de Mayo, el
género Aspergillus se encontré en mayor proporcién en las zonas de Hermosillo con un 38%
de incidencia, Valle del Yaqui 23%; mientras que en las muestras del Rio Sonora y Valle del
Mayo fue de 22 y 16% respectivamente. Las especies de mayor incidencia fueron Aspergillus
flavus y A. niger. El género Penicillium se aisl6 en mayor proporcidon en muestras del Valle

del Mayo, representando el 5% de la invasion total.

Cisneros et al. (2007), encontré la presencia de los siguientes géneros fungicos
Fusarium (23%), Alternaria (19%), Aspergillus (3%) y Penicillium (3%), considerados como
patogénicos en semillas de sorgo, como podemos observar sus resultados son casi similares a

los encontrados en este trabajo solo que con diferente cultivo.

Hernandez et al. (2007), encontraron la presencia de hongos asociados a la semilla en
almacén, en maiz amarillo encontraron 50.3% de incidencia de Aspergillus, 5.5 % de
Fusarium y 15.9 % de Penicillium, mientras que en maiz blanco, la incidencia fue de 44.6, 6.0
y 10.4 % respectivamente. En campo los maices amarillos mostraron mayor incidencia de
Aspergillus (3.1%), Fusarium (76.9%) y Penicillium (11.6%) que los maices blancos (2.4, 6.3
y 7.9%, respectivamente).



Cuadro No. 3. Incidencia de hongos asociados a semillas de maiz. Departamento de
Parasitologia, UAAAN, 2011

% de granos % de hongos desarrollados en MGA
no infectados
T No Fusarium Penicillium Aspergillus Aspergillus
infectados verticillioides sp. niger flavus

(T1) 11 87 0 2 0
(T2) 57 43 0 0 0
(T3) 40 52 8 0 0
(T4) 10 75 0 8 7
(T5) 5 92 0 0 3
(T6) 32 68 0 0 0
(T7) 8 74 0 3 15
(T8) 7 91 2 0 0

Amarillo (T1), Teocintle (T2), Leopardo (T3), Cobra (T4), Negro (T5), Puma (T6),
Pionner (T7), Blanco (T8).

Figura No. 2. Incidencia de hongos asociados a semillas de maiz. Departamento de
Parasitologia, UAAAN, 2011
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Ensayo No. 1: Incidencia de F. verticillioides

De acuerdo al analisis estadistico podemos darnos cuenta que él porcentaje de
incidencia del hongo F. verticillioides se encontro en niveles altos de 92.0 % en el material
criollo negro, seguido por un 91.0 % de incidencia en criollo blanco y un nivel relativamente
bajo de 43.0 % en el teocintle y un porcentaje total de 72.75 %.

Bucio et al. (2003), encontraron alta incidencia de Fusarium y otros hongos, los cuales
fueron en una proporcién de 30.7 y 39.5%, respectivamente, y solo en un lote del municipio

de Irapuato se encontrd a Aspergillus flavus.

Kedera et al. (1998), reportaron la distribucién de F. verticillioides en Kenya y una
incidencia de 71 a 72 % en tres muestras de maiz. Estos datos son casi iguales a los

encontrados en esta investigacion.

Figura No. 3. Incidencia del hongo F. verticillioides. Departamento de Parasitologia,
UAAAN, 2011.
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Ensayo No. 2:

Evaluacion in vitro del efecto antagdnico de Trichoderma spp. sobre el patégeno

F. verticillioides en cultivo dual.

Los resultados de la actividad antagénica de Trichoderma spp. por el método de
cultivo dual resultaron ser favorables para el control del patdgeno. Las dos especies inhibieron
el crecimiento de F. verticillioides y lograron detener el crecimiento al hacer contacto, en la
proporcion de 42.64% (24.19cm?) hasta 57 .23% (32.47cm?), comparado con el crecimiento
del testigo el cual fue de 10.46% (5.93 cm?). T. longibrachiatum fue el que presentd
actividad antagénica y parasitica mas elevada, al mostrar una colonizacién total sobre F.
verticillioides a las 120 h, por lo que recibe calificacion de 1, en la escala de clasificacion de
Bell et al. (1982). Una vez alcanzada la zona de demarcacion entre los inoculos, T. asperellum
continuo su crecimiento hasta invadir totalmente la superficie de la colonia del hongo
patogeno, sobre el que produjo esporas hasta las 240 h. revelé buenas potencialidades contra el
patdgeno ensayado, y recibié calificacion de 2 en la misma escala. No se observd

enrollamiento y estrangulacién de las hifas, solo se logro ver lisis y colapso de micelio.

Figura No 4. Escalas de clasificacion: Clase 1: Trichoderma longibrachiatum (izquierda),
Clase 2: Trichoderma asperellum (derecha) (Fotos: E. Castro). Departamento de
Parasitologia, UAAAN, 2011.
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Michel (2001), encontrd un 40.1% de inhibicion en el hongo F. oxysporum y 35.9% en
F. subglutinans por cepas de T. longibrachiatum en cultivos apareados evaluados a los seis
dias después de la siembra (dds), lo cual para F. verticillioides el tiempo en que se mostro

antagonismo fue a los cinco dias después de la siembra.

Guigén et al. (2010), reportan en su investigacion que el crecimiento de los
fitopatdgenos Macrophomina phaseolina, R. solani, Fusarium spp. se redujo, en todos sus
ensayos, durante su confrontacion contra las cepas de Trichoderma spp. Las cepas de T.
asperellum mostraron mayor capacidad para inhibir el crecimiento de R. solani y B. cinerea
que T. longibrachiatum, pero no lograron reducir el crecimiento de Fusarium spp. El grado de
inhibicidn ejercido sobre el crecimiento de los diferentes hongos Fitopatdgenos vario de 44%
a 64%, lo cual podemos constatar en esta investigacion que las especies deTrichoderma
mostraron ser superiores al patégeno lo que no sucedi6 para Fusarium spp. en la investigacion

que reportan dichos autores.

Hoyos et al. (2008), en una evaluacion in vitro de 8 aislados de Trichoderma
encontraron que T. asperellum y T. longibrachiatum poseen una actividad antagénica y
parasitica del 100% en los hongos Rhizoctonia solani y Sclerotium rolfsii de acuerdo a la
clasificacion de (Bell et al., 1982), a la fecha no se reportan investigaciones contra F.

verticillioides con las especies utilizadas en esta investigacion.

Esparza (2009), reporta que de acuerdo a la clasificacién de antagonismo propuesta
por Bell et al. (1982), ubicé a T. asperellum en la clase 1 con un 94.20% de inhibicién segun
la media y a T. longibrachiatum en la clase 2 con un 89.01% contra el hongo Phytophthora
parasitica. También logr6 observar como principal mecanismo de accion la competencia por
espacio y nutrientes y el micoparasitismo, también dichos hongos indujeron lisis de micelio y
la presencia de antibiosis, lo cual en esta investigacion solo se logré ver lisis y colapso de

micelio, pero no se pudo presenciar antibiosis en cultivos duales.
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Ensayo No. 3:

Evaluacion in vitro del efecto antibidtico de Trichoderma spp. sobre el patégeno
F. verticillioides mediante incorporacion de filtrado de Trichoderma spp. al medio.

Para esta investigacion no se puede hablar solo de un metabolito en especifico, porque
en ningin momento se hizo la separacion de cada uno, ni la identificacion de ellos, por lo
tanto solo se discute en conjunto, relacionando todas las enzimas que puedan estar
involucradas y de todos los metabolitos posibles que se lograron producir en medio liquido de
papa dextrosa a los siete dias de incubacion, de alguna manera solo se tratara de explicar el
efecto que tiene Trichoderma spp. mediante antibiosis solo para relacionarlo como un

mecanismo mas de accidn concerniente al micoparasitismo.

De acuerdo a la comparacion de medias se encontrd que el filtrado de T.
longibrachiatum, a una dosis de 500uL (dosis 1) inhibi6 el desarrollo del patégeno en un
20.44% permitiéndole crecer solo 11.98cm?y a 1000pL (dosis 2) crecié 16.45cm? con un
13.7% de inhibicion, podemos darnos cuenta que hay presencia de metabolitos porque con
respecto al crecimiento del testigo que fue de 56.74cm? las 4reas de crecimiento tratadas son
menores, aunque a 1000pL no haya inhibido mas que la dosis de 500uL tal como se muestra

en la figura No. 5.

Figura No.5. Efecto de las dos dosis del filtrado de Trichoderma spp. en el desarrollo de F.
verticillioides mediante antibiosis concerniente a la comparacion de medias.
Departamento de Parasitologia, UAAAN, 2011.
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Para el hongo T. asperellum se encontraron resultados diferentes, no mostro ninguna
diferencia entre las dosis, ya que solo se logré observar que en 500uL, F. verticillioides crecio
16.30 cm? inhibiendo 28.86%, mientras que a 1000pL crecié 16.37cm? (28.72% de inhibicion)
con respecto al testigo que logro crecer 56.74cm? como podemos darnos cuenta los valores del
area de crecimiento son casi iguales, pero aun asi se demuestra una vez mas que el hongo
Trichoderma spp. ademas de poder competir por espacio y nutrientes, por efecto del
parasitismo, a su vez tambien produce metabolitos los cuales pueden inhibir el crecimiento del

patdgeno.

El proceso de antibiosis esta relacionado en el parasitismo de Trichoderma spp. lo cual
en este trabajo fue posible presenciarlo y relacionarlo como una forma mas de control, aunque
hay una desventaja; que como es un antibiotico los hongos méas adelante podrian adquirir
resistencia tal como sucedié con Agrobacterium tumefaciens al producto Agrosin 84
antibiotico producido por una cepa de Agrobacterium radiobacter (Campbell, 1989 citado por
Infante et al.,2009).

Michel et al. (2004), encontraron antibiosis de Trichoderma spp. sobre F. oxysporum y
F. subglutinans por la produccion de 6PAP (6-pentil-a-pirona), las cepas Tl-14 y TI16
inhibieron 47.6 y 32.2% respectivamente sobre el hongo F. oxysporum y para F. subglutinans

encontraron que la cepa TI16 inhibid 42.6% en cambio la cepa TI-14 solo logro inhibir 32.0%.

Ramos (2008), encontrd 31.65, 56. 25, 18.13% de inhibicion por Trichoderma spp.
sobre tres cepas de Fusarium oxysporum evaluado a los 12 dias después de la siembra, dias
muy diferentes a los de esta investigacion ya que el patdgeno logro crecer a lo maximo hasta

el dia siete.

Sanchez et al. (2007), encontraron que nueve cepas de T. longibrachiatum produjeron
extracelularmente (en medios liquidos) proteasas, B-1,3-glucanasas y quitinasas, las cuales
estarian directamente involucradas en el proceso micoparasitico de T. longibrachiatum sobre
Thielaviopsis paradoxa. No lograron observar enrollamiento, ni penetracion de hifas del
patogeno, al igual que esta investigacion. De igual modo también lograron observar colapso de

micelio.



CONCLUSIONES

El hongo F. verticilloides se encontr6 en todos los materiales de maiz y la incidencia

fue alta para el T5 (Negro) y baja para T2 (Teocintle).

Trichoderma spp. son una forma de control de F. verticillioides y poseen una

capacidad antagdnica aceptable.

Especies de Trichoderma pueden producir metabolitos en medio liquido y estas son
capaces de inhibir el desarrollo de muchos fitopatdgenos, ademas que el filtrado de

Trichoderma spp. inhibe el crecimiento de F. verticillioides.
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Apendice

Cuadro No 4. Componentes del medio verde de malaquita agar (MGA): (Castella et al., 1997

citado por Leslie and Summerell, 2006).

Peptona 15¢
KH,PO4 1g
MgS0,.7H,0 059
Oxalato verde de malaquita 2.5mg
Agar 209
H>O 1L
Gentamicina 1 mL/L

Cuadro No. 5. Analisis de varianza de incidencia para F. verticillioides

FV GL sC CM F P>F
TRATAMIENTOS 7 28578.750000  4082.678467 7.9211°  0.000
ERROR 72 37110.000000  515.416687

TOTAL 79 65688.750000

CV.= 31.70% ** = altamente significativo



Cuadro No. 6. Resultados de la comparacion de medias de incidencia para F. verticillioides

Tratamiento Media Agrupacion
5 92.0000 A
8 91.0000 A
1 87.0000 A B
4 75.0000 A B
7 74.0000 A B
6 68.0000 B C
3 52.0000 C D
2 43.0000 D

Nivel de significancia = 0.05 Valor de laDMS = 20.1849 %

Cuadro No. 7. Analisis de varianza para PICR(Porcentaje de Inhibicion de Crecimiento

43

Radial).
FV GL SC CM F P>F
TRATAMIENTOS 1 425.724609 425.724609 8.3884 0.027
ERROR 6 304.509766 50.751629
TOTAL 7 730.234375

CV.= 1426% ** = altamente significativo



Cuadro No. 8. Resultados de la comparacion de medias para PICR

Tratamiento Media Agrupacion
2 57.2368 A
1 42.6471

T1=T. longibrachiatum,T2=T. asperellum

Nivel de significancia = 0.05

Valor de la DMS =

12.3266
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Cuadro No 9. Radios de crecimiento del patégeno (RCP) y radios de crecimiento de

antagonistas (RCA), correspondientes a cultivos duales evaluados a las 120 h.

Trichoderma Fusarium Trichoderma Fusarium
longibrachiatum verticillioides asperellum verticillioides

Repeticion RCA (cm) RCP (cm) RCA (cm) RCP (cm)
rl 3.65 0.85 3.2 1.2
r2 3.75 0.85 3.45 0.85
r3 3.75 0.8 34 0.85
r4 3.75 0.75 3.25 1.0
Testigo 4.25 19 4.25 1.7
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Cuadro No. 10. Analisis de varianza para antibiosis, mediante la incorporacion de filtrado de
T. longibrachiatum contra F. verticillioides.

FV GL e CM FC P>FC
DOSIS 1 279.914063  279.914063 134.0356 0.000
DIAS DE 6 4669.232422 778.205383  372.6403" 0.000
EXPOSICION

INTERACCION 6 463.265625 77.210938  36.97217  0.000
ERROR 42 87.710938  2.088356

TOTAL 55 5500.123047

CV.= 10.16% ** = altamente significativo

Cuadro No. 11. Comparacion de medias para F. verticillioides mediante antibiosis por el
efecto del filtrado de T. longibrachiatum.

Dosis MEDIA cm” % de inhibicion Agrupacién
500pL 11.983214 20.4425 A
1000pL 16.454645 13.7082 B

Nivel de significancia=0.05  ValordelaDMS=  1.1737
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Cuadro No.12. Tabla de medias respecto al crecimiento diario acumulado de F. verticillioides
tratado con filtrado de T. longibrachiatum respecto a las dos dosis.

Dosis Dia Media cm?
1 1 1.245000
1 2 4.337500
1 3 9.344999
1 4 14.190001
1 5 16.435001
1 6 18.010000
1 7 20.320000
2 1 1.127500
2 2 4.387500
2 3 9.150000
2 4 15.120001
2 5 20.537498
2 6 30.294998
2 7 34.564999

Dosis 1 = 500uL Dosis 2 = 1000pL
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Cuadro No.13. Andlisis de varianza para antibiosis, mediante la incorporacion de filtrado de

T. asperellum contra F. verticillioides.

FV GL sC CM FC P>FC
DOSIS 1 0.067383 0.067383 0.0165 " 0.894
DIAS DE 6 9012.801758 1502.133667 368.5873 0.0001
EXPOSICION

INTERACCION 6 21157227  3.526204 0.8652 0.529
ERROR 42 171.166016  4.075381

TOTAL 55 9205.192383

CV.= 1235% ** = altamente significativo

Cuadro No.14. Comparacion de medias para F. verticillioides mediante antibiosis por el efecto

del filtrado de T. asperellum.

Dosis MEDIA % de inhibicion Agrupacién
500pL 16.309643 28.865375 A

1000pL 16.378214 28.744417 B
Nivel de significancia=0.05 DMS=  2.0400
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Cuadro No.15. Tabla de medias respecto al crecimiento diario acumulado de F. verticillioides
tratado con filtrado de T. asperellum respecto a las dos dosis.

Dosis Dia Media

1 1 1.015000
1 2 3.887500
1 3 8.487500
1 4 13.530000
1 5 21.139999
1 6 28.504999
1 7 37.602501
2 1 1.105000
2 2 3.715000
2 3 7.695000
2 4 11.552501
2 5 22.607500
2 6 30.472500
2 7 37.500000

Dosis 1 = 500uL Dosis 2 = 1000pL



